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RESUMO 
 
 

PROPRIEDADES ANTINOCICEPTIVAS E ANTIOXIDANTES DO DISSELENETO 
DE BIS(FENILIMIDAZOSELENAZOLILA) EM ROEDORES 

 
 

Autor: Pietro Maria Chagas 
Orientadora: Dr.ª Cristina Wayne Nogueira 

 
 

As drogas atualmente disponíveis para o tratamento de doenças relacionadas a dor e a 
inflamação apresentam inúmeros efeitos adversos, sendo assim a procura por novas 
moléculas é necessária. Sabe-se que compostos orgânicos de selênio possuem importantes 
propriedades como moléculas antioxidantes, anti-inflamatórias e antinociceptivas. O objetivo 
desta tese foi avaliar as propriedades antinociceptivas e antioxidantes do disseleneto de 
bis(fenilimidazoselenazolila) (DFIS) em roedores. Afim de atender a este objetivo, o 
composto foi investigado em diferentes modelos experimentais e os resultados foram 
divididos em dois artigos científicos e dois manuscritos. Os resultados do artigo 1 
demonstraram a atividade antinociceptiva do DFIS em modelos de nocicepção térmica e 
química, e observou-se que nas doses testadas, o composto não induziu alterações 
comportamentais nem toxicidade aparente. No artigo 2, o estudo focou-se na pesquisa do 
potencial antioxidante do composto DFIS, onde foi reportado o efeito antioxidante in vitro do 
composto frente aos modelos de indução de peroxidação lipídica e carbonilação de 
proteínas em homogeneizados de cérebro, além de atividade sequestrante de radicais livres 
e mimética a enzimas antioxidantes. Em relação à pesquisa de sua toxicidade in vitro, 
observou-se efeito inibitório sobre a atividade das enzimas δ-aminolevulinato-desidratase e 
Na+, K+-ATPase, assim como da captação de [3H]glutamato, entretanto, esses efeitos foram 
detectados em concentrações maiores do que as que apresentaram efeito antioxidante. In 
vivo, o DFIS também foi avaliado frente ao modelo de dano oxidativo induzido por 
nitroprussiato de sódio (NPS); apresentando efeito protetor contra o aumento dos níveis de 
peroxidação lipídica e carbonilação de proteínas e redução nos níveis de tiol não proteico, 
induzidos pelo NPS. No manuscrito 1, o DFIS foi avaliado frente a nocicepção inflamatória 
induzida pela administração intraplantar de adjuvante completo de Freund (CFA), onde a 
alodínia mecânica induzida por CFA foi revertida pelo composto; observou-se também que o 
efeito do DFIS foi bloqueado pela pré-administração de L-arginina. Em relação às análise 
teciduais do manuscrito 1, embora o DFIS não tenha protegido das alterações induzidas 
pelo CFA na pata, este protegeu do aumento dos níveis de espécies derivadas do óxido 
nítrico (NOx) na medula espinhal. Além disso, o DFIS também reverteu o aumento nos 
níveis de malondialdeído e a diminuição da captação de [3H]glutamato induzidas pelo CFA 
na medula espinhal. No manuscrito 2, o DFIS foi avaliado frente ao modelo de artrite 
reumatoide induzida por colágeno tipo-II (AIC), onde foi eficaz em reverter a alodínia 
mecânica e hiperalgesia térmica induzidas pelo modelo. Neste protocolo, além de diminuir a 
atividade da enzima mieloperoxidase na pata, também diminui os níveis de NOx na medula 
espinhal que foram alterados pela AIC. O DFIS também reverteu o aumento dos níveis de 
NFκB e apresentou uma diminuição per se dos níveis da ciclooxigenase-II. Juntos os 
resultados contidos nesta tese sugerem que o DFIS é uma molécula de interesse para o 
desenvolvimento de futuras terapias para o tratamento de doenças relacionadas a dor e a 
inflamação e que a atividade antinociceptiva do DFIS está relacionada ao seu mecanismo 
antioxidante, principalmente a sua interferência sobre a via do óxido nítrico. 
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ABSTRACT 
 
 

ANTINOCICEPTIVE AND ANTIOXIDANT PROPERTIES OF 
BIS(PHENYLIMIDAZOSELENAZOLYL) DISELENIDE IN RODENTS 

 
 

Author: Pietro Maria Chagas 
Advisor: Cristina Wayne Nogueira, PhD 

 
 

The current available drugs for treatment of disorders related to pain and inflammation 
present several adverse effects, then the investigation for novel molecules are required. It is 
known that organoselenium compounds have important properties antioxidant, anti-
inflammatory and antinociceptive molecules. The objective of this thesis was to evaluate the 
antinociceptive and antioxidant properties of the bis(phenylimidazoselenazolyl) diselenide 
(BPIS) in rodent. In order to accomplish this objective, the compound was investigated in 
different experimental models and the results were divided in two research articles and two 
manuscripts. Firstly, the results of the 1st article demonstrate the antinociceptive property of 
BPIS in thermal and chemical nociceptive models, and it was also observed that the 
compound did not induce, in the tested doses, any behavioral change or apparent toxicity. In 
the 2nd article, the study was focused on the research of the antioxidant potential of the BPIS, 
and it was reported the in vitro antioxidant effect of the compound in front of models of lipid 
peroxidation and protein carbonylation induction in brain homogenates, in addition to free 
radical scavenger and antioxidant enzymes mimetic activity. In relation to the investigation of 
the in vitro toxicity, it was observed inhibitory effects on the activity of enzymes, such as δ-
ALA-D and Na+, K+-ATPase, as well as [3H]glutamate uptake, however, these effects were 
detected in higher concentrations than that the compound presented antioxidant effect. In 
vivo, BPIS was also evaluated in front of the model of oxidative damage induced by sodium 
nitroprusside (SNP); presenting protective effect against the increase in lipid peroxidation 
and protein carbonyl levels, as well as the decrease in non-protein thiols induced by SNP. In 
the 1st manuscript, BPIS was evaluated in the inflammatory nociception induced by 
intraplantar injection of complete Freund’s adjuvant (CFA), where the mechanical allodynia 
induced by CFA was reversed by the compound; it was also seen that the BPIS effect was 
blocked by L-arginine pre-administration. In relation to the tissue analysis of the 1st 
manuscript, though BPIS did not protected against the changes induced by CFA in the paw 
tissue, it protected against the increase in the nitric oxide related species (NOx) in the spinal 
cord. Besides that, BPIS also reversed the augment in malondialdehyde levels and reduction 
in [3H]glutamate uptake induced by CFA in the spinal cord. In the 2nd manuscript, BPIS was 
evaluated in front of the type-II collagen-induced rheumatoid arthritis model (CIA), where it 
was effective in reversing the mechanical allodynia and thermal hyperalgesia induced by the 
model. In this protocol, BPIS decreased the paw myeloperoxidase activity, as well as the 
NOx levels in the spinal cord, that were altered by CIA. BPIS also blocked the increase in 
NFκB levels and induced a per se decrease in cyclooxygenase-II levels. Together, the 
results in this thesis suggest that BPIS is a molecule of interest to the development of novel 
therapies for the treatment of disorders related pain and inflammation, and that BPIS 
antinociceptive property is related to its antioxidant mechanism, mainly its interference on the 
nitric oxide pathway. 
 
 
Keywords: Selenium. Nociception. Inflammation. Arthritis. Antioxidant. Nitric Oxide. 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 DOR 

A dor, embora seja uma experiência complexa e difícil de ser descrita em um 

simples conceito, é definida pela Associação Internacional para o Estudo da Dor 

(IASP) como uma “experiência sensorial ou emocional desagradável associada com 

real ou potencial dano tecidual ou descrita em termos de tal dano” (LOESER e 

TREEDE, 2008). Portanto, entende-se que a percepção da dor não envolve apenas 

a tradução de um estímulo nocivo (processo chamado de nocicepção), mas também 

processos emocionais e cognitivos no cérebro, podendo não ser sempre idêntica e 

sofrer variáveis que contribuem na experiência pessoal (JULIUS e BASBAUM, 

2001). Enquanto a nocicepção pode ser definida como a detecção de estímulos 

nocivos e a consequente transmissão da informação codificada ao cérebro, a dor é 

essencialmente um processo perceptual que origina-se em resposta a tal evento 

(LOESER, 2000). 

A transmissão do estímulo nociceptivo envolve inicialmente a ativação de 

neurônios sensoriais ou aferentes primários, através de uma classe de receptores, 

também conhecida como receptores nociceptivos, sendo esses neurônios 

diferenciados pelo diâmetro das fibras condutoras de seus axônios, como 

demonstrado na Figura 1 (JULIUS e BASBAUM, 2001). 

 

Figura 1. Características das fibras de aferentes primárias. Adaptado de JULIUS e 

BASBAUM, 2001. 
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Os estudos em neurofisiologia também salientam diferenças na transmissão 

de estímulos nocivos e não-nocivos pelos neurônios sensoriais primários: sob 

condições normais, fibras de limiar baixo e alta velocidade de condução (fibras Aα e 

Aβ) possuem receptores especializados encapsulados e são estimuladas por 

estímulos não-nocivos; por outro lado, fibras de limiar alto e menor velocidade de 

condução (fibras Aδ e C) possuem terminações livres e são estimuladas por 

estímulos nocivos através dos receptores nociceptivos (SCHAIBLE e GRUBB, 1993). 

Dentre os receptores nociceptivos, podemos citar alguns receptores ionotrópicos 

relacionados a transdução sensorial, como os receptores vaniloides, receptores 

sensíveis a prótons e produtos do metabolismo purinérgico (DUBIN e 

PATAPOUTIAN, 2010). 

Como mencionado anteriormente a sensação nociceptiva aguda é resultante 

da ativação de neurônios sensoriais primários, constituídos de fibras de limiar alto 

(fibras Aδ e C) e dão início a transmissão desta informação a medula espinhal que, 

por sua vez é retransmitida a neurônios que se projetam contralateralmente a níveis 

supraespinhais, como o tálamo e o córtex somatossensorial, sendo este processo 

modulado por uma ampla gama de mediadores (HOLMES, 2016; MILLAN, 1999), 

como representado na Figura 2. 

 

Figura 2. Representação esquemática da principal via neuronal ascendente e o sistema modulatório 

da via descendente responsáveis pela dor. Adaptado de TAVARES e MARTINS, 2013. 
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Do ponto de vista molecular, os neurônios sensoriais primários podem ser 

ativados por diversos fatores (ex. lesão tecidual, queimaduras ou processos 

inflamatórios), liberando a nível espinhal inúmeros neurotransmissores, como 

aminoácidos excitatórios glutamato e aspartato, peptídeo relacionado ao gene da 

calcitonina (CGRP), substância P, galanina e neuropeptídio Y. A transmissão da 

informação nociceptiva a nível espinhal é modulada por interneurônios os quais 

podem liberar peptídeos opioides e ácido γ-aminobutírico, assim como também é 

modulada por neurônios supraespinhais (vias descendentes) através da liberação de 

serotonina (5-HT) e noradrenalina (NA). Esses mecanismos modulatórios podem 

inibir ou facilitar a transmissão nociceptiva através da medula espinhal (TAVARES e 

MARTINS, 2013). Uma vez que sinais são transmitidos através dos receptores 

nociceptivos ao sistema nervoso central (SNC), estas informações são processadas, 

gerando inúmeras respostas fisiológicas e comportamentais. Dentre as respostas 

geradas podemos citar a “experiência emocional desagradável”, assim como 

reflexos de retirada, aumento da pressão sanguínea e frequência cardíaca, entre 

outros parâmetros (MILLAN, 1999). 

A dor, primariamente, constitui um mecanismo de alerta, o qual comunica ao 

indivíduo que algo está errado sempre que algum tecido for lesionado, fazendo com 

que este reaja para remover o estímulo promotor de dor (JULIUS e BASBAUM, 

2001). Em termos de duração, a dor pode ser aguda ou crônica. A dor aguda é uma 

resposta normal causada por uma lesão do tecido com consequente ativação de 

receptores nociceptivos no local da lesão, sendo que a dor geralmente desaparece 

até mesmo antes do restabelecimento do tecido lesado. Por fim, a dor crônica é 

causada por uma lesão tecidual ou doença que geralmente ultrapassa o tempo de 

recuperação do organismo, ou seja, este tipo de dor não desaparece mesmo quando 

o trauma inicial foi resolvido, podendo durar meses ou anos, sendo um importante 

fator de incapacidade e sofrimento (LOTSCH e GEISSLINGER, 2001; MELZACK, 

1999). A dor crônica, por si só, pode ser considerada como uma doença 

incapacitante, presente em muitas condições médicas e o controle da dor constitui 

uma importante prioridade terapêutica (PHILLIPS e CLAUW, 2011). A dor crônica 

também pode ser dividida em dor inflamatória e dor neuropática de acordo com a 

sua etiologia. A dor inflamatória é relacionada a estímulos periféricos, nos quais um 

dano ou um processo inflamatório leva a ativação de uma cascata imune 

relacionada a liberação de mediadores inflamatórios locais, derivados do sangue ou 
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também de células imunes ou danificadas, os quais levam a ativação de receptores 

presentes em fibras C; embora a dor inflamatória possa ser resolvida com a 

resolução do dano tecidual, isto dificilmente é conseguido, uma vez que na maioria 

das vezes a dor está relacionado a processos inflamatórios crônicos e progressivos. 

Enquanto isso, a dor neuropática é relacionada a dano aos nervos periféricos, 

levando a sensação de dor espontânea contínua devido a ativação das vias 

aferentes relacionados ao axônio danificado, a qual permanece ainda que o dano 

inicial seja resolvido. Além das diferenças quanto a etiologia, os diferentes tipos de 

dor crônica apresentam também tratamentos diferenciados; sabe-se que a dor 

inflamatória responde geralmente a agentes anti-inflamatórios e drogas opioides, 

enquanto a dor neuropática responde a agentes antidepressivos e 

anticonvulsivantes (XU e YAKSH, 2011). 

Uma vez que a simples dor aguda já caracteriza uma experiência 

desagradável, situações de dor crônica são de grande preocupação. Estudos 

demonstram que em países desenvolvidos a dor crônica afeta em torno de 20% da 

população adulta. Em torno de 30-40% dos acometidos pela dor crônica estão 

relacionados a doenças das articulações e musculoesqueléticas; seguidos por dor 

nas costas e pescoço que contabilizam por outros 30% e enxaqueca e cefaleias 

contabilizam em torno de 10% dos casos de dor persistente. Além disso, embora em 

menor número, em torno de 1-2% dos adultos também são afetados por dor 

resultante de câncer (BREIVIK e BOND, 2004; STEGLITZ et al., 2012). Sabe-se que 

nos Estados Unidos da América (EUA), gasta-se em torno de US$ 600 bilhões com 

custos diretos com medicamentos, comorbidades e perda de produtividade dos 

pacientes; sendo destes, em torno de 30% envolvidos exclusivamente com 

patologias relacionadas a artrite (HOLMES, 2016). A Figura 3 apresenta os 

principais sinais e sintomas relacionados a dor crônica como uma doença per se 

(Classificação Internacional de Doenças e Problemas relacionados à Saúde – CID-

10 R52), assim como suas comorbidades.   

Não é apenas a duração que distingue a dor aguda da dor crônica, mas a 

capacidade do organismo de reparar o sítio da lesão e restaurar os disparos 

aferentes e o processamento central normal (LOESER, 2000). Tendo em vista que 

estes eventos são dependentes da intensidade e da duração do estímulo, quanto 

mais persistente for o processo doloroso, mais difícil se torna o tratamento do 

quadro patológico (BESSON e CHAOUCH, 1987; WANG e WANG, 2003; WOOLF e 
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SALTER, 2000; ZIMMERMANN, 2001). Situações de dor, principalmente de cunho 

crônico, podem estar combinadas a mudanças neuroplásticas no SNC que podem 

levar à sensibilidade aumentada a dor: condições conhecidas como hiperalgesia, ou 

aumento da dor em resposta a estímulos dolorosos; e alodínia, ou dor em resposta a 

estímulos não-nociceptivos (LOESER e TREEDE, 2008). 

 

Figura 3. Principais sinais e sintomas relacionados a dor crônica como uma doença per se (CID-10 

R52), assim como suas comorbidades.  Adaptado de BREIVIK e BOND, 2004. 

Além disso também é importante lembrar que mesmo em pacientes que 

apresentam dor com componentes mais periféricos, e não primariamente 

neuropáticos, como osteoartrite e artrite reumatoide, podem frequentemente ter 

elementos relacionados a hipersensibilidade a dor a nível de SNC (PHILLIPS e 

CLAUW, 2011). Cabe salientar também que tanto a dor aguda quanto a dor crônica 

estão frequentemente associadas a processos inflamatórios, como resultado da 

lesão tecidual, reatividade imunológica anormal ou lesão nervosa (STEIN et al., 

2003). 

 

1.2 INFLAMAÇÃO 

 A inflamação, assim como a dor, constitui um mecanismo fisiológico de 

defesa sendo estes dois muitas vezes processos relacionados, os quais partilham de 

efetores e mediadores comuns. Reforçando esta afirmativa, cabe lembrar que um 

dos sinais clássicos do processo inflamatório em si, é justamente a dor, sendo os 

outros calor, rubor, inchaço e consequente perda da função do órgão/local afetado 

(LAWRENCE et al., 2002). Muito antes de uma patologia, a inflamação é uma 

resposta do sistema imunológico, a qual pode ser causada por diversos agentes 
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químicos, físicos e infecciosos envolvendo recrutamento e a ativação de leucócitos 

para o sítio tecidual afetado; podendo o processo inflamatório também estar 

relacionado a um desequilíbrio no controle imunológico celular (BRUNE et al., 2013). 

 A nível primário, a inflamação desencadeada pelos agentes anteriormente 

mencionados envolve a chegada de diversos componentes sanguíneos, como 

plasma e leucócitos ao local afetado. A resposta inicial é local e mediada por células 

tecido-residentes como macrófagos e mastócitos, levando a produção de diversos 

mediadores inflamatórios, incluindo citocinas, aminas vasoativas, eicosanoides, 

moléculas gasosas, entre outros (MEDZHITOV, 2008). A partir da produção destes 

mediadores, o efeito principal e mais imediato é a formação de exsudato inflamatório 

local, onde proteínas plasmáticas e leucócitos, normalmente restritos ao sangue 

ganham acesso ao tecido afetado, possivelmente devido a alterações na 

permeabilidade do endotélio vascular e a mecanismos quimiotáticos (POBER e 

SESSA, 2007). 

Quando os leucócitos alcançam o local afetado, estes tornam-se ativados por 

mecanismos relacionados à interação direta com os patógenos ou devido a ação de 

citocinas secretadas pelas células residentes no tecido. Uma vez ativados, os 

leucócitos, principalmente os neutrófilos, tentam eliminar o insulto inicial, como os 

agentes infecciosos, liberando o conteúdo tóxico presente em seus grânulos 

(FAURSCHOU e BORREGAARD, 2003). Estas substâncias, embora sejam 

extremamente potentes e necessárias para a eliminação de patógenos, não 

discriminam entre micro-organismos e os alvos do próprio hospedeiro, assim, danos 

colaterais aos tecidos do hospedeiro podem ocorrer. Uma resposta inflamatória 

aguda satisfatória e bem sucedida resulta na eliminação do insulto inicial seguida de 

uma fase de resolução e reparo (DE OLIVEIRA et al., 2016). 

Reforçando o anteriormente mencionado, neutrófilos são uma das classes 

de leucócitos mais importantes para o desenvolvimento do processo inflamatório 

local, além de serem o tipo mais abundante de leucócitos no sangue e uma das 

primeiras linhas de defesa do organismo contra infecções e dano tecidual. Os 

neutrófilos realizam sua ação como células efetoras destruindo agentes infecciosos 

através de processos como fagocitose, degranulação, assim como ajudando a 

regular a resposta adaptativa imune, incluindo a ativação de linfócitos B e T 

(CROCKETT-TORABI e WARD, 1996). Em uma resposta bem sucedida a um dano 

agudo, é fundamental que uma lesão tecidual muito extensa, decorrente da resposta 
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imune, seja prevenida através da resolução do processo inflamatório e remoção dos 

neutrófilos do local onde ocorreu o dano. Embora a participação destas células 

sejam de extrema importância para a resposta imune, infiltração e ativação 

excessiva de neutrófilos no local de ação também pode levar a dano tecidual e 

consequente inflamação crônica (DE OLIVEIRA et al., 2016). 

Diversas são as substâncias e enzimas presentes nos grânulos de células 

leucocitárias, as quais estão relacionadas a produção de toxinas ou moléculas 

sinalizadoras relacionadas a destruição de possíveis patógenos. Dentre os produtos 

que ativam diretamente o processo inflamatórios estão: citocinas, quimiocinas, 

proteases, prostaglandinas, leucotrienos, espécies reativas de oxigênio (EROs) e 

nitrogênio (ERNs) (WRIGHT et al., 2010) (Figura 4). Para a produção de algumas 

destas substâncias são necessárias certas enzimas como: a fosfolipase A2 (PLA2), 

ciclooxigenases (COX) e as lipooxigenases (LOX), responsáveis pela produção de 

prostaglandinas e leucotrienos, respectivamente; e a nicotinamida adenina 

dinucleotídeo fosfato oxidase (NAPHox), a mieloperoxidase (MPO) e a óxido nítrico 

sintase induzível (iNOS), responsáveis pela produção de superóxido, ácido 

hipocloroso e óxido nítrico, respectivamente (SEGAL, 2005; WRIGHT et al., 2010). 

Frequentemente, a expressão ou mesmo a atividade dessas enzimas, assim como 

os níveis dos produtos, estão aumentados tanto em situações de inflamação aguda 

ou crônica, sendo utilizados como marcadores de atividade inflamatória tecidual 

(FEITOZA et al., 2009; TAHERGORABI e KHAZAEI, 2013; ZHOU et al., 2004). 

 

Figura 4. Funções e produtos de leucócitos que ativam diretamente o processo inflamatório.  

Adaptado de WRIGHT et al., 2010. 
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A resposta inflamatória é orquestrada por diversos mediadores, sendo um dos 

principais deles as citocinas, produzidas por diversos tipos celulares. Apesar de a 

natureza do estímulo nocivo geralmente ditar os tipos de mediadores produzidos, 

alguns estão presentes de forma quase obrigatória nos diversos processos, dentre 

eles podemos citar o fator de necrose tumoral-alfa (TNF-α) e as interleucinas (IL)-1 e 

IL-6 (MEDZHITOV, 2008). Estas citocinas, secretadas inicialmente pelas células 

tecido-residentes, tem função basicamente pró-inflamatória, são responsáveis por 

funções como ativação endotelial e leucocitária e indução da resposta de fase aguda 

(FOSTER, 2001; KIELIAN e HICKEY, 2000). O TNF-α e as interleucinas IL-1 e IL-6, 

agindo sobre os seus receptores celulares específicos, ativam diversas vias 

inflamatórias, sendo uma das principais a via do fator nuclear-kapa-B (NF-κB), um 

complexo proteico que desempenha funções como fator de transcrição de genes 

relacionados a síntese de enzimas e outros mediadores inflamatórios (LAWRENCE, 

2009). Após a retirada do insulto inicial, geralmente ocorrem os fenômenos de 

recirculação e apoptose de células sanguíneas, assim como a diminuição da 

produção dos mediadores inflamatórios (ex. eicosanoides, quimiocinas e citocinas 

pró-inflamatórias) (LAWRENCE e GILROY, 2006). Assim como existem citocinas 

com função pró-inflamatória, não se pode esquecer que também existem algumas 

com função anti-inflamatória, dentre as principais podemos citar a IL-10 e o fator de 

transformação do crescimento-β (TGF-β), as quais desempenham papéis 

importantes na resolução da inflamação e iniciação do reparo tecidual (COUPER et 

al., 2008; LAWRENCE et al., 2002; MEDZHITOV, 2008). 

Como anteriormente citado, a inflamação geralmente é caracterizada como 

uma resposta de cura a uma injúria local, entretanto esta pode evoluir para estados 

crônicos caso o insulto inicial persista, seja ele um antígeno endógeno ou exógeno, 

elevando o risco de uma progressão para um resposta sistêmica (MEDZHITOV, 

2008). Um dos principais exemplos de doenças inflamatórias crônicas são as 

doenças autoimunes, das quais podemos citar a esclerose múltipla, a diabetes tipo I, 

a artrite reumatoide e a doença celíaca, mas também não podem ser excluídas 

doenças onde o papel autoimune não está necessariamente presente, como a 

asma, diabetes tipo II, aterosclerose e doença inflamatória do intestino (HEAP e 

VAN HEEL, 2009). Ainda não é totalmente compreendido os mecanismos pelos 

quais tanto o organismo poderia atacar as próprias células ou persistir 

demasiadamente em um processo inflamatório exacerbado que acabaria por causar 
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mais estragos que soluções. O organismo provavelmente falhe em ativar certos 

genes, redes e vias de sinalização necessárias para cessar a inflamação crônica de 

uma forma coordenada (HEAP e VAN HEEL, 2009; LAWRENCE e GILROY, 2006). 

Lembrando o anteriormente citado, a dor é uma das características clássicas 

do processo inflamatório, e o contrário também se observa em situações de dor, 

como uma doença per se, onde a inflamação tem um papel importante na 

propagação e sensibilização de receptores a estímulos nociceptivos (KIDD e 

URBAN, 2001). Mediadores inflamatórios, como prostaglandinas e citocinas, de 

forma aguda são conhecidos por ativarem ou aumentarem a sensibilidade de 

receptores nociceptivos a determinados agonistas (HORI et al., 2000; HORI et al., 

1998). Além disso, estudos demonstram que situações inflamatórias, mesmo 

periféricas, podem desencadear liberação de mediadores inflamatórios de uma 

forma sistêmica, podendo culminar até mesmo em processos neuroinflamatórios, 

com ativação de células imunes cerebrais, ou microglias, presentes tanto no cérebro 

quanto na medula espinhal (RAGHAVENDRA et al., 2004; SWEITZER et al., 1999). 

A ativação destas células, junto com uma maior sensibilidade de outras células 

neuronais, como neurônios e astrócitos, podem contribuir extensamente na 

patofisiologia da dor crônica (GOSSELIN et al., 2010; MILLIGAN e WATKINS, 2009). 

Mesmo em situações de dor crônica em que o processo inflamatório não é a causa 

inicial, como em dores neuropáticas, comenta-se que ocorre também a ativação 

neuroimune, assim como um aumento na produção de citocinas e quimiocinas a 

nível de SNC (KIDD e URBAN, 2001; PHILLIPS e CLAUW, 2011). 

Dentre as doenças em que dor e inflamação estão amplamente 

correlacionadas está a artrite reumatoide: um doença de cunho autoimune que afeta 

inúmeras pessoas, e que apresenta associação com incapacidade progressiva, 

complicações sistêmicas, morte prematura e custos socioeconômicos. Sua causa 

ainda não é totalmente conhecida e o seu prognóstico é geralmente desfavorável, 

com poucas terapias efetivas e com efeito em longo prazo (MCINNES e SCHETT, 

2011). Os indivíduos afetados pela artrite reumatoide apresentam processo 

inflamatório exacerbado nas articulações, também chamado de sinovite, 

caracterizado por dor e inchaço, sendo este processo crônico e incurável, o que 

pode levar mesmo a perda da função das mesmas (CHOY, 2012; PICERNO et al., 

2015). Os principais anticorpos presentes no desenvolvimento desta patologia são 

os anticorpos anti-peptídio citrulinado cíclico, anti-queratina e o fator reumatoide 
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(principalmente do tipo Imunoglobulina M anti-Imunoglobina G), os quais originam o 

processo inflamatório sinovial, ainda sem causas conhecidas, com liberação de 

citocinas e enzimas que levam a destruição do tecido sinovial (AMRI et al., 2011; 

BAS, S., 2002). Embora o processo inicial apresente características especialmente 

retidas as articulações, manifestações sistêmicas também podem ser observadas, 

como vasculite, nódulos viscerais, síndrome de Sjögren e até mesmo processos 

inflamatórios a nível de SNC (BATHON et al., 1989; COJOCARU et al., 2010). Como 

uma condição associada a dor crônica, a artrite reumatoide também deve ser 

considerada como um “estado de dor mista”, apresentando componentes tanto 

centrais quanto periféricos desempenhando determinados papeis na sinalização da 

dor. E devido a isto, os componentes centrais devem ser levados em conta tanto na 

abordagem farmacológica quanto não-farmacológica deste tipo de dor, uma vez que 

algumas drogas são efetivas para o tratamento da dor periférica mas não central 

(PHILLIPS e CLAUW, 2011). 

 

1.3 TRATAMENTOS FARMACOLÓGICOS DISPONÍVEIS PARA O TRATAMENTO 

DE DOENÇAS RELACIONADAS A DOR E INFLAMAÇÃO 

Como anteriormente comentado, a dor é classificada quanto ao seu tempo de 

duração em aguda e crônica, e assim também é diferenciado seu tratamento. Um 

ponto importante também a ser levado em conta é que dores crônicas geralmente 

possuem componentes centrais ou inflamatórios associados (PHILLIPS e CLAUW, 

2011). 

Para o tratamento da dor aguda, os principais aspectos a serem avaliados 

são a causa e também a intensidade da dor relatada pelo paciente. Para o 

tratamento de dores leves a moderadas são usados anti-inflamatórios não 

esteroidais (AINEs) (BLONDELL et al., 2013). O tipo de AINE utilizado geralmente 

leva em conta o tipo de dor e os riscos individuais de cada paciente, uma vez que 

esta classe de drogas frequentemente é associada a alguns efeitos adversos, sendo 

os principais os gastrointestinais, devido à falta de seletividade para a isoforma 

induzível, ou COX-2, da ciclooxigenase. Ainda assim, mesmo fármacos inibidores 

seletivos para a COX-2, como os membros da classe dos coxibes, precisam ser 

utilizados com cautela, uma vez que estão relacionados a riscos cardiovasculares, 

além de serem de maior custo para o paciente (BACCHI et al., 2012). Em caso 

destas drogas não serem suficientes para o alívio da dor, ainda pode ser usada uma 
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combinação de opioides e AINEs. Dores agudas mais severas podem ser tratadas 

com opioides potentes, sendo esses fármacos geralmente eficazes em muitos tipos 

de dores (BLONDELL et al., 2013). Entretanto, para os fármacos opioides, diversos 

fatores devem ser levados em conta, os principais deles são o risco de 

desenvolvimento de tolerância e dependência, os quais devem ser considerados 

mesmo em tratamentos de curto prazo (BENYAMIN et al., 2008).  

Para o alívio de processos inflamatórios agudos, além dos AINEs 

anteriormente mencionados, utilizam-se também fármacos corticosteroides. Sabe-se 

que os fármacos corticoides, embora apresentem grande eficácia dependendo do 

tratamento, também apresentam efeitos colaterais, os quais podem ser muito graves 

dependendo da potência do medicamento. Os corticosteroides são associados a 

inúmeros efeitos adversos, dos quais incluem risco aumentado de infecções, 

intolerância à glicose, retenção de sódio, edema e hipertensão, dificuldade de 

cicatrização, entre outros (SHAIKH et al., 2012). 

Reforçando o supradito, doenças relacionadas a dor crônica precisam ter 

levados em conta os componentes centrais ou inflamatórios associados. Neste 

tópico serão abordados os fármacos relacionados a artrite reumatoide, por esta 

apresentar componentes de dor crônica de aspecto inflamatório. Para o tratamento 

desta doença, podem ser utilizadas drogas com características imunossupressoras, 

os quais são escolhidos com base no estágio da artrite. Dentre os fármacos 

imunossupressores mais utilizados são os corticosteroides e a classe conhecida 

como drogas antirreumáticas modificadoras de doença (DARMD), sendo alguns 

exemplos o metotrexato, os sais de ouro, a hidroxicloroquina e a sulfassalazina, 

além dos os inibidores biológicos do TNF-α (SINGH et al., 2016). Como 

complicações do tratamento dessas drogas, os agentes imunossupressores 

suprimem o sistema imune agindo por diversas vias, o que acaba levando a um risco 

elevado de infecções por diferentes microorganismos, sendo infecções bacterianas e 

virais as de maior preocupação. Devido ao papel do sistema imune no controle de 

células malignas, os pacientes podem apresentar risco teórico maior de 

desenvolvimento de tumores (KAHLENBERG e FOX, 2011). 

Por isto, observa-se que os medicamentos disponíveis na clínica para 

prescrição analgésica e anti-inflamatória, embora eficazes, ainda apresentam 

diversas preocupações quanto aos seus efeitos adversos e segurança (JAGE, 2005; 
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STEINMEYER, 2000). Por essa razão, há um crescente interesse na busca de 

novas drogas analgésicas promissoras e com menos efeitos adversos. 

 

1.4 ESTRESSE OXIDATIVO 

Espécies reativas são moléculas eletrofílicas que apresentam certo grau de 

reatividade com moléculas orgânicas, sendo chamados também de radicais livres 

quando possuem um ou mais elétrons desemparelhados em um orbital atômico ou 

molecular (CADENAS e DAVIES, 2000). Fisiologicamente, as principais espécies 

reativas produzidas são divididas em EROs e ERNs, as quais podem ser 

detoxificadas por mecanismos fisiológicos como apresentados na Figura 6 (SORG, 

2004). 

 

Figura 5. Representação das principais vias de síntese e eliminação de EROs e ERNs. Abreviaturas 

presentes na figura: 6-fosfogliconato (6PGδL), Arginina (Arg), Áscorbato (ASC), Catalase (Cat), 

Citrulina (Cit), Deidroascorbato (DHA), Glicose-6-fosfato (G6P), Glicose-6-Fosfato Desidrogenase 

(G6PDH), Glutationa Oxidada (GS-SG), Glutationa Peroxidase (GPx), Glutationa Redutase (GR), 

Glutationa Reduzida (GSH), Hexoquinase (HK), Lipídios e derivados (L), Metal (M), Mieloperoxidase 

(MPO), Nucleotídeo Redutase (NR), Óxido Nítrico Sintase (NOS), Tocoferol (TOC), Substratos 

diversos (A), Superóxido Dismutase (SOD) e Ubiquinona e derivados (Q). Adaptado de SORG, 2004. 

Dentre as EROs podemos citar os radicais superóxido (O2
.-), hidroxila (OH.), 

assim como as espécies não-radicalares como peróxido de hidrogênio (H2O2), ácido 

hipocloroso (HOCl) e peróxidos lipídicos (LOOH) (VALKO et al., 2007). Estas 
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moléculas são produzidas fisiologicamente em pequenas quantidades, por exemplo: 

o radical superóxido é produzido através da redução do oxigênio molecular (O2) 

mediada por enzimas como a NADPH oxidase e a xantina oxidase, assim como pela 

reação com a semi-ubiquinona na cadeia transportadora de elétrons mitocondrial; 

este superóxido pode sofrer ação da superóxido dismutase (SOD) e produzir o 

peróxido de hidrogênio; o peróxido de hidrogênio por sua vez pode sofrer ação de 

enzimas como catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx) e ser detoxificado até 

água (H2O) e oxigênio molecular, ou sofrer ação da enzima MPO em leucócitos e 

produzir ácido hipocloroso ou ainda reagir com íons metálicos, principalmente Fe2+, 

e produzir radical hidroxila (CADENAS e DAVIES, 2000; SORG, 2004). Estas EROs 

podem reagir com macromoléculas celulares, principalmente lipídios insaturados, e 

formarem peróxidos lipídicos, os quais também podem ser detoxificados pela GPx 

ou chegarem até a formação do produto final malondialdeído (MDA) (AYALA et al., 

2014). 

Dentre as ERNs podemos citar o óxido nítrico (NO.), o peroxinitrito (ONOO-) e 

seus derivados. O oxido nítrico é formado fisiologicamente pela enzima óxido nítrico 

sintase, a qual se apresenta como três isoformas: óxido nítrico sintase endotelial 

(eNOS), óxido nítrico sintase neuronal (nNOS) e óxido nítrico sintase induzível 

(iNOS); o óxido nítrico em concentrações fisiológicas possuem importantes funções 

como: vasodilatador, neurotransmissor, assim como apresenta um importante papel 

no sistema imune na destruição de patógenos (COLEMAN, 2001; PRAST e 

PHILIPPU, 2001). O óxido nítrico pode apresentar seus efeitos agindo 

principalmente sobre duas vias: como ativador da guanilato ciclase solúvel e 

aumentando os níveis de guanosina monofosfato cíclico (GMPc); e como agente 

causador de mudanças pós-traducionais através de S-nitrosilação ou nitração (RAJU 

et al., 2015). Entretanto, em determinadas situações inflamatórias, o óxido nítrico é 

produzido em quantidades maiores que as necessárias, podendo atuar como uma 

espécie reativa. Além disso, o óxido nítrico juntamente com o ânion superóxido, 

pode levar à formação da molécula de peroxinitrito, o qual também é responsável 

por muitas das funções tóxicas e pró-inflamatórias do óxido nítrico (CALABRESE et 

al., 2007). Estudar os níveis de óxido nítrico em fluídos biológicos é particularmente 

difícil devido a sua curta meia-vida: ao invés disso, muitas vezes são dosados seus 

derivados: nitrito (NO2
-) e nitrato (NO3

-), também conhecidos como NOx, formados 
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através da oxidação do óxido nítrico; e a 3-nitrotirosina, formada através da nitração 

de proteínas (KELM, 1999). 

Altos níveis dessas espécies reativas podem causar danos a 

macromoléculas, como lipídios, proteínas e ácidos nucleicos, levando a alterações 

na função das mesmas e levando a efeitos deletérios (CADENAS e DAVIES, 2000). 

Por este motivo, os organismos animais apresentam maneiras para controlar os 

níveis de espécies reativas, as quais podem ser dividas em enzimáticas e não-

enzimáticas (SCHULZ et al., 2000).  Dentre as formas não-enzimáticas podemos 

citar as vitaminas ácido ascórbico e tocoferol, os tióis como a glutationa reduzida 

(GSH) e os carotenoides, e até mesmo o óxido nítrico e o urato em pequenas 

concentrações, entre outros: e o principal mecanismo de ação é agir como 

“scavengers” ou sequestradores de radicais livres (RIZZO et al., 2010). E como 

exemplo de enzimas antioxidantes podemos mencionar a CAT e a SOD, e as 

enzimas do ciclo da glutationa: GPx, glutationa redutase (GR), glutationa-S-

transferase (GST), responsáveis tanto por detoxificar espécies reativas quanto 

manter os níveis adequados de antioxidantes (MOURA et al., 2015; SORG, 2004). 

Em situações onde há um desequilíbrio entre a produção de EROs/ERNs e os 

antioxidantes naturais ocorre o chamado estresse oxidativo, o qual pode levar a 

danos celulares (KOHEN e NYSKA, 2002). Além dos danos diretos as 

macromoléculas, as espécies reativas também podem ativar cascatas de sinalização 

que também estão envolvidas em processos inflamatórios, como: via do NFkB, 

proteína quinase ativada por mitógeno (MAPK), fator induzido por hipóxia (HIF) e 

fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K) (Figura 7) (SCHIEBER e CHANDEL, 2014). 

Estudos tem demonstrado o envolvimento do estresse oxidativo no envelhecimento 

e na patofisiologia de doenças como processos neurodegenerativos, câncer, 

aterosclerose, hepatopatias, entre outras (DALLEAU et al., 2013; HOLBROOK e 

IKEYAMA, 2002; HUBER et al., 1991). 

Processos inflamatórios, principalmente crônicos, quando exacerbados 

também estão relacionados ao fenômeno do estresse oxidativo. O aumento da 

proliferação e ativação de células inflamatórias leva a um aumento da atividade das 

anteriormente mencionadas iNOS, NADPHox e MPO, as quais produzem 

respectivamente óxido nítrico, superóxido e ácido hipocloroso (MITTAL et al., 2014). 

Consequentemente, este aumento na produção de EROs e ERNs pode levar a 

reativação das vias inflamatórias em um processo cíclico e crônico (MITTAL et al., 
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2014; NGUYEN et al., 2011). Comenta-se também que níveis aumentados de 

espécies reativas também levam a um aumento da excitabilidade neuronal, 

especialmente por aumento da sinalização glutamatérgica (CALABRESE et al., 

2007; NGUYEN et al., 2011). Por estes motivos, compostos com potencial 

antioxidante também devem ser levados em conta na pesquisa por drogas que 

possam ser usadas no tratamento de patologias relacionadas a dor crônica com 

cunho inflamatório. Estudos já demonstraram efeito positivo (efeito protetor ou 

coadjuvante) de determinados compostos antioxidantes de origem natural ou 

sintética em modelos de doenças inflamatórias crônicas e neuropáticas, abrindo 

caminho para a pesquisa de novas moléculas com atividade semelhante (CHAPPLE, 

1997; GRIMBLE, 1994; MOURA et al., 2015). 

 

Figura 6. Regulação da proliferação celular e inflamação pelas EROs. (A) Vias celulares ativadas por 

EROs e (B) alguns mecanismos de aumento ou diminuição dos níveis de EROs.  Adaptado de 

SCHIEBER e CHANDEL, 2014. 

 

1.5 COMPOSTOS ORGÂNICOS DE SELÊNIO E O DISSELENETO DE 

BIS(FENILIMIDAZOSELENAZOLILA) 

Sabe se que o elemento selênio (Se) possui importantes funções fisiológicas, 

devido ao seu papel em diversas vias metabólicas, dentre as quais podemos citar as 

funções tireoidiana, imunológica, de síntese de ácido desoxirribonucleico (DNA), e 
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principalmente no sistema de defesa antioxidante, atuando de forma tanto não-

enzimática quanto incorporado a família de selenoenzimas (RAYMAN, 2000). 

Além dos compostos orgânicos de selênio naturais (e. g., selenocisteína e 

selenometionina), compostos sintéticos também têm despertado interesse científico 

nas últimas décadas devido a suas propriedades bioquímicas e farmacológicas, 

tendo em vista o seu potencial terapêutico para o uso no tratamento de diversas 

doenças humanas (NOGUEIRA e ROCHA, 2011; NOGUEIRA et al., 2004a; 

SORIANO-GARCIA, 2004). Estudos com estes compostos relatam seu potencial 

como moléculas antioxidantes em modelos estresse oxidativo in vitro e in vivo 

(ACKER et al., 2009a; BORTOLATTO et al., 2013; MEOTTI et al., 2004; PRIGOL et 

al., 2009). Sua atividade antioxidante tem sido relacionada à sua capacidade de 

mimetizar enzimas como a GPx, GST, deidroascorbato redutase (DHAR), assim 

como agir como substrato para a tiorredoxina redutase (LUCHESE e NOGUEIRA, 

2010a; NOGUEIRA et al., 2004a; SAUSEN DE FREITAS et al., 2010). 

Estudos demonstram que um dos protótipos dos compostos orgânicos de 

selênio, o disseleneto de difenila (PhSe)2 (Figura 8A), assim como seus derivados, 

parece ter o SNC como um dos principais tecidos alvo, uma vez que apresentam 

natureza lipofílica, estes são capazes de atravessar facilmente membranas, assim 

como a barreira hematoencefálica (BHE) (BRÜNING et al., 2014; NOGUEIRA et al., 

2004a; PRIGOL et al., 2010). Além disso, a propriedade dos disselenetos de diarila 

de penetrar a BHE parece ser de extrema importância para seus efeitos 

farmacológicos, uma vez que já foram reportados suas atividades do tipo-

antidepressiva (ACKER et al., 2009b; SAVEGNAGO et al., 2008), ansiolítica 

(BRUNING et al., 2009b; SAVEGNAGO et al., 2008) e nootrópica (BORTOLATTO et 

al., 2012; SOUZA et al., 2010). 

Devido ao papel do sistema antioxidante em patologias envolvendo dor e 

inflamação, estudos também foram realizados visando a pesquisa das atividades 

antinociceptivas e anti-inflamatórias dos compostos orgânicos de selênio. O (PhSe)2, 

por exemplo, exerce atividade antinociceptiva em modelos de comportamento de 

lamber a pata induzido por glutamato, formalina e capsaicina e nocicepção visceral 

induzida por ácido acético e esses efeitos parecem estar relacionados aos sistemas 

serotoninérgico, glutamatérgico e via do óxido nítrico, mas não a mecanismos 

opioides (NOGUEIRA et al., 2003; ZASSO et al., 2005). Estudos também relatam 

atividades similares apresentadas por outros disselenetos de diarila substituídos, 
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como o disseleneto de p-metoxi-difenila (MeOPhSe)2 e o Disseleneto de m-

trifluorometil-difenila (F3CPhSe)2, os quais possuem efeito antinociceptivo por 

mecanismos GABAérgicos e opioides, respectivamente (BRUNING et al., 2010; 

PINTO et al., 2008). Estes compostos também foram estudados frente a modelos de 

dor inflamatória ou neuropática, assim como pleurisia induzida por carragenina, 

modelos nos quais apresentaram efeitos promissores (BRUNING et al., 2015; 

LUCHESE et al., 2012; SAVEGNAGO et al., 2007a). 

Considerando que pequenas mudanças na estrutura de moléculas podem 

modificar de forma completa ou parcial o efeito de uma droga, novas moléculas 

baseadas na estrutura do (PhSe)2 foram sintetizadas. Como exemplo, o composto 

disseleneto de bis(fenilimidazoselenazolila) (DFIS; Figura 8B) é um novo derivado 

dos disselenetos de diarila. Quanto as suas características estruturais, além de 

apresentar um grupamento diseleneto, este composto exibe também a presença de 

dois outros grupamento contendo selênio em sua composição, na forma de 

grupamentos do tipo selenazol (ROEHRS et al., 2012). Estudos demonstraram que o 

moléculas contendo o grupamento selenazol, assim como os diselenetos, também 

apresentam atividade anti-inflamatória, avaliada frente a inflamação induzida por 

lipopolissacarídeo em cultura de células, e isto deve-se a seu efeito inibitório sobre a 

produção de óxido nítrico e a ativação da via do NFκB (NAM et al., 2008; PARK et 

al., 2003). Com base nas propriedades antinociceptivas e anti-inflamatórias já 

descritas dos compostos orgânicos de selênio antioxidantes, assim como as 

características estruturais do DFIS, a avaliação dos efeitos deste novo composto em 

modelos de nocicepção e inflamação, tanto agudos quanto crônicos, é um 

importante ponto a ser investigado.  

 

Figura 7 – Estrutura dos compostos (A) (PhSe)2 e (B) DFIS. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivos gerais 

Esta tese teve como objetivo investigar os efeitos do disseleneto de 

bis(fenilimidazoselenazolila) em modelos de nocicepção induzida por diferentes 

agentes, assim como estabelecer se há uma relação entre o efeito antioxidante do 

composto e sua ação antinociceptiva. 

 

2.2 Objetivos específicos 

Considerando os aspectos mencionados, os objetivos específicos desta tese 

compreendem: 

 Avaliar o possível efeito antinociceptivo do DFIS em modelos de nocicepção 

aguda induzida por agentes térmicos e químicos; 

  Determinar seu potencial antioxidante; 

  Verificar a possível toxicidade do DFIS; 

  Investigar o efeito do DFIS frente ao modelo de nocicepção inflamatória 

induzida por adjuvante completo de Freund (CFA); 

  Averiguar o efeito do DFIS frente ao modelo de artrite reumatoide induzida 

por colágeno (AIC). 
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3 DESENVOLVIMENTO 

O desenvolvimento desta tese está apresentado sob a forma de dois artigos 

científicos e dois manuscritos. Os itens Materiais e Métodos, Resultados, Discussão 

e Referências Bibliográficas encontram-se no próprios artigos ou manuscritos, os 

quais estão estruturados de acordo com as normas de cada revista onde foram 

publicados ou submetidos, respectivamente. 

Em anexo a esta tese encontram-se as autorizações da editora para 

reprodução dos artigos científicos, bem como a aprovação do projeto de pesquisa 

pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de 

Santa Maria. 
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3.2 Artigo 2 
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3.3 Manuscrito 1 

 

Eficácia do Disseleneto de Bis(fenilimidazoselenazolila) em um Modelo de 

Nocicepção Inflamatória em Camundongos: Perspectivas do Mecanismo de 
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Tables 

Table 1. Effect of CFA and BPIS (1 mg/kg, p.o.) on the neurochemical parameters in 

the spinal cord.  

Group [3H]glutamate uptake  Na+, K+-ATPase activity 

Control 8.13 ± 0.52 849.1 ± 103.8 

BPIS 6.12 ± 0.89 738.8 ± 100.8 

CFA 4.31 ± 0.55* 962.6 ± 171.4 

CFA + BPIS 9.53 ± 0.97## 657.0 ± 87.4 

Data are expressed as pmol [3H]glutamate/mg protein/min (synaptosomal 

[3H]glutamate uptake) and nmol Pi/mg protein/h (Na+, K+-ATPase activity). The 

results represent the means ± SEM of four or six animals for [3H]glutamate uptake 

and Na+, K+-ATPase activity, respectively. The symbols denote significant difference 

*p<0.05 compared with the control group; ##p<0.01 compared with the CFA group; 

two-way ANOVA followed by the Newman-Keuls. 

 

Table 2. Effect of CFA and BPIS (1 mg/kg, p.o.) on the oxidative stress parameters. 

Group MDA levels NPSH levels GPx activity GR activity GST activity 

Control 9.13 ± 0.86 0.57 ± 0.041 1.72 ± 0.23 121.2 ± 1.5 306.1 ± 24.7 

BPIS 9.43 ± 1.26 0.57 ± 0.037 2.12 ± 0.62 119.4 ± 4.9 293.5 ± 17.1 

CFA 13.02 ± 1.00* 0.51 ± 0.024 2.13 ± 0.52 122.3 ± 8.2 268.8 ± 16.5 

CFA + BPIS 9.89 ± 0.56# 0.72 ± 0.060@ 2.16 ± 0.32 116.1 ± 11.3 313.0 ± 15.9 

Data are expressed as μmol MDA/mg protein (MDA levels); Abs/mg protein (NPSH 

levels); μmol NADPH/mg protein/min (GPx and GR activities) and nmol CDNB 

conjugate/mg protein/min (GST activity). The results represent the means ± SEM of 

six animals. The symbols denote significant difference *p<0.05 compared with the 
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control group; #p<0.05 compared with the CFA group; @p<0.05 as compared to all 

the other groups; two-way ANOVA followed by the Newman-Keuls. 
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Figure legends 

Figure 1. Chemical structure of BPIS. 

 

Figure 2. Effect of BPIS (0.1 and 1 mg/kg; p.o.) (A) or DEX (2 mg/kg, p.o.) on 

mechanical allodynia in response to 10 applications of 0.6g VFH induced by CFA in 

the ipsilateral hindpaw. The mean of each animal was determined 24h after CFA-

injection (0) and (0.5; 1; 2; 4 and 8h) subsequent to BPIS or DEX treatment. The 

results represent the means ± SEM of six animals. The symbols denote significant 

difference ***p<0.001 compared with the control group; **p<0.01 compared with the 

control group; *p<0.05 compared with the control group; ###p<0.001compared with 

the CFA group; two-way ANOVA of repeated measures followed by Bonferroni for 

the time versus treatment parameters and two-way ANOVA followed by Newman-

Keul's for the area under curve (AUC). 

 

Figure 3. Effect of pre-treatment with L-arginine (600 mg/kg; i.p.) 20 min before BPIS 

(1 mg/kg, p.o.) on the antinociceptive effect of the compound in the CFA-induced 

inflammatory pain model. The mean of each animal was determined 24h after CFA-

injection (0) and (0.5; 1; 2; 4 and 8h) subsequent to BPIS treatment. The results 

represent the means ± SEM of six animals. The symbols denote significant difference 

***p<0.001 compared with the CFA + BPIS group; two-way ANOVA of repeated 

measures followed by Bonferroni for the time versus treatment parameters and two-

way ANOVA followed by Newman-Keul's for the area under curve (AUC). 

 

Figure 4. Effect of CFA and BPIS (1 mg/kg, orally) on the MPO activity (A) in the paw 

tissue, NOx (B and C) and 3-NT levels (D and E) in the spinal cord and paw tissues, 
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respectively. The results represent the means ± SEM of six animals. The symbols 

denote significant difference *p<0.05 compared with the control group; ##p<0.01 

compared with the CFA group; two-way ANOVA followed by the Newman-Keuls. 
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Figures 

Figure 1. 

 

Figure 2. 
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Figure 3. 
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Figure 4. 
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3.4 Manuscrito 2 

 

Disseleneto de Bis(fenilimidazoselenazolila) Exerce Efeito Antinociceptivo 

Através da Modulação da Atividade da Mieloperoxidase, Níveis de NOx e NFkB 

no Modelo de Artrite Induzida por Colágeno em Camundongos 

 

 

 

 

 

BIS(PHENYLIMIDAZOSELENAZOLYL) DISELENIDE ELICITS 

ANTINOCICEPTIVE EFFECT BY MODULATING MYELOPEROXIDASE ACTIVITY, 

NOx AND NFkB LEVELS IN THE COLLAGEN-INDUCED ARTHRITIS MOUSE 

MODEL 
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Figure Legends 

 

Figure 1. Chemical structure of BPIS. 

 

Figure 2. Effect of BPIS (0.1 and 1 mg/kg; p.o.) on mechanical allodynia induced by 

the CIA model in response to 10 applications of 0.6g VFH in each hindpaw. The 

mean of each animal was determined in the days 60, 61, 63 and 65. The results 

represent the means ± SEM of eight animals. The symbols denote significant 

difference ***p<0.001 compared with the control group; ###p<0.001compared with 

the CIA group; two-way ANOVA of repeated measures followed by Bonferroni for the 

time versus treatment parameters and two-way ANOVA followed by Duncan for the 

area under curve (AUC). 

 

Figure 3. Effect of BPIS (0.1 and 1 mg/kg; p.o.) on thermal hyperalgesia induced by 

the CIA model in the hot plate test (52 ºC). The behavioural assesment was 

performed in the days 60, 61, 63 and 65. The results represent the means ± SEM of 

eight animals. The symbols denote significant difference ***p<0.001 compared with 

the control group; #p<0.05 compared with the CIA group; ##p<0.01 compared with 

the CIA group; ###p<0.001compared with the CIA group; two-way ANOVA of 

repeated measures followed by Bonferroni for the time versus treatment parameters 

and two-way ANOVA followed by Duncan for the area under curve (AUC). 

 

Figure 4. Effect of BPIS (0.1 and 1 mg/kg; p.o.) and the CIA model on crossing (A) 

and rearing (B) numbers in the open-field test (6 min). The behavioral assessment 

was performed in the days 60, 61, 63 and 65. The results represent the means ± 

SEM of eight animals. Two-way ANOVA of repeated measures followed by 

Bonferroni for the time versus treatment parameters and two-way ANOVA followed 

by Duncan for the area under curve (AUC). 

 

Figure 5.Effect of CIA model and BPIS (1 mg/kg, p.o.) on the MPO activity (A) in the 

paw tissue, NOx (B and C) in the spinal cord and paw tissues, respectively. The 
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results represent the means ± SEM of eight animals. The symbols denote significant 

difference *p<0.05 compared with the control group; ***p<0.001 compared with the 

control group; #p<0.05 compared with the CIA group; ###p<0.001 compared with the 

CIA group; two-way ANOVA followed by the Duncan. 

 

Figure 6. Effect of CIA model and BPIS (1 mg/kg, p.o.) on the Western Blot analysis 

of the NF-κB (A) and COX-2 (B) in the spinal cord. The results represent the means ± 

SEM of four animals and the data are expressed ratio of the protein/actin. The 

symbols denote significant difference *p<0.05 compared with the control group; 

***p<0.001 compared with the control group; ###p<0.001compared with the CFA 

group; $$$p<0.001 as compared to all the other groups; two-way ANOVA followed by 

the Duncan. 
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Figure 3. 
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Figure 5. 
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Figure 6. 
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4 DISCUSSÃO 

 O Se é um elemento-traço essencial para a saúde humana, principalmente 

devido a seu papel como componente de selenoenzimas, das quais um dos 

principais exemplo cita-se a GPx, desempenhando uma função importante em 

diversas atividades celulares, principalmente a manutenção do potencial redox 

intracelular (RAYMAN, 2000). Além disso, os compostos de selênio são geralmente 

divididos em duas formas: inorgânica e orgânica, sendo a forma orgânica reportada 

como mais biodisponível e menos tóxica (KIM e MAHAN, 2001; YOUNG et al., 

1982). Os compostos orgânicos de selênio, com ênfase nas moléculas sintéticas, 

têm sido estudados nas últimas décadas, principalmente devido ao seu papel como 

moléculas antioxidantes (NOGUEIRA e ROCHA, 2011). Dentre os principais 

compostos orgânicos de selênio sintéticos antioxidantes, podemos citar o ebselen, o 

(PhSe)2 e seus derivados, os quais tem inúmeras atividades farmacológicas e 

biológicas reportadas, incluindo importantes propriedades anti-inflamatórias e 

antinociceptivas (BRUNING et al., 2010; NOGUEIRA et al., 2003; PINTO et al., 2008; 

SCHEWE, 1995; SHIN et al., 2009). 

 Na busca por moléculas com potencial tanto antioxidante quanto 

antinociceptivo, esta tese focou seus estudos em um novo derivado dos disselenetos 

de diarila, a molécula do DFIS. Inicialmente, os experimentos dos artigos 1 e 2, 

foram feitos separadamente, com o objetivo de investigar as propriedades 

antinociceptivas e antioxidantes do DFIS, respectivamente, como uma triagem de 

seu potencial farmacológico. Em ambos os artigos também foi avaliado seu potencial 

toxicológico, através de experimentos tanto in vitro quanto in vivo. Além disso, no 

manuscrito 1, investigou-se o potencial antinociceptivo do DFIS em um modelo 

agudo de nocicepção de cunho inflamatório, o qual foi reforçado pelo seu estudo em 

um modelo de artrite reumatoide crônica, estudado no manuscrito 2. 

 No artigo 1, investigou-se o efeito antinociceptivo do DFIS frente a modelos 

de nocicepção térmica e química, assim como possíveis alterações em parâmetros 

locomotores ou toxicológicos. Primeiramente, o DFIS foi avaliado no teste de 

nocicepção térmica de imersão da cauda, com o intuito tanto de avaliar a curva de 

tempo em que o composto poderia apresentar seu efeito antinociceptivo, assim 

como a possível faixa de dose. A partir do teste de Imersão da Cauda, observou-se 

que a administração oral do DFIS (50 mg/kg) aumentou o delta (Δ) de latência para 

retirada da cauda desde 15 min até 4h após o tratamento, e também foi analisado 
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que o composto apresentava seu melhor efeito no tempo de 30 min. Sendo assim, 

para todos os outros testes de nocicepção foi escolhido o tempo de 30 min para 

tempo de pré-administração antes da realização dos procedimentos. Na curva de 

dose dos testes térmicos observou-se efeito antinociceptivo do BPIS nas doses de 

25, 50 e 100 mg/kg, embora a dose de 100 mg/kg não apresentou aumento no efeito 

quando comparada a dose de 50 m/kg. A principal diferença entre estes dois testes 

térmicos é que o teste de imersão da cauda está relacionado uma resposta 

puramente espinhal, enquanto o teste da chapa quente envolve uma resposta 

sensorial supraespinhal integrada, observada através de respostas como lambida da 

pata e pulos (KUBO et al., 2009; LANGERMAN et al., 1995). Isto possivelmente 

indica que a resposta antinociceptiva do DFIS envolva a modulação de mecanismos 

tanto espinhais quanto cerebrais no processamento da dor. 

 Relativo aos modelos químicos agudos de nocicepção, o composto DFIS, 

também apresentou efeito antinociceptivo nos testes de contorções induzidas por 

ácido acético, e testes de lambida da pata induzida por formalina, glutamato e 

capsaicina. Estes testes, usados para triagem de drogas com potencial 

antinociceptivo, apresentam especificidade e mecanismos de ação primários 

diferentes, embora possam atuar em vias comuns. Enquanto o teste do ácido 

acético apresenta-se com um teste com baixa especificidade, sendo relacionado a 

diversos resultados falso-positivos, o teste da formalina é considerado um dos mais 

preditivos de compostos com potencial antinociceptivo (LE BARS et al., 2001). Cabe 

salientar também que o teste da formalina apresenta duas fases, sendo uma 

neurogênica e outra relacionada a um período de sensibilização relacionada a 

participação de mediadores inflamatórios (MCNAMARA et al., 2007); observou-se 

primeiramente neste teste a influência do DFIS em uma situação de nocicepção 

inflamatória, a qual foi melhor abordada nos manuscritos 1 e 2. O DFIS também 

diminuiu as lambidas da pata induzidas por glutamato, sendo este teste relacionado 

a ativação de receptores glutamatérgicos (os quais podem ser ionotrópicos ou 

metabotrópicos), assim como canais iônicos sensíveis a ácido (ASICs) e receptores 

de potencial transitório do tipo vaniloide (TRPV1) (BLEAKMAN et al., 2006; MEOTTI 

et al., 2010). Além disso, o DFIS diminui a lambida da pata induzida por capsaicina, 

um teste mais especificamente relacionada a ativação dos receptores TRPV1, 

receptores presentes principalmente em fibras do tipo C e em menor quantidade em 

fibras do tipo Aδ, relacionados a transmissão de impulsos nociceptivos relacionados 
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a diferentes estímulos químicos (capsaicina e ácidos) e físicos (calor) (JULIUS e 

BASBAUM, 2001; TOMINAGA et al., 1998). Os receptores TRPV1 também estão 

relacionados a liberação de glutamato em fibras aferentes primárias e podem 

também ser sensibilizados por estímulos inflamatórios (JIN et al., 2009; JULIUS e 

BASBAUM, 2001). A via glutamatérgica em específico parece estar envolvida no 

efeito de alguns dos compostos orgânicos de selênio, como o (PhSe)2 e o 

(MeOPhSe)2, além disso, um trabalho recente também demonstrara que o (PhSe)2 

diminui a sensibilidade a dor resultante da administração neonatal de glutamato 

monossódico (PINTO et al., 2008; ROSA et al., 2015; SAVEGNAGO et al., 2007b). 

Em conjunto, estes resultados apontaram para o efeito antinociceptivo do DFIS, uma 

vez que também foram descartadas possíveis alterações na atividade locomotora 

através do teste do Campo Aberto, o que poderia levar a efeitos falso-positivos em 

testes de nocicepção (LE BARS et al., 2001). 

 No artigo 2 foram realizados ensaios relativos a pesquisa do potencial 

antioxidante do DFIS in vitro e in vivo, uma vez que o estresse oxidativo apresenta 

um papel importante em vias de sinalização inflamatória e em doenças crônicas 

(KHANSARI et al., 2009; SCHIEBER e CHANDEL, 2014; VALKO et al., 2007). Como 

primeiros resultados, observou-se que o DFIS apresentou atividade antioxidante 

frente aos modelos de peroxidação lipídica induzida por Fe2+/EDTA e carbonilação 

de proteínas induzida por nitroprussiato de sódio (NPS) em homogeneizados de 

cérebro, com concentrações inibitórias 50% (CI50) relativamente baixas, de 1,35 μM 

e 0,74 μM, respectivamente. Um estudo de Prigol et al. (2009) demonstrou que 

dentre os disselenetos de diarila, os que apresentaram melhor efeito antioxidante 

foram o (F3CPhSe)2 e o disseleneto de p-cloro-difenila (ClPhSe)2, com CI50 de 94 μM 

e 85 μM, respectivamente, para a carbonilação de proteínas induzida por NPS, bem 

maiores do que as observadas pelo DFIS. Também foram investigados possíveis 

mecanismos pelos quais o composto poderia estar agindo como antioxidante, nos 

quais observou-se que o DFIS apresenta atividade mimética às enzimas GST e 

DHAR, importantes enzimas fisiológicas de controle de estresse oxidativo, assim 

como atividade sequestrante de radicais de DPPH, ABTS e de NOx, os quais foram 

usados como exemplos de radicais livres (BITENCOURT et al., 2013; LUCHESE e 

NOGUEIRA, 2010b). Para reforçar o potencial do DFIS como uma molécula 

antioxidante, este foi avaliado frente a um modelo de dano oxidativo in vivo, a 

administração intracerebroventricular (i.c.v.) de NPS, no qual observou-se que o 
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composto reverteu alterações como aumento dos níveis de peroxidação lipídica e 

diminuição dos níveis de tiol não-proteico. Estes resultados corroboram com os 

experimentos in vitro de que o DFIS tem o potencial antioxidante em situações de 

dano oxidativo. O modelo utilizado, de dano oxidativo induzido por administração 

i.c.v. de NPS foi escolhido devido a capacidade desta molécula de liberar NO, 

cianeto e ferro, causando aumento das EROs e ERNs e dano a macromoléculas no 

SNC (HOTTINGER et al., 2014; PRIGOL et al., 2009). Além disso, um resultado 

intrigante é que os animais que receberam tanto administração i.c.v. de NPS quanto 

o DFIS pela via oral, apresentaram maior atividade da enzima GPx. Sabe-se que a 

GPx é uma selenoenzima responsável pela redução de diversos peróxidos às custas 

principalmente de glutationa, além de muitas vezes sua atividade ser usada como 

um marcador de biodisponibilidade do Se na dieta (PREEDY, 2015). Entretanto, 

devido ao tempo de exposição ao DFIS e ao NPS ser muito limitado, este efeito 

parece estar relacionado mais a uma ativação enzimática, do que a um aumento da 

expressão da enzima. Interessante também é que este efeito foi apenas observado 

nos animais que receberam o composto associado a uma situação de dano 

oxidativo. Embora não se possa afirmar com certeza que a administração oral de 

DFIS possa alcançar concentrações suficientes no cérebro, pode-se supor que o 

composto poderia estar detoxificando os danos causados pelo NPS por mecanismos 

similares aos observados in vitro. O DFIS poderia estar atuando no SNC, agindo 

como um agente mimético às enzimas GST e DHAR, assim como capturando 

radicais livres decorrentes da administração do NPS, incluindo o próprio NO. 

 Como anteriormente mencionado, nos artigos 1 e 2, foram observados 

efeitos positivos em relação ao DFIS, como efeito antioxidante observado em 

menores concentrações e uma prolongação no tempo seu efeito antinociceptivo, 

comparado a outros compostos orgânicos de selênio. Estas diferenças no efeito do 

DFIS, podem ser devido as diferenças estruturais do composto, como comentado na 

introdução, tanto compostos da classe dos disselenetos quanto compostos da classe 

dos selenazois apresentam atividade antioxidante e anti-inflamatória, sendo assim, 

um composto com ambos os grupamentos poderia apresentar melhores efeitos 

antioxidantes (NAM et al., 2008; NOGUEIRA et al., 2003; PARK et al., 2003; 

PRIGOL et al., 2009). Além disso, não podemos descartar que as diferenças 

estruturais do DFIS poderiam conferir efeitos tanto farmacodinâmicos quanto 

farmacocinéticos diferentes de outros compostos da mesma classe. 
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 Tanto no artigo 1 quanto no artigo 2, foram avaliados potenciais aspectos 

toxicológicos do composto DFIS. Enquanto no artigo 1 foram abordados aspectos 

toxicológicos relacionados a administração oral do DFIS, no artigo 2 foi investigado 

o efeito do composto sobre enzimas sulfidrílicas in vitro, também um importante 

parâmetro toxicológico a ser investigado em compostos orgânicos de selênio 

(BORGES et al., 2005; BRUNING et al., 2009a; CHAGAS et al., 2013; NOGUEIRA et 

al., 2004b). Quando foram avaliadas possíveis alterações em parâmetros 

toxicológicos como o peso corporal, o consumo de água e a comida, níveis de ureia 

e creatinina e atividade da alanina aminotransferase (ALT) e aspartato 

aminotransferase (AST) no plasma dos animais que receberam uma administração 

oral de DFIS: o único parâmetro alterado foi o consumo de água. Constatou-se que 

os animais que receberam DFIS na dose de 50 mg/kg, o qual pode ser explicado 

devido ao efeito anorexígeno que alguns compostos orgânicos de selênio possuem 

(BORTOLATTO et al., 2015; MEOTTI et al., 2008; SAVEGNAGO et al., 2009). No 

artigo 2, no qual foram realizados os experimentos in vitro relacionados a potencial 

toxicidade do DFIS, observou-se o efeito inibitório do composto sobre a atividade 

das enzimas sulfidrílicas δ-aminolevulinato-desidratase (δ-ALA-D) e Na+,K+-ATPase, 

bem como sobre a captação de [3H]glutamato. Essas enzimas, assim como os 

transportadores responsáveis pela captação de glutamato, apresentam resíduos de 

cisteína, os quais além de serem importantes para sua completa funcionalidade, são 

extremamente sensíveis a oxidação. Sabe-se que os compostos orgânicos de 

selênio apresentam como característica química a capacidade de oxidar 

grupamentos sulfidrila, portanto a influência destes compostos sobre a atividade 

dessas enzimas e dos transportadores de glutamato é um ponto importante a ser 

investigado in vitro (NOGUEIRA e ROCHA, 2011; NOGUEIRA et al., 2004b). 

Entretanto, cabe salientar que embora o DFIS tenha efeito inibitório frente a estes 

parâmetros in vitro, estes efeitos foram observados em concentrações maiores do 

que as concentrações nas quais o mesmo apresentou atividade antioxidante. 

 Como anteriormente mencionado, nos manuscritos 1 e 2, pesquisou-se o 

possível efeito antinociceptivo do DFIS em modelos de nocicepção de cunho 

inflamatório. No manuscrito 1 o composto foi avaliado frente ao modelo de 

nocicepção inflamatória induzida pela administração intraplantar de CFA. Por outro 

lado, no manuscrito 2, investigou-se o efeito da administração do DFIS nos animais 

que foram submetidos ao modelo de AIC. 
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 Como primeiro resultado do manuscrito 1, observou-se que o DFIS reverteu 

a alodínia mecânica induzida pela administração do CFA na dose de 1 mg/kg mas 

não na dose de 0,1 mg/kg; neste trabalho também foram investigados parâmetros 

inflamatórios como atividade da MPO, níveis de NOx e 3-NT tanto no tecido da pata 

quanto na medula espinhal. Entretanto, quando avaliado frente as alterações 

teciduais induzidas pelo TCA, o DFIS não reverteu os parâmetros analisados no 

tecido da pata que estavam aumentados pela administração de CFA, mas reverteu o 

aumento dos níveis de NOx na medula espinhal. Relativo aos outros parâmetros 

analisados na medula espinhal, não foi observado aumento dos níveis de 3-NT na 

medula espinhal após a administração do CFA, assim como a atividade da MPO 

apresentou-se abaixo dos limites detectáveis em todos os grupos avaliados. Sabe-

se que os níveis de NOx aumentados refletem indiretamente uma produção 

exacerbada de óxido nítrico, o que poderia estar relacionado ao efeito do DFIS sobre 

a produção ou manutenção nos níveis elevados de óxido nítrico na medula espinhal 

em resposta a um insulto inflamatório. Estudos já demonstraram que a 

administração de CFA, além de induzir inflamação local, também está relacionada a 

processos de sensibilização de vias nociceptivas tanto locais quanto centrais 

(RAGHAVENDRA et al., 2004). Além disso, a liberação de mediadores inflamatórios 

e nociceptivos por neurônios aferentes primários pode levar a ativação de células 

gliais, as quais podem auxiliar no processo de tornar células neuronais mais 

excitáveis e favoráveis a transmissão dos estímulos nociceptivos a outros locais do 

SNC (AOUAD et al., 2014; JI e WOOLF, 2001). 

 Devido ao papel do óxido nítrico em vias inflamatórias e como uma espécie 

reativa, resolveu-se investigar o envolvimento da via formadora desta molécula no 

efeito do DFIS. Assim, no manuscrito 1, observou-se que quando os animais 

tratados com DFIS recebiam um pré-tratamento com L-arginina (precursor do óxido 

nítrico), o efeito anti-alodínico do DFIS frente ao CFA era bloqueado. Sabe-se que a 

L-arginina leva a um aumento na produção de óxido nítrico devido a sua ação sobre 

a enzima formadora NOS, e que provavelmente a maior produção de óxido nítrico no 

modelo do CFA seja pela isoforma induzível iNOS (YONEHARA et al., 1997). O 

DFIS poderia estar agindo por alguns mecanismos, entre eles: a diminuição da 

atividade ou expressão da enzima iNOS, aumentados pela administração de CFA, 

assim como o DFIS poderia estar sequestrando os níveis elevados de óxido nítrico e 

espécies relacionadas, efeito que foi analisado no artigo 2. Por isso, um aumento 
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ainda maior da produção de óxido nítrico, devido ao processo inflamatório e a 

administração de L-arginina, poderia abolir os efeitos do DFIS. 

 O óxido nítrico, além de ser um neurotransmissor, apresenta-se como um 

importante modulador da atividade neuronal, podendo alterar a liberação e captação 

de neurotransmissores e vias de sinalização (CALABRESE et al., 2007). Por 

exemplo, a sinalização glutamatérgica é em grande parte influenciada pelo óxido 

nítrico, assim como diversos mediadores inflamatórios, os quais podem modificar a 

atividade dos transportadores de glutamato, geralmente diminuindo sua captação e 

podendo levar a uma maior excitabilidade neuronal (YASTER et al., 2011). Em um 

estudo de Raju e colaboradores (2015), fora reportado que a captação de 

[3H]glutamato, especialmente via transportador de glutamato 1 (GLT-1), pode ser 

significativamente reduzida devido a S-nitrosilação dos resíduos de cisteína, e até 

mesmo a translocação dos receptores para a superfície da membrana pode ser 

modificada devido a este processo. Corroborando com o acima, no manuscrito 1 foi 

observado uma diminuição na captação de [3H]glutamato induzida pela 

administração de CFA, efeito o qual foi revertido pela administração do DFIS; o que 

poderia ser explicado devido ao seu papel em modular os níveis de óxido nítrico no 

SNC. No artigo 1, o DFIS diminuiu a nocicepção induzida pela administração 

intraplantar de glutamato, o que poderia estar relacionado a um envolvimento maior 

da sinalização glutamatérgica, e não apenas a um papel indireto no efeito do DFIS. 

Além disso, alguns compostos orgânicos de selênio apresentam efeito 

antinociceptivo e neuroprotetor em situações de aumento da excitabilidade 

glutamatérgica (DALLA CORTE et al., 2012; PORCIUNCULA et al., 2001; ROSA et 

al., 2015). Neste trabalho também foi investigada a atividade da Na+, K+-ATPase na 

medula, devido ao seu papel na excitabilidade neuronal, entretanto a atividade desta 

não foi alterada pela administração do CFA (VELDHUIS et al., 2003). 

 Ainda no manuscrito 1, também foram investigados parâmetros de estresse 

oxidativo na medula espinhal, como as atividades das enzimas GPx, GR, GST, os 

níveis de tiol não-proteico (NPSH) e de MDA. Embora a administração de CFA não 

tenha induzido alterações na atividade das enzimas antioxidantes que utilizam GSH 

como substrato, um resultado intrigante é que os animais que receberam tanto a 

administração de CFA quanto o DFIS apresentaram níveis aumentados de NPSH. 

Sabe-se que os NPSH, principalmente GSH, são utilizados na detoxificação de 

espécies reativas (DAVIS et al., 2001), e de alguma forma o composto poderia estar 
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auxiliando no aumento da produção de NPSH, particularmente em uma situação de 

dano oxidativo devido ao processo inflamatório exacerbado. Observou-se também 

um aumento nos níveis de MDA na medula espinhal dos animais que receberam 

administração intraplantar de CFA, e esta alteração foi revertido pelo DFIS. Como já 

fora mencionado anteriormente nesta tese, o processo inflamatório está relacionado 

a um aumento da produção tanto de EROs quanto ERNs devido a atividade 

enzimática das células imunes, através de enzimas como iNOS e NAPHox 

(CONNER e GRISHAM, 1996; KHANSARI et al., 2009). Outro fator que poderia 

estar contribuindo para o dano oxidativo seria o aumento da excitabilidade neuronal 

representada pela diminuição da captação de [3H]glutamato, uma vez que se sabe 

que a excitotoxicidade também pode levar a um aumento da produção de espécies 

reativas (BONDY e LEBEL, 1993; NGUYEN et al., 2011). Esta produção aumentada 

de espécies reativas pode levar ao dano oxidativo de macromoléculas, sendo um 

dos principais a peroxidação lipídica, o qual apresenta como produto final o MDA 

(AYALA et al., 2014). O DFIS poderia proteger do dano oxidativo devido a uma série 

de mecanismos: uma possível interação com a via de produção do óxido nítrico, 

inclusive porque esta representa uma das mais importantes ERNs, assim como 

poderia estar auxiliando na detoxificação de outras espécies reativas que poderiam 

estar sendo formadas, mecanismos os quais foram abordados no artigo 2. 

 Tendo sido observado o efeito protetor do DFIS em um modelo de 

nocicepção inflamatória no manuscrito 1, optou-se por investigar-se o efeito do 

composto sobre um modelo de dor crônica de cunho inflamatório no manuscrito 2, 

tal como o modelo de AIC em camundongos (BRAND et al., 2007). Este modelo 

consiste de duas injeções de colágeno-tipo II (uma no dia 0 e outra no dia 21), o qual 

é variável dependendo da linhagem dos camundongos (e.g. colágeno de frango em 

camundongos C57BL/6 e colágeno de boi em camundongos DBA), para a indução 

de uma resposta autoimune evidenciada por nocicepção e inflamação nas 

articulações, semelhante aos sintomas relacionados a artrite reumatoide (BRAND et 

al., 2007; MCDOUGALL, 2006; SANDKUHLER, 2009). No estudo realizado neste 

manuscrito, observou-se tanto o desenvolvimento de alodínia mecânica quanto de 

hiperalgesia térmica, avaliados através do teste dos filamentos de Von Frey e pelo 

teste da Chapa Quente, respectivamente, após 60 dias da primeira administração de 

colágeno na cauda dos animais. Essas alterações nos parâmetros comportamentais, 

semelhante a alodínia mecânica induzida pelo CFA no manuscrito 1, também foram 
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revertidas pelo tratamento com o DFIS. Episódios de dor são frequentemente 

relatados por pacientes portadores de artrite reumatoide, e mesmo assim há uma 

baixa correlação entre a magnitude da dor e a dimensão do processo inflamatório 

local, sugerindo que a inflamação periférica contribui para a sensibilização a dor 

(BAS, D. B. et al., 2012; NIETO et al., 2016). Sabe-se que o aumento de citocinas 

pró-inflamatórias pode induzir alterações na excitabilidade de neurônios sensoriais 

nociceptivos, levando a alterações em correntes de íons e sistemas de segundos 

mensageiros destes neurônios, culminando no desenvolvimento da alodínia 

mecânica e da hiperalgesia térmica (SCHAIBLE, 2014; SCHAIBLE e GRUBB, 1993). 

Algumas diferenças foram observadas nos resultados dos dois manuscritos, 

lembrando que o protocolo de administração do manuscrito 2 envolveu um 

tratamento durante cinco dias, embora o melhor efeito tenha sido na dose de 1 

mg/kg, também observou-se um efeito da menor dose de 0,1 mg/kg, o qual não 

havia sido observado no manuscrito 1. Relacionado as análises teciduais do 

protocolo crônico, outro fato que chamou atenção foi o fato de que DFIS protegeu do 

aumento da atividade da MPO na pata induzido pelo modelo de AIC, algo que não 

havia sido observado no protocolo agudo quando a inflamação foi induzida por CFA. 

Isto poderia indicar que em uma exposição maior o DFIS poderia levar a uma melhor 

administração do composto pelo organismo, sendo seus efeitos protetores 

observados de uma forma sistêmica, e não apenas retida ao SNC. Embora não 

tenham sido vistas alterações nos níveis de NOx na pata, neste protocolo o 

composto também protegeu do aumento nos níveis de NOx na medula espinhal 

induzidos pela AIC, corroborando com os resultados observados no protocolo 

agudo. Alguns estudos reportam níveis aumentados de óxido nítrico ou NOx em 

diversos tecidos, tanto no modelo de AIC quanto no modelo do CFA, e estudos 

demonstram que inibidores da síntese de óxido nítrico, sozinhos ou em combinação 

com outros agentes anti-inflamatórios, possuem efeito benéficos em modelos de 

artrite (CUZZOCREA et al., 2002; IALENTI et al., 1993; SAKAGUCHI et al., 2004; 

TOZZATO et al., 2016). A diminuição dos níveis exacerbados de ERNs relacionados 

ao óxido nítrico, parece corroborar com os achados do artigo 2 e do manuscrito 1, 

demonstrando novamente que o efeito antioxidante do DFIS pode estar relacionado 

a seu efeito antinociceptivo, devido ao papel que o óxido nítrico tem tanto no 

processo inflamatório quanto na sinalização da dor. 
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No manuscrito 2, também foi investigado os efeitos do DFIS sobre algumas 

proteínas relacionadas a sinalização inflamatória, como os níveis do fator NFκB e da 

enzima COX-II (LAWRENCE, 2009). Sabe que o NFκB é um fator de transcrição 

com atividade induzível, presente na maioria das células, sendo sua atividade 

essencial para a sobrevivência das células, resposta inflamatória e imunidade inata 

(SMALE, 2011). Sua ativação é controlada principalmente a nível pós-transcricional 

através da formação de um complexo com a subunidade inibitória IκB no citoplasma, 

a qual quando fosforilada se desliga das subunidades p65 e p50 do NFκB e permite 

sua translocação para o núcleo onde estas promovem a transcrição de genes 

específicos (LAWRENCE, 2009; OECKINGHAUS et al., 2011). Observou-se que os 

animais do modelo de AIC apresentaram níveis aumentados de NFκB, mais 

especificamente da subunidade p65, na medula espinhal, o que provavelmente 

estaria relacionado a neuroinflamação resultado do processo inflamatório sistêmico. 

O tratamento com DFIS, além de diminuir os níveis de NFκB induzidos pelo modelo 

de AIC, também apresentou uma diminuição per se dos níveis deste fator. Além 

disso, o composto também diminuiu os níveis per se da enzima COX-II, 

corroborando para um potencial anti-inflamatório resultado de sua administração por 

um tempo mais prolongado. Na maior parte dos relatos da literatura, os níveis 

desses dois parâmetros estão correlacionados, ou seja, um aumento dos níveis de 

NFκB leva a um aumento da expressão da enzima COX-II (CROFFORD et al., 1997; 

KALTSCHMIDT et al., 2002; KE et al., 2007); entretanto, quando avaliou-se os níveis 

espinhais destas proteínas nos animais submetidos a AIC, esta relação não foi 

observada, assim apenas os níveis de NFκB apresentaram-se elevados. Alguns 

autores recomendam que conhecer a atividade dessas proteínas é tão importante 

quantos os seus níveis, uma vez que em algumas situações os níveis de uma 

proteína podem estar alterados, mas sua atividade não, assim como o contrário 

também pode ocorrer (CROFFORD et al., 1997; FITZPATRICK et al., 2010). 

Entretanto, nos protocolos realizados, apenas avaliamos os níveis das duas 

proteínas, o que pelo menos nos auxilia no entendimento dos mecanismos pelos 

quais o composto DFIS poderia estar agindo. 

 O uso de compostos antioxidantes para o tratamento de doenças 

inflamatórias como a artrite tem sido alvo de interesse e discussão, principalmente 

devido as evidências que demonstram tanto o envolvimento do estresse oxidativo no 

processo inflamatório quanto a relação entre o consumo de antioxidantes na dieta e 
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a probabilidade de desenvolvimento de artrite inflamatória (PATTISON e WINYARD, 

2008). Estudos também demonstram que diversas das moléculas antioxidantes 

modulam seus efeitos anti-inflamatórios e antinociceptivos tanto pela diminuição dos 

níveis de espécies reativas quanto por mecanismos que envolvem a regulação da 

atividade ou níveis do NFκB, ou ainda por evitar que certas vias sejam ativadas ou 

inibidas por agentes oxidantes (BRUNING et al., 2015; GERONIKAKI e GAVALAS, 

2006; PATTISON e WINYARD, 2008; VALKO et al., 2007). O presente estudo 

averiguou o efeito do DFIS como um potencial efeito antinociceptivo e antioxidante 

nos artigos 1 e 2, e o seu potencial uso em doenças relacionadas a dor 

inflamatórias nos manuscritos 1 e 2. Os parâmetros avaliados indicam que o DFIS 

deva suas propriedades antinociceptivas e anti-inflamatórias, pelo menos em parte, 

a sua interação com o sistema antioxidante, seja diminuindo os níveis de espécies 

reativas ou diminuindo efeitos secundários ao estresse oxidativo: como os danos 

teciduais, o aumento da excitabilidade neuronal e exacerbação de vias inflamatórias 

como a via do NFkB. 

 A Figura 8 apresenta um resumo dos efeitos observados pela administração 

do DFIS abordados nesta tese e os possíveis mecanismos envolvidos nestes 

efeitos. 

 

Figura 8. Resumo dos efeitos observados pela administração do DFIS abordados nesta tese. 
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5. CONCLUSÃO 

Os resultados apresentados nesta tese indicam que o composto DFIS: 

(i) Apresentou efeito antinociceptivo em modelos de nocicepção térmica e 

química sem toxicidade aparente nas doses testadas; 

(ii) Demonstrou efeito antioxidante em protocolos in vitro e in vivo e 

apenas inibiu enzimas sulfidrílicas em concentrações maiores do que 

as relacionadas ao seu efeito antioxidante; 

(iii) Reverteu a alodínia mecânica induzida por CFA, sendo este efeito 

bloqueado pela administração de L-arginina, indicando uma 

participação da via do óxido nítrico e do papel antioxidante no efeito do 

DFIS; 

(iv) Possuiu efeito protetor frente ao modelo de AIC, revertendo os 

parâmetros comportamentais alodínia mecânica e hiperalgesia térmica, 

e seu efeito parece estar relacionado a modulação da atividade da 

MPO, dos níveis de NOx e NFκB. 

Sabe-se que doenças relacionadas a dor e a inflamação possuem diversos 

mecanismos patofisiológicos, sendo o estresse oxidativo um destes mecanismos. 

Por isto moléculas antioxidantes poderiam constituir uma nova ferramenta de auxílio 

ao tratamento. Considerando os efeitos do DFIS demonstrado no presente estudo, 

esse composto orgânico de selênio poderia ser uma futura alternativa terapêutica 

para o tratamento destas patologias. 
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