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RESUMO

BIRMANN, Paloma Taborda. Efeito antinociceptivo do 3-(4-clorofenilselenil)-1-
metil-1H-indol em camundongos. 2016. 98f. Dissertacdo (Mestrado em Bioquimica
e Bioprospeccao) - Programa de Pds-Graduacdao em Bioquimica e Bioprospeccgao.
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2017.

A dor e a inflamagdo sdo condicbes que afetam inumeras pessoas
diariamente em todo o mundo. Com isso a busca por novos compostos para o
tratamento de dor e inflamacdo, que apresentem menos efeitos adversos e
melhorem a qualidade de vida dos pacientes continua sendo de grande interesse
para os grupos de pesquisas. Diversos estudos vém demostrando as propriedades
promissoras dos compostos organicos de selénio e dos compostos heterociclicos
contendo o nucleo indol nas atividades antinociceptiva e anti-inflamatorias. Portanto,
o objetivo deste trabalho foi avaliar a agcdo antinociceptiva e anti-inflamatoéria do
composto 3-(4-clorofenilselenil)-1-metil-1H-indol (CMI), em camundongo Swiss
machos. A atividade antinociceptiva do composto foi avaliada nos testes de
nocicepgao induzido por agentes quimicos (formalina e glutamato) e térmicos (placa
quente). O potencial anti-inflamatério foi avaliado no edema de pata induzido por
formalina e no edema de orelha induzido por 6leo de créton. Além disso, investigou-
se 0 envolvimento dos sistemas serotoninérgico, noradrenérgico, dopaminérgico,
adrenérgico e opioidérgico na acgao antinociceptiva do CMI através do teste de
nocicepgao induzida por glutamato. O teste do campo aberto foi realizado a fim de
verificar se o0 composto nédo leva a alteragbes locomotoras nos animais. A
administracao intragastrica (i.g.) do CMI (0,01-10 mg/Kg) foi capaz de reduzir a
nocicepgao induzida por glutamato e formalina em ambas as fases, e a dose de 0,1
mg/Kg, foi capaz de aumentar o tempo de laténcia no teste de placa quente. Além
disso, o CMI foi capaz de reduzir o edema de pata induzido por formalina (0,01
mg/Kg) e o edema de orelha induzido por éleo de créton (0,1 mg/Kg). O pré
tratamento dos camundongos com os antagonistas SCH23390 (antagonista do
receptor D1, 0,05 mg/Kg, intraperitoneal [i.p.]), WAY 100635 (antagonista do receptor
5-HT1a, 0,7 mg/Kg, i.p.), ondansetron (antagonista do receptor 5-HT3, 0,5mg/Kg,
i.p.), ketanserina (antagonista dos receptores 5-HT2a2c, 0,3 mg/Kg, i.p.), naloxona
(antagonista nao seletivo dos receptores opidides 1 mg/Kg, i.p.), cafeina
(antagonista nao seletivo dos receptores adrenérgicos, 3 mg/Kg, i.p.) e prazosin
(antagonista do receptor a1, 0,15 mg/Kg, i.p.) bloquearam a ag&o antinociceptiva do
CMI (0,01 mg/Kg). Desta maneira estes resultados demonstram o envolvimento do
sistema dopaminérgico, noradrenérgico, seritoninérgico, adrenérgico e opioidérgico
na atividade antinociceptiva do CMI. As atividades locomotoras nao foram alteradas
no teste do campo aberto apds o tratamento com o CMI. A partir dos resultados
obtidos, pode-se sugerir que o CMI possui acao antinociceptiva e anti-inflamatoria,
desta maneira sendo uma molécula promissora no desenvolvimento de futuras
estratégias terapéuticas para a dor e a inflamacao.

Palavras-chave: Dor, inflamacgao, selénio, indol, camundongos.



ABSTRACT

BIRMANN, Paloma Taborda. Antinociceptive effect of 3-(4-chlorophenylselenyl)-
1-methyl-1H-indole in mice. 2017. 98f. Dissertation (master's degree in
biochemistry and bioprospecting) - Programa de Po6s-Graduagdo em Bioquimica e
Bioprospecc¢ao. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2017.

Pain and inflammation are conditions that affect countless people every day
around the world. With this, the search for new compounds for the treatment of pain
and inflammation, which have fewer adverse effects and improve the patients' quality
of life continues to be of great interest to the research groups. Several studies have
shown the promising properties of the organic compounds of selenium and of the
heterocyclic compounds containing the indole nucleus in antinociceptive and anti-
inflammatory activities. Therefore, the objective of this work was to evaluate the
antinociceptive and anti-inflammatory action of 3-(4-chlorophenylselenyl) -1-methyl-
1H-indole (CMI) in swiss mice. The antinociceptive activity of the compound was
evaluated in the nociception tests induced by chemical agents (formalin and
glutamate) and thermal (hot plate). The anti-inflammatory potential was evaluated in
formalin-induced paw edema and in ear edema induced by croton oil. In addition, we
investigated the involvement of the serotonergic, noradrenergic, dopaminergic,
adrenergic and opioidergic systems in the antinociceptive action of CMI through the
glutamate-induced nociception test. The open field test was performed to verify that
the compound does not lead to locomotor changes in the animals. Intragastric (i.g.)
administration of CMI (0.01-10 mg / kg) was able to reduce glutamate and formalin-
induced nociception in both phases, and the dose of 0.1 mg / kg was able to increase
the time on the hot plate test. In addition, CMI was able to reduce formalin-induced
paw edema (0.01 mg/kg) and chromate oil-induced ear edema (0.1 mg/ kg). The pre-
treatment of the mice with the SCH23390 (D receptor antagonist, 0.05mg/kg,
intraperitoneally [i.p.]), WAY 100635 (5-HT1a receptor antagonist, 0.7 mg/kg, i.p.),
ondansetron (5-HT3 receptor antagonist, 0.5mg/kg, i.p.), ketanserin (5-HT2anc
receptor antagonist, 0.3 mg/kg, i.p.), naloxone (non-selective antagonist 1 mg/kg,
i.p.), caffeine (non-selective antagonist, 3 mg/kg, i.p.) and prazosin (ai receptor
antagonist, 0.15 mg/kg, i.p) blocked the nociceptive action of CMI (0.01 mg / kg).
In this way, these results demonstrate the involvement of the dopaminergic,
noradrenergic, serotonergic, adrenergic and opioidergic system in the antinociceptive
activity of the CMI. The locomotor activities were not altered in the open field test
after treatment with the IMC. From the obtained results, it can be suggested that the
CMI has antinociceptive and anti-inflammatory action, thus being a promising
molecule in the development of future therapeutic strategies for pain and
inflammation.

Key-words: Pain, inflammation, selenium, indole, mice.
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1. INTRODUCAO

A dor é caracterizada por desencadear um sentimento desagradavel,
constituindo um dos componentes essenciais do sistema de defesa do organismo.
Por envolver diferentes componentes como o sensorial (receptores especificos) e o
afetivo-emocional (provocando reacado emocional), a dor é considerada um
fenébmeno multifatorial (BILEVICIUS; KOLESAR; KORNELSEN, 2016).

O componente sensorial da dor € denominado de nocicepg¢do, o qual esta
relacionado apenas a parte fisiolégica da dor, sem levar em consideragdo o0s
aspectos psicologicos e emocionais (DUBIN e PATAPOUTIAN, 2010). Dessa forma,
a nocicepgao € o processo pelo qual os estimulos nocivos, sejam eles térmicos,
mecanicos ou quimicos, chegam ao sistema nervoso central (SNC), como um
resultado da ativacdo dos receptores sensoriais especializados, denominados
nociceptores (DUBIN e PATAPOUTIAN, 2010). Estes se encontram dispostos em
todo o corpo humano, desde a superficie (pele) até os tecidos mais profundos como,
orgaos, musculos, ossos e tenddes, e sdo responsaveis pela transmissdo da dor
para o SNC (FABBRO e CRESCENTINI, 2014).

A transmissdo da dor ocorre através dos nociceptores das fibras aferentes
primarias, mais especificamente as fibras Ad e as fibras C, que ao receberem um
estimulo nocivo, sdo ativados e logo convertidos em impulsos elétricos. Esses
impulsos sao transmitidos por meio destas fibras (via ascendente), até o corno
dorsal da medula espinhal (CDME). No momento em que ocorrer a integracao dos
impulsos elétricos no CDME, as vias nociceptivas ascendentes vao levar a
informacao de dor até o SNC (ALMEIDA et al, 2004; GARLAND, 2012).

ApoOs o processamento da dor no SNC, ocorre a resposta destes estimulos
dolorosos através da via descendente. Esta via modula a resposta nociceptiva
através dos receptores presentes nos neurdnios do CDME e das fibras primarias
eferentes, além de interneurbnios excitatorios e inibitérios. Além disso, ha o
envolvimento de diferentes sistemas de neurotransmissores e mediadores quimicos
que desempenham um importante papel na transmissao do sinal nociceptivo do
sistema nervoso periférico (SNP) para o SNC (BRIDGESTOCK e RAE, 2013).

A dor pode ser desencadeada por diversos mecanismos distintos, podendo
ser distinguida em diferentes tipos, tais como, dor nociceptiva e dor inflamatéria
(VASILEIOU et al., 2009). A resposta inflamatéria tanto no SNC quanto no SNP,
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desempenha um importante papel no desenvolvimento e na persisténcia de
inumeros estados patoldgicos de dor (WATKINS et al., 2003).

A dor inflamatoria é caracterizada pelo surgimento de inchacgo, vermelhidao e
edema no local da lesao, fatores que sdo desencadeados pela ocorréncia da
liberacdo de mediadores inflamatérios e migragao de células imunes (SHERWOOD
e TOLIVER-KINSKY, 2004). A dor inflamatéria é, portanto, um processo clinico
presente em inumeras doencas que atualmente ainda ndo estdo recebendo um
tratamento eficaz (SHERWOOD e TOLIVER-KINSKY, 2004).

As principais classes para o tratamento de dor e inflamacdo existentes
atualmente no mercado séo os farmacos anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINEs) e
opioides (YAKSH et al., 2015). Entretanto, essas duas classes de farmacos
possuem muitos efeitos adversos, podendo vir a prejudicar o bem-estar do individuo,
0 que torna de grande interesse a busca por novos farmacos que possuem menos
efeitos adversos (YAKSH et al., 2015).

Com isso, os compostos organicos de selénio (Se) vém se tornando um alvo
atrativo para a busca de novos farmacos. Uma vez que o Se € um micronutriente
essencial para a manutenc¢ao do estado fisiolégico em humanos, pois se sabe que o
Se esta envolvido com diversas patologias, como por exemplo, depressao,
problemas musculares, alteragbes digestivas, doencgas, cardiovasculares, alteragoes
reumaticas, esclerose, cancer, diabetes, entre outras doencas (ROMAN et al., 2014,
NOGUEIRA et al., 2004).

Sabendo da importancia biolégica do Se, diversos grupos de pesquisa tém
desenvolvido compostos orgénicos contendo Se em sua estrutura quimica na
tentativa de contribuir com o tratamento destas diversas patologias. Como esperado,
tais estudos relatam propriedades farmacoldgicas promissoras, como capacidade
antidepressiva (BROD et al.,, 2016), antioxidante (PADILHA et al, 2017),
anticonvulsivante (WILHELM et al., 2014), antinociceptiva (SOUSA et al., 2017) e
anti-inflamatoria (PINZ et al.,, 2016), dentre outras, de diferentes compostos
organicos de Se.

Além dos compostos organicos de Se, outra classe de moléculas com
propriedades bioldgicas interessantes sdao os inddis, os quais sao estruturas
heterociclicas abundantes na natureza com acao farmacolégica. Portanto as
moléculas contendo o nucleo indolico vém sendo estudadas em diversas desordens

neurodegenerativas e inflamatoérias, além de apresentarem agao antinociceptiva,
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antioxidante, antitumoral entre outras. (GUERRA et al., 2011; KARAASLAN et al,
2013; KLEIN et al., 2011; LOPEZ-INGLESIAS et al, 2014; SHAVETA et al., 2014).
Sendo assim, sabendo-se das propriedades promissoras tanto do Se quanto
dos inddis, torna-se uma estratégia relevante a sintese de compostos contendo essa
combinacdo em suas estruturas para o desenvolvimento de novos compostos com
atividade farmacoldgicas mais eficientes. Com isso, o presente estudo avaliou a
atividade antinociceptiva e anti-inflamatéria do 3-(4-clorofenilselenil)-1-metil-1H-indol
(CMI). A atividade antinociceptiva foi avaliada através de ensaios de indugao
quimicas e térmicas de nocicepcao e a atividade anti-inflamatoria através dos testes
edematogénicos induzidos por 6leo de créton e formalina em camundongos. Além
disso, foram investigados o0s possiveis mecanismos envolvidos na atividade

antinociceptiva do composto.



20

2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Identificar a possivel agcdo antinociceptiva e anti-inflamatéria do CMI em

camundongos, bem como investigar os mecanismos envolvidos nesta agao.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Verificar o efeito do CMI na nocicepgao induzido por agentes quimicos;

» Verificar o efeito do CMI na nocicepg¢ao induzido por agente térmico;

» Verificar o efeito do CMI nos testes edematogénicos induzido por agentes
quimicos;

» Verificar o possivel envolvimento dos sistemas serotoninérgico,
noradrenérgico, dopaminérgico, adrenérgico e opioidérgico na acao
antinociceptiva do CMI através do ensaio de nocicep¢do induzida por
glutamato;

» Analisar o efeito do CMI sobre as atividades locomotora e exploratoria;

» Analisar se os antagonistas e a interagao antagonista x CMI| causa alteracdes

na atividade locomotora dos camundongos.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. DOR E NOCICEPGCAO

Dentre os diversos sistemas de “vigilancia” da homeostase do organismo, a
dor tem um papel fundamental, pois serve como um alerta de que a integridade e o
bem-estar do corpo estdo em ameaca e, clinicamente, € um sintoma importante para
permitir a avaliagdo do surgimento de diversas doencgas (BILEVICIUS; KOLESAR;
KORNELSEN, 2016). Apesar de seu carater “benéfico”, em alguns casos a dor pode
afetar a qualidade de vida do paciente, tendo como consequéncias sofrimento e
estresse (BRENNAN, 2007). Desta maneira, foi definido pela Associagao
Internacional para o Estudo da Dor (International Association for the Study of Pain,
IASP) que a dor é “uma experiéncia sensorial e/ou emocional desagradavel,
associada ou ndo ao dano potencial dos tecidos” (LOESER e TREEDE, 2008).

A dor abrange dois componentes principais: a percepcao e a nocicepgao. A
percepcdao é uma funcdo interativa que envolve fatores ambientais, culturais,
espirituais e psicolégicas, sendo modulada pela emocao, e a sua interpretacao sera
desenvolvida por associagdes positivas ou negativas de cada experiéncia individual.
Ja a nocicepcao se refere somente a percepgao sensorial do SNC, evocada por
estimulos térmicos, mecanicos ou quimicos, os quais sdo detectados por uma
subpopulacao de fibras nervosas periféricas, chamados nociceptores (VERRI et al,
2006; SENKOWSKI; HOFLE; ENGEL, 2014).

Os nociceptores sao heterogénicos, diferem-se quanto aos tipos de
neurotransmissores que possuem, receptores e canais ibnicos que expressam,
velocidade de conducao, propriedades de respostas aos estimulos nocivos e a
capacidade de serem sensibilizados durante lesdes, patologias e inflamacéao
(STUCKY, GOLD, ZHANG, 2001). Ha basicamente quatro classes de nociceptores:
mecanicos, térmicos e polimodais. Os nociceptores mecanicos respondem a pressao
intensa, os térmicos respondem as temperaturas extremas (>45 °C e <5 °C) e os
nociceptores polimoidas respondem aos estimulos nocivos mecanicos, térmicos e
quimicos (JULIUS e BASBAUM, 2001).

Desta maneira, a sensacao dolorosa pode ser classificada de trés maneiras:
transitoria, aguda e crbnica, conforme o tipo de nociceptores sensibilizados e tempo
de duracao. A dor transitéria e a dor aguda sao provocadas pela ativacéo de
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nociceptores tendo um curto periodo de duragdo, porém a unica diferenga entre as
duas é que a transitéria ndo é acompanhada de lesdo, tendo como principal fun¢ao
proteger o individuo. A dor crbénica € causada por lesdes ou doengas que superam a
capacidade de recuperacao do organismo estendendo-se de semanas a meses,
perdendo o carater protetor e vindo a comprometer a qualidade de vida do paciente
(LOESER e MELZACK, 1999; LOESER, 2003).

3.2. TRANSMISSAO DA DOR

A nocicepgao consiste basicamente em quatro processos onde os estimulos
nocivos sdo compreendidos e respondidos pelo SNC: a transdugdo, transmissao,
percepcdao e modulagdo. A transdugcdo € quando os estimulos nocivos sao
convertidos em potenciais de acao pelos nociceptores. A transmissao refere-se a
transferéncia da informacgado nociceptiva através da medula espinhal ao tronco
cerebral e ao talamo. A percepgao ocorre quando ha integragcado do sinal pelo cortex
cerebral e a modulagdo € o mecanismo pelo qual a transmissao sinaptica dos sinais
dolorosos é reduzida ou amplificada e, por fim desencadeando uma resposta
dolorosa (BRIDGESTOCK e RAE, 2013; MERTENS et al., 2015).

Sobre a transmissdo da dor, as fibras aferentes primarias detectam os
estimulos nociceptivos, sejam eles mecanicos (impactos mecanicos e pressao),
térmicos (frio ou calor) ou quimicos (formalina, bradicinina, glutamato, etc.), e os
transmitem ao sistema nervoso na forma de corrente elétrica. Para que ocorra este
processo 0s terminais nociceptivos expressam uma variedade de receptores e
canais idnicos, que uma vez ativados iniciam a transmissdo do impulso nervoso.
(AKOPIAN, 2011).

Dentre os diversos tipos de transdutores do sinal nocivo, podem-se destacar
moléculas sinalizadoras especificas como os receptores de potencial transitérios
(TRP), os quais sado responsaveis por reconhecer os estimulos nocivos e o0s
converter em impulsos elétricos. Tais impulsos sao transmitidos por meio de fibras
aferentes primarias, das terminacdes axonais dos neurbnios sensoriais, até
diferentes partes do nosso corpo, tais como medula espinhal e ao tronco cerebral
(JULIUS E BASBAUM, 2001).

As fibras aferentes primarias, responsaveis pela conducao do sinal nocivo ou
ndo nocivos da periferia ao SNC podem ser classificadas de acordo com seus

diametros, estruturas e velocidade de transducéao. As fibras que respondem a
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estimulos de luz, toque, vibragbes, dentre outros estimulos que ndo geram, em
situacdes normais, danos ao corpo séo as fibras Aa e AB, geralmente sdo unimodais
e responde estimulos de alta e baixa intensidade. Estas fibras sdo caracterizadas
por serem mielinizadas, com maior didametro (Aa: 13-20 um e AB: 6-12 um), e com
alta velocidade de conducao (30-70 m/s). No entanto, a ativagdo de tais fibras esta
relacionada também, com o alivio da dor. Esta sensacao de alivio ocorre por meio
da fricgado do local lesionado (MILLAN, 1999).

Em relacdo as fibras nociceptivas, as fibras Ad conhecidas como
mecanotermo, também sao mielinizadas e permitem uma rapida transmissao de
estimulos (1,2 a 30 m/s) que perdura por um curto periodo. Estao envolvidas na dor
aguda e podem responder tanto a estimulos térmicos como mecéanicos. Em
contraste, as fibras C, ndo s&o mielinizadas, transmitem seus impulsos mais
lentamente (0,5 a 2 m/s) por um periodo mais longo. Sdo conhecidas como
polimodais, pois elas respondem a estimulos nocivos mecanicos, térmicos e
quimicos e sao responsaveis pela dor crénica (Figura 1) (JULIUS e BASBAUM,
2001; BOURNE; MACHADO; NAGEL, 2014). As fibras Ad geram sensacgbes de
picadas, pontiagudas, dor aguda e bem localizada, enquanto as fibras C geram
sensacdes de dor em queimacao, mal localizada, difusa e continua (RAJA et al.,
2006).

Estas fibras aferentes primarias, mais especificamente as fibras Ad e C, as
quais sao consideradas nociceptivas, possuem seus centros metabdlicos presentes
no ganglio da raiz dorsal (GDR). Os prolongamentos axdnicos saem a partir do GDR
se dirigindo tanto para os tecidos periféricos, quanto para a medula espinhal ou para
o tronco encefalico. Desta maneira a informacao sensorial gerada apos estimulos
periféricos ira passar pelo GDR e ira alcancar a medula espinal pelo seu lado dorsal,
comunicando-se com o0 neurbnio de segunda ordem em regides especificas do
CDME. Estes nerbnios de segunda ordem projetam seus sinais até areas
subcorticais e corticais, onde a dor ira ser percebida (Figura 2) (MILLAN, 1999;
LAMONT, 2000).
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Figura 1. Classificagdo das fibras aferentes primarias e suas principais caracteristicas.
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Figura 2. Representacao do processo nociceptivo em relagao as trés categorias de neurdnios
(Neurdnios de primeira, segunda e terceira ordem). Abreviacdo: GDR: Ganglio da raiz dorsal.
(Adaptado de LAMONT et al., 2000).
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O CDME é uma estrutura dividida em laminas, nas quais cada lamina é
diferente anatomicamente e funcionalmente, sendo cada uma responsavel por
receber as diferentes fibras que trazem a informacdo nociceptiva. Os neurdnios
presentes nas laminas | (zona marginal) e Il (substancia gelatinosa) respondem aos
estimulos nocivos (fibras Ad e C), a parte mais interna da lamina Il é caracterizada
pela presenca de neurdnios inibitérios e excitatorios, os quais possuem fungoes
moduladoras na transmissao da informacao nociceptiva. Os neurdnios presentes
nas laminas Ill e IV (nucleo proprio) respondem aos estimulos in6cuos (fibras Aa e
AB). E os neurdnios localizados na lamina V (camada profunda) recebem tanto
estimulos in6cuos quanto estimulos nocivos (Figura 3) (BASBAUM, 2009;
BRIDGESTOCK e RAE, 2013).
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Laminas do CDME

Figura 3. Organizagéo do corno dorsal da medula espinhal em laminas e os locais de proje¢des das

fibras aferentes primarias. Abreviagdes: CDME: Corno dorsal da medula espinhal.

Portanto, o CMDE atua como um centro de controle da transmissao
nociceptiva. Nesta regidao ocorre a comunicacdo entre neurbnios primarios € 0s
neurdnios secundarios, por sua vez 0s neurbnios primarios liberam diferentes
neurotransmissores como o glutamato, substancia P, transmitindo o sinal nocivo aos

neurbnios secundarios, que entdao formam vias ascendentes que transmitem a
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informacdo ao tdlamo e ao cortex cerebral, ocorrendo a percepcédo do local e a
interpretacdo da dor (MILLAN, 2002). Esse evento de comunicagado entre os
componentes neuronais e consequentemente de transmissdo do sinal nocivo é
essencial para o processamento da informag&o nociceptiva pelo organismo, o qual
ira gerar uma resposta apropriada e organizada a dor por meio de vias modulatorias
descendentes (DREWES, 2006).

3.3. MODULAGCAO DA DOR

Pelo fato da dor ser importante para a sobrevivéncia, torna-se indispensavel
sua modulacdo a partir do SNC para o SNP. Durante muitos anos pesquisadores
estudaram sobre as influéncias modulatérias da dor, e somente em 1965, Melzack e
Wall propuseram a existéncia de um sistema modulatério especifico para a dor, a
teoria de controle do “portdo” da dor. De acordo com essa teoria, 0s interneurdnios
da lamina Il do CDME funcionariam como um “portao”, inibindo ou facilitando o fluxo
dos neurbnios aferentes promovendo a modulagcdo do processo nociceptivo
(MELZACK e WALL, 1965; PERL, 2011).

Os mecanismos de modulacdo descendentes permitem que as estruturas
cerebrais (cortex cerebral, talamo, hipotdlamo) sinalizem para o CDME através da
medula rostroventromedial (RVM) no bulbo raquidiano modular a resposta
nociceptiva. Essa modulacao ocorre pelos receptores presentes nos neurénios do
CDME e das fibras aferentes primarias, além de interneurbnios excitatorios e
inibitérios (PORRECA et al., 2002). Também existem alguns nucleos supra espinhais
envolvidos na modulacdo descendente, sendo os mais conhecidos a substancia
cinzenta periaquedutal (PAG), o l6cus coeruleus (LC) e o nucleo magno da rafe
(BALIKI e APKARIAN, 2015).

A modulacao pode ocorrer das seguintes maneiras: |) A PAG recebe entrada
de diversas areas do SNC (como do cortex cerebral, talamo e hipotalamo) sendo,
portanto, o principal local modulatério descendente da dor. Essa regido contém altas
concentracdes de opioides e endocanabindides que induzem efeitos analgésicos. )
O LC e a RVM sao as principais fontes de noradrenalina e serotonina,
respectivamente. Essas fibras descendentes projetam-se para o CDME e realizam
sinapses com o0s neurdnios aferentes primarios, neurbnios secundarios e o0s

interneurdnios. Assim, a liberacdo desses neurotransmissores pode exercer agdes
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inibitérias ou excitatérias conforme o subtipo de receptores em que atuam
(GARLAND, 2012; BOURNE; MACHADO; NAGEL, 2014).

As vias modulatorias da dor controlam, portanto, a liberacdo de
neurotransmissores dos terminais nociceptivos das fibras aferentes primarias no
CDME. A ativacao das vias descendentes inibitorias bloqueia direta e indiretamente
0os neurbnios de projecdo no CDME. Diretamente, através de seus neurdnios
eferentes serotoninérgicos e catecolaminérgicos e indiretamente através da
excitagdo dos interneurdnios inibitérios os quais contém o0s neurotransmissores,
acido gama aminobutirico (GABA) e glicina, resultando na inibicdo da transmissao
nociceptiva. O efeito contrario ocorre por meio da inibicdo descendente dos
interneurdnios inibitérios facilitando assim a transmissao nociceptiva. Além desses,
os interneurdnios opioidérgicos também sdo ativados pelas vias descendentes
modulatérias e inibem tanto as fibras aferentes primarias quanto os interneurdnios
excitatérios (MILLAN 2002; WESTLUND, 2006).

Dessa maneira, pode-se levar em consideracdo que o processo modulatorio
da dor envolve além de diversas estruturas cerebrais, também envolve diferentes

classes de mediadores quimicos (MILLAN, 2002).

3.4 MEDIADORES QUIMICOS

Toda substancia produzida pelas fibras nervosas que atua como
intermediarias nas transmissdes de impulsos nervosos até os receptores por meios
das sinapses quimicas sao classificadas como mediadores quimicos (CALIXTO et
al., 2000). Existem diferentes classes de mediadores quimicos, como por exemplo,
0S neurotransmissores excitatérios e inibitérios (glutamato e GABA,
respectivamente), quimiocinas (interleucinas), aminas vasoativas (histamina e
serotonina), metabdlitos do acido araquiddnico (prostaglandinas), dentre outros
(MCHUGH, 2000). Portanto os mediadores quimicos que sao responsaveis pela
ativacdo e sensibilizacdo dos nociceptores e consequentemente a sinalizagao e

modulacédo do sinal nocivo (Figura 4).
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Figura 4. Lesao tecidual provocando a a¢ao de mediadores quimicos. Abreviagoes: IL-6:

Interleucina 6, IL-8: Interleucina 8, PGs: Prostaglandinas e TNF-a: Fator de necrose tumoral-a.

3.4.1. NEUROTRANSMISSORES

O glutamato é o principal neurotransmissor excitatério sintetizado a partir do a-
cetoglutarato e liberado pelas fibras aferentes primarias. Quando liberado para fenda
sinaptica, se liga aos seus receptores presentes has membranas dos neurbnios pré
e pos-sinapticos, e também na membrana de células gliais, assim podendo
desencadear a sua acgao excitatoria (Figura 5) (MAO et al., 1992; COGGESHALL e
CARLTON, 1997; MILLAN, 1999). Os receptores glutamatérgicos podem ser
classificados em duas classes distintas, os receptores glutamatérgicos “ionotropicos”
(iGIuRs) e os receptores glutamatérgicos “metabotropicos” (mGluRs). Os iGluRs sao
acoplados a canais idnicos, 0s quais sao ainda subdivididos em trés tipos conforme
ativacdo por ligantes, sao eles: N-metil-Daspartato (NMDA) que medeiam a
transmissao excitatoria lenta e sdo permeaveis principalmente aos ions de calcio
(Ca®*) e com menor condutancia aos ions de sédio (Na*), a-amino-3- hidroxi-5-metil-
4-isoxazolpropionato (AMPA) medeiam a neurotransmissao excitatoria rapida e sao
canais com grande permeabilidade aos ions Na* e os ions de potassio (K*) e com
baixa permeabilidade ao Ca?* e o cainato, relativamente permedveis aos ions Ca?*
(OZAWA et al.,1998). Ja os mGluRs estao acoplados a proteinas G, promovendo a
modulagao da dor, que por sua vez podem ativam e/ou inibem transducéo de sinal
nocivo (FUNDYTUS, 2001).



29

Tem-se bem estabelecido na literatura que os receptores glutamatérgicos
estdo diretamente envolvidos na transmissdo nociceptiva, tanto no desenvolvimento
quanto na manutencao da resposta nociceptiva. Isso torna as substancias que sao
capazes de bloquear estes receptores de grande interesse para a area da
farmacologia, os quais podem vir se tornar um farmaco, com efeito, antinociceptivo
(NEUGEBAUER, 2002; WIECH et al., 2004).
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Figura 5. Representacao da sintese, armazenamento e liberacdo do neurotransmissor

excitatorio glutamato nos neurénios glutamatérgicos.

Outro neurotransmissor envolvido com a transmissdo da nocicep¢dao € o
GABA, o principal neurotransmissor inibitorio do SNC. Ele é sintetizado nos
neurdnios gabaérgicos a partir do glutamato, por um processo de descarboxilagao
mediado pela enzima glutamato descarboxilase. Assim como o glutamato, o GABA
possui dois tipos de receptores. Os ionotropicos GABAA e GABAc, consistem em
proteinas de membrana de multiplas subunidades que se ligam ao GABA e que
abrem um canal idnico de cloreto intrinseco (Cl"), e os metabotropicos GABAg sao
acoplados a proteina G que afetam as correntes ibnicas neuronais através de

segundos mensageiros, ambos estdo amplamente distribuidos no CMDE. Este
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neurotransmissor age de maneira a inibir a transmissdo do estimulo nociceptivo

através da ligagao aos seus receptores (Figura 6) (MILLAN, 2002).
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Figura 6. Representacao da sintese, armazenamento e liberagdo do neurotransmissor
inibitorio &cido gama aminobutirico nos neurdnios gabaérgico. Abreviacdes: GABA: Acido gama
aminobutirico.

Os neuropeptideos sdo outra classe de neutransmissores liberados apés a
estimulacdo dos nociceptores presentes nas fibras aferentes primarias. Estes, por
sua vez, podem atuar sobre as proprias células nervosas, regidbes medulares
especificas ou sobre os tecidos adjacentes. Sdo os principais exemplos dessa
classe a substancia P (SP) e o peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP)
(JULIUS e BASBAUM, 2001).

A SP é sintetizada pelos neurdnios localizados no ganglio da raiz dorsal e
liberado pelas fiboras C em resposta a lesdo ou estimulacdo intensa (JULIUS e
BASBAUM, 2001). E encontrada em altas concentracdes nas terminacdes aferentes
da medula espinhal, atuando como um mediador da primeira sinapse da transmissao
dolorosa, ela esta envolvida com a nocicepgao tanto a nivel periférico quanto central.

A sua acao ocorre através da ativacao dos receptores periféricos (NK1 e NK2) o que
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acarreta ao surgimento do comportamento de nocicepgdo (GOUDET et al., 2008;
ZHANG et al., 2009).

Quando ocorre alguma lesao tecidual, a mesma desencadeia a sintese de
SP, que ira produzir no tecido periférico algumas a¢des vasculares pré-inflamatorias,
como vasodilatacdo, aumento da permeabilidade vascular, atracdo de células do
sistema imune para o local da lesdo e degranulagdo dos mastdcitos com liberagao
de diversos neuromediadores. Desta forma, a SP contribui para a expansao do
processo inflamatério, aumentando do campo receptivo para fibras nervosas
adjacentes a area lesionada, contribuindo para o processo de nocicepgao
(FERREIRA 1995; JANG et al., 2014).

Assim como a SP, o CGPR ¢ sintetizado e liberado pelas fibras aferentes
primarias, possuindo ag¢des modulatérias na transmissdo da nocicep¢do a nivel
central e periférico. A ativagao dos seus receptores CGPR1 e CGPR2 desencadeia
uma seérie de eventos intracelulares, como a fosforilagdo dos receptores de
glutamato do tipo AMPA e isso ira acarretar no aumento da excitagdo neuronal,
contribuindo para o estabelecimento da nocicep¢cdo. Também é responsavel por
retardar o metabolismo da SP e aumentar a liberacdo de SP e de glutamato nas
terminacbes das fibras aferentes primarias (OLIVEIRA, 2010). Perifericamente atua
como um potente vasodilatador, contribuindo para o processo inflamatério (RANG,
2007).

3.4.2. CITOCINAS

As citocinas sao polipeptideos ou glicoproteinas sintetizadas por diversos
tipos de células como os macrofagos, mondcitos e, principalmente pelos linfocitos
através da ativacdo de proteinoquinases ativadas por mitdogenos e do fator de
transcricdo nuclear NF kappa B (NF-kB), por exemplo. Elas se ligam a receptores
especificos, ativando mensageiros intracelulares que regulam a transcricdo génica.
Dessa forma, as citocinas influenciam a atividade, a diferenciacao, a proliferacao e a
sobrevida da célula imunoldgica, assim como regulam a producao e a atividade de
outras citocinas, que podem aumentar (pro-inflamatorias) ou atenuar (anti-
inflamatorias) a resposta nociceptiva e inflamatoéria (Figura 7) (CONTRAN et al,
2006; RANG et al, 2007).
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Figura 7. Representacao da producéo de citocinas e suas principais fun¢gdes quando ligadas a
receptores especificos.

As quimiocinas sao consideradas citocinas de um grupo particular, com
propriedades quimicas e funcionais especificas e importantes que promovem a
quimiotaxia leucocitaria, evento que dirige as células leucocitarias para o local da
lesdo. As interleucinas (IL) e os fatores de necrose tumoral (TNF) s&o as
superfamilias que compreendem as citocinas (RANG et al, 2007).

Existem mais de 30 tipos de IL, suas nomenclaturas sdo numeradas de
acordo com a ordem cronoldgica de seus descobrimentos. As principais IL e outras
citocinas envolvidas com o desenvolvimento da dor e da inflamagcdo séo as
interleucina 1 beta (IL-1pB), interleucina 6 (IL-6), interleucina 8 (IL-8) e o fator de
necrose tumoral a (TNF-a) (VERRI et al., 2006).

A IL-18 e o TNF-a, foram os primeiros a serem descritos. Ambos séao
produzidos pelos macrofagos ativados e participam das reagées pré-inflamatérias
agudas e crbnicas e nos processos de reparo tecidual (RANG et al., 2007). AIL-13 é
capaz de estimular o recrutamento de leucocitos e a liberacdo de proteinas de fase
aguda além de promover o aumento da permeabilidade dos vasos sanguineos.
Além de estimular a expressdao da enzima cicloxigenase 2 (COX-2), que por
consequéncia estimula a formacao e liberacao de prostaglandinas (PGs) (COMMINS
et al., 2010). O TNF-q, ap6s a lesao tecidual, interagem com as células alvos através
da ligacdo com seus receptores TNFRi (receptor TNF, tipo 1), estimulando a
migracao de neutréfilos para o local da injuria, e com os receptores TNFR2 (receptor
TNF, tipo 2), que influéncia a apoptose celular e a necrose (VERRI et al, 2006;
COMMINS et al, 2010).

A IL-6 é produzida pelos linfocitos e macréfagos. E uma citocina com varias
células alvos, sendo capaz de estimular o figado na producao de proteinas de fase
aguda como a proteina C reativa (PCR), estando envolvida principalmente na
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regulacao das respostas inflamatoria e imune (DE JONGH et al, 2003; COMMINS et
al, 2010). Outra IL importante na resposta de estimulos inflamatérios e na leséo
tecidual é a IL-8, que também é secretada pelos linfécitos e macrofagos, assim que

liberadas € capaz de atrair células imunes para o foco infeccioso (CUI et al, 2012).
3.4.3. AMINAS VASOATIVAS

As aminas sdo compostos basicos nitrogenados, geralmente de baixo peso
molecular, e sua formacdo é essencialmente resultado da descarboxilagao
enzimatica de aminoacidos livres e da transaminagcdo de aldeidos e cetonas
(LINARES et al, 2011). Elas estdo presentes nas células e nos tecidos como
compostos essenciais ao crescimento, renovagdo e metabolismo. Elas podem
desempenhar diferentes funcbes fisiolégicas dos seres humanos e animais,
entretanto também possuem diversos efeitos toéxicos. Com base no modo de agéo,
as aminas podem ser classificadas como aminas vasoativas ou psicoativas.
(CARDOSO et al, 2014).

As aminas vasoativas sao liberadas imediatamente apds a lesdo tecidual,
tendo acao direta ou indiretamente sobre o sistema vascular. As principais aminas
vasodilatadoras sao as histaminas e a serotonina (5-HT) (RANG et al, 2007).

A histamina é considerada o principal mediador na fase imediata ap6s um
estimulo, como lesédo tecidual, reagées imunes e na presenca de citocinas. Ela é
sintetizada principalmente pelos mastocitos e quando liberadas promove o aumento
da permeabilidade vascular, vasodilatacdo, e consequentemente facilitando a
passagem de leucocitos para o sitio da lesdo. Além de participar no mecanismo de
formacao de edema (COTRAN et al, 2006; RANG el al, 2007).

A 5-HT é o segundo mediador vasoativo, encontradas nas plaquetas e no
SNC. Assim como a histamina, as 5-HT possui acao vasodilatadora e de aumento
da permeabilidade celular. Sua liberacdo é estimulada quando as plaquetas se
agregam apos contato com colageno, trombina, difosfato de adenosina (ADP) e
complexo antigeno-anticorpo (COTRAN et al, 2006; RANG el al, 2007).
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3.4.4. METABOLITOS DO ACIDO ARAQUIDONICO

Os metabodlitos do acido araquiddnico, também chamados de eicosanoides,
sdo formados a partir do acido araquiddnico (AA) quando as células sdo danificadas.
O AA é um acido graxo de cadeia longa e esta presente de forma esterificada nas
membranas celulares. Apos algum estimulo fisico ou quimico o AA é liberado dos
fosfolipidios de membranas através da enzima fosfolipase A2, podendo ser substrato
para duas vias enzimaticas, a via da clicoxigenases, dando a origem as PGs,
prostaciclinas (PTs) e aos tromboxanos (TXs), ou ainda pela via das lipoxigenase,
levando a sintese dos leucotrienos (LTs) e lipoxinas (LXs) (Figura 8) (ISHII et al,
1994; YAMAMOTO et al, 2000; YEDGAR, 2007).

Fosfolipase A2

O ~~ Acido araquidénico
— — COOH
mc"h
Vias das:

Cicloxigenase Lipoxigenases

PGs, PTs e TXs LTs e LXs

Figura 8. Produgao de metabdlitos do acido araquidénico. Abreviagdes: LTs: Leucotrienos, LXs:

Lipoxinas, PGs: Prostaglandinas, PTs: Prostaciclinas e TXs: Tromboxanos.

Portanto na via das cicloxigenases, a partir da enzima cicloxigenase (COX) as
PGs sao produzidas. A sintese das PGs inicia-se com as enzimas COX catalisando
a adicao de oxigénio molecular ao acido araquiddnico, formando-se um produto
intermediario, o PGG ou prostaglandina PGz. No outro lado da membrana, as
enzimas COX atuam como peroxidases, reduzindo a PGz a PGH». Por sua vez,
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estas PGs primarias dao origem as PGs biologicamente ativas (PGD2, PGE2, PGF2q
e PGly), as quais desempenham um importante papel na inflamacéo e na dor
(ZEILHOFER, 2007). Desta forma, as PGs poderao estar sendo produzidas a partir
do AA em praticamente todos os tecidos do organismo, sempre que necessario.

Os TXs também estdo presentes no processo inflamatério, porém sua funcao
de mediador inflamatério ainda ndo esta bem esclarecida. Porém sabe-se que os
TXs séo responsaveis pela vasoconstricdo e pela agregacao plaquetaria e formagéao
dos trombos (WILES, 1991). A sintese de Txs e de PTs deve ser de maneira
equilibrada (BOTTING, 2006).

3.5. DOR INFLAMATORIA

A dor inflamatéria tem como objetivo principal recompor a homeostase do
tecido que sofreu lesédo através da ativagdo de mediadores inflamatérios especificos
com 0s heurdnios sensoriais nociceptivos periféricos. Estes mediadores ativam vias
de sinalizacao intracelular sensibilizando estes nociceptores, podendo desencadear
uma resposta dolorosa (SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004; VERMA; SHEIKH;
AHMED, 2015).

Desta maneira o estimulo inflamatério induz a formacédo e a liberagao de
mediadores quimicos ativos capazes de gerar mudancas fisiologicas no tecido
injuriado promovendo a alteracao do fluxo sanguineo, a permeabilidade vascular, a
vasodilatagao e a quimiotaxia de células leucocitarias, levando ao aparecimento dos
cinco sinais clinicos da inflamacao: dor, calor, rubor, edema e perda da fungao
(LIPNIK-STANGELJ, 2013). Em situacbes normais as células endoteliais servem
como uma barreira semipermeavel, que apés o estimulo inflamatério, elas perdem
esta funcdo promovendo o aumento da permeabilidade vascular e 0 aumento do
fluxo sanguineo, levado a vermelhiddo e ao calor (SHERWOOD e TOLIVER-
KINSKY, 2004).

Com o aumento da permeabilidade dos vasos sanguineos permite a saida de
fluidos plasmaticos dos vasos para o intersticio, provocando o aumento da pressao
oncotica intersticial e consequentemente um aumento do volume local caracterizado
como edema. Quando o processo inflamatério ndo € combatido desencadeia a
destruicdo do tecido agredido e fibrose do mesmo, neste sentido a dor inflamatoria
deixa de ser um constituinte de protecdo do corpo e passa a ser considerado como
uma patologia (SHERWOOD e TOLIVER-KINSKY, 2004).
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3.6. FARMACOS PARA O TRATAMENTO DE DOR E INFLAMAGCAO

A farmacoterapia existente atualmente compreende principalmente duas
classes de farmacos, os anti-inflamatorios ndo esteroidais (AINEs) e os opioides,
porém os efeitos adversos apresentados por ambas as classes muitas vezes limitam
a sua utilidade (YAKSH et al., 2015).

3.6.1. ANTI-INFLAMATORIOS NAO ESTEROIDAIS (AINES)

Os AINEs encontram-se entre os medicamentos mais prescritos e utilizados
em todo o mundo, principalmente para o tratamento da inflamacéo, dor e edema
devido suas propriedades anti-inflamatoria, analgésica e antipirética (BOZIMOWSKI,
2015). O mecanismo de agao desta classe € através da inibicdo da enzima COX,
como descrito anteriormente, esta enzima € responsavel pela biossintese de PGs
(BOZIMOWSKI, 2015).

Em 1991, evidenciou-se a existéncia de duas isoformas de COX, que embora
sejam muito semelhantes quanto as estruturas protéicas, desempenham diferentes
fungoes fisiolégicas no organismo, sdo elas a COX-1 e a COX-2 (VANE; BOTTING,
1998). A COX-1 é considerada constitutiva e esta presente, com excecdo dos
eritrocitos, em todos os tipos de células, levando a formacgao de PGs, as quais estao
relacionadas com acgoes fisiolégicas como a protecdo gastrica e agregacao
plaquetaria. Desta maneira, a COX-1 faz parte da constituicdo do trato
gastrointestinal, estando relacionada com a produgcdo do muco protetor e a inibicao
da secrecao acida gastrica, sendo assim farmacos que inibem essa isoforma podem
causar diversos disturbios no trato digestivo e risco de sangramento cutaneo e
gastrointestinal (VANE e BOTTING, 1998; KING et al 2009; BOZIMOWSKI, 2015).
Por outro lado, a COX-2 é considerada indutiva levando a formacédo de PGs, as
quais participam de eventos inflamatérios, algésicos e térmicos, por tanto com o
objetivo de minimizar os efeitos no trato gastrointestinal causados pelos AINEs nao
seletivo foram desenvolvidos os COXIBEs, os quais possuem seletividade pela
inibicdo desta isoforma (Figura 9) (VANE; BOTTING, 1998; KUMMER; COELHO,
2002). Apesar de seu caracter seletivo, os inibidores de COX-2 também apresentam
efeitos advero. Com base em experimentos animais, observacao de registros e
ensaios clinicos, propés-se que as principais consequéncias da inibicdo seletiva da
COX-2 sao em relacao ao coragcdo com a propensao a trombose, pelo desvio do
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balango pro-trombotico/antitrombdtico na superficie endotelial (MKHERJEE, 2006;
ABRAHAM et al., 2007)

Desta maneira os AINEs podem ser divididos em subclasses como os AINEs
gue sao nao seletivos, os quais atuam inibindo tanto a enzima COX-1 quanto a COX-
2 e os AINEs inibidores seletivos da COX-2, que inibem somente a COX-2
(MCCARBERG e GIBOFSKY, 2012).
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Figura 9. Diferentes isoformas da enzima cicloxigenase e algumas de suas funcdes. Abreviagoes:

COX-1: cicloxigenase 1. COX-2: cicloxigenase 2.
3.6.2. OPIOIDES

Outra classe utilizada para o tratamento de dor sdo os derivados do 6pio,
conhecidos por opioides. Os opioides produzem analgesia através da sua acao
sobre seus receptores encontrados ao longo do SNC. Existem basicamente trés
tipos de receptores opioides designados como I, & e K, 0s quais estdo acoplados a
proteina G. As principais acdes quando os opioides atuam sobre seus receptores
sao inibir a liberacao pré-sinaptica de neurotransmissores e reduzir as respostas
neuronais pos-sinapticas a neurotransmissores excitatorios (GOLAN, 2009; STEIN,
2013).
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Apesar de esses medicamentos serem analgésicos muito eficazes, eles
possuem muitos efeitos adversos perigosos. Através de receptores no centro de
controles respiratorios medulares e no trato gastrointestinal, os opioides podem
provocar depressao respiratoria, nauseas e vomitos. Além disso, também podem
causar sedacdo, confusdo, tonturas e euforia. (HAYHURST; DURIEUX, 2016;
WARNER, 2012).

O uso de opioides esta associado também ao desenvolvimento de tolerancia,
em que o uso repetido de uma dose constante de farmaco resulta na diminui¢cao de
seu efeito terapéutico e a dependéncia fisica, de modo que a interrupgéo abrupta do
tratamento ou a reducdo rapida da dose resulta no desenvolvimento de uma
sindrome de abstinéncia caracteristica (GOLAN, 2009; HAYHURST e DURIEUX,
2016).

Tendo em vista que, os analgésicos e anti-inflamatérios disponiveis no
mercado apresentam efeitos adversos e uma eficacia nem sempre satisfatoria, é de
extrema importdncia a busca por novos agentes farmacoloégicos, os quais

apresentem menos efeitos adversos no tratamento de dor e inflamacgao.
3.7. SELENIO

O Se é um calcogénio, que faz parte do grupo 16 da tabela periddica e que
pode ser encontrado em diferentes formas, como o seleneto, selenito e selenato
(NOGUEIRA et al.,, 2004; ROCHA et al.,, 2008). Foi descoberto em 1817 pelo
pesquisador Jons Jakob Berzelius, que ao realizar uma analise de uma amostra
descobriu um novo elemento, o qual o chamou de Se. A partir desta data permitiu-se
gue muitos estudos pudessem ser realizados para avaliar a influéncia do Se nos
organismos vivos (KIELISZEK e BLAZEJAK, 2016).

Anos mais tarde, em 1980 a importancia do Se foi elucidada quando uma
cardiomiopatia endémica na China foi detectada pelos baixos niveis de Se no
sangue dos pacientes e, entdo o Se passou a ser considerado como um
micronutriente essencial da dieta (ZHOU et al., 2003). As principais fontes de Se sao
castanha do Para, atum, salmao, cereais, carnes, ovos, laticinios, cebola e alho.
Porém, uma ingestao exacerbada de Se pode vir a causar toxicidade (KIELISZEK;
BLAZEJAK, 2016).

E importante salientar que apesar de sua caracteristica tdxica quando
ingerido em grandes quantidades, desempenha um papel fundamental para a
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manutencdo do organismo, sendo indispensavel em razdo de formar as
selenoproteinas. Essa classe de proteinas engloba a selenoptroteina P (SelP),
selenoproteina W (SelW), glutationa peroxidase (GPx) e a tiorredoxina redutase
(TRx) (SANMARTIN et al., 2011; KUDVA et al., 2015).

Sabe-se também que a caréncia de Se pode estar envolvida com diversas
patologias, como por exemplo, depressdao, problemas musculares, doencas,
cardiovasculares, alteracdes reumaticas, esclerose, cancer, diabete, entre inumeras
outras doengas (FAIRWEATHER-TAIT et al., 2010). Portanto, o Se despertou
interesse para os grupos de pesquisa, que passaram a incorpora-lo em moléculas
quimicas (MORO et al.,, 2005). Desta maneira, inumeros estudos relatam as
propriedades promissoras obtidas dos compostos orgéanicos de Se, como atividade
antioxidante (PADILHA et al, 2017), antidepressiva (CASARIL, et al., 2017)
antinociceptiva (SOUSA et al., 2017), anti-inflamatéria (PINZ, 2016), dentre outras.

3.8. COMPOSTOS ORGANICOS DE SELENIO COM ATIVIDADE
ANTINOCICEPTIVA E ANTI-INFLAMATORIA

O ebselen (Figura 10) € o composto organico de Se mais estudado nos
ultimos tempos. Ele é caracterizado por mimetizar a atividade da GPx e é
considerado um composto multifuncional, o qual catalisa varias reacdes essenciais
para a protecdo de componentes celulares contra danos oxidativos e excesso de
radicais livres. Com base em uma série de estudos in vitro e in vivo, sabe-se que ele
modula cofactores enzimaticos, expressao génica, defesas antioxidantes e sistemas
imunologicos (KADE et al., 2013; AZAD e TOMAR, 2014). Devido a estas
propriedades, o ebselen esta atualmente em testes clinicos de fase |l para a
prevencao e tratamento da desordem de bipolaridade (AZAD e TOMAR, 2014).

Na literatura, ja se tem amplamente descrito a atividade antinociceptiva e anti-
inflamatoria do ebselen, por ter a capacidade em neutralizar o peroxinitrito e inibir a
poteina quinase C, a 5-lipoxigenase, 6xido nitrico sintase e enzimas envolvidas com
o desencadeamento da inflamacdao em diferentes tecidos, tais como a inibicdo de
algumas lipoxigenases, PGs entre outras (SCHEWE, 1995; TAKASAGO et al., 1997;
MUGESH et al., 2001; BOSCH-MORELL et al., 2002).
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Figura 10. Estrutura quimica do ebselen.

O disseleneto de difenila (Figura 11), assim como o ebselen, vem sendo muito
estudado nas ultimas décadas. Nogueira e colaboradores (2003) demonstraram que
o disseleneto de difenila age de maneira similar aos AINES, através da inibicdo das
COX, e que este composto, diferentemente do ebselen, demonstrou-se eficiente em

reduzir a nocicepg¢ao nas doses de 10-20 mg/kg no ensaio de indugao por formalina.

Savegnago e colaboradores (2007) adcionam resultados, comprovando que
este composto possui sua agao antinociceptiva mediada pelo envolvimento com as
vias glutamatérgicas (receptores NMDA), adenosinérgica (receptores Aog),
serotoninérgica, com a via do éxio-nitrico/L-arginina e com canais de potassio.

Outros estudos enriquecem os promissores resultados do disseleneto de
difenila na acéo antinociceptiva. Rosa e colaboradores (2015) investigaram o efeito
antinociceptivo do composto induzido por glutamato monosédico em ratos recém-
nascidos em testes de nocicepgao por indugdes térmicas (teste da placa quente e
teste da imersdo da cauda) e mecanicas (teste do Von Frey). Os resultados
demostraram um potencial efeito antinociceptivo e anti-inflamatério do disseleneto

de difenila neste modelo de nocicepcgao.

\
Figura 11. Estrutura quimica do disseleneto de difenila.

Recentemento foi demostrado a acao antinociceptiva do 4-fenilselenil-7-
cloroquinolina (4-[PSQ]) (Figura 12). O PSQ, quando administrado pela via
intragastrica (i.g.), apresenta acao antinociceptiva e anti-inflamatoria em modelos de
nocicepcao em camundongos. Este estudo relata a acao antinociceptiva através do
teste de nocicepcao induzido por formalina, no qual o composto foi capaz de causar
inibicdo no tempo de lambida na fase neurogénica e na fase inflamatéria na dose de
1 mg/Kg (i.g.), além disso reduziu o edema formado pela inje¢do de formalina na
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dose de 0,1 mg/Kg (i.g.). Também foi realizado o teste de nocicepgao por indugao
térmica através da placa quente, em que o composto demostrou atividade na dose
de 0,1 mg/Kg (i.g.) (PINZ et al, 2016).

Para verificar a possivel agdo anti-inflamataria, foi realizado o teste de edema
de orelha induzido por 6leo de créton, em que o 4-fenilselenil-7-cloroquinolina (4-

[PSQ]) foi capaz de reduzir o edema de orelha na dose de 0,1 mg/Kg (PINZ et al,

2016).
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Figura 12. Estrutura quimica do 4-fenilselenil-7-cloroquinolina (4-[PSQ]).

Sousa e colaboradores (2017) demostraram o efeito antinociceptivo de outro
composto organico de Se, o a-(fenilseleno)-acetofenona (PSAP) (Figura 13). Neste
estudo, avaliou-se a atividade antinociceptiva do PSAP administrado por via i.g. em
modelos de nocicepcdo por indugcdo quimica (formalina e glutamato) em
camundongos. Este estudo demonstrou que o PSAP diminui o tempo de lambida
induzido pela formalina nas fases neurogénica (10 e 50 mg/Kg, i.g.) e inflamatdéria (1-
50 mg/Kg, i.g.). Paralelamente, este composto também reduziu o edema de pata
induzido pela formalina na dose de (10 e 50 mg/Kg, i.g.). O mesmo foi observado no
teste do glutamato, no qual houve uma reducdo no tempo de lambida quando o
PSAP (0,1 mg/Kg, i.g.) foi administrado 30 min antes do teste. O efeito

antinociceptivo deste composto parece estar envolvido com os sistemas

e

Figura 13. Estrutura quimica do a-(fenilseleno)-acetofenona (PSAP).

noradrenérgico e dopaminérgico.

0O

A busca constanste por compostos com acao antinociceptiva e anti-
inflamatoria é baseada na necessidade de compostos mais eficientes em menores

doses, sem apresentar toxicidade. Dessa maneira, as propriedades promissoras do
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Se explica o motivo de testar diferentes compostos organicos de Se nestas duas

acoes.
3.9. INDOL

Além dos compostos orgénicos de Se, outra classe de moléculas com
propriedades biologicas promissoras sao os indois. Em particular, moléculas que
possuem um nucleo indolico sdo uma subclasse extremamente desejavel de
heterociclos devido a uma ampla gama de atividades bioldgicas associadas a eles,
como a atividade anti-inflamatéria, analgésica, antibacteriana, anti-hiperplasia,
dentre outras (SHARMA, 2010). Além disso, sdo encontrados, por exemplo, na
estrutura do aminoacido triptofano, do horménio melatonina e do neurotransmissor 5-
HT (Figura 14) (KAUSHIK et al., 2013).

Um estudo realizado por Guerra e colaboradores (2011), demonstrou que
duas moléculas contendo um nucleo indol em sua estrutura, o 5-(1H-Indol-3-il-
metileno)-2-tioxo-imidazolidin-4-ona e o 3-(4-Bromo-benzil)-5-(1H-indol-3-il
metileno)-2-tioxo-imidazolidin-4-ona (Figura 14), representam promissores anti-
inflamatorios e protétipos de drogas antinociceptivas que agem inibindo a migragao
celular em varios modelos de inflamacdo aguda e exsudacao plasmatica. Estes
efeitos podem estar relacionados a modulacdo do sistema imunologico através das
reducbes nas concentragcdes de TNF-a e IL-1B3, por tanto esses dois compostos
atuam também na dor inflamatoria.

Nesse sentido, seria uma estratégia relevante a sintese de compostos
contendo tanto Se quanto o nucleo indolico em suas estruturas, ja que ambos
possuem efeitos farmacologicos promissores. Com isso Vieira e colaboradores
(2015) desenvolveram moléculas que contiam essas caracteristicas em suas

estruturas, sendo uma destas o CMI.
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Figura 14. Estrutura quimica do indol e moléculas que contém um indol em sua estrutura.

Recentemente nosso grupo de pesquisa demonstrou a atividade
antidepressiva acompanhada de uma reducdo da neuroinflamacédo e do estresse
oxidativo do composto CMI (Figura 15), molécula estudada neste trabalho (CASARIL
etal., 2017).

A dor desempenha um papel significativo na qualidade de vida do paciente,
tornando muitas vezes, impossivel de realizar suas atividades diarias. Deste modo, a
dor tem como comorbidade disturbios psiquiatricos, especialmente a depressao
maior. Ambas as condi¢cées sao muitas vezes tratadas de forma inadequada o que
resulta em incapacidade significativa do paciente e reducéo da qualidade de vida, o
que aumenta consideravelmente o uso de outros medicamentos e os custos com a
saude. Portanto seria de grande interesse uma molécula eficaz para o tratamento de
ambas patologias (CUNHA et al, 2008; BLAIR, 2008).

Desta maneira, sabendo que a dor e a depressao podem estar associadas,
e que o selénio e o indol possuem propriedades farmacolégicas promissoras, nosso
grupo de pesquisa buscou investigar a possivel atividade antinociceptiva e anti-

inflamatoéria do CMI em camundongos.
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4. MANUSCRITO

Os resultados que fazem parte desta dissertacdo estdo apresentados sob a
forma de manuscrito, o qual se encontra assim organizado: Resumo, introducéo,

materiais e métodos, resultados, discussao, conclusao e referéncias.
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Abstract

Several pathologies, such as pain and inflammation, are modulated by different
pathways, becoming necessary to develop multi-target drugs. Based on that, we investigated
the antinociceptive and anti-inflammatory effect of 3-(4-chlorophenylselanyl)-1-methyl-1H-
indole (CMI), as well as the systems involved in these actions. This study evaluated the
antinociceptive and anti-inflammatory effects of CMI [0.001-10 mg/kg administered
intragastrically (i.g.)] in the formalin, glutamate, hot plate, ear edema induced by croton oil
and paw edema induced by formalin tests. In addition, to investigate the mechanism of action,
mice were pre-treated with antagonists of adenosinergic, monoaminergic and opioid systems
before administration of CMI. The selenium-containing compound decreased the paw licking
and biting time in the formalin and glutamate tests, increased the response latency in hot plate
test, without ambulatory changes, evaluated in the open field test. CMI was able to reduce
both paw and ear edema induced by formalin and croton oil, respectively. Additionally the
antinociceptive effect of CMI (0.01 mg/kg) was blocked when mice were pretreated with the
antagonists: SCH23390 [D:-receptor antagonist, 0.05 mg/kg, intraperitoneally (i.p.)],
WAY100635 (5-HTia-receptor antagonist, 0.7 mg/kg, i.p.), ondansetron (5-HTs-receptor
antagonist, 0.5 mg/kg, i.p.), ketanserin (5-HT2anc-receptor antagonist, 0.3 mg/kg, i.p.),
naloxone (non-selective antagonist 1 mg/kg, i.p.), caffeine (non-selective antagonist, 3 mg/kg,
i.p.) and prazosin (az-receptor antagonist, 0.15 mg/kg, i.p). These results demonstrate that the
antinociceptive effect of CMI is mediated by monaminergic, opioidergic and adenosinergic
modulations and can be a promising multi-target molecule for the treatment of pain and

inflammation.

Keywords: antinociceptive; anti-inflammatory; indole; organoselenium; multi-target drug.
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1. Introduction
Pain is an unpleasant sensation that affects around of 30% of people worldwide
during some time of life (SBED, 2017). Currently, the drugs for the treatment of this
condition have many side effects, which induce the patients to discontinue the treatment
(‘Yaksh et al., 2015). In this way the greatest challenge of the research groups is to find a drug
that has fewer side effects and improves the quality of life of the patients.

In the past few years, with advances in biochemistry and neuropharmacology, the
development of effective medicines represents a new paradigm, once the available therapies
are focused on the generation of compounds that possess selectivity and potency only for a
single target, which makes it often insufficient to prevent disease progression. Therefore,
research groups have focused in the development of novel compounds which will
simultaneously modulate more targets, known as multi-targeted designed drugs (MTDD), or
multi-target drugs (Geldenhuys et al., 2013).

It is known that downward modulation of the nociception response, in addition to
involving various brain structures, also involves different neurotransmitter systems, such as
the neuropeptidergic, monoaminergic, opioidergic, adenosinergic and gabaergic ones (Millan,
2002). Considering that, the experimental studies in animal models involving induction of
nociception pursuit new drugs capable of modulating two or more of these pathways, as the
MTDD.

Thus, organic compounds of selenium (Se) have received more attention, since such
compounds present promising pharmacological characteristics, such as antioxidants, anti-
inflammatories and antidepressants (Nogueira et al., 2004; Roman et al, 2014; Brod et al,
2016). Selenium is essential for human health, and it is part of selenocysteine, which is

present in several protective mammalian enzymes, including glutathione peroxidase (GPx)
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and thioredoxin reductase (TrxR) (Reich and Hondal, 2016). Over the years, selenium has
been used in the chemical structures for the development of new drugs (Wrobel et al., 2016).

Another important class of compounds is the indole and derivatives. Indoles are
heterocyclic compounds abundant in nature with pharmacological actions (Kaushik et al.,
2013). They are found in the structure of tryptophan, an essential amino acid, in the hormone
melatonin and in the neurotransmitter serotonin (5-HT) (Kaushik et al., 2013). This
nitrogenated scaffold is present in the structure of many bioactive molecules, with
antioxidant, neuroprotective and anti-inflammatory actions (Sharma et al., 2010). Molecules
containing the indole moiety have been employed as therapeutic agents in various
neurodegenerative and inflammatory disorders (Guerra et al., 2011; Ldpez et al., 2014). The
anti-inflammatory and antinociceptive actions of several indole-derivatives have been
described, such as 3-[(2-imidazolyl,benzimidazolyl]indol (Verma et al., 1994), 5-(1H-indol-3-
yl-methylene)-2-thioxo-imidazolidin4-one (Guerra et al., 2011) and 3-(4-bromo-benzyl)-5-
(1H-indol-3-yl-methylene)-2-thioxo-imidazolidin-4-one (Guerra et al., 2011).

Thus, it is interesting to explore novel Se-containing indoles as a strategy for the
development of novel multi-target drugs. In this sense, the molecular hybridization has been
used as an attractive strategy to prospect molecules which have fewer adverse effects and are
more effective for the treatment of pain and inflammation (Choi, 2004; Viegas-Junior et al.,
2007). In this premise, recently our group demonstrated the antidepressant-like activity of of
3-(4-chlorophenylselanyl)-1-methyl-1H-indole (CMI), which was accompanied by a
reduction of neuroinflammation and oxidative stress (Casaril et al., 2017).

Therefore, considering that CMI already showed anti-inflammatory action in a mouse
model of depression, we decided to investigate the antinociceptive and anti-inflammatory
activities of this compound in models of nociception in mice. We used chemical (formalin and

glutamate, ear edema induced by croton oil and paw edema induced by formalin tests) and



50

thermal (hot-plate test) models of nociception in order to further validate the biological
activity of this compound. In addition, the possible involvement of neurotransmitters systems

in the antinociceptive activity of CMI was evaluated.

2. Materials and methods
2.1. Animals

The experiments were conducted in male adult Swiss mice (25 - 35 g). The animals
were kept in a separate animal room, on a 12 h light/dark cycle, at room temperature (22 + 1
°C) with free access to water and food. All manipulations were carried out between 08:00
a.m. and 05:00 p.m. The experiments were performed on separate groups. The animals were
used according to the guidelines of the Committee on Care and Use of Experimental Animal
Resources at the Federal University of Pelotas, Brazil (CEEA 1873-2016). The number of
animals and intensities of noxious stimuli used were minimum necessary to demonstrate the

consistent effects of the drug treatments.

2.2. Drugs

CMI (Fig. 1) was prepared and characterized as previously described by Vieira et al.
(2015), dissolved in canola oil and administered i.g. An analysis of the *H NMR and 3C
NMR spectra showed analytical and spectroscopic data in full agreement with their assigned
structures. The antagonist compounds naloxone, prazosin, ondansetron, WAY100635,
ketanserin, sulpiride, yohimbine, caffeine and SCH23390 were dissolved in saline solution
and were administered by intraperitoneally route (i.p.). The positive control meloxicam (1-10
mg/kg, i.g.) and morphine [2.5 mg/kg, subcutaneously (s.c.)] were dissolved in saline solution
and were obtained with the highest available commercial purity. Mice received CMI and
antagonists in a constant volume of 10 mL/kg of body weight. Formalin was dissolved in

saline solution, sodium L-glutamate 1-hydrate (20 pmol) was dissolved in distilled water and
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croton oil (2.5%) was dissolved in acetone (20 uL/ear). All drugs were obtained from Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, USA) unless stated otherwise.
[Please insert Figure 1 here]

2.3. Behavioral tests
2.3.1 Nociception and paw edema induced by formalin

The formalin test was carried out as described previously Hunskaar and Hole, 1987.
Animals received the interplantar (i.pl.) administration of formalin (2.5%, v/v; 20 pL/paw)
into the ventral right hind paw and saline solution (0.9%, v/v; 20 uL/paw) into the left paw.
After formalin injection, mice were 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
and biting or biting the injected paw was recorded with a chronometer and considered as
indicative of nociception. Pre-treatment with the compound at doses of 0.0001-10 mg/kg
(i.9.), vehicle (canola oil, 10 mL/kg, i.g.) or meloxicam (10 mg/kg, i.g.) given 30 min before
the test. Meloxicam was used as positive control.

After the test, animals were euthanized by inhalation of isoflurane, and both paws
were cut out at the ankle joint and immediately weighed. The paw edema was measured by
comparing the difference between the weight of the formalin-treated and the weight of

vehicle-treated paw, respectively (Hunskaar and Hole, 1987)

2.3.2. Glutamate-induced nociception

Mice were pretreated with CMI (0.0001-10 mg/kg, i.g.), meloxicam (10 mg/kg, i.g.) or
vehicle (canola oil, 10 mL/kg, i.g.) 30 min before injection of glutamate i.pl. (20 umol, 20
puL/paw) into the ventral right hind paw. Mice were observed individually for 15 min and the
time spent licking and biting the injected paw was considered as a nociceptive behavior

(Beirith et al., 2002).
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2.3.3. Hot-plate test

The hot-plate test was carried out according to the method described by Woolfe and
MacDonald (1944). Mice were placed inside an acrylic cylinder on the surface of a preheated
metal plate at 55 + 1 °C (hot plate apparatus). The time of latency was defined as the period
between the zero point when the animal was placed on the hot plate surface and the time when
the animal licked or jumped its back paw. The maximum allowed time of stay was 30 seconds
to avoid tissue damage.

In the experiment day, the mice were pretreated with CMI (0.1-1 mg/kg i.g.), vehicle
(canola oil, 10 mL/kg, i.g.) or morfhine (2.5 mg/kg, s.c.). The delta of latency (At) was
determined according to the following equation: At (s) = post-treatment latency — pre-

treatment latency (Aanonsen and Wilcox, 1987).

2.3.4. Ear edema induced by croton oil

To evaluate the anti-inflammatory action of the CMI, the ear edema induced by croton
oil test was used, according described by Tubaro et al., (1986). Mice were pretreated with
CMI (0.01-10 mg/kg, i.g.), meloxicam (50 mg/kg, i.g.) or vehicle (canola oil, 10 mL/kg, i.g.)
before the application of the croton oil 2.5% croton oil diluted in acetone (20ul/car).
According to previous studies (Woolfe and MacDonald, 1944) it was applied croton oil in the
right ear and acetone in the left ear. After 4 hours of application, the animals were euthanized
and the ears were removed and weighed difference between the control ear (left) and the

croton oil-treated ear (right) for analysis of edema formation (Swingle et al., 1981)

2.3.5. Mechanisms involved in the anti-nociceptive action of CMI
The possible contribution of the dopaminergic, serotoninergic, opioidergic,
adenosinergic and adrenergic systems to the antinociceptive action of CMI was assessed using

different groups of animals, which received a pre-treatment with antagonists of each system.
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The antagonists were diluted in saline and administered intraperitoneally 15 min before
administration of CMI (0.01 mg/kg, 1.9.).

The antagonists used were SCH23390 (selective antagonist at dopamine D; receptor,
0.05 mg/kg), sulpiride (antagonist at dopamine D, and D3 receptors, 5 mg/kg), ondansentron
(selective antagonist at 5-HTs receptor, 0.5 mg/kg), WAY 100635 (selective antagonist at 5-
HT:a receptor, 0.7 mg/kg), ketanserin (selective antagonist at 5-HT2a/oc receptors, 0.3
mg/kg), naloxone (non-selective antagonist at opioid receptors, 1 mg/kg), caffeine (non-
selective antagonist at adenosinergic receptors, 3 mg/kg), prazosin (selective antagonist at oz,

0.15 mg/kg) and yoimbine (selective antagonist at oz receptor, 1 mg/kg, i.p.).

2.3.10. Open field test

In order to verify that the results obtained in the above mentioned tests did not occur
due to changes in the motor activity of mice, the animals were analyzed in the open field test.
After 30 min of CMI (0.01 mg/kg, i.g.) administration, each animal was immediately placed
at the center of the apparatus (30 x 30 x 15 cm) and observed for 5 min to record locomotor
activity (number of segments crossed with the four paws) (Walsh and Cummins, 1976).

To examine whether the administration of CMI with antagonists impaired motor
abilities, mice were pre-treated with SCH23390 (0.05 mg/kg, i.p.), sulpiride (5 mg/kg, i.p.),
ondansentron (0.5 mg/kg, i.p.), WAY100635 (0.7 mg/kg, i.p.), ketanserin (0.3 mg/kg, i.p.),
naloxone (1 mg/kg, i.p.), caffeine (3 mg/kg, i.p.), prazosin (0.15 mg/kg, i.p.) and yoimbine (1
mg/kg, i.p.) 15 before administration of CMI (0.01 mg/kg, i.g.). After 45 min the open-field

test was carried out.

2.4. Statistical analysis
All experimental results are expressed as the mean + standard error of the mean
(S.E.M.). Comparisons between experimental and control groups were performed by one-way

ANOVA, followed by Newman-Keuls when appropriate (CMI treatment), or two-way
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ANOVA (naloxone, prasozin, ondansentron, WAY100635, ketanserin, sulpiride, yoimbine,
caffeine and SCH23390 x CMI) followed by Bonferroni’s test for post hoc comparison. A

value of P < 0.05 was considered to be significant.

3. Results

3.1. Effect of CMI in the formalin test and paw edema induced by formalin

The treatment with CMI (0.01, 1 and 10 mg/kg) decreased the licking and biting time
in the the neurogenic phase (first phase) [F42) = 21.7, P < 0.001] when compared to control
group 42.8%, 62.7% and 89.6% respectively (Fig. 2A). In the inflammatory phase (second
phase) [Fe3s = 17.9, P < 0.001] the CMI (0.01, 1 and 10 mg/kg) decreased the licking and
biting time 41.7%, 87.7% and 99.7%, respectively, when compared to control group (Fig.
2B), showing significant antinociceptive activity in the test. Meloxicam (10 mg/kg), a
reference drug, significantly decreased licking and biting time in the neurogenic phase 85.5%
and inflammatory phase 49.1% when compared to control group.

The effect of CMI on formalin induced paw edema (0.01, 1 and 10 mg/kg) reduced the
edema [Fe37) = 40.1, P < 0.001], 34.1%, 94.8% and 95.8% respectively, showing significant
anti-inflammatory activity. Meloxicam (10 mg/kg) also reduced the paw edema 40.2% when
compared to control group (Fig. 2C).

[Please insert figure 2 here]

3.2. Effect of CMI in the glutamate test

In the glutamate test, the treatment with CMI (0.01, 1 and 10 mg/kg) revealed
decreased paw licking and biting times [F35= 47.9, P < 0.001], 74.2%, 89,1% and 95.2%,
respectively when compared to control group (Fig.3). This result confirms the antinociceptive
activity obtained in the formalin test. Meloxicam (10 mg/kg) decreased paw licking and biting

time 51% when compared to control group.
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[Please insert figure 3 here]

3.3. Effect of CMI on the hot-plate test

Fig.4 shows that CMI (0.1 and 1 mg/kg) caused a significant increase response latency
to thermal stimulus when compared to control group [Fa,25= 33.1, P <0.001]. Morphine (2.5
mg/kg, s.c.), a reference drug, also increase response latency to thermal stimulus when
compared to control group.

[Please insert figure 4 here]

3.4. Effect of CMI in the ear edema induced by croton oil

The Fig.5 show the effect of CMI on ear edema induced by croton oil. This test
treatment with CMI (0.1, 1 and 10 mg/kg) reduced the edema in [F42= 5.89, P < 0.001],
59.6%, 78% and 82.7%, respectively when compared to control group. Meloxicam reduced
the edema 84.9 % when compared to control group.

[Please insert figure 5 here]

3.5. Open field test
The treatment with CMI (0.001-10 mg/kg) in mice did not cause significant change in

the number of crossings in the open-field test [Fa35=0.71, P = 0.59] (Table 1).

[Please insert Table 1 here]
3.6. Involvement of the dopaminergic system
Fig. 6A shows that the pre-treatment with SCH23390 (selective antagonist at
dopamine D: receptor, 0.05 mg/kg, i.p.) produced a significant inhibition of the
antinociceptive effect of CMI (0.01 mg/kg, i.g.) in the glutamate test. Two-way ANOVA
revealed a significant effect of CMI alone [Fu22) = 54.1, P <0.001] and pre-treatment X

treatment interaction (SCH23390 x CMI) [F(22) 7.69; P = 0.01], but did not show alterations
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in the pre-treatment with SCH23390 [Fu22 = 6.07; p = 0.02]. No significant effect of
treatments in locomotor activity in the open-field test was observed (Table 2). No significant
effect for CMI treatment [F(120) = 3.41, P = 0.08], SCH233390 treatment [F(120 = 1.48, P =
0.24] or CMI x SCH233390 interaction [F,20) = 0.398, P = 0.54] was observed.

The pre-treatment with sulpiride (dopamine D2 and Ds receptors, 5 mg/kg, i.p.) did not
produce a significant inhibition of the antinociceptive effect of CMI (0.01 mg/kg, i.g.) in
glutamate test (Fig. 6B). Two-way ANOVA revealed a significant effect of CMI alone [F1 24
= 28.3, P < 0.001], but not of the pre-treatment with sulpiride [F(24) = 0.374, P = 0.55] and
pre-treatment x treatment interaction (sulpiride x CMI) [Fa24y = 2.19, P = 0.15]. No
significant effect of treatments in locomotor activity on the open-field test was observed
(Table 2). No significant effect for CMI treatment [F(1,20) = 1.73, P = 0.20], sulpiride treatment
[F1.200=0.229, p = 0.64] or CMI x sulpiride interaction [F(1,.20)= 1.73, P = 0.20].

[Please insert Figure 6 here]

[Please insert Table 2 here]

3.7. Involvement of the serotoninergic system

The results presented in Fig. 7A showed that the pre-treatment with WAY 100635
(selective antagonist at 5-HT:a receptor, 0.7 mg/kg, i.p.) was able to decrease licking and
biting of the paw elicited by CMI (0.01 mg/kg, i.g.) in glutamate test. Two-way ANOVA
revealed a statistically significant effect of treatment with CMI alone [F@21) = 19.7, P <
0.001], and pre-treatment x treatment interaction (WAY100635 x CMI) [Fq24) = 8.94, P =
0.007], but not of the pre-treatment with WAY100635 [F(21 = 8.3, P = 0.009]. The
treatments did not show any significant effect on the locomotor activity in the open-field test
(Table 2). No significant effects of CMI treatment [F120) = 1.51, P = 0.70], WAY100635
treatment [F,20) = 1.15, P = 0.30] or CMI x WAY 100635 interaction [F,200= 1.51, P = 0.70]

were observed.
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The pre-treatment with ondansetron (a selective antagonist of 5-HTs receptors, 0.5
mg/kg, i.p.) produced a significant inhibition on the antinociceptive effect of CMI (0.01
mg/kg) in glutamate test (Fig. 7B). Two-way ANOVA revealed a significant effect of CMI
alone [F(124) = 51.5, P <0.001], and pre-treatment x treatment interaction (ondansentron x
CMI) [F24) = 10.8, P = 0.003], but not on the pre-treatment with ondansentron [F 24y = 6.02,
P = 0.02]. No significant effect of treatments in locomotor activity in the open-field test was
observed (Table 2). No significant effect of CMI treatment [F20 = 0.559, P = 0.46],
ondansentron treatment [F(120) = 0.681, P = 0.42] or CMI x ondansentron interaction [F,20) =
0.192, P = 0.67] was observed.

Fig. 7C shows that the pre-treatment of mice with ketanserin (a selective antagonist at
5-HT.anc receptors) prevented the antinociceptive effect of CMI (0.01mg/kg, i.g.) in the
glutamate test. The two-way ANOVA revealed significant differences of CMI pre-treatment
[Fa20 = 62.4, P <0.001] and pre-treatment x treatment interaction (ketanserin x CMI) [F22)
=4.92, P = 0.04], but not on the pre-treatment with ketanserin [F.22) = 4.05, P = 0.06]. No
significant effect of treatments in locomotor activity in the open-field test was observed
(Table 2). No significant effect of CMI treatment [Fu20 = 0.953, P = 0.34], ketanserin
treatment [F(1,20= 0.813, P = 0.38] or CMI x ketanserin interaction [F(1,20 = 2.4, P = 0.14] was
observed.

[Please insert figure 7 here]
3.8. Involvement of the opioidergic system

Fig. 8 shows that the pre-treatment with naloxone (non-selective antagonist at opioid
receptors, 1 mg/kg, i.p.) was capable of decreasing the licking and biting of the paw elicited
by CMI (0.01 mg/kg) in the glutamate test. Two-way ANOVA revealed a significant effect of
CMI alone [Fa200 = 75.8, P <0.001] and pre-treatment x treatment interaction (naloxone x

CMI) [F20) = 17.8, P <0.001], but not the pre-treatment with naloxone [F20) = 0.665, P =
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0.42]. No significant effect of treatments in locomotor activity on the open-field test was
observed (Table 2). No significant effect of CMI treatment [Fi26 = 0.518, P = 0.48],
naloxone treatment [F(26) = 0.266, P = 0.61] or CMI x naloxone interaction [F(26) = 0.064, P
= 0.80] was observed.
[Please insert Figure 8 here]

3.9. Involvement of the adenosinergic system

Fig. 9 shows that the pre-treatment with caffeine (non-selective antagonist at
adenosinergic receptor, 3 mg/kg, i.p.) was able to decrease licking and biting of the paw
elicited by CMI (0.01 mg/kg) in glutamate test. Two-way ANOVA revealed a significant
effect of CMI alone [F1,19) = 76.3, P <0.001] and pre-treatment X treatment interaction
(caffeine x CMI) [F(,19) = 8.27, P = 0.01], but not the pre-treatment with naloxone [F,19) =
5.07, P =0.04]. No significant effect of treatments in locomotor activity on the open-field test
was observed (Table 2). No significant effects of CMI treatment [F.24) = 0.049, P = 0.83],
caffeine treatment [F(124) = 3.86, P = 0.06] or CMI x caffeine interaction [F(,24) = 2.82, P =
0.11] were observed.

[Please insert Figure 9 here]

3.10. Involvement of the adrenergic system

The pre-treatment of mice with prazosin (selective antagonist at a1, 0.15 mg/kg, i.p.)
was able to decrease licking and biting of the paw elicited by CMI (0.01 mg/kg, i.g.) in
glutamate test (Fig. 10A). Two-way ANOVA revealed a statistically significant effect of
treatment with CMI alone [F(124) = 77.8, P <0.001] and pre-treatment x treatment interaction
(prazosin x CMI) [F(24) = 19.9, P <0.001], but not the pre-treatment with prazosin [F24) =
8.24, P = 0.008]. No significant effect of treatments in locomotor activity on the open-field

test was observed (Table 2). No significant effect of CMI treatment [F20 = 0.12, P = 0.73],
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prazosin treatment [F(20) = 1.17, P = 0.29] or CMI x prazosin interaction [F20 = 0.12, P =
0.73] was observed.

On the other hand, pre-treatment with yoimbine (selective antagonist at a. receptor, 1
mg/kg, i.p.) was not able to decrease licking and biting of the paw elicited by CMI (0.01
mg/kg, i.g.) in glutamate test (Fig. 10B). Two-way ANOVA revealed a statistically significant
effect of treatment with CMI alone [F(23) = 24.5, P <0.001], but not the pre-treatment with
yoimbine [F23) = 0.271, P = 0.61] and pre-treatment x treatment interaction (yoimbine x
CMI) [Fa23 = 3.38, P = 0.08]. No significant effect of treatments in locomotor activity on the
open-field test was observed (Table 2). No significant effect of CMI treatment [F,20) = 0.14,
P = 0.70], yoimbine treatment [F,20) = 2.46, P = 0.13] or CMI x yoimbine interaction [F,20) =
0.49, P = 0.49] was observed.

[Please insert figure 10 here]

4. Discussion
Pain is produced by several different mechanisms, and can be classified as
physiological, inflammatory or neuropathic, therefore the ideal is that the treatment be
directed to specific mechanisms and not only for the symptoms relief (Campbell and Richard,
2006). In this sense, we used different animal models of nociception to mimic the
mechanisms of pain: chemical (formalin and glutamate test), thermal (hot plate test) and
inflammatory (ear edema induced by croton oil and paw edema induced by formalin). The
results demonstrated that CMI produced a significant antinociceptive effect at the doses tested
(0.01-10 mg/kg, i.g.) in all models of nociception in mice without modifying locomotor
activity. Moreover, it was demonstrated the involvement of several mediators in the
antinociceptive effect of CMI.
It is important to highlight that a lower dose of CMI (0.01 mg/kg, i.g.) was able to

present a significant antinociceptive effect when compared to other organoselenium
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compounds, such as m-trifluoromethyl-diphenyl diselenide (1-100 mg/kg; i.g.) (Bruning et
al., 2010), diphenyl diselenide (1-100 mg/kg; i.g.) (Savegnago et al., 2007), 4-phenylselenyl-
7-chloroquinoline (0.1-25mg/kg; i.g.) (Pinz et al., 2016) and a-(phenylselanyl) acetophenone
(0.1-10 mg/kg, i.9.) (Sousa et al., 2017).

It is known that some chemical agents, such as formalin, excite and sensitize the
peripheral nerve endings, which respond to these chemical signals inducing a nociceptive
response (Millan, 2002; Julius and Basbaum, 2001). The interplantar injection of formalin
induces a pain-related behaviour with two distinct phases (Martins et al., 2006). The first
phase (0-5 min) is considered neurogenic or acute pain, being related to the direct chemical
stimulation of afferent fibers type C and AJd is associated with the release of substance P,
excitatory amino acids and nitric oxide. The second phase (15-30 min) is related to the
release of several pro-inflammatory mediators (Hunskaar and Hole, 1987; Ji and Woolf,
2001). The results showed that CMI was able to reduce the harmful stimulus caused by
formalin in the first and second phases at the doses tested (0.01-10 mg/kg).

According to Mujumdar and Misar (2004), glutamate participates in the modulation of
pain. Glutamate is the main excitatory neurotransmitter and is known to be involved in
nociceptive transmission through fibers, as well as no development and maintenance of pain
response (Pereira et al., 2010). The CMI also had activity in reducing glutamate-induced
nociception, further emphasizing its antinociceptive activity in chemical models of
nociception.

In addition, CMI (0.1-1 mg/kg) reduced the nociceptive behavior from the thermal
stimulus on the hot-plate test. The proteins transient receptor potential cation channels
(TRPV) produce action potentials at temperatures above 42 °C. When animals are subjected
to temperatures higher than 50 °C, the TRPV2 type receptors are activated and heat stimuli

are transduced through TRPV3 and TRPV4 channels causing nociception (Caterina et al.,
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1999). TRPV heat sensitive ion channels are targets for new drugs development, intend to
interfere with the peripheral sensation of heat (Huang et al., 2011).

The anti-inflammatory effect of CMI was assessed by paw edema induced by
formalin and ear edema induced by croton oil tests. Both tests had anti-inflammatory effect at
the doses tested (0.01-10 mg/kg). As previously described formalin elicits a biphasic
response, the mediators of inflammation, consequently the inflammation are produced after 15
minutes of formalin application (second phase), forming the edema in the paw of the mice
(Yang et al., 2012). The CMI was able to reduce the paw edema of caused by formalin, thus
demonstrating its anti-inflammatory activity.

The croton oil is composed of phorbol esters, especially 12-O-tetradecanoylphorbol-
13-acetate (TPA), the component attributed to promoting inflammatory activity (Gabor,
2000). When applied subcutaneously in the mice’s ears, TPA mobilizes the phospholipids of
the plasma membrane, resulting in the formation of arachidonic acid (AA). AA may undergo
oxidation by producing inflammatory mediators via the cyclooxygenase pathway
(Furstenberger et al., 1994). The CMI was able to reduce the ear edema of caused by croton
oil. Our results demonstrate that CMI also has anti-inflammatory activity.

In order to assess the possible CMI mechanisms, its antinociceptive effect was
determined in mice pre-treated with different antagonists using the glutamate test. Taking into
account these results, we observed that the antinociceptive effect of CMI is probably due to
modulation of the dopaminergic, adrenergic, opioid, serotonergic and noradrenergic systems,
which make the CMI a multi-target molecule.

Previous studies have shown that the activation of dopaminergic neurotransmission
induces antinociceptive effects (ilkaya et al., 2014; Sari et al., 2014; Sousa et al., 2017).
Thereby, antagonists of dopaminergic auto receptors have been proposed as drugs for the

treatment of pain (Weil-Fugazza and Godefroy, 1993). According to Weil-Fugazza and
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Godefroy (1993) and Tricklebank and Hutson (1984), when a noxious stimulus occurs, it
accelerates dopamine turnover in the dorsal horn, with an increase in the dopaminergic
activity descending pathways therefore the pain modulation occurs with the activation of
dopaminergic receptors. Treatment with SCH23390 (a selective Di: receptor antagonist)
interacted in the CMI antinociceptive effect, suggesting the involvement of the dopaminergic
system.

In addition to the inhibitory amino acids (GABA and glycine), acetylcholine and
histamine, the monoamines (noradrenaline and 5-HT) are also related to thalamocortical
excitability, being inhibitory modulators of descending pain. The activation of these
descending pathways from the raphe nucleus to the dorsal horn, mediated by NA and 5-HT,
are able to inhibit the transmission of pain (Fields and Basbaum, 1994; Bruning et al., 2014).
Therefore, antidepressant compounds that modulate the serotonergic system, such as
imipramine, are widely used in the treatment of pain (Fishbain et al., 2000; Duman et al.,
2004). Our results are in agreement with this, since ondasentron (a selective 5-HTs
serotoninergic receptor antagonist), ketanserin (a selective 5-HT2anc Serotoninergic receptor
antagonist), WAY 100635 (a selective 5-HT:ia serotoninergic receptor antagonist) and
prazosin (a ai-adrenoreceptor antagonist) interacted in the antinociceptive effect of CMI in
the glutamate test, suggesting the involvement of the serotoninergic and noradrenergic
systems.

Adenosine also has an inhibitory effect on the central nervous system (CNS).
Activation of this mechanism inhibits neuronal activity in many areas of the CNS, and
consequently, can modulate the nociceptive descending pathway (Sawynok, 2011; Sawynok,
and Liu, 2003). In the study, treatment with caffeine (a non selective antagonist at adenosine
receptor) interacted in the antinociceptive effect of CMI. It suggests that the supposed action

is related to a modulation of the adenosinergic system.
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In parallel, involvement of the opiodergic system is also suggested in the
pathophysiology of pain. The main commercial analgesic drugs have actions on the opioid
receptors. Opioid analgesics activate opioid receptors, which stimulate cells to increase
potassium conductance in postsynaptic neurons and decrease calcium input in presynaptic
neurons (Jamison, 2015). By these mechanisms, the postsynaptic excitability and the
presynaptic release of transmitters are reduced, so the sensation of pain is not transmitted
(Golan et al., 2009). In the present study, treatment with naloxone (a non selective antagonist
of opiod receptor) interacted in reversed the antinociceptive effect of CMI. It suggests that the
antinociceptive action of CMI may be related with the modulation of the opiodergic system.

Moreover, the CMI alone and in combination with antagonists did not impair
locomotor activity in the open-field test. This data is important since the alterations in the
locomotor activity can interfere in the results of nociception tests (Walsh and Cummins, 1976;
Capim et al., 2012).

The main classes of drugs indicated for the treatment of pain and inflammation are
non-steroidal anti-inflammatory drugs and opioids (Woodcock et al., 2007). Thus, this is of
great interest to seek a new multi-target drug, which is capable to interact simultaneously with
these mechanisms. Overall, our results indicate that CMI is a multi-target compound, which is
extremely relevant because single-target drugs may not always induce the desired effect to the
entire biological system even if they successfully inhibit or activate a specific target. Thus,
scientists have proposed the multi-target drug design concept (Csermely et al., 2005; Boran

and lyengar, 2010).

5. Conclusion
In summary, CMI presents antinociceptive and anti-inflammatory activities through

the involvement of serotoninergic, dopaminergic, noradrenergic, adenosinergic and
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opioidergic systems. Also, this compound did not cause changes in the locomotor activity of
animals. Suggesting that the CMI may be a new multi-target compound for the treatment of

pain and inflammation.
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Legend of figures

Fig. 1. Chemical structure of 3-(4-chlorophenylselanyl)-1-methyl-1H-indole (CMI).

Fig. 2. Effect of CMI in nociception and in paw edema induced by formalin in mice. (A)
neurogenic phase (0-5 min) (B) inflammatory phase (15-30 min) (C) paw edema induced by
formalina. Values were expressed as the mean £ S.E.M. (n=6-7) Abbreviations: (C) Control,
(MLX) Meloxicam, (CMI) 3-(4-chlorophenylselanyl)-1-methyl-1H-indole () P < 0.05, (7) P
< 0.01 and (") P < 0.001 when compared to the vehicle treated group (One way ANOVA
followed by Newman Keuls test).

Fig. 3. Effect of CMI in glutamate-induced nociception. Values were expressed as the
mean = S.E.M. (n = 6-7) Abbreviations: (C) Control, (MLX) Meloxicam, (CMI) 3-(4-
clorophenylselanyl)-1-methyl-1H-indole. (") P < 0.001 when compared to the vehicle treated
group (One way ANOVA followed by Newman Keuls test).

Fig. 4. Effect of CMI in hot-plate test. Values were expressed as the mean £ S.E.M. (n= 6-
7) Abbreviations: (C) Control, (MOR) Morphine, (CMI) 3-(4-chlorophenylselanyl)-1-methyl-
1H-indole. () P < 0.05 and (") P < 0.001 when compared to the vehicle treated group (One
way ANOVA followed by Newman Keuls test).

Fig. 5. Effect of CMI in ear edema induced oil croton. Values were expressed as the mean

+ S.EEM. (n = 6-7) Abbreviations: (C) Control, (MLX) Meloxicam, (CMI) 3-(4-
chlorophenylselanyl)-1-methyl-1H-indole. (7)) P < 0.001 when compared to the vehicle
treated group (One way ANOVA followed by Newman Keuls test).

Fig. 6. Effect of pre-treatment of mice with (A) SCH23390 (0.05 mg/kg, i.p. D1 receptor
antagonist) and (B) sulpiride (5 mg/kg, i.p. a D2 and Ds receptor antagonist) on the
antinociceptive effect of CMI (0.01mg/kg, i.g.) in the glutamate test. Data are presented as

the mean £ S.E.IM. (n=7). (") P < 0.001 when compared to the vehicle treated group

(control); (*) P < 0.05 when compared to CMI pretreated with vehicle.
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Fig. 7. Effect of pre-treatment of mice with (A) WAY100635 (0.7 mg/kg, i.p a 5-HT1a
receptor antagonist), (B) ondansetron (0.5 mg/kg, i.p. a 5-HT3s receptor antagonist) and
(C) ketanserin (0.03mg/kg, i.p. a 5-HT2a2c receptor antagonist) on the antinociceptive
effect of CMI (0.01mg/kg, i.g.) in the glutamate test. Data are presented as the mean *

KKk

S.EM. (n=7). () P <0.01 and (") P < 0.001 when compared to the vehicle treated group
(control); (*) P <0.01 and () P <0.05 when compared to CMI pretreated with vehicle.

Fig. 8. Effect of pre-treatment of mice with naloxone (non-selective antagonist at opioid
receptors, 1mg/kg, i.p) on the antinociceptive effect of CMI (0.01 mg/kg, i.g.) in the
glutamate test. Data are presented as the mean + S.E.M. (n=7). (7") P <0.001 when
compared to the vehicle treated group (control); (¥) P < 0.05 compared to CMI pretreated with
vehicle.

Fig. 9. Effect of pre-treatment of mice with caffeine (non-selective antagonist at
adenosinergic receptors, 3 mg/kg, i.p) on the antinociceptive effect of CMI (0.01mg/kg,
i.g.) in the glutamate test. Data are presented as the mean = S.E.M. (n=7). (") P < 0.001
when compared to the vehicle treated group (control); () P < 0.05 when compared to the CMI
pretreated with vehicle.

Fig. 10. Effect of pre-treatment of mice with (A) prasozin (antagonist a1 receptor, 0.15
mg/kg, i.p.) and (B) yoimbine (antagonist a» receptor, 1 mg/kg, i.p.) on the
antinociceptive effect of CMI (0.01mg/kg, i.g.) in the glutamate test. Data are presented as

the mean + S.E.M. (n=7) (7) P < 0.01 and (") P < 0.001 when compared to the vehicle

treated group (control); (**) P <0.001 when compared to CMI pretreated with vehicle.
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Table 1. Effect of CMI on open-field test in mice.

Experimental groups Number of
Ccrossings
Control 69.5+11.4
CMI (0.0001 mg/kg) 69.5+21.1
CMI (0.01 mg/kg) 75.8+11.9
CMI (1 mg/kg) 77.1+£8.0
CMI (10 mg/kg) 76.5+7.1

The effect of treatment with CMI behavior of mice in the open-field test, was determined by
one-way ANOVA followed by Newman-Keuls test. Data presented are mean values + S.E.M.

(n=8).
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Table 2. Effect of administration of CMI and antagonists on behavioural parameters in

the open field test in mice.

Experimental groups Number of
crossings

CMI (0.01 mg/kg) 75.8+£11.9
Vehicle (saline 0.9%) 81.0+8.6
Ketanserin (0.3 mg/kg) 83.3+20.0
Ketanserin + CMI 69.6 + 10.6
Caffeine (3 mg/kg) 97.7 £ 17
Caffeine + CMI (0.01 mg/kg) 105.0 £+ 8.05
Naloxone (1 mg/kg) 76.4£12.0
Naloxone + CMI (0.01 mg/kg) 85.2+7.8
Ondansetron (0.5 mg/kg) 86.8 £20.4
Ondansetron + CMI (0.01 mg/kg) 84.8 £8.7
Prazosin (0.15 mg/kg) 84.6 £16.0
Prazosin + CMI (0.01 mg/kg) 89.6 £19.5
SCH23390 (0.05 mg/kg) 71.1+9.8
SCH23390 + CMI (0.01 mg/kg) 75.6+9.8
Sulpiride (5 mg/kg) 100.0 £ 12.9
Sulpiride + CMI (0.01 mg/kg) 82.8+17.9
Way 100635 (0.7 mg/kg) 84.6 + 15.3
Way + CMI (0.01 mg/kg) 90.1 +18.6
Yoimbine (0.05 mg/kg) 72.3+85
Yoimbine + CMI (0.01 mg/kg) 76.3+13.6

The effect of mice behavioural on the open field test was determined by two-way ANOVA

followed by Bonferroni’s test. Data presented are mean values + S.E.M. (n= 6-8).
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5. CONCLUSAO

Considerando os objetivos propostos para avaliagdo do potencial antinociceptivo
e anti-inflamatério de um composto contento Se e nuclo inddlico em sua estrutura,
podem-se fazer algumas consideracgoes.

Sendo assim, foi possivel verificar o promissor efeito farmacologico avaliado de
acordo com ensaios comportamentais em camundongos, onde se pode observar
que o pré-tratamento realizado com o CMI nas doses de 0,01 a 10 mg/Kg
apresentou acgao antinociceptiva. Nesse contexto, resultados significativos foram
obtidos, a apartir da dose de 0,01 mg/Kg quando os animais foram submetidos aos
testes de nocicept¢cdo induzido por agentes quimicos (formalina e glutamato). Ja
quando considerado o teste da placa quente, o CMI apresentou efeito significativo
no experimento, a partir da concentracao de 0,1mg/Kg.

A atividade anti-inflamatoéria do CMI foi avaliada de acordo com modelos de
inducao de edema de pata induzido por formalina, e de orelha induzido por éleo de
croton. De acordo com os resultados obtidos, foram evidenciados que a partir da
dose de 0,01 mg/Kg o CMI reduziu o edema de pata induzido por formalina. Ja
quando considerado o experimento de indu¢cdo do edema de orelha por dleo de
créton, o composto na dose de 0,1 mg/Kg, apresentou efeito significativo.

Além disso, credita-se que o CMI seja uma molécula multi-alvo por envolver
diferentes sistemas na sua ag¢ao antinociceptiva, como os sistemas dopaminérgico,
serotoninérgicos, noradrenérgicos, adrenérgicos e opioidérgicos.

Nesse sentido, tendo em vista no que foi exposto, pode-se concluir que o CMI
pode a vir se tornar uma alternativa terapéutica promissora para o tratamento de dor

e inflamacao.
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6. PERSPECTIVAS
Levando-se em consideragdes os resultados promissores obtidos neste presente
trabalho, outros estudos serao realizados com o CMI, como:
e Investigar a acdo antialodinica e antihiperalgésica na dor neuropatica
induzida por constricdo do nervo ciatico em camundongos;
e Verificar a agcdo antidepressiva em camundongos com dor neuropatica

induzida por constricado do nervo ciatico;
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