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Resumo

SOUSA, Fernanda Severo Sabedra. Avaliagdo da atividade antinociceptiva
da a-(fenilseleno)acetofenona em camundongos. 2016. Dissertacdo de Mestrado-
Programa de Pds-Graduacdo em Bioquimica e Bioprospecc¢ao. Universidade Federal
de Pelotas, Pelotas, 2016.

A dor é uma condicdo que afeta diariamente a populacdo mundial e é
considerada como um fendmeno multidimensional que pode ser evidenciada como
uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel, associada a uma leséo
potencial ou real dos tecidos. Os farmacos utilizados para o tratamento desta
patologia sdo da classe dos opidides e antiinflamatérios ndo esteroidais, estes
farmacos séo eficientes, porém apresentam varios efeitos adversos. Desta forma, €
importante a busca por novas moléculas que possam ser empregadas para o
tratamento da dor que melhorem a qualidade de vida dos pacientes diminuindo os
efeitos adversos. Neste sentido, o selénio tem sido alvo de interesse para diversos
grupos de pesquisa devido as suas propriedades farmacologicas e bioldgicas.
Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade antinociceptiva do composto
organico de selénio, a-(fenilseleno)acetofenona (PSAP) em camundongos, além de
elucidar o possivel mecanismo envolvido na sua atividade antinociceptiva. Para a
investigagdo da possivel acdo antinociceptiva da PSAP, foram desenvolvidos os
ensaios de nocicepcdo induzida por dois agentes quimicos, a formalina e o
glutamato. A administracao intragéstrica (i.g.) do PSAP (10 - 50 mg/Kg) preveniu a
nocicepcao induzida pela injecao intra plantar (i.pl.) de formalina (20 pL) na fase
neurogénica além de reduzir a formacado do edema de pata. Da mesma maneira
qgue, na fase inflamatéria, o PSAP (1 - 50 mg/Kg, i.g.) reduziu o tempo de lambida
induzido pela formalina (i.pl.). A PSAP (0,1 - 50 mg/Kg, i.g.) diminuiu o tempo de
lambida no teste de nocicepcdo induzida por glutamato (20 pL, i.pl.) em
camundongos. A contribuicdo do sistema serotoninérgco, dopaminérgico e
noradrenérgico na atividade antinociceptiva da PSAP (1 mg/Kg, i.g.), foi verificada
através do teste do glutamato. O pré-tratamento dos camundongos com sulpirida
(antagonista dos receptores dopaminérgicos D2 e Ds, 5mg/Kg, i.p.), prasozin
(antagonista do receptor a1 adrenérgico, 0,15 mg/Kg, i.p) e yoimbina (antagonista do
receptor a2 adrenérgico, 1,0 mg/Kg, i.p), bloquearam a atividade antinociceptiva do
PSAP (1 mg/Kg, i.g.). Por outro lado, o pré-tratamento com SCH23390 (antagonista
do receptor dopaminérgico D1, 0,05 mg/Kg, i.p.), WAY100635 (antagonista do
receptor serotoninérgico 5-HT1a, 0,7 mg/Kg, i.p), ketanserina (antagonista seletivo
dos receptores serotoninérgicos 5-HT2a2c, 0,3mg/Kg, i.p) e ondansetron (antagonista
seletivo do receptor serotoninérgico 5-HTs, 0,5mg/Kg, i.p.), ndo causaram reducéo na
atividade antinociceptiva do PSAP (1 mg/Kg, i.g.) no teste do glutamato em
camundongos. Assim, sugere-se que h& envolvimento tanto do sistema
dopaminérgico quanto do sistema noradrenérgico na acao antinociceptiva do PSAP.
Foi observado que a PSAP, os antagonistas e a interacdo antagonista x PSAP nao
alteraram a atividade locomotora dos camundongos no teste do campo aberto. De
acordo com o presente trabalho pode-se concluir que o PSAP possui atividade
antinociceptiva e, pode-se sugerir que esta atividade envolva a participacdo do
sistema dopaminérgico e adrenérgico.



Palavras-chave: Selénio, nocicepcdo, serotonina, dopamina, noradrenalina,
glutamato, formalina.



Abstract

SOUSA, Fernanda Severo Sabedra. Evaluation of antinociceptive activity of a-
(phenylalanyl) acetophenone in mice. 2016. Dissertation- Master Degree-
Programa de Pds-Graduacdo em Bioquimica e Bioprospeccao. Universidade Federal
de Pelotas, Pelotas, 2016.

The feeling of pain is a condition that affects daily, thousands of people around
the world and, still yet, it does not exists a completely efficient treatment to this
condition, a treatment which does not leads to side effects. So, it is of great
importance the search for new molecules that can be applied for the treatment of
pain and that does not present many side effects. Thus, the chemical element
selenium has been a target of interest for many research groups due its
pharmacological and biological properties. Therefore, the aim of this study was to
evaluate the antinociceptive activity of the organoselenium compound, a-
(phenylalanyl) acetophenone (PSAP) in mice and also, to elucidate the mechanism
that could be possibly involved with the antinociceptive activity of the compound.
Objectifying the assessment of the possible antinocicpetive action of PSAP, two
nociception assays where realised, the glutamate and the formalin tests, which are
both chemical nociception inductors. The intragastric administration (i.g.) of PSAP
(10 — 50 mg/Kg) has prevented the nociception, induced by the intraplantar (i.pl.)
injection of formalin (20uL), in the neurogenic phase. Also, PSAP was effective in
reducing paw oedema formation. As well as in the neurogenic phase, in the
inflammatory phase, PSAP (1 — 50 mg/Kg, i.g.) has reduced paw licking, induced by
formalin (i.pl.). Besides that, PSAP (0.1 - 50 mg/Kg, i.g.) has also diminished the
licking time of the paw in the glutamate test, showing a reduction in the nociception
induced by glutamate administration(20 pL, i.pl.) in mice. The contribution of the
serotoninergic, dopaminergic and noradrenergic systems to the antinociceptive
activity of PSAP (1 mg/Kg, i.g.) was assessed by the glutamate nociception induced
test. Mice pre-treatment with sulpiride (5 mg/Kg, i.p., a D2 and Ds dopaminergic
receptors antagonist), prazosin (0.15 mg/Kg, i.p., an aciadrenoreceptor antagonist)
and yoimbine (1 mg/Kg, i.p., an a2 adrenoreceptor antagonist), blocked the
antinociceptive effect cause by PSAP. Conversely, SCH23390 (0.05 mg/Kg, i.p., a D1
receptor antagonist), WAY100635 (0.7 mg/Kg, i.p., a selective 5-HTiareceptor
antagonist), ketanserin (0.3 mg/Kg, i.p., a selective 5-HT2a receptor antagonist) and
ondansetron (0.5 mg/Kg, i.p., a selective 5-HTsreceptor antagonist) did not change
the antinocieptive effect of PSAP (1mg/Kg, i.g.) in the glutamate test performed in
mice. These results indicate that PSAP antinociceptive action can be related to its
interaction with dopaminergic and noradrenergic systems. Also, it was assessed mice
locomotor activity through the open field test. It was observed that the administrations
of PSAP, antagonists and the interaction between PSAP and antagonist did not
modified the number of crossings of the animal in the open field apparatus. This
present study has demonstrated that PSAP has antinociceptive action and it can be
assumed that this action is related to its involvement with the dopaminergic and
adrenergic systems.

Keywords: Selenium, nociceptive, anti-inflammatory, serotonin, dopamine,

adrenergic, glutamate, formalin.



Lista de Figuras

Revisao Bibliografica

Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 5

Figura 6

Figura 7

Figura 8

Figura 9

Figura 10

Figura 11

Estrutura quimica da a-(fenilselenil)acetofenona (PSAP)

Representacdo esquematica dos diferentes tipos de
neurdnios sensoriais primarios, suas caracteristicas e
funcdes

Esquematizacao dos fatores responséaveis pela ativacao de
nociceptores periféricos

Diagrama esquematico demonstrando a diversa gama de
mediadores quimicos e suas diferentes classes

Estrutura quimica do disseleneto de difenila m-triflourometil
[(m-CF3-PhSe).]

Estrutura quimica do composto disseleneto de difenila

Estrutura quimica do p-cloro-seleno-esteroides (PCS)

Estrutura quimica do ebselen

Estrutura quimica do 2-hidroxido -5-selenocianato acido

benzobico

Estrutura quimica do seleneto 2-butil (2-feniletinil)

Estrutura quimica da a-(fenilselenil)acetofenona (PSAP)

35

35

36

36

37

38



Manuscrito

Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 5

Figura 6

Figura 7

Figura 8

Chemical structure of a-(phenylselanyl) acetophenone
(PSAP)

Experimental protocol of nociception induced by formalin
test in mice

Experimental protocol of nociception induced by glutamate
test in mice and possible reversal of the same by the
administration of PSAP

Effect of PSAP on licking and biting behavior induced by
formalin in mice. (A) Neurogenic, first (O - 5 min) phase and
(B) inflammatory, second (15 - 30 min) phase of the
formalin test. (C) Effect of PSAP on the paw oedema

Effect of PSAP on licking and biting behavior induced by
glutamate in mice.

Effect of pretreatment of mice with (A) SCH23390 (0.05
mg/kg, i.p.) and (B) sulpiride (5 mg/kg, i.p.) in the
antinociceptive effect of PSAP (1 mg/kg, i.g.) against the
glutamate-induced paw licking and biting

Effect of pretreatment of mice with (A) prasozin (0.15
mg/kg, i.p.) or (B) yohimbine (1 mg/kg, i.p.) in the
antinociceptive effect of PSAP (1 mg/kg, i.g.) against the
glutamate-induced paw licking and biting

Effect of pretreatment of mice with (A) WAY100635 (0.7
mg/kg, i.p.), (B) ketanserin (0.3 mg/kg, i.p.) or (C)
ondansetron (0.5 mg/kg, i.p.) in the antinociceptive effect of
PSAP (1 mg/kg, i.g.) against the glutamate-induced paw
licking and biting.

62

63

64

65

66

67

68

69



Lista de Tabelas

Manuscrito

Tabela 1 Effect of administration of PSAP (0.01 - 50 mg/kg, i.g.) 70
administered in mice 30 min before the open field test in
mice.

Tabela 2 Effect of administration of PSAP and antagonists on behavior 71
parameter in the open field test in mice.



Lista de Abreviaturas e Siglas

pL Micro litros

Mg Microgramas

AINE Antiinflamatérios ndo-esteroidal
COX-1 Ciclo-oxigenase 1

COX-2 Ciclo-oxigenase 2

eNOS Sintase de 6xido nitrico endotelial
GABA Acido gama-amino-butirico

GAP Juncgdo comunicante

GMPc Guanosina monofosfatase ciclica
i.p. Intra peritoneal

i.pl. Intraplantar

i.g. Intra gastrico

IASP Associacao Internacional para o Estudo da Dor
IL-10 Interleucina 10

IL-12 Interleucina 12

IL-13 Interleucina 13

IL-1a Interleucina 1 alfa

IL-18 Interleucina 1 beta

IL-4 Interleucina 4

IL-6 Interleucina 6

IL-8 Interleucina 8

INOS Oxido nitrico sintase induzivel

Kg Quilogramas

mg Miligramas

MLX Meloxicam

nNOS Sintase de 6xido nitrico neural
NMDA N-metil-D-aspartato

NO Oxido nitrico

NOS Sintase de oxido nitrico

OMS Organizacdo Mundial da Saude
PAG Substancia cinzenta periaquedutal

PG Prostaglandina



PGG2
PGH:
PKC
RVM
SNC
SNP
TBARS
TNF-a
TRPV1
TRPM8
0-ALA D

Prostaglandina G2

Prostaglandina reduzida

Proteina quinase C

Medula rostroventromedial

Sistema nervoso central
Sistema Nervoso Periférico

Espécies Reativas ao acido tiobarbitarico

Fator de necrose tumoral alfa

Receptor vaniléide transiente tipo 1

Receptor do potencial transitério da melatonina 8

Delta-aminolevunilato desidratase



NV A

+ Q T

Menor
Maior
Menor ou igual
Micro
Alfa
Mais ou menos

Lista de simbolos



Sumario

Introducéo

Objetivos

Objetivo Geral
Objetivos especificos

Revisdo de literatura

Dor e nocicepcgao
Classificacao da dor
Transmissao da dor
Processamento central da dor

Mediadores quimicos

Selénio

Compostos organicos de selénio
Dor x Depresséao

Manuscrito

Concluséo

Perspectivas

Referéncias

Anexos

18
21
21
21
22

22
22
23
26
27

31
32
37
39
72
73
74
88



18

1. Introducéo

A dor é um fenbmeno multidimensional que pode ser evidenciada como uma
experiéncia sensorial e emocional desagradavel, associada a uma lesdo potencial
ou real dos tecidos (Scholz e Woolf, 2010). Na experiéncia sensorial existem
receptores especificos, que permitem a deteccdo e dimensdo de um estimulo
doloroso. A nocicepgdo é o componente sensorial da dor, ou seja, 0s nociceptores
sdo o0s receptores caracteristicos dos neurdnios sensoriais, 0s quais estdo
envolvidos com a percepcdo da dor. E através da ativacédo destes nociceptores que
a dor é percebida (Ossipov, 2010). A dor serve como alerta para despertar a atencéo
de que h& algo errado com o corpo, ela é o principal sintoma clinico que leva a
busca por servigos de saude (Brennan et al., 2007).

Existem dois tipos de classificacdo para dor, a dor aguda e a dor cronica. A
dor aguda pode ser provocada por uma doenca, uma disfungdo, ou ainda pode
ocorrer por um dano de natureza mecanica, térmica ou quimica. A dor aguda esta
envolvida com a ativacdo do sistema nervoso simpatico e seus nociceptores (Woolf
e Mannion, 1999). Em contraste, o estado de dor crénica pode ser caracterizado
como um estado de doenca (Grichnick et al., 1991). A dor crénica é um processo
biol6gico de ocorréncia natural em resposta a danos nos tecidos, chamado de
resposta inflamatoria (Wang, 2013). A inflamacao por sua vez, leva a formacéo de
um edema no local que sofreu dano, o qual pode ser atribuido a migracdo de células
imunes que ocorre para a regiao do dano. A relacdo entre nocicepcgao e inflamacao
se d4 ao fato de que o estimulo nociceptivo depende da ativacdo e acdo de
mediadores inflamatérios, principalmente em estado de dor cronica (Ferreira e
Nakamura, 1979; Ji e Strichartz, 2004).

Os farmacos opiodides e os anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINE) sdo as
principais formas de tratamentos para analgesia existentes no mercado. Porém,
farmacos de ambas as classes apresentam efeitos adversos (Woodcock et al., 2007;
Katzung, 2015), sendo estes os fatores que impulsionam a constante busca por um
tratamento, para as condicbes de dor e inflamacdo, que ndo apresentem estes
efeitos e que seja eficaz (Song et al.,, 2014). Tendo em vista essa constante
necessidade pela busca de novos farmacos antiinflamatorios e analgésicos o

interesse por compostos organicos de selénio tem aumentado gradativamente, visto
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que tais compostos apresentam aspectos farmacoldgicos promissores (Nogueira et
al., 2004; Song et al., 2014).

O selénio é um micronutriente que tem sido amplamente estudado devido as
suas diversas propriedades biologicas e farmacologicas. Ele € conhecido pela sua
atividade antioxidante, aspectos terapéuticos, quimiopreventivos, antiinflamatorios e
propriedades antivirais (Rayman, 2000; Chagas et al., 2014).

Os estudos desenvolvidos pelo nosso grupo de pesquisa e colaboradores,
demonstraram inUmeras atividades desempenhadas por compostos organicos de
selénio, tais como, atividades antioxidante (Savegnago et al., 2013; Fonseca et al.,
2015; Martinez et al., 2015), neuroprotetivas (Abdel-Hafez, 2008; Jesse et al., 2008;
Souza et al., 2013), anti-hiperalgesia (Donato et al., 2015), antimicrobiana (Victoria
et al.,, 2012), antifungica (Castro et al., 2014), antidepressiva (Savegnago et al.,
2008; Jesse et al., 2008; Gerzson et al., 2012; Donato et al., 2013; Victoria et al.,
2013, 2014; Martinez et al., 2014; Brod et al., 2016), antinociceptiva (Savegnago et
al., 2007; Luchese et al., 2010; Chagas et al., 2014; Sari et al., 2014; Rosa et al.,
2015; Donato et al., 2015) e anti-inflamatoria (Chagas et al., 2014).

Dentre as atividades farmacolégicas exercidas por compostos organicos de
selénio, a atividade antinociceptiva tém se destacado, uma vez que compostos de
selénio de diversas classes quimicas exercem esse a¢ao. Entre eles, destacam-se o
p-cloro-seleno-esteroide (Sari et al., 2014), acido 2-hidroxi-5-selenocianato benzéico
(Chagas et al., 2014), disseleneto de difenila (Savegnago et al., 2007; Rocha et al.,
2013; Rosa et al.,, 2015), Ebselen (Mugesh et al., 2001), m-trifluormetil-difenil
disseleneto (Brining et al., 2014), 3- alquinil selenofeno (Wilhelm et al., 2009),
butilfenilseleno acetileno (Luchese et al. 2010), disseleneto de bis-4-metilbenzoila
(Donato et al., 2015) e selenetos bis-vinilicos (Sartori et al., 2013).

Estudos tém demonstrado uma forte relacdo entre a dor e a depressao (Simon et
al., 1999; Corruble e Guelfi, 2000; Lin et al., 2014). A dor pode ser um fator de
desencadeamento da depressédo (Asmundson e Katz, 2009; Hilderink et al., 2012).
No entanto, evidéncias sugerem que a dor e a depressdo podem operar dentro de
areas similares do cérebro que regulam tanto o humor e componentes afetivos
qguanto a dor (Giesecke et al., 2005). Um estudo realizado por Gerzson et al., (2012)
demonstrou-se os efeitos antioxidantes e tipo-antidepressivos do composto organico

de selénio a-(fenilselenil)acetofenona (PSAP). Com isso, é interessante avaliar a
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atividade antinociceptiva deste composto, pois varios estudos tém mostrado uma
forte ligacao entre estas duas patologias (depresséo e dor).

Sendo assim, o presente estudo avaliou a atividade antinociceptiva do
composto organico de selénio PSAP (Figura 1), através de ensaios de inducéo de
nocicepcao pelo teste da formalina e glutamato em camundongos. Além disso, foram
investigados os possiveis mecanismos envolvidos na atividade antinociceptiva do

composto.

0 -
)

Figura 1. Estrutura quimica da a-(fenilselenil)acetofenona (PSAP).
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2. Objetivos

Objetivo Geral
- Avaliar a possivel agédo antinociceptiva do PSAP e investigar os mecanismos

envolvidos na sua agao em camundongos.

Objetivos Especificos

- Verificar a possivel acdo antinociceptiva do PSAP, no teste de nocicepcéo
induzido por formalina;

- Avaliar a atividade do PSAP em reduzir o edema de pata formado pela
injecdo de formalina;

- ldentificar a acdo do PSAP no teste de nocicepcao induzido por glutamato
em camundongos;

- Estudar o possivel envolvimento dos sistemas serotoninérgico,
noradrenérgico e dopaminérgico na acao antinociceptiva do PSAP através do ensaio
de nocicepcéo induzida por glutamato em camundongos;

- Determinar se 0 PSAP apresenta alteracdes na atividade locomotora no
teste do campo aberto;

- Analisar se 0s antagonistas e a interacdo antagonista x PSAP causa

alteracdes na atividade locomotora dos camundongos no teste do campo aberto.
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3. Revisao de literatura

Dor e Nocicepcéao

A palavra dor € derivada da palavra em latim dolore, que significa desgosto,
aflicdo, tristeza e sofrimento tanto fisico quanto moral. Atualmente, a definicdo que
melhor explica 0 que é a dor foi elaborada pela Associacdo Internacional para o
Estudo da Dor (IASP), a qual classifica a dor como uma “experiéncia sensitiva e
emocional desagradavel associada a uma real ou potencial lesao tecidual” (Merskey,
1994). A dor € um processo de extrema importancia para o ser vivo, visto que ela faz
com que tenhamos consciéncia de que a integridade corporal ou mental esta sendo
ameacada.

A percepcgédo de estimulos nocivos pelo sistema nervoso central (SNC) é feita
pela dor, mais especificamente, por nociceptores, que sdo 0s proprios sistemas
neurais, ou seja, o sistema nociceptivo. A dor parece ser influenciada tanto por
fatores sensoriais quanto psicologicos, e a nocicepcao refere-se apenas a parte
fisioldgica da dor, sem levar em consideracado 0s aspectos psicologicos que também
influenciam na percepcao final da dor. A nocicepc¢éo esta relacionada com os sinais
dolorosos reconhecidos pelo SNC e é mediada pelas terminacfes nervosas axdnais
livres, nas quais seus canais idnicos sdo sensiveis a inimeros estimulos térmicos,
quimicos e mecanicos que formulam informacdes relacionadas a lesdo (Tjglsen e
Hole, 1997). Por meio da deteccdo dos receptores dos neurbnios sensoriais
periféricos, a nocicepcdo € capaz de detectar estimulos capazes de afetar a
integridade fisica do organismo. Por outro lado, a percepcao € de cunho psicoldgico,
motivacional e emocional, porque cada pessoa reage de modo diferente a estimulos
de dor (Apkarian et al., 2009).

Classificagcdes da dor
A dor pode ser classificada de diversas maneiras. De acordo com a sua
duracdo, a dor pode ser classificada em: dor aguda, transitéria e cronica. Na dor
aguda, ocorre ativacao de nociceptores, sendo caracterizada como uma resposta a
um estimulo nocivo que levou a um dano tecidual. Ela ocorre de maneira rapida e
pode desaparecer antes mesmo do tecido se recuperar da lesédo. A dor aguda é de

carater protetor e pode permanecer por até um més.
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Em comparacdo com a dor aguda, a dor transitéria também possui carater
protetor e surge a partir da ativagcdo de nociceptores sem um estimulo externo, ou
seja, ndo depende de lesao tecidual gerada por um estimulo. Por outro lado, a dor
cronica € uma dor persistente observada tanto em uma leséo tecidual prolongada
como também em doencgas crbnicas. Esta dor pode durar de meses até anos e é um
fator extremamente incapacitante. Ambos os estados de dor aguda e cronica estéo
relacionados com o desencadeamento de uma resposta inflamatéria, tendo em vista
a ocorréncia de lesao tecidual e reatividade imunolégica (Zhang e An, 2007).

Outra classificacdo da dor é de acordo com a sua origem. Existem quatro
tipos principais de dor: 1) a “dor nociceptiva”, que se origina devido a estimulagao
excessiva dos nociceptores localizados na pele, visceras e outros 6rgaos; 2) a “dor
neurogénica”, que reflete o dano de tecido neuronal na periferia ou no sistema
nervoso central (“dor central”); 3) a “dor neuropatica”, que acontece devido a uma
disfuncdo ou dano de um nervo ou grupo de nervos e 4) a “dor psicogénica”, que
nao é oriunda de uma fonte somatica identificavel e que pode refletir fatores

psicoldgicos (Millan, 1999).

Transmissao da dor

Os estimulos nocivos podem ser de natureza quimica (induzido por
substancias quimicas tais como formalina e glutamato) ou fisica (impactos
mecanicos ou estimulacdo térmica). Quando recebemos um estimulo doloroso
ocorre a liberacdo de mediadores quimicos por neurbnios sensoriais e simpaticos,
ou também por células ndo neuronais, tais como as células de Schwann, mastocitos,
células endoteliais, fibroblastos e células sanguineas. Os mediadores quimicos
desempenham um importante papel na transmisséo da dor, facilitando a transmissao
de informacao ao SNC (Scholz e Wolf, 2010).

Os nociceptores das fibras Ad e C, localizadas nos diferentes tecidos
periféricos, sdo ativados ao receberem um estimulo nocivo, o qual é reconhecido por
moléculas nos nociceptores (TRPAL, TRPMS8, TRPV1, dentre outras) e é convertido
em impulsos elétricos. Tais impulsos sdo transmitidos por meio de fibras aferentes
primarias, das terminagbes axonais dos neurdnios sensoriais, até diferentes partes
do nosso corpo, tais como medula espinhal, mais especificamente no corno dorsal

da mesma, e também tronco cerebral (Julius e Basbaum, 2001).
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As fibras C amielinicas e fibras A® desempenham um importante papel na
transmissdo da nocicepgdo, sendo assim, responsaveis pela percepcdo da dor.
Seguido da lesdo tecidual e inflamacdo, ocorrera a liberacdo de mediadores
inflamatorios por parte de células inflamatdrias, os quais estimulam seus respectivos
canais e receptores, levando assim a ativagdo de quinases terminais, as quais
aumentam a capacidade de resposta das proteinas tradutoras terminais e também
dos canais (Yaksh, 2010).

Essas diferentes fibras respondem a estimulos de diferentes naturezas. As
fiboras Aa e AB ndo sdo caracterizadas como fibras nociceptivas, visto que estas
respondem somente a estimulos que ndo geram, em situacfes normais, danos ao
corpo. Os estimulos de luz, toque, vibragdes, dentre outros, sdo captados por estas
fibras, a qual esta envolvida somente com percepcdo (Millan, 1999). No entanto, a
ativagdo de tais fibras esta relacionada também, com o alivio da dor. Esta ativagdo
ocorre por meio da friccado do local lesionado, ou como se pode observar em ensaios
de nocicepcdo animal, através de lambidas e mordidas no local de injuria, como
sendo a resposta do animal na busca pelo alivio da dor.

Em relacdo as fibras nociceptivas, as fibras Ad sdo caracterizadas por
possuirem pouca mielinizacdo e conduzirem os estimulos nociceptivos gerados
através de choque mecanico, térmico ou por estimulo quimico, de maneira mais
rapida. Em contraste, as fibras C, que por sua vez sdao amielinizadas, também estéo
envolvidas com a transmissdo da nocicep¢cdo gerada pelos mesmos estimulos
(Basbaum, 2000) (Figura 2).
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Figura 2.

Representacdo esquematica dos diferentes tipos de neurdnios sensoriais primarios.

Adaptada de Julius e Basbaum (2001).

Os estimulos térmicos, mecanicos e/ou quimico levam a sensibilizacdo de

nociceptores, que liberam diversos mediadores quimicos, os quais facilitam a

transmissao da informacdo ao SNC (Figura 3). Os mediadores sao liberados por

células ndo neuronais como plaquetas e células sanguinea ou por neurbnios

simpéticos e sensoriais. Estes mediadores também podem ser liberados a partir de

células inflamatorias, quando € considerado estado crénico (Besson, 1999).
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Figura 3:

Esquematizacdo dos fatores responsaveis pela ativacdo de nociceptores periféricos
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Processamento central da dor

O estimulo nociceptivo gera informacfes que sao levadas através das fibras
aferentes até o SNC, para que possa ser gerada uma resposta adequada a dor.
Como ja descrito por Coggeshall e Carlton (1997), o impulso nociceptivo é carreado
pelas fibras aferentes até o corno dorsal da medula espinhal, a qual é a primeira
area a receber os estimulos somato-sensoriais

O corno dorsal € uma estrutura dividida por diferentes laminas, nas quais
cada lamina é responsavel por receber diferentes informacdes carregadas por fibras.
S&o0 nessas laminas do corno dorsal que ocorre a liberacdo de neurotransmissores
gue estdo envolvidos com a sinalizacao da dor (Coggeshall e Carlton, 1997).

No instante em que ocorre a integracdo dos impulsos elétricos no corno
dorsal, as vias nociceptivas levam a ocorréncia de diferentes projecfes para as
areas corticais e supra-corticais (Almeida et al., 2004). Essas projecdes sé&o
caracterizadas como vias ascendentes, formadas através da interacdo de feixes
ascendentes de neurbnios de primeira e segunda ordem do corno dorsal da medula,
0S quais carreiam a informacao de dor até o SNC (Almeida et al.,, 2004; Reddi,
2013).

As vias ascendentes podem ser classificadas em monossinapticas e
polissinapticas. As vias monossinapticas sdo de projecao direta para as estruturas
cerebrais superiores, enquanto as vias polissinapticas possuem a caracteristica de
retransmissdo de informag&do a neurdnios de segunda ordem, que por sua vez,
conduzirdo a informacéo as estruturas superiores do cérebro (Almeida et al., 2004).

Muitas dessas vias realizam conexfes com neurdnios de terceira ordem, 0s
quais estdo presentes no talamo. A projecdo dos axdnios desses neurdnios do
cortex somato sensorial até o giro pos-central esta envolvida com a localizacdo do
estimulo sensorial nociceptivo. Ja no giro anterior do cingulado ocorre a
interpretacdo emocional da dor (Millan, 1999). Sendo assim, além do envolvimento
com a percepcdo da dor, as estruturas supra-espinhais estdao intimamente
envolvidas com a modulag&o da dor.

Além da via ascendente, existe a via descendente da dor. Inimeros estudos
eletrofisiol6gicos, anatdmicos e farmacoldgicos ajudaram a elucidar o funcionamento
da via descendente. Foi observado que essa via exercia influéncia no
processamento da dor a nivel espinhal e que essa influéncia depende de mudancas

geradas na medula, mais especificamente na medula rostroventromedial (RVM),
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incluindo o nucleo magno da raphe (Millan, 1999, 2002; Venegas e Schaible, 2004).
A modulacédo da via descendente € dada, por sua vez, pelas estruturas cerebrais
que se originam no tronco cerebral, além da modulacdo via talamo, hipotalamo,
cortex, nucleo magno da raphe e substancia cinzenta periaquedutal (PAG) (Millan,
2002).

Os mecanismos de modulacdo descendente modulam a resposta nociceptiva
através dos receptores presentes nos neurbnios do corno dorsal e das fibras
primarias aferentes, além de interneurénios excitatorios e inibitérios. Sabe-se que o
circuito modulatorio da dor pode tanto facilitar quanto combater a transmisséo
nociceptiva, portanto o balanco da ativacdo dessas duas sub-populacbes €
encarregado da resposta a um estimulo nocivo periférico (Porreca et al., 2002).

A modulacdo descendente da resposta a nocicepcdo, além de envolver
diversas estruturas cerebrais, também envolve diferentes sistemas de
neurotransmissores, tais como o0s sistemas neuropeptidérgico, serotoninérgico,

opibide, noradrenérgico, adenosinérgico, gabaérgico e canabinoide (Millan, 2002).

Mediadores quimicos da dor

A acdo indireta ou direta de mediadores quimicos € de extrema importancia
na transmissdo da informacé&o nociceptiva tanto no SNC quanto no sistema nervoso
periférico (SNP) (Scholz e Wolf, 2010). Existem mediadores de diferentes classes,
como por exemplo, 0s neurotransmissores excitatorios, particularmente o glutamato,
neurotransmissores inibitérios, tais como o acido gama-amino-butirico (GABA) e
glicina, além da bradicinina, serotonina, substancia P, das citocinas, do metabdlito
do acido araquidénico (prostaglandinas), do Oxido nitrico (NO), dentre iniUmeros
outros (Mc Hugh, 2000) (Figura 4).
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Figura 4. Diagrama esquematico demonstrando a diversa gama de mediadores quimicos e suas
diferentes classes. NO= 6xido nitrico; TNF-a= Fator de necrose tumoral alfa; GABA= Acido gama-
amino-butirico (Adaptado de Anversa et al., 2015, TCC).

O glutamato e seus receptores sao considerados o sistema de
neurotransmissores  excitatérios mais importantes do SNC. As acdes
desencadeadas pelo glutamato sdo mediadas através da ativacdo de receptores
localizados nas membranas neuronais pré e poés-sinapticas, bem como nas
membranas das células glia. Indmeros dados da literatura relataram que o0s
receptores glutamatérgicos estao diretamente envolvidos na transmissdo nociceptiva
aferente priméria, tanto no desenvolvimento quanto na manutencdo da resposta
nociceptiva (Mao et al., 1992; Coggeshall e Carlton, 1997; Millan, 1999). Sendo
assim, o desenvolvimento de substancias capazes de bloquear os receptores
glutamatérgicos, tanto ionotrépicos quanto metabotrépicos, sdo alvos terapéuticos
de combate a dor, visto que apresentam importante efeito antinociceptivo
(Neugebauer, 2002; Wiech et al., 2004).

O neurotransmissor inibitério GABA e glicina estao envolvidos com a
transmissao da nocicepcédo. Eles agem de maneira a inibir a transmissao do

estimulo nociceptivo através de ligacdo aos seus receptores, tais como o GABAa e o
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GABADb, os quais estdo amplamente distribuidos no corno dorsal da medula espinhal
(Millan, 2002).

O neurotransmissor monoaminérgico serotonina € conhecido por modular os
mecanismos de sinalizacdo da dor. Juntamente com a bradicinina, histamina e
prostaglandina, a serotonina faz parte da “sopa inflamatoria”, a qual contribui com a
dor gerada por injuria ou inflamacdo. A serotonina é liberada pelas plaquetas e
interage com varios receptores presentes em diversos tecidos. Resultados descritos
por Aira et al., (2010), demonstraram que a administracdo de agonistas dos
receptores 5-HTia, 5-HT1b, 5-HT2c ou 5-HT3 foi capaz de reduzir os potenciais de
acdo das fibras nociceptivas C na medula espinhal de ratos submetidos a dor
neuropatica. Porém, além do uso de agonistas estar envolvido com certa condicéo
de dor, sabe-se também, que o0 uso de antagonistas serotoninérgicos apresenta
potencial analgésico, visto que leva ao bloqueio da nocicep¢do ao bloquear os
receptores serotoninérgicos (Viguier et al., 2013).

Outro neurotransmissor monoaminérgico envolvido na sinalizacdo da dor é a
dopamina. Os receptores de dopamina do tipo D1 e D2 séo utilizados para mediar a
funcao inibidora da dopamina em modelos animais de dor persistente (Hagelberg et
al., 2003). Estudos relatam que a administracdo de agonistas dopaminérgicos dos
receptores do tipo D2, aumenta o efeito antinociceptivo da morfina, enquanto que o
blogueio dos receptores dopaminérgicos do tipo D1 e D2, dentro do nucleo acumens
reduzem estes efeitos (Tricklebank et al., 1984; Zarrindast et al., 1999). O sistema
dopaminérgico parece estar relacionado com o controle nocicep¢do, em alguns
modelos de dor (Zarrindast et al, 1999;. Hagelberg et al., 2003). Acredita-se que,
quando um estimulo nocivo ocorre um aumento na atividade de vias descendentes
dopaminérgicos aumentando a dopamina na fenda sinaptica (Millan, 2002). Esta
divergéncia entre os estudos pode ser devida a condi¢cbes experimentais variaram e
procedimentos, os modelos animais utilizados, bem como as areas do cérebro
investigadas (Altier e Stewart, 1999).

Em paralelo com o sistema serotoninérgico e dopaminérgico, o envolvimento
do sistema noradrenérgico também esta envolvido na fisiopatologia da nocicepcéao.
Na medula espinal, a noradrenalina é liberada a partir de vias descendentes e
suprime a dor pela sua acgéo inibitéria sobre os receptores az-adrenérgicos nos
terminais centrais dos nociceptores aferentes primarios (inibicdo pré-sinaptica) ou

por ativacdo dos interneurdnios inibitorios ai-adrenérgicos. O sistema
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noradrenérgico modulador da dor interage com outros sistemas de
neurotransmissores no nivel da medula espinhal, incluindo os sistemas opioide,
GABA, serotoninérgico e adenosinérgico (Pertovaara, 2006).

Uma importante familia de mediadores quimicos que pode ser citada é a
familia das citocinas. As citocinas sdo pequenas proteinas as quais podem ser
produzidas e liberadas por diferentes populacdes celulares do tecido nervoso
periférico durante processos patolégicos e fisiolégicos. As principais células
produtoras de citocinas sdo os macrofagos e as células T-helper, além de outras
células tais como os mastocitos, células endoteliais e células de Schwann. Ao serem
ativadas, essas células iniciam uma cascata inflamatéria, a qual é de grande
relevancia para o desenvolvimento da dor neuropatica e inflamatéria (Sun et al.,
2006).

Primeiramente foram descritas as citocinas interleucina 1-beta (IL-1) e o fator
de necrose tumoral alfa (TNF-a) como sendo citocinas participantes do processo de
desenvolvimento da dor. Apoés, foi descoberto que outras citocinas participavam
também ndo somente do processo de inducdo da nocicepgdo, mas também do
processo inflamatorio, sendo elas as interleucinas-6 (IL-6), 8 (IL-8) e 12 (IL-12) (De
Jongh et al., 2003; Cui et al., 2012). Como resposta do organismo a essa liberacéo
de citocinas inflamatorias, ocorre a liberacdo de citocinas antiinflamatérias, as quais
sdo as interleucinas 4 (IL-4), 10 (IL-10) e 13 (IL-13). Essas interleucinas
antiinflamatérias sdo responsaveis por modular a resposta imune no combate a um
evento inflamatorio, combatendo assim, a dor. A IL-4 € caracterizada por possuir
efeito analgésico através da inibicdo das citocinas, mas também, através da inibicao
da acdo das enzimas ciclo-oxigenase 2 (COX-2) e Oxido nitrico sintase induzivel
(INOS) (Dal Secco et al., 2003).

As prostaglandinas por sua vez, sdo mediadores de origem lipidica, as quais
sdo produzidas pela ciclo-oxigenase a partir do acido araquiddénico. O mecanismo de
acdo dos AINE (antiinflamatérios ndo esteroidais) visa a inibicdo da sintese de
prostaglandinas, através do blogueio das enzimas COX-1 (constitutiva) e COX-2
(induzida), as quais séo responsaveis pela sintese de dois precursores inflamatorios,
prostaglandina Gz (PGG2) e a prostaglandina H2 (PGHz) que ocorre quando a COX
possui uma funcdo de peroxidase, a qual reduz a PGG2 a PGH2. Esses dois
precursores sdo posteriormente convertidos e prostaglandinas biologicamente ativas

e em tromboxano, por meio da acdo das enzimas isomerases. As prostaglandinas
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biologicamente ativas (PGD2, PGE2, PGF2q e PGIl2) desempenham um importante
papel na inflamacédo e dor, através da participacdo de processos de ocorréncia de
hiperalgesia e alodinia, atuando tanto a nivel periférico quanto na medula espinhal
(Zeilhofer, 2007).

O NO age como um mensageiro biolégico através do aumento na producao
de guanosina monofosfatase ciclica (GMPc) e estd envolvido com inimeros
processos fisiolégicos, inclusive com a modulacdo da dor. Esse mensageiro esta
envolvido com a transmissédo sinaptica tanto no SNC quanto no SNP e é sintetizada
a partir do aminoacido L-arginina. O NO pode ser sintetizado a partir da acdo de trés
diferentes isoformas da enzima o6xido nitrico sintase induzivel (NOS): a endotelial
(eNOS), a neural (nNOS) e a induzivel (iINOS) (Sousa e Prado, 2001).

O NO possui efeito “dual”, agindo tanto no combate a nocicepgédo quanto na
sensibilizagcdo central gerada pela dor (Cury et al.,, 2011). Diversos estudos tém
relatado que tanto o NO neural quanto as nao neurais participam de maneira
complexa e diversificada na modulacéo da nocicepcéao (Toriyabe et al., 2004; Freire,
2009; Chen, 2010). Além disso, ja se tem relatado também a acdo do NO em mediar
o efeito analgésico de opibides e substancias de carater analgésico. Por outro lado,
o NO também age na sensibilizacdo dos neurbnios da medula espinhal,

possibilitando o sentimento de dor (Cury et al., 2011).

Selénio

O Selénio é um calcogénio o qual faz parte do grupo 16 da tabela periddica e
que pode ser encontrado em quatro formas de oxidacdo: seleneto (Se?), Selénio
elementar (Se%), selenito (Se*) e selenato (Se*®). Diversos estudos trazem a
importancia do selénio para com 0 n0SSO organismo e como este elemento quimico
deveria ser introduzido na dieta da populacdo (Nogueira et al., 2004; Rocha et al.,
2008). Sendo assim, o selénio pode ser caracterizado como sendo um
micronutriente essencial para a saude humana (Schwartz e Foltsz, 1957). Porém,
uma ingestao exagerada de selénio pode vir a causar toxicidade.

Grande parte da influéncia benéfica do selénio sobre a saude humana é
atribuida a sua presenca dentro de pelo menos 25 proteinas (Kryukov et al., 2003).
Ao contrario de outros elementos metalicos que interagem com as proteinas como
co-fatores, o selénio estd incorporado na cadeia polipeptidica como parte do

aminoacido selenocisteina (Kryukov et al., 2003). Muito de seus papéis fisiologicos
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esta atribuida a presenca de selénio dentro das selenoproteinas. Por exemplo, um
dos processos celulares mais fundamentais, a sintese de DNA, depende da
presenca de selénio no sitio catalitico de tioredoxina redutase (TrxR) (Arner e
Holmgren, 2000).

A deficiéncia de selénio tem sido associada a varias condi¢des, tais como
aumento do risco de infecgao, infertilidade masculina, diminuicdo da fungao imune e
da tirGide, e varias condi¢cdes neuroldgicas, incluindo a doenca de Alzheimer e de
Parkinson (Fairweather-Tait et al., 2010). O aumento no consumo de selénio diminui
o0 estado depressivo e outros sintomas negativos do humor como ansiedade,
confuséo e hostilidade (Benton e Cook, 1991).

Tendo em vista os beneficios que podem ser obtidos através da
suplementacao alimentar com selénio, esse elemento ja foi reconhecido como sendo
indispensavel para a dieta e é recomendada por associa¢des nutricionais uma
ingestdo diaria de cerca de 55 ug deste calcogénio diariamente. Deve-se observar
gue ndo é recomendado ingerir mais que 400 pg de selénio diariamente, pois este
elemento é téxico e pode levar o individuo a ter selenoses (Dumont et al., 2006). Os
seguintes alimentos ricos em selénio sdo recomendados: castanha-do-para, salmao,
carne vermelha, peixes, brécolis, oleaginosas e cereais.

Com o decorrer do tempo, 0 selénio passou a ser empregado em estruturas
quimicas, formando assim os compostos organicos de selénio, que por sua vez,
tornaram-se alvos atrativos para farmacoterapia sintética (Moro et al., 2005) e devido

as suas promissoras atividades biologicas (Nogueira et al., 2004).

Compostos organicos de selénio

Os compostos organicos de selénio ao longo dos anos vém sendo alvo de
interesse em sintese organica em virtude da descoberta de suas aplicacdes
sintéticas e de suas propriedades farmacoldgicas e por apresentar menor toxicidade
em relacdo as espécies inorganicas (Nogueira et al., 2004; Fairweather-Tait et al.,
2010; Alehagen e Aaseth, 2015, Solovyev, 2015).Varios estudos tém relatado as
propriedades farmacolégicas do selénio, tais como atividade antidepressiva,
antioxidante, antifingica, antibacteriana, antinociceptiva e anti-inflamatéria (Victoria
et al.,, 2012; Martinez et al., 2015; Donato et al., 2015; Brod et al., 2016). Dentre

estes estudos, vale ressaltar a agao antinociceptiva (Savegnago et al., 2006; Briining
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et al., 2010; Bruning et al.,, 2014; Rosa et al.,, 2015) e a acdo anti-inflamatdria
(Nogueira et al., 2003; Jesse et al., 2009; Chagas et al., 2014).

E de grande interesse a busca por compostos que tenham um bom efeito
para a dor/nocicepc¢do os quais diminuam os efeitos adversos aos pacientes. Sendo
assim, nosso grupo de pesquisa e colaboradores tem grande interesse em estudar
compostos organicos de selénio para o tratamento da nocicepgcao. Dentre elas,
podemos destacar o composto m-trifluormetil-difenil disseleneto [(Mm-CF3-PhSe);]
(Figura 5), que em um estudo feito por Bruning et al (2014), mostrou atividade
antinociceptiva em camundongos. Foi possivel observar neste estudo que (m-CF3-
PhSe)2 (1- 50 mg/Kg, i.g.), assim como a morfina (substancia padréo nos testes de
nocicepc¢ao), reduziram o tempo de lambida induzido por glutamato (20 pmol/pata).
Além disso, foi possivel observar que os receptores HTia e 5-HTaanc estdo

envolvidos na atividade antinociceptiva do composto.
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Figura 5. Estrutura quimica do disseleneto de difenila m-triflourometil [(m-CF3-PhSe)2].

Outro composto organico de selénio com atividade antinociceptiva é o
disseleneto de difenila (Figura 6). Este composto é amplamente estudado por
apresentar atividade mimética a glutationa peroxidase (Meotti et al., 2004). Estudos
recentes demonstram que o disseleneto de difenila quando administrado por via
subcutanea ou pela via oral apresenta acao antinociceptiva e anti-inflamatoria tanto
em camundongos quanto em ratos (Zasso et al.,, 2005; Rocha et al.,, 2013). O
possivel mecanismo envolvido na ag¢do antinociceptiva do disseleneto de difenila
parece envolver a via glutamatérgica, adenosinérgica, canais de potassio, via do
oxido-nitrico/l-arginina e serotoninérgica (Savegnago et al., 2007). Além disso, o
disseleneto de difenila tem se apresentado como um bom agente antioxidante na

reducdo da peroxidacao lipidica (Posser et al., 2006).
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Figura 6. Estrutura quimica do disseleneto de difenila.

Derivados oxigenados de colesterol representam um grupo de biomoléculas
que tem recebido mais atencdo devido as suas bioatividades, tais como uma
possivel regulagcdo da homeostase do colesterol (Gill et al., 2008), citotoxicidade
(Vejux et al.,, 2008), e até mesmo atividades antitumorais e anti-leucémicas para
induzir apoptose (Ayala-Torres et al., 1999). A combinacdo destes derivados
oxigenados do colesterol e o selénio ndo sdo comuns e a sintese destes compostos
tem um grande potencial para a criagdo de um novo conjunto de moléculas com
aplicacdes biologicas. A partir deste contexto, o artigo publicado por Sari et al.,
(2014) traz o composto p-cloro-seleno-esteréide (PCS) (Figura 7), como um
promissor composto com atividade antinociceptiva.Neste estudo, foi possivel
verificar que o tratamento com PCS (10 mg/Kg, i.g.) reduziu as contorcOes
abdominais induzidas pelo acido acético (1,6%, intraperitoneal) em camundongos.
Além disso, o composto também teve a capacidade de diminuir o tempo de lambida
na fase neurogénica e inflamatoria, causada pela formalina (2,5%) intraplantar (i.pl.).
O PCS (10 mg/Kg, i.g.) reduziu o edema formado pela formalina. No teste de
inducdo a nocicepcao por glutamato, o PCS (10 mg/Kg, i.g.) reduziu o tempo de
lambida. Além disso, foi possivel observar que a atividade antinociceptiva deste
composto € através dos sistemas serotoninérgico e adenosinérgico (Sari et al.,
2014).

Figura 7. Estrutura quimica do p-cloro-seleno-esteroide (PCS).
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O Ebselen (Figura 8) é um composto multifuncional, que é capaz de catalisar
diversas reagcbes essenciais, visando a protecdo de componentes celulares aos
danos gerados por estresse oxidativo e radical livre (Antony e Bayse, 2011). Pode-
se encontrar na literatura a atividade antinociceptiva extensamente ja relatada do
ebselen, a qual é justificada pela capacidade que o composto possui em neutralizar
0 peroxinitrito e inibir a poteina quinase C, a 5-lipoxigenase e NOS (Parnham e Graf,
1987; Schewe, 1995; Walther et al., 1999; Mugesh et al., 2001) .

Aléem de desempenhar acdo antinociceptiva, o Ebselen é conhecido por
exercer funcdo anti-inflamatoéria, agindo através da neutralizacdo de enzimas
envolvidas com o desencadeamento da inflamacéo em diferentes tecidos, tais como
a inibicdo de algumas lipoxigenases, da prostaglandina H: sintase,da NOS, da

proteina quinase C (PKC), entre outras (Schewe, 1995; Takasago et al., 1997).

OO

Figura 8. Estrutura quimica do Ebselen.

Entre os medicamentos analgésicos existentes disponiveis para o alivio da
dor, os derivados de salicilatos, uma classe de farmacos antiinflamatérios néo-
esterodidais (AINES), € um dos mais amplamente utilizados. O composto 2-hidroxido-
5-selenocianato acido benzéico (Figura 9) € um composto organico de selénio
derivado do acido salicilico. No estudo feito por Chagas et al., (2014), avaliou a
atividade antinociceptiva do composto acido 2-hidroxi-5-selenocianato benzdico
administrado por via intra-gastrica em camundongos. Este estudo demonstra que o
acido 2-hidroxi-5-selenocianato benzoéico (50 mg/Kg, i.g.) diminui o tempo de
lambida induzido pela formalina nas duas fases (neurogénica e inflamatodria).
Paralelamente, este composto também reduziu o edema de pata induzido pela
formalina. O mesmo foi observado no teste do glutamato, no qual houve uma
reducdo no tempo de lambida quando o 2-hidroxi-5-selenocianato benzéico (50
mg/Kg, i.g.) foi administrado 30 min antes do teste.
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Figura 9. Estrutura quimica do 2-hidroxido -5-selenocianato acido benzdico.

Um estudo feito por Luchese et al., (2010) avalia a atividade antinociceptiva
do composto butilseleno fenilacetileno (Figura 10) no teste de nocicepg¢éo induzido
por formalina em camundongos. Este artigo relata que o composto butilseleno fenil
acetileno na dose de 10 mg/Kg (i.g.), causa uma inibicdo no tempo de lambida na
fase neurogénica. Além disso, o butilseleno fenilacetileno (25 mg/Kg, i.g.) inibiu o
tempo de lambida na fase inflamatéria e reduziu o edema formado pela injecédo de
formalina. O efeito antinociceptivo deste composto parece estar envolvido com o0s

sistemas serotoninérgico e adenosinérgico.
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Figura 10. Estrutura quimica do butilseleno fenilacetileno.

Os compostos da classe arilselenil-acetofenonas sédo compostos organicos de
selénio que possuem atividades biolégicas interessantes. Estudos tém demonstrado
gue a-(fenilseleno) acetofenona (PSAP) (Fig. 11) exibe atividade mimética a enzima
glutationa peroxidase (Nikolic, 2007), além de ter a capacidade de inibir tumor
induzido pela regulacdo promotora da comunicacdo intercelular entre as células
epiteliais do figado, através da juncdo GAP (juncdo comunicante) (Hu et al., 1995).
Um estudo realizado pelo nosso grupo de pesquisa, demonstra que o PSAP
administrado em altas doses (400 mg/Kg, por via intra-gastrica [i.g.]) ndo alterou os
niveis de TBARS (espécies reativas ao acido tiobarbiturico), a atividade das enzimas
delta-aminolevulinato desidratase (0-ALA-D) e catalase em camundongos. Outro
estudo realizado por nosso grupo de pesquisa demonstra que o tratamento agudo
com PSAP (1, 5, 10, 50, 200 mg/Kg, i.g.) e croénico (1, 10, 50, 200 mg/Kg, i.g.) ndo
causou genotoxicidade no ensaio com leucécitos de camundongos. O composto
apresentou efeito citotdxico no ensaio in vitro com células de ovarios de Hamister
chinés apenas a na concentracdo de 500 mM apos 24h de administragdo e em 250

e 500 mm apos 48 e 72h de administracdo (Casaril et al., 2015). Neste estudo
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também foi avaliado os testes bioquimicos toxicologicos de alanina aminotransferase
(ALT), aspartato aminotransferase (AST) e creatinina, confirmando que este
composto ndo apresenta toxicidade em camundongos (Casaril et al., 2015).

Segundo Gerzson et al. (2012), o PSAP possui a capacidade de reduzir o
tempo de imobilidade nos testes que induzem um estado tipo depressivo em
camundongos. Além disso, também foi demonstrado que o PSAP reduziu a
peroxidacdo lipidica e possui atividade de capturar radicais livres sintéticos em
testes antioxidantes in vitro. Sendo assim, os resultados deste artigo sugerem que 0
PSAP possui propriedades tipo antidepressiva e antioxidante. Este composto pode
ser um agente terapéutico promissor tanto para o tratamento de desordens
depressivas como para o tratamento da dor. Somando-se a isso, é de interesse
investigar outra classe de compostos organicos de selénio que obtenham uma
menor dose nos testes de nocicepcdo e que ndo apresentem toxicidade tanto em

testes in vitro quanto em testes ex vivo.

Figura 11. Estrutura quimica da a-(fenilseleno)acetofenona (PSAP).

Dor x Depresséao

Um complexo de comunicacdo entre o sistema imunologico e o SNC, foi
reportado, tendo a neuroinflamagédo como um mediador comum de comorbidade dor-
depressao (Walker et al., 2014). De acordo com o Manual Diagnostico e Estatistico
de Transtornos Mentais, quarta edicdo (DSM-1V), (APA, 2010), a dor ndo é um
sintoma de diagndéstico em transtorno de depressao maior. As queixas de dor estédo
incluidas apenas como caracteristicas associadas a depressdo. Evidéncias tém
sugerido que a dor e a depressdo podem operar dentro de areas similares do
cérebro que regulam tanto os componentes afetivos do humor, quanto os sintomas
de dor (Giesecke et al., 2005). Algumas das afirmativas de que a dor esta
relacionada com a depressao pode ser explicada biologicamente, em que a dor e
depressao parecem compartilhar caminhos e neurotransmissores comuns (Bair et
al., 2003). A natureza da relacdo entre depressdo e dor ainda € ndo esta bem
esclarecida. Algumas pesquisas indicam que existe uma relacdo causal entre os

dois (Fishbain et al., 1997). Outros sugerem que a depressdo e dor sao
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indistinguiveis e que a dor crénica € realmente uma forma de depresséo (Blumer e
Heilbronn, 1982).

A dor crénica e depressdo ocorrem com alta prevaléncia na populacdo em
geral (Arnow et al., 2006), sugerindo um mecanismo subjacente comum que pode
ser responsavel por tal agrupamento. Uma pesquisa indicou a inflamagdo como
denominador comum de dor e depressdo, que poderia ativar algumas vias que
podem desencadear a transi¢cdo de dor aguda induzida por inflamacdo a depresséo
e dor crbnica, levando a um "comportamento doentio” (Walker et al., 2014 ). De fato,
0 aumento das concentracdes plasmaticas de citocinas pro-inflamatérias, tais como
IL-6, tem sido observado em pacientes deprimidos e o aumento dos niveis de IL-1
e IL-6 foram encontrados no fluido cerebrospinal de pacientes com dor crénica
(Alexander et al., 2005; Sluzewski et al., 1996).

Trés teorias tém sido postuladas para explicar a relacdo entre dor e
depressao (Bair et al, 2003; Lepine e Briley, 2004). A primeira teoria sugere que a
dor é causada por depresséao (Leino e Magni, 1993; Pine et al., 1996; Larson et al.,
2004). A segunda teoria propde que a depressdo € causada pela dor (Nicassio e
Wallston, 1992; Dohrenwend et al., 1999; Patten, 2001). A terceira teoria sugere que
a depressao e dor podem interagir bidirecionalmente (Hotopf et al., 1998; Gureje,
2007).

Baseado no que foi exposto, a PSAP, como descrito anteriormente (Gerzson
et al., 2012), possui propriedades tipo antidepressivas. Sendo assim, a PSAP pode
ser um avanco promissor para o0 tratamento para o tratamento de desordens

depressivas e de dor, jA que ambas estédo interligadas.
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4 Manuscrito

Os resultados que fazem parte desta dissertacao estdo apresentados sob a
forma de manuscrito, o qual se encontra assim organizado. Os itens Materiais e
Métodos, Resultados, Discussdo dos Resultados e Referéncias Bibliograficas
encontram-se no proprio artigo.

O manuscrito se encontra nas normas da revista European Journal of

Pharmacology.
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Abstract

This study evaluated the antinociceptive action of a-(phenylalanyl) acetophenone (PSAP) in
mice. In addition, it was assessed whether serotonergic, adrenergic and dopaminergic systems
are involved in PSAP antinociceptive activity. PSAP was administered by intragastric route
(.9.) 30 min prior to formalin or glutamate test and compared with standard drug, meloxicam
(10 mg/kg, i.g.). The treatment with PSAP (10 - 50 mg/kg, i.g.) caused inhibition in
neurogenic phase and reduced the paw oedema formation caused by intraplantar (i.pl.)
injection of formalin. PSAP (1 - 50 mg/kg, i.g.) decrease the nociceptive response in the
inflammatory phase in the formalin test. The licking and biting behavior triggered by
glutamate was reduced by PSAP (0.1 - 50 mg/kg, i.g.). The antinociceptive effect of PSAP (1
mg/kg, i.g.) was abolished when the animals were pretreated with prasozin (receptor
antagonist ay adrenergic, 0.15 mg/kg, intraperitoneally [i.p.]), yohimbine (receptor antagonist,
a2 adrenergic, 1 mg/kg, i.p.) and sulpiride (antagonist of dopamine D2 and D3, 5 mg/kg, i.p.).
By contrast, the antinociceptive effect of PSAP (1 mg/kg, i.g.) was not abolished by
WAY100635 (selective antagonist of serotonergic 5HTi,, 0.7 mg/kg, i.p.), ketanserin
(selective antagonist of serotonergic SHTzanc, 0.3 mg/kg, i.p.), ondansetron (selective
antagonist of serotonergic 5HTs, 0.5 mg/kg, i.p.) and SCH23390 (D1 dopamine receptor
antagonist, 0.05 mg/kg, i.p.) in the glutamate test. No change in the locomotor activity was
observed in the animals treated with PSAP and/or antagonists in the open field test. Therefore,
these results showed the antinociceptive activity of the PSAP in formalin and glutamate tests
and the involvement of dopaminergic and adrenergic systems in the antinociceptive action of
this compound.

Keywords: selenium, organoselenium, mice, glutamate, formalin, nociception.
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1. Introduction

The feeling of pain is a condition that affects daily, thousands of people around the world.
The pain is defined second International Association for the Study of Pain (IASP) as “an
unpleasant sensory and emotional experience associated with actual or potential tissue
damage, or described in terms of such damage” (IASP 1994). Pain typically involves a
noxious stimulus or event that activates nociceptors in the body’s tissues that convey signals
to the central nervous system where they are processed and generate multiple responses
(Ossipov, 2010; Scholz e Woolf, 2010). There is no completely efficient treatment to this
condition, which does not leads to side effects.

Our research group and collaborators have much attention to organoselenium compounds.
These compounds have become promising drugs since many pharmacological effects were
presented (Martinez et al., 2015; Brod et al., 2015). Among these actions it is highlighted the
nociceptive and anti-inflammatory effect (Savegnago et al., 2007; Luchese et al., 2010;
Brining et al., 2014; Donato et al., 2015). However, these compounds have been described as
effective in relatively high doses, which becomes a problem depending on toxicity. Moreover,
it is important to note that this compound often do not have a simple synthesis and in good
yield and are used solvents that pollute the environment. Therefore, the search for organic
compounds of selenium that is associated with a good yield and using chemical clean for their
synthesis has been highlighted.

Among the organoselenium compounds, arylselenylacetophenones are a class that has a
number of interesting biological activities. Studies have shown that a-(phenylalanyl)
acetophenone (PSAP) exhibits glutathione peroxidase-like activity (Cotgreave et al., 1992;
Nikolic, 2006) and have the capacity to inhibit tumor promoter-induced down regulation of
intercellular communication between liver epithelial cells, via gap junction (Hu et al., 1995).
Previous study by our research group, demonstrated that oral administration of high doses
PSAP (400 mg/kg, i.g.) ex vivo did not alter the levels of thiobarbituric acid reactive
substances (TBARS), 6 -aminolevulinate dehydratase (3-ALA-D) and catalase activities, this
indicates that the PSAP at high doses does not cause acute toxicity in mice. In this regard, in
the same study was investigated the antioxidant activity of PSAP and this compound was
presented good results in the free radicals scavenging activity and protected against lipid
peroxidation (Gerzson et al., 2012). According Casaril et al., 2015, PSAP has no toxicity in
toxicological tests such as aspartate aminotransferase (AST) and alanine aminotransferase

(ALT), sticks are not genotoxic in the comet assay.
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Therefore, the aim of this study was to assess the antinociceptive activity of PSAP in
formalin and glutamate tests and the contribution of noradrenergic, dopaminergic and
serotonergic systems in the antinociceptive effect this compound.

2. Materials and methods

Animals
The experiments were conducted using male adult Swiss mice (25 - 35g) from our
own breeding colony. The animals were kept in a separate animal room, on a 12 h light/dark
cycle with lights on at 7:00 a.m., at room temperature (22 £ 1 °C) with free access to water
and food. All experimental procedures were conducted in accordance to the guidelines of the
Committee of Ethics in Research of the Federal University of Pelotas, Brazil (3301-2015). All
efforts were made to minimize animal suffering and to reduce the number of animals used in

the experiments.

Drugs

The compound a-(Phenylselanyl) acetophenone (PSAP, Fig. 1) was prepared and
characterized at the Laboratory of Clean Organic Synthesis (LASOL) according to the method
described by Victoria et al. (2009). An analysis of the *H NMR and **C NMR spectra showed
analytical and spectroscopic data in full agreement with their assigned structures. PSAP was
dissolved in canola oil. WAY100635, ketanserin, ondansetron, sulpiride, SCH23390,
yohimbine and prasozin were obtained from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) and were
dissolved in saline solution (0.9%). The formalin solution (0.92% of formaldehyde) was
dissolved in saline solution (0.9%) and the sodium L- glutamate 1- hydrate (20 pmol) was
dissolved in distilled water.All the other chemicals were obtained of the highest available

commercial grade.

[Insert Figure 1 here]

Chemical models of nociception
Nociception and paw oedema induced by formalin
The formalin test was carried out as described by Hunskaar and Hole (1987). Animals
received 20 pl of 2.5% formalin solution (0.92% of formaldehyde), injected intraplantarlly
(i.pl.) in the ventral right hind paw. Animals were treated with PSAP by intragastric route (0.1
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- 50 mg/kg, 1.g.), vehicle (canola oil, 10 ml/kg, i.g.) or standard drug, meloxicam (10 mg/kg,
1.0.) (Aguirre-Bafiuelos and Granados- Soto, 2000; Fleischmann et al., 2002), 30 min before
the formalin administration. The dose of meloxicam was chosen according to the lowest dose
of compound with effect in all the tests made.

PSAP (0.1 - 50 mg/kg, i.g.) was administered 30 min before the animal was subjected
to the tests, given the literary data showing that organoselenium compounds have a time of
action beginning approximately 30 minutes (Gerzson et al., 2012). After formalin injection,
the animals were observed from 0 to 5 min (first phase, neurogenic phase) and 15 - 30 min
(second phase, inflammatory phase) and the time spent licking and biting the injected paw
was recorded with a chronometer and considered as indicative of nociception (Fig. 2).

Group (1) received canola oil (10 ml/kg, i.9.);
Groups (2, 3, 4, 5) received PSAP (0.1 - 50 mg/Kkg, i.g.), 30 min before the test respectively;
Group (6) received meloxicam (10 mg/kg, i.g.) 30 min before the formalin.

In order to asses if PSAP inhibit oedema associated with inflammatory pain, paw
oedema was measured by comparing the difference between the weight of the formalin-
treated paw and the weight of the contra lateral paw treated with saline solution. For this
purpose, animals were euthanized 30 min after formalin injection and both paws were cut at
the ankle joint and immediately weighed on an analytical balance (Santos and Calixto, 1997).

[Insert Figure 2 here]

Nociception induced by glutamate

The glutamate-induced nociception test investigates if PSAP has antinociceptive effect
(Fig. 3). The procedure used was similar to that of described previously (Beirith et al., 2002).
Mice were treated with the PSAP (0.1 - 50 mg/kg, i.g.) or vehicle (canola oil, 10 ml/kg, i.g.)
30 min before injection of sodium L- glutamate 1- hydrate (20 umol, 20 pl/paw, i.pl.) on the
ventral right hind paw. Mice were observed individually for 15 min following glutamate
injection and the amount of time spent licking and biting the injected paw was recorded and
was considered as a nociceptive behavior. Meloxicam (10 mg/kg, i.g.), given 30 min before
the test, was used with standard drug in this model.
Group (1) received canola oil (10 ml/kg, i.9.);
Groups (2, 3, 4, 5) received PSAP (0.1 - 50 mg/kg, i.g.), 30 min before the test respectively;
Group (6) received meloxicam (10 mg/kg, i.g.) 30 min before the glutamate.

[Insert Figure 3 here]
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Analysis of possible mechanism of action of PSAP

In the order to address of the mechanism involved in the PSAP antinociceptive action,
distinct groups of animals were pretreated with different classes of drugs. So that, the
glutamate test was used to all tested mechanisms, because its rapid onset, short duration and
the involvement of peripheral and spinal and sites of action (Beirith et al., 2002).

The antagonists were dissolved in saline solution (0.9%) (vehicle) and administered by
an intraperitoneal (i.p.) route in a single dose. Fifteen minutes after the antagonists was
administered PSAP (1 mg/kg, i.g.) or vehicle. It was chosen for this test the lowest dose of
PSAP (1 mg/kg, i.g.), which has antinociceptive activity in both the formalin and glutamate
tests. Thirty minutes later, mice performed the open field test (see Section 2.5), to assess if the
interaction between drug and PSAP could cause any alterations in the locomotor. All the
antagonists were used at subeffetive doses as previously reported (Santos et al., 2005; Lopes
et al., 2009)

Involvement of dopaminergic system
To evaluate the possible contribution of the dopaminergic system in the
antinociceptive action of PSAP, animals were pretreated with SCH23390 (0.05 mg/kg, i.p., a
selective antagonist at dopamine D: receptor), sulpiride (5 mg/kg, i.p., an antagonist at
dopamine D2 and D3 receptors), or vehicle (saline solution).

Involvement of noradrenergic system
To investigate the role played by the alfa-adrenergic system in the antinociceptive
effect caused by PSAP on the glutamate test, mice were pretreated with prazosin (0.15 mg/kg,
i.p., a1- adrenoreceptor antagonist) or yohimbine (1 mg/kg, i.p., az-adrenoreceptor antagonist)

or vehicle (saline solution).

Involvement of serotoninergic system
In an effort to assess the participation of the serotonergic system in the antinociceptive
action of PSAP was investigated using WAY 100635 (0.7 mg/kg, i.p., a selective antagonist at
5-HT1a receptor), ketanserin (0.3mg/kg, i.p., a selective antagonist at 5-HT2a/2c receptors) and
ondansentron (0.5mg/kg, i.p., a selective antagonista5-HTs receptor) or respective vehicle

(saline solution).

Open field test
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Spontaneous locomotor (number of segments crossed with the four paws) behaviours
were assessed using the open-field test. The open-field was made of plywood and surrounded
by walls 30 cm in height. The floor of the open-field was divided by masking tape markers
into 9 squares (3 rows of 3), 45 cm in length and 45 cm in width. Animals were evaluated 30
min after vehicle or PSAP (0.01 - 50 mg/kg, i.g.) or 45 min after the antagonists,
WAY100635 (0.7 mg/kg, i.p.), ketanserin (0.3 mg/kg, i.p.), ondansentron (0.5 mg/kg, i.p.),
SCH23390 (0.05 mg/kg, i.p.), sulpiride (5 mg/kg, i.p.), prazosin (0.15 mg/kg, i.p.) and
yohimbine (1 mg/kg, i.p) administration. Each animal was placed individually at the center of
the apparatus and observed for 6 min to record the locomotor (number of segments crossed
with the four paws) (Walsh and Cummins, 1976).

Statistical analysis

All experiments results are given as themean + standard error of the mean (S.E.M.).
The results obtained the behaviour nociceptive tests were statistically analyzed by one-way
ANOVA and, when appropriate subjected to the consecutive application of post hoc
Newman—Keul’s test. The information related to the involvement of different systems in the
antinociceptive action caused by PSAP (antagonists x PSAP) were evaluated by two-way
ANOVA and, if proper, followed by the post hoc Newman—Keuls test. A value of P < 0.05
was considered significant. All the results were assess using “GraphPad Software” (GraphPad
Software, San Diego, CA) and are reported as median effective dose accompanied by their

respective 95% confidence limits

3. Results

Effect of PSAP on animal model of nociception
3.1.1. Nociception and paw oedema induced by formalin

The effect of PSAP (0.1 - 50 mg/kg, i.g.) on the time spent licking and biting the
formalin-injected paw during the neurogenic (0 - 5 min) and inflammatory (15 - 30 min)
phases are depicted in Fig. 4A and 4B, respectively. On the first phase (neurogenic) (Fig. 4A)
PSAP at doses of 10 and 50 mg/kg produced a significant inhibition of the licking and biting
51.4% and 86% respectively, behaviour in the formalin test, the same was observed to
meloxicam at dose of 10 mg/kg (inhibit 31.77%).

On the second phase PSAP at doses of 1, 10, 50 mg/kg inhibit the licking and biting
time, 98 - 100% respectively (inflammatory phase) (P < 0.001) in the formalin test (Fig. 4B).



47

This decrease in licking and biting time was also observed for meloxicam (inhibit 52%)
(standard drug, 10 mg/kg).

In the Fig 4C, PSAP at doses of 10 and 50 mg/kg, effectively inhibited the mice paw
oedema formation by i.pl. injection of formalin. However, meloxicam (10 mg/kg, i.g.) was

not effective in inhibition to paw oedema.

[Insert Figure 4 here]

3.1.2 Nociception induced by glutamate

Results presented in Fig. 5 show that PSAP (0.01 - 50 mg/kg, i.g.) and meloxicam (10
mg/Kkg, i.g.) produced a significant reduction of the licking behaviour induced by glutamate
I.pl. injected. According to this result, there was in a significant inhibition of glutamate-
induced nociception from the dose of PSAP (0.1 mg/kg, i.g.) inhibitory effect of 23.33% up to
a dose of PSAP (50 mg/kg, i.g.) inhibitory effect of 100%. This reduction in paw licking and
biting time was also observed in standard drug, meloxicam (10 mg/kg, i.g.) inhibitory effect
of 50%.

[Insert Figure 5 here]

Analyses of possible antinociceptive mechanism of PSAP action
Involvement of dopaminergic system

Results illustrated in Fig. 6A show that the pretreatment of mice with SCH23390 (0.05
mg/Kkg, i.p., a selective antagonist at dopamine D1 receptor) was not effective in blocking the
antinociceptive effect of PSAP (1 mg/kg, i.g.) in glutamate test. The two-way ANOVA
revealed a significant main effect of PSAP (1 mg/kg, i.g.) [F128= 257.39, P < 0.0001], but did
not reveal effect in SCH23390 (0.05 mg/kg, i.p.) [F128= 1.93, P = 0.1753] and SCH23390 x
PSAP interaction [F1.28= 0.28, P = 0.6026].

Pretreatment of mice with sulpiride (5 mg/kg, i.p., an antagonist at dopamine D, and
D3 receptors) reduced the antinociceptive effect caused by PSAP administration in the
glutamate test (Fig. 6B). The two-way ANOVA of data demonstrated significant main effects
caused by systemic treatment of animals with PSAP (1 mg/kg, i.g.) [F1,30=93.53, P < 0.0001],
PSAP x sulpiride interaction [Fi3 = 16.93, P = 0.0003] but not sulpiride (5 mg/kg, i.p.)
[F1,30=0.34, P = 0.5615].

[Insert Figure 6 here]
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Involvement of noradrenergic system

Fig. 7A show that pretreatment of mice with prazosin (0.15 mg/kg, i.p., an a1-Selective
antagonist), given 15 min beforehand, blocked the antinociception caused by PSAP (1 mg/kg,
I.9.) in glutamate induced-licking and biting in mice. The two-way ANOVA of data
demonstrated significant main effects caused by systemic treatment of animals with PSAP (1
mg/kg, i.9.) [F124 = 25.20, P < 0.0001] and a PSAP x prasozin interaction [F124 = 4.96, P =
0.0355], but not prasozin pretreatment [F124 = 5.05, P = 0.0340] in the glutamate induced-
licking and biting in mice.

The results in Fig. 7B show that the pretreatment of mice with yohimbine (1 mg/kg,
i.p., an op-selective antagonist) also blocked effect caused by PSAP (1 mg/kg, i.g.) in the
glutamate test. Two-way ANOVA revealed significant main effects of PSAP (1 mg/kg, i.g.)
[F122 = 59.35, P < 0.0001), PSAP x yohimbine (1 mg/kg, i.p.) interaction [F12, = 15.62, P =
0.0007], but not yohimbine alone (1 mg/kg, i.p.) [F1,22 = 7.05, P = 0.0145].

[Insert Figure 7 here]

Involvement of serotoninergic system
The results depicted in Fig. 8 shows pretreatment with WAY 100635 (0.7 mg/kg, i.p., a
selective antagonist at 5-HT1a receptor), ketanserin (0.3 mg/kg, i.p., a selective antagonist at
5-HT2a/2c receptors) and ondansentron (0.5 mg/kg, i.p., a selective antagonista5-HT3 receptor)
did not reverse the antinociceptive effect caused by PSAP (1 mg/kg, i.g.) in the glutamate test.
Two-way ANOVA revealed a significant main effect of PSAP (1 mg/kg, i.9.) [F128 =41.41, P
< 0.0001], but not of WAY100635 (0.7 mg/kg, i.p.) [F128 =0.17, P = 0.680] an of PSAP x
WAY 100635 interaction [F12¢ = 0.09, P = 0.762]. Likewise, the two-way ANOVA of data
showed a significant main effect of PSAP (1 mg/kg, i.g.) [F120 = 94.31; P < 0.0001], but did
not show of ketanserin (0.3 mg/kg, i.p) [Fi120 = 0.49, P = 0.488] and PSAP x ketanserin
interaction [F1,29 = 1.17, P = 0.288] (Fig. 8B).
The two-way ANOVA revealed a significant main effect of PSAP (1 mg/kg, i.9.) [Fy,
31 = 55.16, P < 0.0001] but did not present of ondansetron (0.5mg/kg, i.p.) [F1, 31 =0.19, P =
0.668] and PSAP x ondansetron interaction [F13: =0.03, P = 0.869] (Fig. 8C).

[Insert Figure 8 here]
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3.3. Open Field
Treatment of mice with PSAP (0.01 - 50 mg/kg, i.g.) administered 30 min before the
open field test did not cause any significant change in the number of crossings when
compared to control (Table 1). In the table 2, the statistic one-way ANOVA revealed no
significant effect for antagonists and antagonists x PSAP interaction, to number of crossings
in the open field test.
[Insert Table 1 here]
[Insert Table 2 here]

4. Discussion

In this study we extended our results on antinociceptive action of PSAP and provided
behavioural evidence for the involvement of dopaminergic, noradrenergic and serotoninergic
system in this action. The administration of PSAP reduced the nociceptive response induced
by glutamate and formalin injection (i.pl.) and antagonists (dopaminergic and noradrenergic)
blocked the effect of PSAP.

Pain is a debilitating condition which affects thousands of people every day, and even
with the wide range of analgesic drugs available on the market, there is still not drug that
provides a completely effective treatment without causing the onset of adverse effects
(Mendell and Sahenk, 2003). It is therefore of great importance to search for new drugs, safe
and effective, which may be used to treat pain and inflammation.

In this study, at the lowest dose tested, PSAP (0.1 mg/kg, i.g.) already had a
significant antinociceptive effect in glutamate test. PSAP when compared then other
organoselenium compunds compared presented effect at low doses, such as, p-methoxyl-
diphenyl diselenide (10 mg/kg, i.g.) (Jesse et al., 2009), 2-hydroxyl-5-selenocyanatobenzoic
acid (50 mg/kg, i.g.) (Chagas et al., 2014), 3-alkynyl selenophene (5 - 50 mg/kg, i.g.)
(Wilhelm et al., 2009), p-chloro-selenosteroid (10 mg/kg, i.g.) (Sari et al., 2014), bis selenide
(5 - 50 mg/kg, i.g.) (Jesse et al., 2009) and bis(4-methylbenzoyl) diselenide (EDso of
28.7 mg/kg, i.g.) (Donato et al., 2015). Regarding these data, the PSP (0.1 mg / kg, e.g.) has
the more low effective dose, compared to other organoselenium compounds in nociception
test induced by glutamate in mice.

Glutamate is the major excitatory amino acid neurotransmitter present in the central
nervous system, where it participates in a great diversity of biological functions, such as

learning and memory, neurodegenerative diseases and neuronal death. Apart from these
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actions, glutamate is found in sensory C fibres where it is believed to play a relevant role in
transmission of nociceptive mechanisms at the spinal cord (Hudspith, 1997). According
Beirith et al., (2002), nociception induced by glutamate causes releases of NO inflammatory
mediators and neuropeptides involved in the transmission of pain.

Based on what was discussed, the results of this study demonstrated that PSAP (0.1 -
50 mg/kg, i.g.) reduce the licking and biting time in nociception test induced by glutamate.
Thus, as noted, the compound PSAP has a possible interaction with the glutamatergic system.
An important observation is that PSAP at any dose did not alter the locomotion activity in the
open field test. The effects of PSAP were evaluated in the open field test, a classical animal
model used to evaluate the autonomic effects of drugs and the general activity of the animals
(Walsh and Cummins, 1976). Therefore the compound and the antagonists did not induce
non-specific locomotor disturbances, discarding possible false-positive responses in the
behavioural tests.

Another test performed in this study was the induction of nociception induced by
formalin. According Goncalves et al. (2008) formalin-induced pain model evaluates two
distinct phases: the first phase which produces an intense stimulation of nociceptor, thus,
mediates this phase of acute pain (Le Bars et al., 2001). In the second phase, there is the
release of pro-inflammatory mediators such as histamine, prostaglandins and leukotrienes,
and this can be seen by a local oedema and hyperalgesia (Capuano et al., 2009; Santos et al.,
2005). The results also indicate that PSAP at low doses, elicited a reduction of the formalin
induced nociceptive behaviour in both phases neurogenic and inflammatory, as well as
prevented the paw oedema.

PSAP (10 - 50 mg/kg, i.g.) reduced the licking and biting time neurogenic phase in
nociception induced by formalin. The same was observed with standard drug, meloxicam (10
mg/kg, i.g.). This can be related to the fact that the meloxicam is a nonsteroidal anti-
inflammatory drug (NSAID) and the mechanism of action was inhibiting the biosynthesis of
prostaglandins. Thus, just as in the inflammatory phase is the presence of inflammatory
mediators; meloxicam has higher activity in the second phase of the formalin test (Shibata et
al., 1989). Regarding the inflammatory phase, PSAP was effective in reducing the licking and
biting time at the doses of 1 - 50 mg/kg, when compared with the control, acting similarly to
meloxicam. PSAP (10 - 50 mg/kg, i.g.) are also able to reduce paw oedema formalin-induced,
but this effect is not observed in standard drug. Meloxicam has not activity in reducing
oedema formation induced by formalin, in this study; maybe this has occurred due to the low
dose of meloxicam used (Aguirre-Bafiuelos and Granados-Soto, 2000).
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Previous studies from our research group showed that the PSAP has antidepressant-
like effect. This study evaluated the effect of PSAP on mice in a tail suspension test (TST)
and forced swimming test (FST). Gerzson et al., (2012) showed the PSAP (5 - 10 mg/kg, i.g.)
had the ability to reduce the immobility time in these tests, meaning that this compound has
antidepressant-like activity. To assess the in vitro antioxidant properties, PSAP was evaluated
in four test systems: 1,1-Diphenyl-2-picryl-hydrazyl (DPPH) and 2,2-Azinobis-3-ethyl-
benzothiazoline-6-sulfonic acid (ABTS) radical scavenging activity, ferric ion reducing
antioxidant power (FRAP) and inhibition of lipid peroxidation. PSAP (100 - 500 uM) showed
potent antioxidant activity and protected against lipid peroxidation (Gerzson et al., 2012).

Another study realized for our research group investigated the in vitro toxicity of PSAP in
Chinese Hamster ovary cells (through MTT assay) and analysed its genotoxicity using the
comet assay in mice leukocytes after acute or chronic treatments, alongside with biochemical
analyses. The results demonstrate that the oral administration of PSAP in acute (1, 5, 10, 50,
200 mg/kg) and chronic (1, 10, 50, 200 mg/kg) doses did not cause genotoxicity. The
compound presented cytotoxic effect in the MTT assay just at 500 uM after 24h of
administration and at 250 and 500 uM after 48 and 72h of administration. According to
biochemical analysis, PSAP presented a minor toxic effect by altering 3-ALA-D activity in
liver and catalase activity in kidney at the highest tested concentration. Taking together, these
data indicate that PSAP has low toxic effects after chronic administration in mice. Moreover,
it was performed aspartate aminotransferase (AST) and alanine aminotransferase (ALT) test
in liver, kidney and brain of mice given chronic treatment. The plasmatic levels of AST and
ALT were not altered by the oral administration ofPSAP at 1, 10, 50 or 200 mg/kg (Casaril et
al., 2015).

It was also investigated the possible involvement of the descending inhibitory
pathways, serotoninergic, noradrenergic and dopaminergic, in the antinociceptive effect of
PSAP. Studies have reported that the spinal serotonergic system may suppress in coming
noxious in put to the spinal cord and inhibit pain transmission, high lighting its role in the
modulation of pain and nociception (Millan, 2002). Accordingly, it is well postulated that the
activation of spinal serotonergic subtype receptors 5- HT1a, 5-HT2a and 5-HT3 produces
antinociception (Bardin et al., 2000). None of the serotonergic antagonists tested was effective
to abolish the antinociceptive action of PSAP, suggesting that PSAP action is not related to an
interaction with serotoninergic system.

In parallel with the serotoninergic system, involvement of the noradrenergic system is

also suggested in the pathophysiology of nociception. In the spinal cord, norepinephrine
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released from descending pathways suppresses pain by its inhibitory action on op-
adrenoceptors on the central terminals of primary afferent nociceptors (presynaptic
inhibition), by direct az-adrenergic action on pain-relay neurons (postsynaptic inhibition), and
by as-adrenoceptor-mediated activation of inhibitory interneurons. The noradrenergic pain
modulatory system interacts with other neurotransmitter systems at the level of spinal cord,
including opioid, GABA, serotonin and adenosine (Pertovaara, 2006). This study has been
possible to observe that the adrenergic antagonists with prazosin (ai- adrenoreceptor
antagonist) and yohimbine (az-adrenoreceptor antagonist) blocked the analgesic effect of the
PSAP. These results suggest the involvement of adrenergic a1 and o2 receptors in the PSAP
action to reduce the nociception induced by glutamate.

The dopaminergic system seems to be related to nociception control in some models
of pain (Zarrindast et al., 1999; Hagelberg et al., 2003). It is believed that when a harmful
stimulation occurs, suggesting augmentation in the activity of descending dopaminergic
pathways there having an increase in dopamine “turnover” in specific nervous system regions
(Millan, 2002). Even though some studies confirm the involvement of this system in the
antinociception, contradictory data have been reported. Whereas the stimulation of Di-like
(D1/Ds) receptors (an excitatory G-protein coupled receptor), an increasing in the neuronal
activity and the activation of D2-like (D2/D3/Das) receptors (an inhibitory G-protein coupled
receptor), results in the opposite, leads to an inhibition of neuronal activity. Both events
directly influence the transmission of stimulus (Sheng et al., 2009). Additionally, some
studies also indicate that both kinds of receptors are simultaneously implicated in modulation
of nociceptive effects under different conditions of pain (Altier and Stewart, 1998; Lopez-
Avila et al., 2004). This divergence among the studies may be due to varied experimental
conditions and procedures, animal models used, as well as the brain areas investigated (Altier
and Stewart, 1999). Pretreatment with SCH23390 (a selective antagonist at dopamine D;
receptor) do not abolish the PSAP antinociceptive action and sulpiride (anantagonist at
dopamine D2 and Ds receptors) reversed the PSAP antinociceptive effect, suggesting the
involvement of the dopaminergic receptors D2 and D3 in this action.

In conclusion, the results of this study show that the PSAP has antinociceptive effect
on nociception induction tests (the formalin and glutamate tests). The PSAP have ability in
reduced the paw oedema formed by formalin. Also this compound does not cause changes in
locomotor activity of animals. It was demonstrated the noradrenergic and dopaminergic

system contribution in antinociceptive action to PSAP. Further studies will allow
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understanding the exact mechanisms involved in the PSAP action and support its beneficial

role in treatment of pain.
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Legends

Figure 1. Chemical structure of a-(phenylselanyl) acetophenone (PSAP).

Figure 2. Experimental protocol of nociception induced by formalin test in mice and possible
reversal of the same by the administration of PSAP. Neurogenic phase (0 - 5 min) comprises
nociception process, while the inflammatory phase (15 - 30 min) comprises the process of
activation of inflammatory cascades in response to a noxious stimulus. Abbreviations: i.g. =
intragastric; i.pl. = intraplantar; PSAP = a-(phenylselanyl) acetophenone).

Figure 3. Experimental protocol of nociception induced by glutamate test in mice and
possible reversal of the same by the administration of PSAP. Abbreviations: i.g. =
intragastric; i.pl. = intraplantar; PSAP = a-(phenylselanyl) acetophenone).

Figure 4. Effect of PSAP on licking and biting behavior induced by formalin in mice. (A)
Neurogenic, first (0 - 5 min) phase and (B) inflammatory, second (15 - 30 min) phase of the
formalin test. (C) Effect of PSAP on the paw oedema. Each column represents the mean +
S.E.M. Abbreviations: (C) Control indicates animals treated with canola oil and (M) indicates
animals treated with the standard drug, meloxicam (10 mg/kg, i.g.; 60 min of treatment).
Asterisks denote significance levels when compared to the control group (one-way ANOVA
followed by the Newman—Keuls' test). (**) P < 0.01 and (***) P < 0.001.

Figure 5. Effect of PSAP on licking and biting behavior induced by glutamate in mice. Mice
were treated with PSAP at doses 0.01 - 50 mg/kg (i.g.) 30 min before the glutamate test. Each
column represents the mean + S.E.M. Abbreviations:(C) Control indicates animals treated
with canola oil and (M) indicates animals treated with the standard drug, meloxicam (10
mg/kg, i.g.; 60 min of treatment). Asterisks denote significance levels when compared to the
control group (one-way ANOVA followed by the Newman—Keuls' test). (*) P < 0.05 and
(***) P < 0.001.

Figure 6. Effect of pretreatment of mice with (A) SCH23390 (0.05 mg/kg, i.p.) and (B)
sulpiride (5 mg/kg, i.p.) in the antinociceptive effect of PSAP (1 mg/kg, i.g.) against the
glutamate-induced paw licking and biting. Each column represents to mean = S.E.M.
Statistical analysis was performed by two-way ANOVA followed by Student Newman-Keuls'
test. (***) P < 0.001 as compared with the vehicle treated (control). (#) P < 0.05 compared to
PSAP pretreated with vehicle.

Figure 7. Effect of pretreatment of mice with (A) prasozin (0.15 mg/kg, i.p.) or (B)
yohimbine (1 mg/kg, i.p.) in the antinociceptive effect of PSAP (1 mg/kg, i.g.) against the
glutamate-induced paw licking and biting. Each column represents to mean + S.E.M.
Statistical analysis was performed by two-way ANOVA followed by Student Newman-Keuls'
test. (***) P < 0.001 as compared with the vehicle treated (control). (#) P < 0.05 compared to
PSAP pretreated with vehicle.



59

Figure 8. Effect of pretreatment of mice with (A) WAY100635 (0.7 mg/kg, i.p.), (B)
ketanserin (0.3 mg/kg, i.p.) or (C) ondansetron (0.5 mg/kg, i.p.) in the antinociceptive effect
of PSAP (1 mg/kg, i.g.) against the glutamate-induced paw licking and biting. Each column
represents to mean * S.E.M. Statistical analysis was performed by two-way ANOVA
followed by Student Newman—Keuls' test. (***) P < 0.001 as compared with the vehicle
treated (control).
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Figure 4
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Table 1. Effect of administration of PSAP (0.01 - 50 mg/kg, i.g.) administered in mice 30
min before the open field test in mice.

Experimental groups Number of
crossings
Control (Canola oil) 88.00 £2.78
PSAP (0.01 mg/kg) 103.55+7.73
PSAP (0.1 mg/kg) 88.82 +5.13
PSAP (1 mg/kg) 87.38 +7.57
PSAP (10 mg/kg) 62.00 £5.92
PSAP (50 mg/kqg) 62.25 + 0.07

The effect of treatment with PSAP 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.



69

Table 2. Effect of administration of PSAP and antagonists on behavior parameter in the open

field test in mice.

Experimental groups Number of
crossings
Vehicle (saline 0.9%) 87.14 £ 8.63
PSAP (1mg/kg) 89.23 £5.25
WAY 100635 (0.7 mg/kg) 116.3+ 11.30
WAY100635 + PSAP 91.50 £ 11.20
Vehicle (saline 0.9%) 87.14 + 8.63
PSAP (1mg/kg) 89.23 £5.25
Ketanserin (0.3 mg/kg) 106.0 £ 9.80
Ketanserin + PSAP 90.86 + 6.36
Vehicle (saline 0.9%) 87.14 + 8.63
PSAP (1mg/kg) 89.23 +5.25
Ondansetron (0.5 mg/kg) 116.3+6.71
Ondansetron + PSAP 9543 +12.18
Vehicle (saline 0.9%) 98.57 + 13.07
PSAP (1mg/kg) 86.29 + 11.84
SCH23390 (0.05 mg/kg) 63.83 + 7.80
SCH23390 + PSAP 63.00 £ 4.789
Vehicle (saline 0.9%) 98.57 + 13.07
PSAP (1mg/kg) 86.29 + 11.84
Sulpiride (5 mg/kg) 97.75+£9.77
Sulpiride + PSAP 85.75+8.11
Vehicle (saline 0.9%) 103.6 + 6.67
PSAP (1mg/kg) 96.00 £ 6.29
Prasozin (0.15 mg/kg) 120.3£6.78
Prasozin + PSAP 106.8 + 5.85
Vehicle (saline 0.9%) 103.6 £ 6.67
PSAP (1mg/kg) 96.00 £ 6.29
Yohimbine (1 mg/kg) 84.63 +6.53
Yohimbine + PSAP 82.17 +4.62

The effect of treatment with PSAP 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.
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5 Conclusao

v/

Baseado no que foi apresentado a PSAP teve a capacidade de reduzir a
nocicepcao induzida através da injecdo tanto de formalina quanto de
glutamato em diferentes doses testadas;

O PSAP reduziu o tempo de lambida no teste de nocicepgao induzido por
formalina, assim como reduziu a formacdo de edema. Isto sugere que
este composto apresenta atividade antinociceptiva e antiinflamatoria;

Além disso, o PSAP também reduziu a nocicep¢do induzida por
glutamato, mais um fator que indica que este composto apresenta
atividade antinociceptiva,

Neste estudo foi possivel identificar que a atividade antinociceptiva do
PSAP pode estar envolvida com os sistemas noradrenérgicos e
dopaminérgicos;

O PSAP e a interacdo entre o composto e 0s antagonistas nao alteraram
a atividade locomotora no teste do campo aberto, descartando qualquer

resposta falso-positiva nos testes comportamentais.
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6 Perspectivas

Mais estudos de nocicepcdo serdo investigados, para melhor compreender os
mecanismos envolvidos na atividade antinociceptiva do PSAP. Estudo de
nocicepcgdo induzida por agente térmico através do ensaio da placa quente e da
imersdo da cauda. Estimulos induzidos por agentes mecéanicos, como o teste de
Von-Frey. Objetivando investigar os mecanismos envolvidos com a atividade
antiinflamatéria do PSAP, serdo testados diferentes indutores de inflamag&o, como

por exemplo, a carragenina, o cinamaldeido, o TNF-a, entre outros.
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