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Resumo

ANVERSA, Roberta Gongalves. Avaliagcdo da atividade antinociceptiva e anti-
inflamatoria do 1,2-bis -(4-metoxifenilselenil) estireno em camundongos. 2015.
72f. Trabalho de Conclusdo de Curso — Curso de Bacharelado em Biotecnologia .
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

A dor € uma condicao que afeta inUmeras pessoas diariamente ao redor do mundo e
ainda assim, atualmente, n&o existe tratamento completamente eficaz que nao venha
a desencadear uma reacdo adversa. Este fator impulsiona diversos grupos de
pesquisas a liderarem estudos objetivando a busca por compostos que possam vir a
ser empregados no tratamento da dor. Com o passar dos anos, vem aumentando o
interesse pelo uso de compostos organicos de selénio, em virtude das propriedades
farmacologias promissoras dos mesmos demonstradas até entdo. Sendo assim, este
trabalho buscou avaliar a possivel agdo antinociceptiva e anti-inflamatéria do 1,2-bis
-(4-metoxifenilselenil) estireno (BMOSE) em camundongos, e também buscou
determinar o possivel mecanismo de acéo envolvido na atividade antinociceptiva do
composto. Além disso, no presente trabalho investigou-se a toxicidade agudainduzida
pelo BMOSE quando administrado por via oral nos animais, através dos ensaios
aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT), creatinina e delta-
aminolevunilato desidratase (6-ALA-D) e também, se o composto leva a mudancas
comportamentais, em especial locomotoras, nos animais através do desenvolvimento
do ensaio do campo aberto. Para a investigacdo da possivel acdo antinociceptiva do
BMOSE, foram desenvolvidos 0s ensaios de nocicepc¢éo induzida por dois agentes
guimicos, a formalina e o glutamato. Visando avaliar a possivel acao anti-inflamatoria
do composto, foram realizados os ensaios de inducdo de edema na orelha dos
animais através da administracao sub-cutanea (s.c.) de oleo de croton e de fenol. A
administracao oral do BMOSE (0,1 - 50 mg/Kg) nos camundongos foi eficaz em evitar
a nocicepcao induzida por glutamato nas doses de 10, 25 e 50 mg/Kg. Em relacdo ao
teste da formalina, na fase 1, o composto foi eficaz em reduzir a nocicepcao nas doses
de 1, 10 e 50 mg/Kg, e na fase 2, nas doses de 10 e 50 mg/Kg. Com o intuito de
avaliar o possivel mecanismo envolvido na atividade antinociceptiva do BMOSE, o
mecanismo serotoninérgico foi investigado através da administracdo dos antagonistas
WAY100635 (antagonista do receptor serotoninérgico 5-HTia), ketanserina
(antagonista seletivo dos receptores serotoninérgicos 5-HT2azc) € ondansetron
(antagonista seletivo do receptor serotoninérgico 5-HT3) em conjunto com o BMOSE
(25 mg/Kg). Foi possivel observar que o antagonista ondansetron bloqueou a acao
antinociceptiva do composto, demonstrando a interacdo do BMOSE com o sistema
serotoninérgico. Além disso, o BMOSE (100 mg/Kg) quando administrado por via oral
em camundongos mostrou-se capaz de reduzir o edema de orelha gerado pela
administracdo de 6Oleo de croton (10 mg/Kg) e de fenol (10 mg/Kg), apresentando
assim seu potencial anti-inflamatério. O ensaio do campo aberto foi realizado e
nenhuma mudanca locomotora atribuida a administracdo do BMOSE, dos
antagonistas, ou ambos em conjunto foi observada. Além disso, 0s ensaios de
toxicidade aguda nao relataram toxicidade significativa por parte do composto quando
administrado em alta dose (200 mg/Kg) em camundongos. De acordo com o presente
trabalho, pode-se concluir que 0 BMOSE apresenta atividade antinociceptiva e anti-



inflamatoria, demonstrando atuar através do sistema serotoninérgico no combate a
nocicepcgao.

Palavras-chave: Selénio, serotonina, glutamato, formalina, nocicepg.



Abstract

ANVERSA, Roberta Gongalves. Evaluation of the antinociceptive and anti-
inflammatory properties of 1,2-bis-(4-methoxyphenylselanyl) styrene in mice.
2015. 72f. Trabalho de Conclusdo de Curso — Curso de Bacharelado em
Biotecnologia. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

The feeling of pain is a condition that affects daily, thousands of people around the
world and still yet, there is no treatment to this condition that presents itself as being
completely efficient, which does not leads to side effects. Many research groups, have
been developing studies aiming the search for new compounds that are possible
candidates for pain treatment. In the past years, it has incresead the interest in
organoselenium compounds due the promising pharmacological properties of
them.Taking in account this information, this present study aimed to evaluate the
possible antinociceptive and anti-inflammatory action of the compound 1,2-bis-(4-
methoxyphenylselanyl) styrene (BMOSE) in mice, and also, it aimed the search of the
possible mechanism of action involved in BMOSE antinociceptive activity. Besides
that, the acute toxicity induced by BMOSE, when administerd by the oral route in
animals, was investigated in this study via the assessment of the alanine
aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase (AST), creatinine levels and
delta-aminolevulinic acid (8-ALA-D) activity. Also, it was investigated if the
administration of BMOSE leads to behavioral changes, in special locomotor changes
in animals, through the open-field assay. Aiming the evaluation of the possible
antinociceptive action of BMOSE, two nociception chemical induced tests were
performed, the nociception induced by glutamate and formalin. To assess the possible
anti-inflammatory action of the compound, the ear edema inflammation induced by
croton oil and phenol models were performed. The oral administration of BMOSE (0,1
- 50 mg/Kg) in mice was efficient in avoiding nociception induced by glutamate at the
doses of 10, 25 and 50 mg/Kg. About the formalin test, at phase 1, the compound was
efficient in reducing nociception at the doses of 1, 10 and 50 mg/Kg, whereas at the
phase 2, the compound was effective at the doses of 10 and 50 mg/Kg. Objectified to
investigate the possible mechanism involved in the antinociceptive activity of BMOSE,
the serotoninergic mechanism was assessed through the administration of three
serotoninergic receptors antagonists: WAY100635 (antagonist of the 5-HTia
serotoninergic receptor), ketanserin (selective antagonist of 5-HT2a2c Serotoninergic
receptors) and ondansetron (selective antagonists of 5-HT3 serotoninergic receptor).
It was possible to observe that the antagonist ondansetron has blocked the
antinociceptive effect of the compound, presenting the interaction between the
antinociceptive action of BMOSE and the serotoninergic system. Besides that,
BMOSE (100 mg/Kg) when administered by the oral rout in mice, has shown to be
efficient in reducing ear edema induced by the administration of croton oil (10 mg/Kg)
and phenol (10 mg/Kg), presenting this way, its anti-inflammatory potential. The open-
field test was performed and no locomotor changes were observed after the
administration of BMOSE, of the antagonists, or of both of them. Thus, the acut toxicity
assays did not show any significant toxicity related to the administration of BMOSE
(200 mg/Kg). In accordance to this present study, it is possible to conclude that
BMOSE has both antinociceptive and anti-inflammatory activities, showing to act
through the serotoninergic system in the fight against nociception.



Key-words: selenium, serotonin, glutamate, formalin.
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1. Introducéo

A dor é caracterizada por desencadear um sentimento desagradavel, de
repudia, e engloba tanto o componente sensorial, o de sensibilizacdo dos receptores,
guanto o componente de percep¢do, 0 qual envolve caracteristicas psicolégicas,
emocionais (Scholz e Woolf, 2002). A dor € resultado da ativacao de nociceptores, 0s
guais sao os receptores caracteristicos dos neurdnios sensoriais, envolvidos com a
percepcao da mesma (Ossipov, 2010). Apesar dos aspectos psicolégicos negativos
gerados pela dor, tais como estresse, desconforto e sofrimento, ela desempenha um
importante papel na busca pelo mantimento da integridade fisica, tendo em vista a
acao dela em despertar a atencédo, servindo assim de alarme, e facilitando a
percepcdo de que ha algo errado no corpo. A dor é o principal sintoma clinico que
leva a busca por servicos de saude (Brennan et al., 2007). Dados publicados pela
Organizacao Mundial da Saude (OMS), estimam que pelo ano de 2030, as doencas
com maiores indices de morbidade terdo a dor como um fator de comorbidade (OMS,
2008).

A dor pode ser classificada em duas diferentes fases segundo sua duracao,
sendo estas dor aguda e dor cronica. A dor aguda é provocada por uma injuria gerada
a qual pode ser de natureza quimica, mecanica ou térmica, ou também, a dor pode
vir a ser resultado de uma doenca ou disfuncdo. A dor aguda esta envolvida com a
ativacao do sistema nervoso simpatico e seus nociceptores. Em contraste, o estado
de dor crbnica pode ser caracterizado como um estado de doenca (Grichnick et al.,
1991).

Em um processo crénico, a dor pode levar a uma resposta inflamatéria, a qual
€ caracterizada como sendo um processo biologico de ocorréncia natural em resposta
a danos nos tecidos (Wang, 2013). A inflamacé&o por sua vez, leva a formacao de um
edema no local que sofreu dano, o qual pode ser atribuido a migracado de células
imunes que ocorre para a regido afetada. A relacdo entre a nocicepc¢ao e a inflamacao
se da ao fato de que o estimulo nociceptivo depende da ativacdo e acdo de
mediadores inflamatoérios, principalmente em estado de dor crénica (Ferreira e

Nakamura, 1979; Ji e Strichartz, 2004). Tendo em vista este dado, a maioria dos



farmacos empregados para o tratamento da dor sdo anti-inflamatérios (Mendell e
Sahenk, 2003).

A farmacoterapia de analgesia existente compreende principalmente, duas
classes de farmacos, os opidides e a classe de anti-inflamatérios ndo esteroidais
(AINE). Porém, farmacos de ambas as classes apresentam efeitos adversos
indesejaveis (Woodcock et al., 2007; Katzung, 2015), fator que impulsiona a constante
busca por um tratamento, para as condi¢des de dor e inflamacgao, que n&o apresente
efeitos colaterais e que seja eficaz. Tendo em vista essa constante necessidade pela
busca de novos farmacos mais eficazes, o interesse por compostos organicos de
selénio (Se) tem crescido gradativamente, visto que tais compostos apresentam
aspectos farmacoldgicos promissores (Nogueira et al., 2004; Song et al., 2014;
Roman, 2016).

Os estudos desenvolvidos pelo Grupo de Pesquisa em Neurobiotecnologia
(GPN) e colaboradores, apresentaram inumeras atividades desempenhadas por
compostos organicos de Se, tais como, atividade antidepressiva (Gerzson etal., 2012;
Victoria et al., 2014; Brod et al., 2016), anti-hiperalgesia (Donato et al., 2015),
antioxidante (Savegnago et al., 2013; Fonseca et al., 2015; Martinez et al., 2015),
antifangica (Castro et al., 2014), antimicrobiana (Victoria et al., 2014), anti-inflamatoria
(Wilhelm et al., 2014; Chagas et al., 2014) e antinociceptiva (Savegnago et al., 2008;
Luchese et al., 2010; Brining et al., 2014; Marcondes et al., 2014).

Mais recentemente, 0 nosso grupo de pesquisa demonstrou a atividade
antioxidante do BMOSE (figura 1), o qual foi escolhido para ser usado neste trabalho,
tendo em vista que o composto apresentou os melhores efeitos em difetentes ensaios,
tais como atividade neutralizadora do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil, potencial
redutor do ion férrico (FRAP) e oxidacao do acido linoléico, quando comparado com

outras moléculas da mesma classe (Goncgalves, 2014).
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Figura 1: Estrutura quimica do composto BMOSE.



Portanto, baseando-se no que foi exposto, o presente estudo investigou se 0
BMOSE apresenta acdo antinociceptiva e anti-inflamatoéria, através de ensaios de
inducdo de nocicepcdo e inflamagdo em camundongos, e além disso, foram
realizados ensaios de toxicidade na tentativa de oferecer seguranca no uso desse

composto.



2. Objetivo
2.1  Objetivo Geral

- Identificar a possivel acdo antinociceptiva e anti-inflamatéria do BMOSE em
camundongos, bem como investigar os mecanismos envolvidos em sua acao

antinociceptiva e a toxicidade aguda do composto.

2.2  Objetivos Especificos

- Avaliar a acdo do BMOSE, administrado pela via oral, no teste de nocicepg¢éo

induzida por formalina em camundongos;

- Determinar a acdo do BMOSE no teste de nocicepc¢ao induzida por glutamato
em camundongos;

- Estudar o possivel envolvimento do sistema serotoninérgico na acéao
antinociceptiva do BMOSE através do ensaio de nocicepc¢ao induzida por glutamato
em camundongos;

- ldentificar a possivel acédo anti-inflamatoria do BMOSE no edema induzido
por 6leo de créton e por fenol nas orelhas dos animais;

- Investigar se o BMOSE apresenta toxicidade aguda, através da realizacao
dos ensaios AST, ALT, creatinina e 8-ALA D, e da observacéo do ganho de peso dos

animais.



3. Revisao de literatura
3.1 Dor e Nocicepgéao

Segundo sua etimologia, a palavra dor é derivada da palavra em latim dolore,
gue significa desgosto, aflicdo, tristeza e sofrimento tanto fisico quanto moral. René
Descartes, em 1662, ja propunha uma definicdo para dor, na qual esta resultava do
desbalanco entre o sistema nervoso periférico (SNP) e o encéfalo, sendo a percepcéo
pela alma da acao de objetos do meio externo para com nosso corpo (Cohen et al.,
2013). Atualmente, a definicdo que melhor explica o que é a dor foi elaborada pela
Associacédo 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 lesdo 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 (Fields e Basbaum, 1994).

A dor leva a percepcao de estimulos nocivos ao corpo pelo sistema nervoso
central (SNC), mais especificamente pelos nociceptores, 0s quais compreendem o
préprio sistema neural da dor, o sistema nociceptivo. A dor possui dois principais
componentes, 0s quais sdo a nocicepc¢ao (sensacao) e a percepcdo da mesma. A
nocicepcao é mediada pelas terminacdes nervosas axodnais livres, nas quais seus
canais ibnico sao sensiveis a inUmeros estimulos mecanicos, quimicos e térmicos. A
nocicepc¢ao portanto, € resultado da deteccao, por meio dos receptores dos neurénios
sensoriais periféricos, de estimulos capazes de afetar a integridade fisica do
organismo. Contraria a nocicepc¢ao, a percep¢ao € de cunho emocional, psicolégico
e motivacional, no qual cada pessoa reage de maneira diferente ao se deparar com

situacdes que levam a dor (Apkarian et al., 2009).

Em relacdo a sua duracéo, a dor pode ser dividida em dor aguda, transitéria ou
cronica. A dor aguda é caracterizada como sendo uma resposta do corpo a um
estimulo nocivo o qual levou ao dano tecidual, ocorrendo a ativacédo de nociceptores.
A dor aguda é de cunho rapido e pode desaparecer antes mesmo da total
recuperacédo do tecido lesado. Esta fase da dor € de carater protetor e pode perdurar
por até 1 més. Em relacdo a dor transitoria, esta dor também possui carater protetor

e surge a partir da ativagdo de nociceptores sem um estimulo externo, ou seja, ndo



depende de lesao tecidual gerada por um estimulo. Em contraste, a dor cronica pode
ser caracterizada como sendo o estado mais persistente de dor, observado tanto em
uma lesdo tecidual prolongada como também em doencgas cronicas. A dor crénica
pode durar de meses até anos e € um fator extremamente incapacitante. Ambos 0s
estados de dor aguda e cronica estéo relacionados com o desencadeamento de uma
resposta inflamatoria, tendo em vista a ocorréncia de lesédo tecidual e reatividade

imunologica (Zhang e An, 2007).

3.1.1 Transmissao da dor

Ao receber um estimulo nocivo, o qual pode ser de natureza quimica (induzido
por quimicos tais como formalina, bradicinina, glutamato, etc.) ou fisica (impactos
mecanicos ou estimulacéo térmica), ocorrera a liberacdo de mediadores quimicos por
neurdnios sensoriais e simpaticos, ou também por células ndo neuronais, tais como
as células de Schwann, mastocitos, células endotelias, fibroblastos e células
sanguineas. Os mediadores quimicos desempenham um importante papel na
transmissao da dor, facilitando a transmissao de informacéo ao SNC (Scholz e Woolf,
2002).

Os nociceptores (fibras A & e C) localizados nos diferentes tecidos periféricos
sdo ativado ao receberem um estimulo nocivo, o qual é reconhecido por moléculas
sinalizadoras especificas (TRPAL, TRPM8, TRPV1, dentre outras) e é convertido em
impulsos elétricos. Tais impulsos sédo transmitidos por meio de fibras aferentes
primarias, das terminacfes 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).

As fibras C amielinicas e fibras A & desempenham um importante papel na
transmissdo da nocicepcdo, sendo assim, responsaveis pela percepcdo da dor.
Seguido da lesédo tecidual e inflamacdo, ocorrera a liberacdo de mediadores
inflamatorios por parte de células inflamatorias, os quais estimulam seus respectivos
canais e receptores, levando assim a ativacdo 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 diferente naturezas. As
fiboras Aa e AR nao séo caracterizadas como fibras nociceptivas, visto que estas
respondem somente a estimulos que ndo geram, em situa¢cdes normais, danos ao
corpo. Estimulos de luz, toque, vibracdes, dentre outros, sdo captados por estas
fibras, a qual estad envolvida somente com percepcdo (Millan, 1999). No entanto, a
ativacao de tais fibras esté relacionada também, com o alivio da dor. Esta ativagéo
ocorre por meio da friccdo do local lesionado, ou como pode-se observar em ensaios
de nocicepc¢ao animal, através de lambidas e mordidas no local de injaria, como sendo

a resposta do animal na busca pelo alivio da dor (Millan, 1999).

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 sao amielinizadas, porém também
estao envolvidas com a transmissao da nocicepc¢ao gerada pelos mesmos estimulos
(Basbaum, 2000) (Figura 2).

Fibras Aa e AR

- Largo didmetro;

-  Mielinizadas;

- MN&o estdo envolvidas com a nocicepgdo, somente
percepgdo de estimulos ndo nocivos.

Fibras A - Médio diametro;
) - Levemente mielinizadas;
. - Estdo envolvidas com a nocicepcdo mecénica,
térmica e quimica.

Fibras C - Pequeno diametro;
- - Mao-mielinizadas;
: - [Est8o envolvidas com a nocicepgBo mecanica,
' térmica e quimica.

Figura 2. As diferentes classes de fibras caracteristicas dos neurdnios sensorias e suas caracteristicas
e fungbes. Adaptada de Julius e Basbaum (2001).



3.1.2 Processamento central da dor

Através das fibras aferentes, a informag&o gerada por um estimulo nociceptivo
€ levada até o SNC, para que assim, possa ser processada a resposta mais adequada
a dor. Como primeiramente 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 é uma estrutura dividida por diferentes laminas, nas quais cada
lamina é responsavel por receber diferentes fibras carreadoras de informacéo. Séo
nessas laminas do corno dorsal que ocorre a liberagdo de neurotransmissores que

estao envolvidos com a sinalizacao da dor (Coggeshall e Carlton, 1997).

No momento em que ocorrer a integracdo dos impulsos elétricos no corno
dorsal, as vias nociceptivas levardo a ocorréncia de diferetes projecdes para as areas
corticais e supra-corticais (Almeida et al., 2004). Essas projecdes séo caracterizados
como vias ascendentes, formadas através da interacdo de feixes ascendentes de
neurdnios de primeira e segunda ordem do corno dorsal da medula, os 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, das quais as vias monossinapticas sdo de projecao direta para as
estruturas cerebrais superiores, enquanto as vias polissinapticas possuem a
caracteristica de retransmissao de informacédo a neurénios de segunda ordem, que
por sua vez, conduzirdo a informacéo as estruturas superiores do cérebro (Almeida
et al., 2004).

Algumas das vias realizam contato com outras classes de neurdnios, os de
terceira ordem, presentes no talamo. A projecdo dos axdnios desses neurbnios do
cortex somatossensorial até o giro pés central esta envolvida com a localizacdo do
estimulo sensorial nociceptivo, enquanto no giro anterior do cingulado ocorre a
interpretacdo emocional da dor (Millan, 1999). Sendo assim, além do envolvimento
com a percepcao da dor, as estruturas supra-espinhais estao intimamente envolvidas
com a modulacao da dor.

Além da via ascendente, existe a via descendente da dor. InUmeros 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), incluindo o
ndcleo magno da raphe (Hammond, 1986). A modulacgdo da via descendente é dada,
por sua vez, pelas estruturas cerebrais que se originam no tronco cerebral, além da
modulacdo via tdlamo, hipotalamo, cértex, nicleo magno da raphe e substancia
cinzenta periaquedutal (PAG) (Millan, 2002).

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

~

A modulacdo descendente da resposta a nocicepcao, além de envolver
diversas estruturas cerebrais, também envolve diferentes sistemas de
neurotransmissores, tais como 0s sistemas neuropeptidérgico, serotoninérgico,
opioide, noradrenérgico, adenosinérgico, gabaérgico e canabindide (Millan, 2002).
Tendo em vista este fato, estudos experimentais em modelos animais envolvendo
inducdo de nocicepcdo buscam investigar também, essas diferentes vias de
neurotransmissores, para elucidar qual via estd envolvida com a resposta a
nocicepc¢ao induzida por um agente quimico, térmico ou mecanico. Vale ressaltar que
nao se tem estabelecido que um neurotransmissor seja dominante perante os outros

na perpetuacao do estimulo nociceptivo (Millan, 2002).

3.1.3 Mediadores quimicos

A acdao direta ou indireta de mediadores quimicos € de extrema importancia na
transmissao da informacgao nociceptiva tanto no SNC quanto no SNP (Scholz e Wolf,
2002). 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
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araquidoénico (prostaglandinas), do oOxido nitrico (NO), dentre inameros outros
(McHugh, 2000) (Figura 3).

GABA Glicina Histamina NO
Dopamina Noradrenalina
Glutamato Neurotransmissores Serotonina
L Mediadores quimicos } Cininas
Substancia P
Citocinas Peptideos
Selenocisteina
Interleucinas TNFa Taquicininas

Galanina

Metabdlitos do acido
araquiddnico

Leucotrienos Prostaglandinas

Figura 3. Diagrama esquematico demonstrando a diversa gama de mediadores quimicos e suas
diferentes classes. NO= éxido nitrico; TNF-a= Fator de necrose tumoral alfa; GABA= Acido gama-
amino-butirico.

O glutamato € o neurotransmissor excitatério predominante dentre todos os
outros conhecidos, e quando o0 mesmo se liga aos seus receptores presentes nas
membranas dos neurénios pré e pés sinapticos, e também na membrana de células
gliais, ird ocorrer o desencademanto da sua acdo. Inimeros dados da literatura
relataram que o0s receptores glutamatérgicos estdo diretamente envolvidos na
transmissao nociceptiva aferente primaria, tanto no desenvolvimento quanto na
manutencao da resposta nociceptiva (Mao et al., 1992; Coggeshall e Carlton, 1997;
Millan, 1999). Sendo assim, o desenvolvimento de substancias capazes de bloquear
0s receptores glutamatérgicos, tanto ionotropicos quanto metabotropicos, sao alvos
terapéuticos de combate a dor, visto que apresentam importante efeito antinociceptivo
(Lutfy et al., 1997; Neugebauer, 2002; Wiech et al., 2004).
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Os neurotransmissores inibitérios GABA e glicina também estdo envolvidos
com a transmissdo da nocicepcéo. Eles agem de maneira a inibir a transmisséo do
estimulo nociceptivo através de ligacao aos seus receptores, tais como o0 GABAa e o
GABAD, os quais estdo amplamente distribuidos no corno dorsal da medula espinhal
(Millan, 2002).

A bradicinina € um peptideo conhecido por atuar como vasodilatador. Esse
peptideo age através da ativacdo de dois diferentes receptores acoplados a proteina
G, 0 B:1 e B,. O tipo de receptor a ser ativado vai depender da caracteristica e natureza
da lesdo. O receptor B1 é expresso no caso de ocorréncia de lesao tecidual ou
presenca de inflamacdo, enquanto o B, é constitutivamente expresso. Dados da
literatura sugerem que a bradicinina esta envolvida com a sinalizagéo da dor através
da sua participagéo em diferentes vias sinalizadoras, estando presente especialmente

na sinalizagdo da dor de cunho inflamatoério (Okuse, 2007).

O neurotransmissor monoaminérgico serotonina é conhecido por modular os
mecanismos de sinalizacdo da dor. Juntamente com a bradicinina, histamina e
prostaglandinas, a serotonina faz parte da “sopa inflamatéria”, a qual contribui para
com a dor gerada por injuria ou inflamacdo (Hamon e Bourgoin,1999). A serotonina é
liberada pelas plaguetas e interage com varios receptores presentes em diversos
tecidos. Resultados descritos por Aira e colaboradores (2010), demonstraram que a
administracdo de agonistas dos receptores 5-HT 14, 5-HT 1, 5-HT2c ou 5-HT3 foi capaz
de reduzir os potenciais de acdo das fibras nociceptivas C na medula espinhal de
ratos submetidos a nor neuropatica. Porém, além do uso de agonistas estar envolvido
com certa condicdo de dor, sabe-se também, que o uso de antagonistas
serotoninérgicos apresenta potencial analgésico, visto que leva ao bloqueio da

nocicepcao ao bloguear os receptores serotoninérgicos (Viguier et al., 2013).

A substancia P é um neuropeptideo que atua tanto como neurotransmissor

guanto como neuromodulador. Esse neuropeptideo é sintetizado pelos neurbnios
localizados no ganglio da raiz dorsal e liberado pelas fibras C em resposta a lesdo ou
estimulacéo intensa (Julius e Basbaum, 2001). A substancia P esta envolvida com a

nocicepcao tanto a nivel periférico quanto central. A ativacdo dos receptores

periféricos da substancia P (NK1) leva ao surgimento do comportamento de



12

nocicepcdo, o qual pode ser bloqueado através do uso de antagonistas a estes
receptores (Jang et al., 2004).

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 populagdes celulares do tecido nervoso periférico durante
processos patoldgicos e fisiologicos. As principais células produtoras de citocinas sdo
os macrofagos e as células T-helper, além de outras células tais como 0os mastacitos,
células endoteliais e células de Schwann (Zhan e An, 2007). Ao serem ativadas,
essas células dardo inicio & uma cascata inflamatoria, a qual € de grande relevancia

para o desenvolvimento da dor neuropatica e inflamatoéria (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. Apos, foi descoberto que outras citocinas participavam
também ndo somente do processo de inducdo da nocicepcdo mas também do
processo inflamatorio, sendo elas as interleucinas 6 (IL-6), 8 (IL-8) e 12 (IL-12) (Cunha
e Ferreira, 2003; De Jongh et al., 2003; Cui, et al., 2012). Como resposta do
organismo a essa liberacéo de citocinas inflamatorias, ocorre a liberacdo de citocinas
anti-inflamatorias, as quais sao as interleucinas 4 (IL-4), 10 (IL-10) e 13 (IL-13). Essas
interlucinas anti-inflamatérias séo responsaveis por modular a resposta imune no
combate a um evento inflamatério, combatendo assim, a dor. A IL-4 é caracterizada
por possuir efeito analgésico através da inibicdo das citocinas, mas também, atraves
da inibicdo da acdo das enzimas ciclo-oxigenase 2 (COX-2) e sintase de 0xido nitrico
induzida (iINOS) (Cunha e Ferreira, 2003).

As prostaglandinas por sua vez, sdo mediadores de origem lipidica, as quais
sdo produzidas pela cicloxigenase a partir do acido araquidénico. O mecanismo de
acao dos AINE visa a inibicdo da sintese de prostaglandinas, através do bloqueio das
enzimas COX-1 (constitutiva) e COX-2 (induzida), as quais sdo responsaveis pela
sintese de dois precursores inflamatérios, PGG2 e PGH2. Esses dois precursores sao
posteriormente convertidos e prostaglandinas biologicamente ativas e em
tromboxano, por meio da acdo das enzimas isomerases (Zeilhofer, 2007). As
prostaglandinas biologicamente ativas (PGD2, PGE2, PGF2q e PGI2) desempenham

um importante papel na inflamag&o e dor, através da participacdo de processos de
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ocorréncia de hiperalgesia e alodinia, atuando tanto a nivel periférico quanto na
medula espinhal.

O NO age como um mensageiro biologico através do aumento na producao de
guanosina monofosfatase ciclica (GMPc) e esta envolvido om inUmeros processos
fisiologicos, inclusive com a modulacao da dor. Esse mensageiro esta envolvido com
a transmissdo sinaptica tanto no SNC quanto no SNP e é sintetizada a partir do
aminoécido L-arginina. O NO pode ser sintetizado a partir da agéo de trés diferentes
isoformas da enzima sintase de 6xido nitrico (NOS): a endotelial (eNOS), a neural
(nNOS) e a induzida (INOS) (Sousa e Prado, 2001).

Atualmente, sabe-se que a NO possui efeito “dual’, agindo tanto no combate a
nocicepcao quanto na sensibilizacdo central gerada pela dor (Cury et al., 2011).
Diversos estudos tém relatado que tanto a NO neural quanto as ndo neurais
participam de maneira complexa e diversificada na modulacdo da nocicepcao
(Toriyabe et al., 2004; Freire, 2009; Chen, 2010). Além disso, ja se tem relatado
também a acdo da NO em mediar o efeito analgésico de opidides e substancias de
carater analgésico. Por outro lado, a NO também age na sensibilizacdo dos neurdnios

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

3.2  Dor nociceptiva

A dor nociceptiva pode ser classificada como a dor gerada por uma potencial
ou real lesdo no tecido, resultante da ativacdo dos receptores dos neurbnios
nociceptivos periféricos. A dor nociceptiva ocorre em organismos intactos a dor, ou
seja, ela é caracterizada por ser uma dor espontanea gerada por um ato, e ndo como
sendo uma dor crdnica ou proveniente de doenca ou condi¢do. Esse tipo de dor é
considerada substancial para a sobrevivéncia e faz parte do sistema vigilancia de

nosso organismo (Julius e Basbaum, 2001).

A nocicepcao desta forma, é caracterizada como uma dor aguda, de cunho
sensorial. Existe diferentes nociceptores encarregados por transmitir estimulos de
diferente natureza. As fibras que inervam as regides da cabeca e do pescoco sao

provenientes dos corpos celulares e ganglios da raiz dorsal e podem ser
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caracterizados em 3 diferentes grupos, segundo sua anatomia e funcéo, como ja foi

previamente descrito (Juluius e Basbaum, 2001).

3.3 Dor inflamatéria

A dor inflamatdria ndo provém necessariamente de um estimulo externo e pode
ser desencadeada espontaneamente (Kidd e Urban, 2001). Além de de surgimento
espontaneo, a inflamacao também pode resultar do processo de nocicepcao. O local
da injaria tecidual, é caracterizado pelo surgimento de inchaco, vermelhiddo e
eridema, fatores que sao desencadeados pela ocorréncia da liberacdo de mediadores
inflamatdrios e migracdo de células imunes para o local. Tais mediadores podem ser
de natureza lipidica (prostaglandinas), peptidica (bradicinina e substacia P), podem
ser neurotransmissores (glutamato e serotonina) proteina (citocinas) ou neurotrofinas
(NGF) (Levine e Reichling, 1999).

A resposta inflmamatodria tanto no SNC quanto no SNP, desempenha um
importante papel no desenvolvimento e na persisténcia de inumeros estados
patolégicos de dor. Alguns mediadores inflamatorios da medula espinhal, do géanglio
da raiz dorsal, de algum nervo que sofreu injaria ou da pele, sdo conhecidos por
estarem relacionados com o comportamento de dor, além de também estarem
envolvidos com a geracdo de atividade espontadnea anormal das fibras nervosas

injuriadas ou de neurdnios inflamados (Watkins et al., 2003).

A inflamacédo pode ser classificada como aguda ou cronica, segundo sua
duracédo. A inflamacéo aguda é caracterizada como sendo de curta duracdo, podendo
perdurar por horas, dias, ou poucos meses. Durante o processo inflamatério agudo
ocorre a liberacdo de mediadores inflamatérios tais como as prostaglandinas (PGI2,
PGD2, PGE2 e a PGF2a) e o NO, os quais sdo responsaveis por promover
vasodilatacao, que leva a sensacéo de calor e rubor no local da inflamacéao, o qual é
um dos principais sintomas da inflamacao aguda. Durante a inflamacao aguda, outro
importante sinal clinico apresentado é o surgimento de edema, o qual € proveniente
do fluxo de plasma entre vasos dos compartimentos intravasculares até chegar ao
intersticio e resultante da liberacdo de histamina, bradicinina, substancia P, fator de
agregacao plaquetaria e leucotrienos no local da inflamacdo (Sherwood e Toliver-

Kinsky, 2004). A inflamac¢do aguda pode vir a ter fim quando ocorre o combate a
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reacao inflamatoria e o tecido injuriado consegue retornar ao seu estado normal, ou

guando ocorre substituicdo desse tecido por tecido conjuntivo.

Quando a inflamacdo aguda ndo é combatida e perdura, ocorre 0 progresso
parainflamacéo crbnica, a qual é caracterizada como sendo um processo inflamatoério
com duracdo de muitos meses. A inflamacéo cronica pode ser caracterizada pela
infiltracdo de linfdcitos, plasmocitos e macrofagos. Durante inflamagé&o cronica ocorre
um processo inflamatério ativo e posterior, tentativa de reparo do tecido e
consequentemente, a destruicdo do tecido agredido e fibrose do mesmo (Sherwood
e Toliver-Kinsky, 2004).

A dor € uma caracteristica presente em um processo inflamatério e a dor
inflamatdria € um processo clinico presente em inUmeras doencas que atualmente
ainda nédo possuem o devido tratamento. Em caso de inflamacéo crbnica, a dor
inflamatoria deixa de ser um constituinte de protecdo do corpo e passa a ser

considerado como uma patologia (Watkins et al., 2003).

3.4 Selénio

O Se é um calcogénio, que faz parte do grupo 16 da tabela periddica e que
pode ser encontrado em diferentes formas, segundo sua capacidade oxidativa:
seleneto, selenito, Se elementar e selenato. Diversos estudos trazem a importancia
do Se para com 0 N0SSO organismo e como este elemento quimico deveria compor o
guadro dietario da populacdo (Nogueira et al., 2004; Rocha et al., 2008). Sendo assim,
0 Se pode ser caracterizado como sendo um micronutriente essencial a todos porém,
vale ressaltar que, uma ingestdo exacerbada de Se pode vir a causar toxicidade
(Schwartz e Foltsz, 1957).

Sabe-se que a caréncia de Se esta envolvida com diversas patologias, como
por exemplo, depresséo, problemas musculares, alteracbes digestivas, doencas,
cardiovasculares, alteracées reumaticas, esclerose, cancer, diabete, entre inUmeras
outras doencas e condi¢cdes (Hawkes e Hornbostel, 1996; Ortufio et al., 1996;
Fairweather-Tait et al., 2010).

Com o decorrer do tempo, 0 Se passou a ser empregado em estruturas

guimicas, formando assim 0s compostos organicos de Se, que por sua vez, tornaram-
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se alvos atrativos para farmacoterapia sintética, tendo em vista suas reagdes quimio,
regio e estereoseletivas (Moro et al., 2005) e suas promissoras atividades biolégicas
(Nogueira et al., 2004). De fato, inUmeros estudos relatam as propriedades
farmacolégicas positivas, tais como capacidade antidepressiva, antioxidante,
antifingica, antibacteriana, antinociceptiva, anti-inflamatéria, atividade de combate a
hepatotoxicidade, dentre outras, de diferentes compostos organicos de Se, como por
exemplo o ebselen, benzoselenoazolinonas, disselenetos, selenoamidas, entre

outros (Yamagushi et al., 1998; Saito et al., 1998; Nogueira et al., 2004).

Além destas atividades farmacologicas, o Se encontra-se presente como
residuo de selenocisteina no sitio ativo das enzima glutationa peroxidase (Flohé et
al., 1973) e tioredoxina redutase (Holmgren, 1985), das quais ambas desempenham
importante papel antioxidante em nosso organismo. Além de constituir a formacao
enzimatica, o Se também pode ser encontrado na selenoproteina P, e sua atividade
redox € de extrema importancia para o funcionamento adequado destas enzimas
(Ursini et al., 1990).

Tendo em vista os beneficios que podem ser obtidos através da
suplementacado alimentar com Se, esse elemento foi reconhecido como sendo
indispensavel para a dieta e € recomendado por associacdes nutricionais uma
ingestao diaria de cerca de 60 pg de deste calcogénio (Dumont et al., 2006). Os
alimentos ricos em Se sdo: ovos, castanha-do-para, salméo, carne vermelha, peixes,

brécolis, oleaginosas e cereais (Hu et al., 2012).

3.5 Efeito antinociceptivo e anti-inflamatério de compostos organicos de selénio

Os compostos organicos de Se ao longo dos anos vém se destacando como
promissores agentes farmacolégicos para diversas patologias e desordens (Nogueira
et al., 2004; Fairweather-Tait et al., 2010; Alehagen e Aaseth, 2015, Solovyev, 2015).
Duas conhecidas a¢6es desempenhadas por diversos compostos contendo Se sao
as acodes antinociceptiva (Savegnago et al., 2006; Bruning et al., 2010; Brining et al.,
2014; Rosa et al., 2015) e anti-inflamatéria (Schewe, 1995; Nogueira et al., 2003;
Jesse et al., 2009; Chagas et al., 2014; Wilhelm et al., 2014).

3.5.1 Ebselen
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Um dos compostos organicos mais estudados contendo Se é o ebselen (2-
fenil-1,2-benzilsoselenazol-3(2H)-ona) (Figura 4), o qual € conhecido por mimetizar a
atividade da enzima glutationa peroxidase (Mdller et al., 1985; Flohé et al., 1973).

Figura 4. Estrutura quimica do composto ebselen.

O ebselen € um composto multifuncional, que € capaz de catalisar diversas
reacdes essenciais, visando a protecdo de componentes celulares aos danos gerados
por estresse oxidativo e radicais livres (Antony e Bayse, 2011). Tendo em vista 0s
inumeros efeitos benéficos que o ebselen apresenta, em 1997 a “Daiichi
Pharmaceuticals” iniciou ensaios clinicos com esse composto, porém, 0 mesmo
acabou nao sendo aceito como farmaco por 6rgaos de vigilancia. Mais recentemente,
0 ebselen segue sendo estudado, e novas perspectivas surgem em relacdo a ensaios
clinicos e a possivel comercializacdo do mesmo (Nogueira e Rocha, 2011; Mason et
al., 2013; Parnham e Sies, 2013).

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 o peroxinitrito e inibir a proteina quinase C, a 5-lipoxigenase e NOS
(Parnham e Graf, 1987; Cotgreave et al., 1989; Schewe, 1995; Walther et al., 1999;
Mugesh et al., 2001) .

Além de desempenhar ac&o antinociceptiva, o ebselen é conhecido por exercer
funcao anti-inflamatéria, agindo através da neutralizacdo de enzimas envolvidas com
o desencadeamento da inflamacdo em diferentes tecidos, tais como a inibicdo de
algumas lipoxigenases, da prostaglandina H 1 sintase, da NOS, da proteina quinase
C (PKC), entre outras (Schewe, 1995; Takasago et al., 1997; Bosch-Morell et al.,
2002).
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3.5.2 Disseleneto de difenila

O disseleneto de difenila (Figura 5) € um organocalcogénio que é conhecido
como sendo mimético a enzima glutationa peroxidase. Este composto, quando
comparado com o ebselen, apresenta menor toxicidade, fator que impulsiona a busca
por estudos mais aprofundados das diversas propriedades farmacoldgicas do
disseleneto de difenila (Meotti et al., 2004).

Figura 5. Estrutura quimica do composto disseleneto de difenila.

O disseleneto de difenila vem sendo estudado intensamente na ultima década
e sua atividade antinociceptiva em diferentes modelos, gerada por diferentes
indutores, esta sendo extensamente relatada (Savegnago et al., 2008; Jesse et al.,
2009; Brining et al., 2010; Rocha et al., 2013; Bruning et al., 2014; Rosa et al., 2015).
Encontra-se na literatura que este composto desempenha sua atividade
antinociceptiva possivelmente através do seu envolvimento com as vias
glutamatérgicas (mais especificamente envolvimento com os receptores NMDA),
adenosinérgica (apresentando envolvimento com os receptores Azg), serotoninérgica,

com a via do 6xio-nitrico/l-arginina e com canais de potassio (Savegnago et al., 2007).

Em relacdo a atividade anti-inflamatoria do disseleneto de difenila, este
composto age de maneira similar ao ebselen, devido a sua caracteristica de exercer
atividade tipo-glutationa peroxidase e da sua capacidade de reagir com grupos
sulfidrilicos (Wilson et al., 1989).

Nogueira e colaboradores (2003), demonstraram que através de estudos de
nocicepcao foi possivel avaliar que o disselento de difenila age de maneira similar aos
AINES, através da inibicdo das COX, e que este composto, diferentemente do
ebselen, se demonstrou eficiente em reduzir a nocicepcdo em ensaios tanto

envolvendo indutores quimicos quando indutores térmicos (Nogueira et al., 2003).
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4 Materiais e Métodos
4.1 Sintese BMOSE e moléculas utilizadas

O composto BMOSE foi sintetizado no Laboratério de Sintese Orgéanica Limpa,
da UFPel e para avaliagdo do grau de pureza do composto, 0 mesmo foi submetido
a cromatografia gasosa e espectrometria de massa (CG/MS), apresentando pureza
de 99%. Os antagonistas WAY100635, ketanserina e ondansetron foram obtidos
através da Sigma-Aldrich. Outros reagentes necessarios para diluicbes e indutores
de nocicepcao e inflamacao (glutamato e formaldeido) foram obtidos na WF cientifica.

Meloxicam (MLX) foi obtido em farméacia comercial.

4.2 Animais

Para o desenvovlvimento deste estudo, foram utilizados camundongos Swiss
albinos machos, pesando entre 25 e 30g, de aproximadamente 2 meses, provenientes
do Biotério Central, localizado na Universidade Federal de Pelotas (UFPEL). No dia
do experimento, os animais foram retirados do Biotério e levados até a sala de
experimentacéo, onde |4 permaneciam aclimatando por aproximadamente 1 hora, em
um ambiente com iluminag&o e temperatura controlada. Este projeto foi aprovado pelo
Comité de Etica da UFPEL (CEEA 4343-2015) e todas as medidas necessarias foram

tomadas para minimizar ao maximo o sofrimento animal.

A administracdo do BMOSE foi feita por gavagem e 30 minutos antes do animal
ser submetido aos testes. Os tempos escolhidos foram baseados em dados da
literatura (Nogueira et al., 2004) (figura 6). Ao mesmo tempo em que foi administrado
0 composto, um diferente grupo de animais recebeu administracdo do veiculo do
composto (6leo de canola). As administracdes realizadas para 0s ensaios
comportamentais foram sempre com o volume constante de 10 mL/Kg do peso do
animal. MLX (10 mg/Kg) foi utilizado como sendo um farmaco padrdo nos ensaios de
nocicepc¢ao, visto que € mesmo € um anti-inflamatorio comercializado e utilizado para
combate a dor, além de ter sido amplamamente estudado em estudos de nocicepcao

(Aguirre-Bafiuelos e Granados- Soto, 2000; Fleischmann et al., 2002 ).
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Figura 6. Administracdo por gavagem em camundongos.

4.3  Ensaios comportamentais
4.3.1 Ensaios de nocicepc¢ao induzida por modelos quimicos
4.3.1.1 Nocicepcdao induzida por formalina e edema de pata

Para avaliar o possivel efeito do BMOSE em evitar a nocicepc¢ao induzida por
um agente quimico, foi realizado o teste de inducdo de nocicepcdo através da
formalina. O protocolo experimental utilizado foi basicamente 0 mesmo descrito por
Huskaar e Hole, (1985). No dia do experimento os animais foram retirados do Biotério

e divididos em 6 grupos:
Grupo 1. Controle negativo: éleo de canola, v.o.;
Grupo 2. Controle positivo: MLX (10 mg/Kg), v.o.;

Grupo 3: BMOSE (0,1 mg/Kg), v.0.;
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Grupo 4. BMOSE (1 mg/Kg), v.0.;
Grupo 5. BMOSE (10 mg/Kg), Vv.0.;
Grupo 6. BMOSE (50 mg/Kg), v.0.;

Os animais receberam o BMOSE, pela via oral, nas diferentes doses, ou o
veiculo (6leo de canola), e apds 30 minutos, 0s animais receberam uma injecdo de
20 pL de formalina (2,5%) na pata posterior esquerda e salina na pata posterior direita
(Figura 7). A injecdo foi administrada de maneira intraplantar (i.pl.), na superficie

ventral da pata de sustentacgéo traseira (Figura 8).

o 30’ 35’ 45’ 60’
BMOSE (0,1 — 50 mg/Kg, Formalina (20 uL, i.pl.) Eutandsiae
v.0.) ou 6leo de canola e salina (20 uL, i.ol.) pesagem das patas
(v.0.),0u MLX (10
mg/Kg, v.0.)
Fase neurogénica Fase inflamatoéria

Figura 7. Protocolo experimental do teste de nocicepcao induzida pela formalina em camundongos e
possivel reversdo da mesma por parte da administracdo do BMOSE. BMOSE (0,1, 1, 10 e 50 mg/Kg;
v.0.), MLX (meloxicam, 10 mg/Kg; v.0.). Abreviacdes: v.0 = via oral; i.pl.= intraplantar; MLX =
meloxicam.



22

Figura 8. Administracéo intraplantar de formalina.

ApOs receberem as injecdes, os animais foram colocados em caizas de acrilico
especificas para a realizagdo deste ensaio. O tempo que o animal passou lambendo
e/ou mordendo a pata a qual recebeu a injecdo de formalina (esquerda) foi

cronometrado (Figura 9).
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Figura 9. Animal lambendo a pata esquerda (indicativo de nocicepgdo) apds receber a injecédo de
formalina.

O teste da formalina consiste em duas fases de observacéo. A primeira fase
compreende a fase neurogénica, e a observacéo é feita durante os 5 minutos iniciais
do teste, contados a partir da injecdo de formalina. A segunda fase é chamada de
fase inflamatéria, a qual é caracterizada pela geracdo de uma resposta inflamatéria
decorrente da injecdo de formalina. A observacao da fase inflamatéria é feita dos 15
aos 30 minutos de teste. Depois dos 30 minutos de teste (60 minutos ao total de
experimento), os animais foram eutanasiados e as patas foram removidas para

verificar a presenca de edema.

A avaliacdo do edema gerado na pata induzido pela formalina (Figura 10) foi
feito imediatamente apds a eutanasia, onde a pata direita (recebeu salina) e esquerda
(recebeu formalina) foram retiradas e pesadas em uma balanca analitica. O resultado
da subtracéo do peso da pata que recebeu formalina, do peso da pata que recebeu
somente salina € um indicativo se reducdo ou ndo do edema gerado pela formalina
por parte do BMOSE.
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Figura 10. Diferenga entre a pata esquerda (circulada), a qual recebeu a injecéo de formalina, e a pata
direita, a qual recebeu somente salina. Na pata esquerda observa-se a formacao de edema.

4.3.1.2 Nocicepc¢dao induzida por glutamato

7

Assim como a formalina, o glutamato € um agente quimico indutor de
nocicepcao. O protocolo utilizado foi similar ao previamente descrito por Beirith et al.,
(2002). Para esse protocolo, os animais foram divididos em 6 grupos:

Grupo 1. Controle: 6leo de canola, v.0.;

Grupo 2. Controle positivo: MLX (10 mg/Kg), v.o.;
Grupo 3. BMOSE (1 mg/Kg), v.0.;

Grupo 4. BMOSE (10 mg/Kg), v.0.;

Grupo 5. BMOSE (25 mg/Kg), v.0.;

Grupo 6. BMOSE (50 mg/Kg), v.0.;
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Apéds 30 minutos da administracdo do BMOSE, o animal foi submetido ainjecao
de glutamato (20 pmol/pata) na pata direita, para avaliacdo da possivel atividade
antinociceptiva do composto (Figura 11).

0 30 45
l | |
| | |
BMOSE (1 — 50 mg/Kg. Glutamato Eutanasia
v.0.) ou dleo de canola (20 pL_ ipl)
(v.o)ou MLX (10 ma/Kg,
v.0.)

Figura 11. Protocolo experimental da avaliacdo da nocicepc¢do induzida por glutamato em
camundongos e possivel reversdo da mesma por parte da administracdo do BMOSE. BMOSE (1, 10,
25 e 50 mg/Kg; v.0.), MLX (meloxicam, 10 mg/Kg; v.0.). Abreviacdes: v.o. = via oral; i.pl.= intraplantar;
MLX = meloxicam.

O tempo de lambida ou/e mordida durante 15 minutos foi cronometrado como

um indicativo de nocicepcéao (Figura 12).

Figura 12. Animal lambendo a pata na qual foi administrada glutamato.
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4.3.2 Avaliacdo do possivel mecanismo serotoninérgico na agdo antinociceptiva do

BMOSE em camundongos

Para investigar o possivel mecanismo envolvido na agdo antinociceptiva do
BMOSE, diferentes grupos de animais receberam um pré-tratamento com
antagonistas do sistema serotoninérgico. O teste de nocicep¢do induzida por
glutamato foi escolhido para testar os mecanismos, visto que o glutamato apresenta
acdo a nivel periférico, supraespinhal e também espinhal (Beirith et al., 2002).

Para investigar a possivel contribuicdo do sistema serotoninérgico na atividade
antinociceptiva do BMOSE, os animais receberam WAY100635 (antagonista de
receptor serotoninérgico, 5-HT1a, 0,7 mg/Kg, i.p.), ketanserina (antagonista seletivo
dos receptores 5-HT2a2c, 0,3 mg/Kg, i.p.) e ondansetron (antagonista seletivo dos
receptores 5-HT3, 0,5 mg/Kg, i.p.). A separacdo dos grupos ocorreu da seguinte

forma:

Grupo 1. Controle: 6leo de canola, v.0.;

Grupo 2. WAY100635 (0,7 mg/KQ), i.p.;

Grupo 3. Ketanserina (0,3 mg/KQ), i.p.;

Grupo 4. Ondansetron (0,5 mg/Kg), i.p.;

Grupo 5. WAY100635 (0,7 mg/Kg), i.p. + BMOSE (25 mg/Kg), v.0.;
Grupo 6. Ketanserina (0,3 mg/Kg), i.p. + BMOSE (25 mg/Kg), v.0.;

Grupo 7. Ondansetron (0,5 mg/Kg), i.p. + BMOSE (25 mg/Kg), v.0.;

Os antagonistas foram diluidos em salina (veiculo) e administrados via i.p., e
depois de quinze minutos da administracdo dos antagonistas ou do veiculo, os
animais dos grupos 5, 6 e 7 foram tratados com o BMOSE (25 mg/Kg) ou com seu
veiculo (6leo de canola). Apés 30 minutos da administragdo do composto, 0s animais

foram submetidos ao ensaio de nocicepc¢éao induzida por glutamato (Figura 13).
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0 15 45 60"
WAY100635 (0.7 mg/Kg.  BMOSE (25 Glutamato (20 ..~ Eutanasia
L.p.) ou ketanserina (0.3 — ma/Kag. v.o) ou ipl})

mag/Kg. i.p.) ou dleo de canola
ondansetron (0.5 ma/Kg, {(vo.)

Figura 13. Protocolo experimental da avaliacdo do possivel envolvimento da via serotoninérgica na
acdo antinociceptiva do BMOSE (25 mg/Kg; v.0.) em camudongos. Abreviagdes: v.0. = via oral; i.pl.=
intraplantar; i.p. =intraperitoneal.

4.3.3 Avaliacao da atividade anti-inflamatéria do BMOSE
4.3.3.1 Edema de orelha induzido por 6leo de croton

Com o intuito de investigar a possivel acdo anti-inflamatéria do BMOSE, o
protocolo seguido foi o descrito por Tubaro et al. (1986). Os camundongos foram preé-
tratados com o composto BMOSE (1, 10, 100 mg/Kg, v.0.) ou com dexametasona
(DEXA, farmaco padrao, 10 mg/Kg, v.0.), ou somente com o veiculo (6leo de canola).
Trinta minutos apos a administracédo do BMOSE, foi administrado 20 uL, pela via sub-
cutanea (s.c.), oleo de croéton (2,5%) na orelha direita do animal, com o objetivo de
induzir inflamacao cutanea. Na orelha esquerda, foi administrado 20 pL de acetona.
Apbés 4 horas da administracéo, os animais foram eutanaziados e as orelhas foram

removidas e pesadas para andlise da formacéo de edema (Figura 14).

o 30 4h
i " Eutanasia e
BMOSE (1. 10. 100 Administracao do e
mo/Ka, v.0) ou Oleo de  Oleo de créton (20 Lﬁ%
canola (v.0.). ou DEXA UL, 5.c.) ou esm o
{10 ma/kg, v.0.} acetona (20 pl. ﬁm

s.c)

Figura 14. Protocolo experimental da avaliagdo da inflamacédo induzida por 6leo de créton em
camundongos e possivel reversdo da mesma por parte da administracdo do BMOSE. BMOSE (1, 10,
100 mg/Kg; v.0.), DEXA (dexametasona, 10 mg/Kg; v.0.). Abreviacdes: v.o. = via oral; s.c. =sub-
cutanea.
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4.3.3.2 Edema de orelha induzido por fenol

Objetivando investigar a acdo anti-inflamatéria do BMOSE através de outra
técnica, os animais foram divididos em diferentes grupos de tratamento (BMOSE 1,
10, 100 mg/Kg; DEXA 10 mg/Kg; 6leo de canola). Apés o tempo de acdo do BMOSE
(30 minutos), foi administrado 20 pL de fenol (10%) de maneira s.c. na orelha direita
do animal e na orelha esquerda, foi administrado 20 pL de acetona (veiculo) (Gabor,
2000). Uma hora depois da administracéo de fenol, os animais foram eutanaziados e

ambas as orelhas foram removidas para avaliacdo do edema (Figura 15).

0 30 60’
. " Eutanasia e
BMOSE (1. 10. 100  Administracao do ca
mo/Ka, vo)oudleode fenol (20Ul s5.cC) rEﬂ;?ElErl]E;;jaS
canola (v.o.). ou DEXA ou acetona (20 esquerda e
(10 ma/Kg. v.o.) HL.s.C) direita

Figura 15. Protocolo experimental da avaliacdo da inflamacdo induzida por 6leo de créton em
camundongos e possivel reversdo da mesma por parte da administracdo do BMOSE. BMOSE (1, 10,
e 100 mg/Kg; v.0.), DEXA (dexametasona, 10 mg/Kg; v.0.). Abreviac@es: v.0. = via oral; s.c. =sub-
cutanea.

4.3.4 Ensaio do campo aberto

Para investigar se a administracdo do BMOSE causa alteracédo locomotora e
exploratdria nos animais, o ensaio do campo aberto foi realizado. E importante realizar
0 ensaio do campo aberto sempre quando se esta avaliando a acdo de um composto
em um ensaio comportamental, visto que este ensaio € capaz de evitar falsos
positivos como resultado através da observacao locomotora do animal, a qual pode
estar alterada pela administracdo de um composto. Este ensaio € realizado em uma
caixa de madeira de aproximadamente 35 cm de altura, 45 cm de comprimento e 45
cm de largura, a qual é dividida por 9 quadrantes idéntincos (3 colunas com 3

guadrantes cada).
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Para o desenvolvimento do ensaio do campo aberto os animais foram tratados
ou com o0 BMOSE (1, 10, 25, 50 mg/Kg, v.0.), ou com o 6leo de canola (v.0.), ou com
os diferentes antagonistas serotoninérgicos (WAY100635, ketanserina ou
ondansetron, via i.p.), objetivando observar se ocorreria mudanga locomotora nos
animais tratados. Além destes grupos de tratamento, também foi realizada a
administracdo do BMOSE (25 mg/Kg) em conjunto com um dos antagonistas
(WAYO00635, ketanserina, ou ondansetron), visando avaliar se a interacdo do
composto com 0 antagonista desenvolveria alteracdo locomotora nos animais. Apés
trinta minutos, o animal € colocado no quadrante central da caixa de teste e é contado
0 numero de quadrantes que o animal percorre, cruzando com as 4 patas, durante 5

minutos (Walsh and Cummins, 1976).

4.4  Determinacao da toxicidade aguda do BMOSE

Para avaliacdo da possivel toxicidade aguda do composto BMOSE, os animais
foram divididos em dois grupos de 5 animais cada, no qual o primeiro grupo recebeu
somente o veiculo e 0 segundo grupo recebeu uma unica dose do composto (200
mg/Kg) e apds 72h foi realizada a eutanasia. O ganho de peso dos animais foi
observado, como sendo um sinal da possivel toxicidade do composto. O calculo do
ganho de peso foi realizado através da subtracdo do peso dos animais apoés as 72h,
do peso dos mesmos na primeira hora de teste (Oh). Depois de 72h, os animais foram
anestesiados para o procedimento de coleta de sangue via puncao cardiaca. O
sangue foi coletado diretamente em um tubo contendo heparina sédica e foi
centrifugado a 2000xg por 10 minutos, e utilizado para ensaios bioquimicos de

avaliacdo de toxicidade.

Como um marcador de dano hepatico, foram analisadas as atividades das
enzimas plasmaticas AST e ALT. A funcdo renal foi analisada através da
guantificacdo dos niveis creatinina. Todos os parametros foram determinados através
de métodos colorimétricos utilizando kits comerciais (Labtest Diagnostica). A AST e
ALT foram expressas em UI/L, e a creatinina foi expressa em mg/dL. Além disso, foi
realizado o ensaio de avaliacdo da atividade da enzima &-ALA D, através da
guatificacdo dos niveis de porfobilinogénio (PBG) nos tecidos rim, figado e cérebro

total dos animais, e o resultado obtido foi expresso em nmolPBG/mg de proteina/hora.
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4.5 Andlise estatistica

Os resultados foram analisados por Analise de Variancia ANOVA de uma via,
ou ANOVA de duas vias, dependendo de qual resultado que estava sendo analisado,
seguido pelo teste post hoc de Student-Newman-Keuls, através do software
GraphPad Prism 5.0. Os resultados estdo expressos como média * desvio padrédo e
considerados significativos quando p< 0,05.
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5 Resultados
5.1  Atividade antinociceptiva do BMOSE
5.1.1 Nocicepgéo induzida por formalina

Os resultados apresentados na figura 16 sao referentes a acdo do BMOSE (0,1
- 50 mg/Kg) no ensaio de nocicepgéo induzida por formalina nas diferentes fases de
observacéo. Pode-se observar na figura 16 A, que o BMOSE nas doses de 1, 10 e 50
mg/Kg foi eficaz em reduzir o tempo de lambida da pata induzida por formalina na

primeira fase do teste em camundongos quando comparado com o controle.

Em relacéo a fase 2 do teste da formalina (B), o composto (10 e 50 mg/Kg),
foi capaz de reduzir o tempo de lambida (p<0,001) em camundongos. Em relacéo ao
edema (C), o BMOSE néo foi capaz de reduzir o edema em nenhuma das doses
testadas quando comparadas ao controle. O farmaco de referéncia, MLX (10 mg/Kg,
v.0.) reduziu o tempo de lambida da pata esquerda em ambas as fases de teste
(p<0,05 na fase 1 e p<0,001 na fase 2).
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Figura 16. Efeito do BMOSE (0,1-50 mg/Kg) no tempo de lambida da pata induzida por formalina em
camundongos, na fase 1 (0 — 5 minutos, fase neurogénica, A), fase 2 (15 — 30 minutos, fase
inflamatéria, B) e edema (C). Abreviacgdes: C indica o controle, grupo o qual foi tratado somente com
Oleo de canola. MLX é o farmaco de referéncia (meloxicam, 10 mg/Kg, v.0.). Os resultados estédo
expressos como média £ D.P.M de 10 animais por grupo. Os asteriscos sao referentes ao nivel de
significancia de cada resultado obtido quando comparado ao grupo controle, através da avaliacdo por
ANOVA de uma via seguido do teste post-hoc de Newman-Keuls. (*) p<0,05 (***) p<0,001.
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5.1.2 Nocicepgéo induzida por glutamato

E possivel constatar que no decorrer dos 15 minutos de teste, o composto (10,
25 e 50 mg/Kg) foi eficaz em reduzir o tempo de lambida da pata causado pela
administracdo de glutamato (Figura 17). Além disso, a administracdo da dose de 10
mg/Kg levou & uma reducédo do tempo de lambida da pata menos significativa quando
comparada as doses de 25 e 50 mg/Kg, apresentando um p<0,05, enquanto as doses
de 25 e 50 mg/Kg apresentaram o p<0,001.
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Figura 17. Efeito do BMOSE (1 - 50 mg/Kg) no tempo de lambida da pata induzida por glutamato em
camundongos. O tempo total de lambida da pata foi cronometrado durante 15 minutos, e considerado
um indicativo de nocicepgdo. Abreviacdes: C indica o controle, grupo o qual foi tratado somente com
6leo de canola. MLX: meloxicam (10 mg/Kg, v.0.). Os resultados estdo expressos como média + D.P.M
de 10 animais por grupo. Os asteriscos sdo referentes ao nivel de significAncia de cada resultado
obtido quando comparado ao grupo controle, através da avaliagdo por ANOVA de uma via seguido do
teste post-hoc de Newman-Keuls. (*) p<0,05 (***) p<0,001.

5.2 Avaliacdo dos possiveis mecanismos de acdo do BMOSE na atividade

antinociceptiva
5.2.1 Mecanismo serotoninérgico

Como pode-se observar nas Figuras 18 A e B, os antagonistas WAY 100635 e
ketanserina, respectivamente, antagonistas ndo se demonstraram estar envolvidos

no efeito antinociceptivo do BMOSE (25 mg/Kg, v.0.). Através da avaliacdo do
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resultado via ANOVA de uma via, ndo houve interagéo estatisticamente significativa
entre 0o BMOSE e os antagonistas ketanserina e WAY100635.

Por sua vez, a administragdo do antagonista ondansetron (Figura 18 C),
bloqueou a acdo do BMOSE demonstrando ocorrer interacdo entre o mesmo e o
antagonista. Segundo a analise ANOVA de duas vias, foi possivel observar uma
diferenca estatisticamente significativa no tratamento com BMOSE (25 mg/Kg)
[F(1,16) = 58,8, P = 0,0001], no tratamento com o antagonista ondansetron [F(1,16)
= 6,16, P = 0.0201] e no tratamento BMOSE em conjunto com o0 ondansetron,
demonstrando a interagédo entre ambos [F(1,16) = 12,34, P = 0,0029].
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Figura 18. Efeito do pré-tratamento dos animais com os antagonistas serotoninérgicos WAY 100635
(0,7 mg/Kg, i.p., A), ketanserina (0,3 mg/Kg, i.p., B) e ondansetron (0,5 mg/Kg, i.p., C) na acéo
antinociceptiva do BMOSE no ensaio de nocicep¢do induzida por glutamato. O BMOSE foi
administrado na dose de 25 mg/Kg.O tempo total de lambida da pata foi cronometrado durante 15
minutos. Os resultados estao expressos como média £ D.P.M de 10 animais por grupo. Os asteriscos
sdo referentes ao nivel de significAncia de cada resultado obtido quando comparado ao grupo controle.
Os resultados presentes nos graficos A e B foram avaliados através de ANOVA de uma via seguido
do teste post-hoc de Newman-Keuls, enquanto os resultados presentes no grafico C foram avaliados
através de ANOVA de duas vias, tendo em vista a interacdo entre o antagonista ondansetron e o
BMOSE, resultado representado pelo #. (***) p<0,001 (*) p<0,0029.
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5.3 Avaliacéo da atividade anti-inflamatoria do BMOSE
5.3.1 Edema de orelha induzido por 6leo de croton

O resultado obtido do ensaio de inducdo de edema na orelha dos
camundongos pode ser observado na figura 19. O BMOSE (100 mg/Kg) apresentou
capacidade de reduzir o edema de orelha quando comparado com o controle
(p<0,05). O farmaco padrao, DEXA, foi eficaz em reduzir o edema de orelha, gerado
pela administracdo de 6leo de créton, quando comparado com o controle (p<0,01).
As doses de 1 e 10 mg/Kg ndo apresentaram diferenca estatisticamente significativa

em relacdo ao controle.
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Figura 19. Efeito do BMOSE no ensaio de inducdo de edema de orelha por 6leo de créton. A diferenga
de peso entre as orelhas que receberam diferentes administragbes (acetona ou 6leo de créton) foi
utilizado como um indicativo de inflamacdo. Abreviagbes: C: controle (6leo de canola). DEXA:
dexametasona (10 mg/Kg, v.0.). Os resultados estdo expressos como média = D.P.M de 7 - 10 animais
por grupo. Os asteriscos sdo referentes ao nivel de significancia de cada resultado obtido quando
comparado ao grupo controle, através da avaliacdo por ANOVA de uma via seguido do teste post-hoc
de Newman-Keuls. (*) p<0,05 (**) p<0,01.

5.3.2 Edema de orelha induzido por fenol

Na figura 20 pode-se observar o resultado obtido do ensaio realizado de
inducdo de edema de orelha por administracéo de fenol. O BMOSE na dose de 100
mg/Kg apresentou capacidade de reduzir o edema de orelha quando comparado com

o controle (p<0,01). Em relag&o ao farmaco padrdo, pode-se observar que a dose de
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100 mg/Kg agiu parcialmente da mesma maneira que a DEXA (p<0,001). As doses
de 1 e 10 mg/Kg néo apresentaram diferenca estatisticamente significativa em relagéo

ao controle.
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Figura 20. Efeito do BMOSE no ensaio de indu¢céo de edema de orelha induzido por fenol. A diferenca
de peso entre as orelhas que receberam diferentes administracdes (acetona ou fenol) foi utilizado como
um indicativo de inflamacdo. Abreviacdes: C: controle (6leo de canola). DEXA: dexametasona (10
mg/Kg, v.0.). Os resultados estdo expressos como média + D.P.M de 7 - 10 animais por grupo. Os
asteriscos sdo referentes ao nivel de significancia de cada resultado obtido quando comparado ao
grupo controle, através da avaliacdo por ANOVA de uma via seguido do teste post-hoc de Newman-
Keuls. (**) p<0,01 (***) p<0,001.

5.4  Ensaio do campo aberto

Segundo a observacdo da Figura 21, € possivel afirmar que o composto
BMOSE nas diferentes doses testadas (1 - 50 mg/Kg) ndo altera a atividade
locomotora do animal, visto que nenhuma dose administrada mostrou ser
estatisticamente diferente do controle. Este resultado demonstra que a administracao
0 composto ndo gerou alteracBes locomotoras que possam ter interferido nos
resultados apresentados nos testes de nocicepcdo induzida por formalina e

glutamato.
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Figura 21. Efeito do BMOSE no comportamento locomotor do ensaio do campo aberto. O nimero de
cruzamentos de um quadrante ao outro foram avaliados como sendo a atividade locomotora do animal.
Abreviacdes: C= controle. Os resultados foram avaliados por ANOVA de uma via seguido do teste
post-hoc de Newman-Keuls.

Foi realizado também o ensaio do campo aberto nos animais que receberam a
administracao dos antagonistas e do BMOSE e obtiveram-se resultados semelhantes
ao da figura 21. Nenhuma alteracdo locomotora foi relatada nos animais que
receberam somente o antagonista, bem como nos animais que receberam o
antagonista e o BMOSE na dose de 25 mg/Kg, demonstrando dessa forma, que a
interacdo do composto com o0 antagonista ndo interferiu na locomocdo do animal,
impedindo assim, resultados falso-positivos no teste de nocicepcdo induzida por

glutamato (dados ndo demonstrados).

5.5 Determinacéo da toxicidade aguda do BMOSE

Uma unica dose administrada do BMOSE (200 mg/Kg) ndo levou a morte de
nenhum animal e nem a mudancas significativas no peso dos mesmos (Tabela 1). A
atividade plasmatica das enzimas AST e ALT e os niveis de creatinina permaneceram
inalterados, quando comparados com o controle, apds o tratamento com o BMOSE.

Além disso, ndo foi constatada nenhuma alteracdo na atividade renal, hepatica e



39

cerebral na atividade da enzima &-ALA-D dos animais que receberam o tratamento
com o BMOSE (Tabela 2).

Através destes resultados, pode-se afirmar que o composto BMOSE néo
apresenta toxicidade renal, hepética e cerebral, 0 que impulsiona a continuacao da

investigacdo de outras possiveis atividades biolégicas desse composto.

Tabela 1. Efeito da administracdo do BMOSE (200 mg/Kg) no ganho de peso em
camundongos.

Grupo Ganho de peso (g)
Controle 0,15+ 0,089
200 0,1+0,054

O ganho de peso foi expresso em g/animal. Os dados foram apresentados segundo a média = D.P.M.
de 5 animais por grupo.

Tabela 2. Efeito da administracdo do composto (200 mg/Kg) em camundongos, nas atividades das
enzimas AST, ALT e &-ALA-D, e nos niveis de creatinina.

Grupo AST ALT Creatinina 5-ALA-D

Hepatica Renal Cerebral
Controle 68,0+20,36 6440+736 1377+0,53 4,337 +1,62 1560+ 0,54 0,4238 £ 0,04
200 63,50 + 36,74 69,60+ 20,61 0,0737 +0,11 5,663 + 1,29 1,240+ 0,32 04748 £0,05

As atividades da AST e ALT foram expressas em U/, os niveis de creatinina foram expressos em mg/dl
e a atividade da enzima &-ALA-D foi expressa em nmol PBG/mg proteina/h. Os dados foram
apresentados segundo a média + D.P.M. de 5 animais por grupo. Os resultados foram avaliados por
ANOVA de uma via seguido do teste post-hoc de Newman-Keuls.
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6 Discusséao

A dor € uma condicdo incapacitante que afeta milhares de pessoas
diariamente, e mesmo com a ampla gama de farmacos analgésicos disponiveis no
mercado, ainda ndo existe um farmaco que proporcione um tratamento inteiramente
eficaz, sem ocasionar o surgimento de efeitos adversos (Mendell e Sahenk, 2003).
Portanto, é de grande importancia a busca por novos farmacos, seguros e eficazes,

gue possam vir a ser empregados no tratamento da dor e inflamacéo.

Tendo em vista o que foi descrito, os resultados obtidos neste estudo estao de
acordo com os relatos literarios da possivel acdo farmacoldgica dos compostos
organicos de selénio (Brining et al., 2007; Chagas et al., 2014; Luchese et al., 2010;
Rosa et al., 2015). O tratamento oral do BMOSE foi eficaz em reduzir a dor nociceptiva
nos ensaios de nocicepc¢éao induzida por formalina e glutamato, agindo da mesma
maneira que o farmaco padrdo para tratamento de dor e inflamacao disponivel no
mercado, o MLX. Além disso, mostrou-se também eficaz em reduzir o edema de
orelha induzido por Oleo de croton e por fenol, demonstrando assim, seu potencial

anti-inflamatoério e antiedematogénico.

O teste da formalina € amplamente utilizado em ensaios de avaliacdo do
potencial antinociceptivo de compostos, tendo em vista que a injecdo de formalina
ocasiona ativacao de nociceptores (fibras A & e C) localizados nos diferentes tecidos
periféricos. A injecdo de formalina é reconhecida como um estimulo nocivo, o qual é
reconhecido por uma das moléculas sinalizadoras especificas, a TRPAL. Além disso,
este modelo compreende ambas as fases da dor, a de nocicepcdo, a qual
compreende a dor aguda, e a de dor inflamatéria, a qual compreende a liberacdo de
mediadores pro-inflamatorios, sendo assim, um teste completo (Shibata et al.,1989;

Goncalves et al., 2008).

Em relacdo aos resultados obtidos no teste de nocicepcao induzida por
formalina, na fase neurogénica, pode-se observar que as doses de 1, 10 e 50 mg/Kg
do BMOSE reduziram efetivamente o tempo de lambida na pata, demonstrando
assim, seu efeito antinociceptivo. De fato, quando comparado com o farmaco de
referéncia (MLX), as doses efetivas do BMOSE apresentaram resultados

estatisticamente mais significativos que o MLX, demonstrando assim a acao
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antinociceptiva do composto. Este ocorrido pode-se relacionar ao fato que que o MLX
€ um AINE e apresentaria acdo mais significativa somente na fase inflamatoéria do
teste (Shibata et al., 1989). Em relacdo a fase inflamatéria, o BMOSE foi eficiente em
reduzir o tempo de lambida nas doses de 10 e 50 mg/Kg, quando comparado com o
controle, atuando similarmente ao MLX. Em relacdo ao edema de pata no teste da
formalina, nem o BMOSE e nem o MLX foram eficazes em reduzir o edema de pata
gerado pela injecédo de formalina. A ndo reducao do edema de pata por parte do MLX
possivelmente pode-se dar ao fato de que o tempo de acao desse anti-inflamatorio é
de 30 a 90 minutos, podendo assim o tempo de teste nao ter compreendido o tempo
necessario para que ocorresse a reducao do edema.

Outro ensaio realizado para avaliar a atividade antinociceptiva do BMOSE foi
o de inducédo de nocicepcdo através da injecdo i.pl. de glutamato, o qual € um
mediador quimico assim como a formalina. O glutamato, por sua vez, € um agonista
dos receptores glutamatericos, portanto através desse ensaio € possivel avaliar se a
acao antinociceptiva do BMOSE pode estar relacionada ao envolvimento do sistema

glutamatérgico.

Diferentemente do ensaio de nocicepcao induzida por formalina, no ensaio do
glutamato se cronometra 15 minutos a partir da injecdo do mediador quimico e este
ensaio abrange somente a fase nociceptiva, visto que o glutamato ndo é um mediador
inflamatorio. O resultado antinociceptivo do BMOSE no teste da nocicepcao induzida
por glutamato € de grande importancia, tendo em vista que o glutamato desempenha
um importante papel no processo nociceptivo tanto a nivel periférico quanto central
(Fundytus, 2001; Beirith et al., 2002). Baseado nos resultados apresentado, pode-se
observar claramente que o BMOSE foi eficaz em reduzir a nocicepcéo induzida por
glutamato, demonstrando assim, que o sistema glutamatérgico esta envolvido com o

mecanismo de acdo do BMOSE.

Visando avaliar o possivel envolvimento do sistema serotoninérgico no efeito
antinociceptivo do BMOSE, foi feita a administracdo de antagonistas dos receptores
5-HT1a, 5-HT24, 5-HT2c € 5-HT3. Tém-se bem claro na literatura, que a sensacgéo de
dor pode ser modificada por vias descententes inibitérias no SNC, e que o principal
neurotransmissor envolvido com essa via descendente é a serotonina (Brining et al.,

2014). A ativacdo dessas vias descendentes a partir do nucleo da raphe até o corno
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dorsal, mediadas pela serotonina, € capaz de inibir a transmissdo da dor (Fields e
Basbaum, 1994; Millan, 2002). Tendo em vista essa informacdo, compostos
antidepressivos que modulam o sistema serotoninérgico sdo amplamente utilizados
no tratamento da dor, visto que a anagelsia desencadeada por tais compostos pode
ser obtida através de uma Unica dose (Fishbain et al., 2000; Duman, 2004).

Um importante dado obtido no presente estudo, foi o da observagdo da
ocorréncia do bloqueio da resposta antinociceptiva do BMOSE quando administrado
juntamente com o antagonista ondansetron, demonstrando dessa forma, o
envolvimento da acgdo antinociceptiva do composto com 0s receptores
serotoninérgicos 5-HTs. E importante ressaltar que ndo foram observadas mudancas
na atividade locomotora dos animais que receberam o tratamento do antagonista em

conjunto com o BMOSE.

Objetivando a investigacdo da possivel acédo anti-inflamatoria do BMOSE, o
teste da inducdo de inflamacdo por 6leo de créton foi utilizado. Esse teste ja foi
amplamente descrito na literatura e é frequentemente empregado em estudos
envolvendo inflamacdo. O 6leo de croton leva a inflamacdo na orelha através da
ativacdo da PKC no local, podendo assim se observar inchaco do tecido e

caracteristicas associadas a inflamacéo (Bertolini et al., 2003; Tintinger et al., 2009).

O BMOSE mostrou-se capaz de reduzir a inflamacédo (100 mg/Kg) quando
comparado com o controle, agindo da mesma forma que o anti-inflamatoério DEXA. O
mecanismo de acdo da DEXA é através da capacidade que esse farmaco possui de
modular a producdo de metabdlitos do acido araquidonico, através da inibicdo das
enzimas COX e lisil oxidase (LOX), ou através da estimulacdo a producdo de

eicosandides ati-inflamatorios (Lawrance et al., 2002).

Outro teste empregado para avaliar a atividade anti-inflamatéria do BMOSE foi
o teste de inducédo de inflamacao por fenol. A inducdo de inflamacgéo decorrende da
administracdo de fenol ocorre através da ruptura da membrana dos queratindcitos,
células caracteristicas da epiderme. Essa ruptura resulta na liberacdo de citocinas
pré-inflamatérias, tais como a Interleucina 1 alfa (IL-1a), TNF-a e IL-8, através do
mecanismo de ativacdo independente da via da PKC, assim como ocorre na
inflamacéo induzida pelo 6leo de croton (Murray et al., 2007). A ativacao da PKC por

sua vez, leva a liberacdo de outros mediadores inflamatorios, tais como metabdlitos
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do acido araquidbnico e espécies reativas de oxigénio, que além de ocasionar em
inflamacéo, pode levar também a formag&o de edema mais severo, eritema e necrose
(Brown et al., 1975; Wilmer et al., 1994; Murray et al., 2007; Chibli et al., 2014; Da
Silva et al., 2015; Pinto et al., 2015). O composto BMOSE foi eficaz em reduzir o
edema de orelha gerado pela adiministracédo s.c. de fenol na dose de 100 mg/Kg,

podendo assim, seu mecanismo de acao ser similar ao da DEXA.

O presente estudo apresentou o potencial antinociceptivo e anti-inflamatorio do
BMOSE em doses que néo apresentaram toxicidade. A seguranca de um composto
€ a caracteristica mais importante que o mesmo deve conter, e é item indispenséavel
em estudos de compostos que apresentam potencial farmacéutico. O BMOSE
demonstrou ser um composto que possivelmente ndo apresenta toxicidade,
impulsionando assim, o desenvolvimento de mais estudos envolvendo o mesmo,
especialmente estudos que busquem investigar diferentes mecanismos de acéo que

também possam estar envolvidos com a a¢ao antinociceptiva do BMOSE.
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7 Concluséo

Os dados apresentados acima indicam que o BMOSE foi capaz de reduzir a
nocicepcao induzida através da injecdo tanto de glutamato quanto de formalina, em
diferentes doses testadas, demonstrando assim, sua agéo tanto a nivel periférico
guanto a nivel central. P6de-se observar que o composto BMOSE apresenta
interacdo com a via serotoninérgica, mais especificamente com o receptor 5-HTs,
resultado o qual demonstra que a acdo antinociceptiva desse composto esta

envolvida com essa via de neurotransmissor.

Portanto, conclui-se que o BMOSE é um atrativo candidato a composto
antinociceptivo e que mais estudos de nocicepcao podem vir a ser investigados, tais
como estudo de nocicepc¢ao induzida por agente térmico através do ensaio da placa
guente e da imerséo da cauda. Objetivando investigar outros mecanismos envolvidos
com a atividade anti-inflamatéria do BMOSE, diferentes indutores de inflamacéao,
como por exemplo a carragenina, o cinamaldeido, o TNF-a, entre outros, podem vir a

ser empregados nos proximos estudos com esse composto.
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