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O presente estudo investigou a relevância de uma via de síntese alternativa de 
Endotelina-1 (ET-1), a qual envolve a formação do intermediário ET-1(1-31), na 
nocicepção causada por Big ET-1 em camundongos. A injeção intra-plantar (i.pl) de 
ET-1, ET-1(1-31) e Big ET-1 causou comportamento nociceptivo declarado e 
hipernocicepção mecânica nos animais. O tratamento prévio local com tiorfano 
(inibidor da endopeptidase neutra - NEP) ou fosforamidon (inibidor dual da NEP e da 
enzima conversora de ET, ECE) reduziu a nocicepção induzida pela ET-1(1-31) ou 
ET-1(1-31) e Big ET-1, respectivamente. Por outro lado, o pré-tratamento com 
quimostatina (inibidor das enzimas quimases) não alterou as respostas nociceptivas 
induzidas pela ET-1 e Big ET-1. A associação de Big ET-1 com doses não álgicas 
dos ativadores de mastócitos, composto 48/80 (C.48/80) ou ovoalbumina (OVA), 
resultou em potencialização da resposta nociceptiva, quando comparada àquelas 
causadas pela administração isolada dos compostos. O tratamento prévio local dos 
animais com tiorfano, fosforamidon ou quimostatina diminuiu significativamente a 
nocicepção induzida pela associação dos ativadores de mastócitos com Big ET-1. 
As respostas nociceptivas causadas por injeção de doses álgicas de C.48/80 e OVA 
também foram inibidas pelo pré-tratamento dos animais com os inibidores 
enzimáticos tiorfano, fosforamidon e quimostatina. Além disso, o pré-tratamento local 
dos animais com o antagonista de receptores de endotelina ET BA, BBQ-123, reduziu a 
nocicepção induzida por OVA e C.48/80, enquanto o antagonista de receptores de 
endotelina ETBB B, BQ-788, influenciou apenas a nocicepção induzida por OVA. O 
conjunto destes resultados sugere que as respostas nociceptivas causadas pela Big 
ET-1 e ET-1(1-31) sejam decorrentes da formação de ET-1 em camundongos. 
Contudo, a via de síntese alternativa de ET-1 a partir da Big ET-1, na qual esta 
última é convertida inicialmente no intermediário ET-1(1-31), somente contribui de 
maneira significativa para a nocicepção quando ocorre ativação de mastócitos. 
 
Palavras chave: [nocicepção], [endotelina-1], [endotelina-1(1-31)], [mastócitos], [vias 
de síntese]. 
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RESUMO 
 

O presente estudo objetivou avaliar, farmacologicamente, a relevância da 

endotelina-1(1-31) [ET-1(1-31)] em causar nocicepção declarada e hipernocicepção 

mecânica na pata de camundongos e comparar seus efeitos com as respostas 

induzidas pela ET-1 e Big ET-1. A ET-1(1-31) é sintetizada a partir da clivagem da 

Big ET-1 por quimases provenientes de mastócitos. Uma vez sintetizada, pode ainda 

ser convertida em ET-1 por ação da enzima endopeptidaseneutra (NEP). A injeção 

intra-plantar (i.pl.) de ET-1 (3 a 30 pmol), ET-1(1-31) (3 a 100 pmol) ou Big ET-1 (30 

a 100 pmol) induziu nocicepção declarada e hipernocicepção mecânica de maneira 

dose-dependente. O pré-tratamento local dos animais com tiorfano (inibidor da NEP, 

300 nmol) ou fosforamidon (inibidor da NEP e da enzima conversora de ET, ECE, 

100 nmol) reduziu a nocicepção induzida por ET-1(1-31) (10 pmol), ou por ET-1(1-

31) (10 pmol) e Big ET-1 (30 pmol), respectivamente. Já o pré-tratamento com 

quimostatina (inibidor de quimases, 100 nmol) não alterou a nocicepção declarada 

induzida por ET-1, ET-1 (1-31) ou Big ET-1. A degranulação de mastócitos por 

injeção i.pl. de C.48/80 (0,05 a 1 μg) ou OVA (0,05 a 1 μg) também evocou 

nocicepção declarada e hipernocicepção mecânica. A associação de Big ET-1 (30 

pmol) com doses sub-efetivas de C.48/80 (0,1 μg) ou de OVA (0,05 μg) resultou em 

uma potencialização da nocicepção induzida pela Big ET-1 de 93,5% e 154%, 

respectivamente. O pré-tratamento dos camundongos com fosforamidon (100 nmol) 

ou quimostatina (100 nmol) reduziu a nocicepção induzida pela associação de 

C.48/80 ou OVA e Big ET-1, enquanto o tiorfano apenas reduziu a nocicepção 

induzida pela associação de C.48/80 e Big ET-1 na dose de 1000 nmol. A 

nocicepção induzida por C.48/80 (1,0 µg) ou OVA (0,3 µg) foi diminuída pelo pré-

tratamento i.pl. com fosforamidon, quimostatina ou BQ-123 (antagonista seletivo de 

receptores ET BA B, 10 nmol), enquanto o BQ-788 (antagonista seletivo de receptores 

ETBB B, 10 nmol)  e o tiorfano (1000 nmol) reduziram apenas a nocicepção declarada 

evocada por OVA e C.48/80, respectivamente. Estes resultados sugerem que a via 

de síntese alternativa de ET-1, a qual envolve a participação do intermediário ET-

1(1-31), contribui de maneira significativa para a nocicepção induzida pela ativação 

dos mastócitos. 
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ABSTRACT 
 

The nociceptive effects of Endothelin-1 (ET) are well-known. This peptide is 

synthesized by cleavage of Big ET-1 by Endothelin Converting Enzyme (ECE), 

however, Big ET-1 can be also cleaved by mast cell-derived chymase to ET-1(1-31), 

which can be converted to ET-1 by the enzyme neutral endopeptidase-24.11 (NEP). 

The present study aimed to assess, pharmacologically, the ability of ET-1(1-31) to 

induce nociception and mechanical hypernociception in the hind paw of mice and 

compare its effects with those evoked by ET-1 and Big ET-1. The intra-plantar (i.pl) 

injection of ET-1 (3 to 30 pmol), ET-1(1-31) (30 to 100 pmol) or Big ET-1 (30 to 100 

pmol) induced dose-dependent nociception and hypernociception. Local pre-

treatment of the animals with thiorphan (NEP inhibitor, 300 nmol, i.pl.) or 

phosphoramidon (NEP and ECE inhibitors, 100 nmol, i.pl.), reduced nociception 

induced by ET-1(1-31) (10 pmol) or by ET-1(1-31) and Big ET-1 (30 pmol), 

respectively. On the other hand, pre treatment with chymostatin (chymase inhibitor, 

100 nmol) did not alter the nociception induced by ET-1, ET-1 (1-31) or Big ET-1. 

Mast cell degranulation by i.pl. injection of compound 48/80 (0.05 to 1 μg) or OVA 

(0.05 to 1 μg) also evoked nociception and mechanical hypernociception. The 

association of Big ET-1 (30 pmol) with sub-effective doses of compound 48/80 (0.1 

μg) or OVA (0.05 μg) resulted in potentiation of Big-ET-1-induced nociception by 

93.5% e 154%, respectively. Pre-treatment with phosphoramidon (100 nmol) or 

chymostatin (100 nmol) reduced the nociception induced by Big ET-1 associated with 

compound 48/80 or OVA, while thiorphan was only able to reduce the nociception 

induced by the association of Big ET-1  plus compound 48/80 at 1000 nmol. 

Nociception induced by compound 48/80 (1.0 µg) and OVA (0.3 µg) was reduced by 

pretreatment with phosphoramidon or chymostatin or BQ-123 (selective ET BA B receptor 

antagonist, 10 nmol), while BQ-788 (selective ET BB B receptor antagonist, 10 nmol) and 

thiorphan (1000 nmol) reduced only nociception induced by OVA and compound 

48/80, respectively. The results of the current study suggest that ET-1, formed via an 

alternative synthesis pathway, which involves formation of the intermediary peptide 

ET-1(1-31), contributes significantly to nociception induced by the activation of mast 

cells. 

 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1. Introdução 
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1.1. Mecanismos sensoriais da dor 
 

A sensação prazerosa de sentir uma suave brisa ou a experiência dolorosa 

de tocar em um objeto quente são ambas propagadas por neurônios 

somatosensoriais que inervam a pele (Lumpkin e Caterina, 2007). Esses neurônios 

sensoriais cutâneos podem ser classificados de acordo com o seu grau de 

mielinização, pela velocidade com a qual o potencial de ação trafega ao longo da 

fibra aferente ou ainda de acordo com as suas características funcionais. Dessa 

maneira, fibras Aα e Aβ são consideradas proprioceptores ou receptores mecânicos 

de estímulos inócuos, sendo estas altamente mielinizadas, de grande diâmetro (>10 

μm) e de velocidade de condução rápida (30 a 100 m/s). Em contrapartida, as fibras 

Aδ são responsáveis pela detecção da dor rápida e aguda, possuem diâmetro médio 

(2 a 6 μm) e velocidade de condução intermediária (12 a 30 m/s). Por fim, as fibras C 

são condutoras da dor lenta e difusa, sendo amielinizadas, de pequeno diâmetro 

(0,4 a 1,2 μm) e de velocidade de condução lenta (0,5 a 2 m/s) (para revisão ver 

Millan, 1999; Coutaux et al., 2005). A maioria das fibras C responde a estímulos 

térmicos, químicos e mecânicos, sendo por essa razão, denominadas de receptores 

polimodais. As fibras C podem ainda ser divididas em pelo menos dois subgrupos de 

neurônios de acordo com as suas características neuroquímicas e funcionais. Um 

desses subgrupos são as fibras C peptidérgicas, as quais sintetizam peptídeos como 

substância P e o peptídeo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP), além de 

expressarem o receptor tirosina quinase A (trkA), que possui alta afinidade para o 

fator de crescimento do nervo (NGF). O outro subgrupo são as fibras C não 

peptidérgicas, que são identificadas pela expressão de receptores purinérgicos P2X B3 B 

para o trifosfato de adenosina (ATP), sítios de ligação para isolectina B B4 B(IBB4 B) e os 

receptores para o fator neurotrófico derivado das células gliais (GDNF) (para revisão 
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ver Hunt e Mantyh, 2001; Sawynok e Liu, 2003). As fibras C e Aδ são também 

conhecidas como nociceptores (receptores da dor) e estão amplamente distribuídas 

na pele, vasos, músculos, articulações e vísceras (para revisão ver Julius e 

Basbaum, 2001). 

A dor pode ser definida, segundo a Associação Internacional para o Estudo 

da Dor (IASP), como uma experiência sensorial e emocional desagradável, 

associada a uma lesão tecidual real ou potencial, ou ainda descrita em termos de tal 

lesão (Merskey, 1979). Do ponto de vista fisiológico, a dor tem o propósito de 

proteção e sobrevivência, com o intuito de alertar o indivíduo sobre estímulos que 

possam provocar lesão tecidual (estímulos nocivos), tais como objetos quentes ou 

cortantes (Watkins e Maier, 2002). A perda da capacidade de sentir dor produz 

efeitos desastrosos, como pode ser observado em portadores da insensibilidade 

congênita à dor, uma doença rara na qual os pacientes afetados pela ausência do 

caráter protetor da dor freqüentemente tem morte prematura por acidentes graves 

(Mogil et al., 2000). 

No início do século vinte foi introduzido o termo nocicepção (do latim 

Nocere, “lesar”), o qual se refere apenas ao caráter fisiológico da dor, sem levar em 

consideração os aspectos psicológicos que também influenciam na percepção final 

da dor. Dessa forma, como em modelos animais de dor esta é avaliada 

indiretamente, através da observação comportamental, o termo correto a ser 

empregado é nocicepção (Tjolsen et al., 1992). 

Ao detectarem estímulos dolorosos, nociceptores despolarizam, gerando 

potenciais de ação que se propagam pela fibra, enviando essas informações até as 

suas conexões sinápticas com neurônios de segunda ordem na substância cinzenta 

do corno dorsal da medula espinhal (CDME) principalmente nas lâminas de Rexed I, 
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II e V (para revisão ver  Besson, 1999). Os neurônios de segunda ordem, por sua 

vez, projetam-se para os centros encefálicos, incluindo a formação reticular, 

hipotálamo e tálamo, que, através de neurônios terciários, podem remeter a 

informação nociceptiva ao córtex cerebral (para revisão ver Millan, 1999; Almeida et 

al., 2004). A informação nociceptiva é transmitida por vários tratos, sendo os mais 

importantes os espinotalâmico, espinorreticular, espinomesencefálico e 

espinohipotalâmico (Craig e Dostrovsky, 1999). Dessa maneira, a informação 

nociceptiva alcança as áreas sensoriais do córtex cerebral, onde aspectos como 

qualidade, intensidade, duração e localização do estímulo nociceptivo serão 

integrados e componentes afetivos e emocionais serão interpretados e 

contextualizados, levando à percepção consciente do estímulo doloroso (para 

revisão ver Millan, 1999; Hunt e Mantyh, 2001). 

Além das vias nociceptivas ascendentes necessárias à interpretação da dor, 

existem vias de modulação e integração descendentes da informação dolorosa. As 

vias descendentes mais importantes e estudadas são aquelas de caráter inibitório. 

Essas vias originam-se na substância cinzenta periaquedutal ventral e no núcleo 

magno da rafe, entre outras estruturas. Os mecanismos descendentes modulam, 

geralmente através de interneurônios, as características da informação nociceptiva 

transmitida entre as fibras sensoriais primária e secundária no CDME. A modulação 

descendente da informação nociceptiva envolve a liberação de uma série de 

neurotransmissores, como os dos sistemas opióide, serotonérgico, noradrenérgico, 

GABAérgico, além dos canabinóides endógenos, entre outras substâncias (para 

revisão ver Millan, 2002; Vanegas e Schaible, 2004).  

A dor pode ser classificada de diversas maneiras. Sob o ponto de vista de 

duração, a sensação dolorosa pode ser do tipo aguda ou crônica. A dor aguda é 
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caracterizada como uma resposta normal causada por um estímulo lesivo ao tecido, 

com conseqüente despolarização da fibra nervosa, sendo que a sensação de dor 

pode desaparecer até mesmo antes do local lesionado ter sido reparado. Já a dor 

crônica é caracterizada pela incapacidade do organismo de resolver a lesão ou 

quando a plasticidade neuronal que ocorre durante a doença mantém a dor mesmo 

após a resolução da lesão. (para revisão ver Loeser e Melzack, 1999). Alguns 

exemplos de dor crônica incluem a neuralgia do trigêmio, a fibromialgia, as 

síndromes dolorosas complexas regionais, a dor associada com a artrite, a dor do 

membro fantasma e as síndromes dolorosas centrais (para revisão ver Ashburn e 

Staats, 1999). Durante essas síndromes, o processamento sensorial está alterado. 

Estímulos ambientais que normalmente são inócuos, tais como leve toque ou 

pequenas alterações na temperatura ambiente, produzem a sensação de dor, 

fenômeno esse conhecido por alodínia. Outro estado muito comum em dores 

neuropáticas ou de origem inflamatória é a percepção exacerbada da dor, o que 

caracteriza a hiperalgesia (para revisão ver Besson, 1999). Ambos os fenômenos, 

alodínia e hiperalgesia, são decorrentes da redução do limiar de ativação dos 

nociceptores e podem ser coletivamente chamados de hipernocicepção, quando 

estes fenômenos são avaliados em animais de experimentação (Parada et al., 2003; 

Cunha et al., 2004). 

Os nociceptores também podem ser ativados e/ou sensibilizados por 

substâncias endógenas, tais como bradicinina, serotonina, íons hidrogênio, ATP e 

prostaglandinas, além de citocinas como o fator de necrose tumoral-α (TNFα), 

interleucina (IL)-1, IL-6 e quimiocinas, como a IL-8, entre outros (para revisão ver 

Millan, 1999; Coutaux et al., 2005). 
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1.2. As endotelinas e o seu papel na dor 

 

Uma família de peptídeos que tem sido extensivamente estudada pelas 

suas propriedades nociceptivas, desde sua descoberta em 1988, são as endotelinas 

(ETs). As ETs foram inicialmente descritas como  potentes peptídeos 

vasoconstritores derivados de células endoteliais (Yanagisawa et al., 1988). 

Atualmente sabe-se que esses peptídeos podem agir como citocinas e assim atuam 

sobre um grande número de diferentes tipos celulares, apresentando diversas 

implicações fisiológicas e patológicas, como por exemplo, na hipertensão, câncer, 

inflamação e dor (para revisão ver Kedzierski e Yanagisawa, 2001). 

As ETs são peptídeos que produzem efeitos diversos em vários órgãos e 

sistemas. A ET-1 é o representante mais importante dessa família, a qual também 

inclui a ET-2 e a ET-3, sendo que todas essas isoformas são constituídas por 21 

aminoácidos. Esses três peptídeos apresentam distribuição tissular bastante 

heterogênea. A ET-1 é expressa principalmente pelas células endoteliais, enquanto 

a ET-2 é mais expressa no intestino e a ET-3 no intestino, olhos, rim e cérebro.   As 

três isoformas são codificadas por três genes distintos que, em humanos, estão 

localizados nos cromossomos 6, 1 e 20, respectivamente (para revisão ver Levin, 

1995; Kedzierski e Yanagisawa, 2001).  

A ET-1 atua através de dois receptores diferentes, chamados de ET BA B e ETBB B, 

os quais estão acoplados, através das proteínas  G BiB e G Bq B, a diversas vias de 

sinalização celular, sendo que a via da fosfolipase C (PLC) é a mais predominante 

(Aramori e Nakanishi, 1992; Kasuya et al., 1994; Griswold et al., 1999). O receptor 

ETBA Bapresenta uma afinidade pela ET-1 e ET-2 de 70 a 100 vezes maior do que pela 

ET-3, enquanto que o receptor ET BB B exibe afinidade semelhante pelas três isoformas 
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(Arai et al., 1990; Sakurai et al., 1990). Os efeitos mediados pelos dois tipos de 

receptores podem ser diferenciados pelo uso de agonistas e antagonistas seletivos. 

O receptor ETBA B é seletivamente bloqueado pelo antagonista peptídico BQ-123, ou 

pelo não peptídico atrasentan. Já o receptor ET BB B é seletivamente estimulado por 

agonistas como a sarafotoxina S6c (SRTX S6c) e o IRL 1620, sendo seletivamente 

bloqueado por antagonistas peptídicos como o BQ-788, ou pelo composto não 

peptídico A-192621. Existem ainda diferentes antagonistas não seletivos, ou duais, 

para ambos os receptores como, por exemplo, o bosentan (Masaki et al., 1994; 

Sokolovsky, 1995; Webb e Meek, 1997). 

A primeira evidência da participação das ETs na dor foi apresentada por 

Ferreira e colaboradores em 1989, os quais demonstraram que a administração de 

ET-1 induzia contorções abdominais em camundongos, hipernocicepção mecânica 

em ratos, incapacitação articular em cães e sensação de prurido e queimação no 

antebraço de humanos. Esses autores sugeriram que a dor causada pela ET-1 

poderia ser atribuída às suas propriedades vasoconstritoras e indutora da síntese de 

prostaglandinas (PGs), embora a indometacina não tenha sido capaz de bloquear a 

nocicepção nesse estudo. 

Em 2001, Pomonis e colaboradores mostraram, através de estudos 

imunohistoquímicos, a presença de receptores ET BA B em 75% dos neurônios 

sensoriais de pequeno diâmetro presentes em gânglios da raiz dorsal lombares, 

enquanto que esses receptores não foram encontrados em neurônios de grande 

diâmetro. Ainda em 2001, o grupo de Gokin  demonstrou através de experimentos 

eletrofisiológicos, que a atividade elétrica de fibras C e Aδ era aumentada após 

injeção subcutânea de ET-1, e que esse efeito era dependente da dose e sensível 

ao bloqueio de receptores ET BA B, através da administração de BQ-123. Esses 
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resultados puderam confirmar as suspeitas de que as ETs estariam ativando e/ou 

sensibilizando diretamente os nociceptores. 

Atualmente sabe-se que as ETs estão diretamente relacionadas com a dor 

em diversas patologias, tanto em humanos quanto em modelos animais para o 

estudo da dor aguda e crônica. Os níveis de ET-1 estão aumentados em diversos 

tipos de câncer em humanos, como nos tumores de próstata (Kurbel et al., 1999), 

mama (Alanen et al., 2000), pulmão (Ahmed et al., 2000) e cólon (Asham et al., 

2001). Paralelamente, modelos experimentais têm demonstrado que camundongos 

fêmeas, inoculadas com células cancerosas, manifestam uma hipernocicepção 

acentuada, a qual coincide com o aumento dos níveis de ET-1 no tecido canceroso. 

Esse quadro hipernociceptivo pode ser aliviado tratando os animais com um 

antagonista de receptores ET BA B(Pickering et al., 2007; Schmidt et al., 2007). Em um 

outro modelo experimental, dessa vez utilizando um método de indução de 

osteosarcoma em camundongos, também se verificou aumento da expressão de ET-

1 nas células cancerosas, bem como a redução da nocicepção observada neste 

modelo com o uso de atrasentan (Peters et al., 2004). 

Outra patologia dolorosa que envolve a participação das ETs é a neuropatia 

diabética. A neuropatia diabética é uma das complicações mais relevantes do 

diabetes mellitus. Esse quadro leva a alterações funcionais nas fibras nociceptivas 

que variam de hiperalgesia, insensibilidade à dor e alterações na sensação de 

temperatura. Entretanto, os mecanismos celulares e moleculares para essa 

percepção sensorial anormal no diabetes, ainda não foram identificados (Berti-

Mattera et al., 2006). Já foi reportado que os níveis de ET-1 estão aumentados nos 

tecidos e no plasma de pacientes e animais diabéticos (para revisão ver Hopfner e 

Gopalakrishnan, 1999; Khan e Chakrabarti, 2003). Experimentalmente, foi 
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constatado que a administração sistêmica do antagonista do receptor ET BA B foi capaz 

de atenuar a hipernocicepção em ratos diabéticos (Jarvis et al., 2000). Berti-Mattera 

e colaboradores (2006) também verificaram que ratos diabéticos apresentavam 

hipernocicepção em relação ao grupo controle, a qual estava associada a expressão 

reduzida de receptores ETBB B no nervo ciático. 

Diversos trabalhos do nosso laboratório também têm demonstrado uma 

importante participação das ETs na nocicepção. Quando injetada na pata de 

camundongos, a ET-1 demonstrou ser capaz de potencializar as duas fases da 

resposta nociceptiva à formalina, bem como o edema provocado por essa 

substância álgica, sendo que as ações pró nociceptivas da ET-1 eram mediadas 

tanto via receptores ET BA B quanto ETBB B (Piovezan et al., 1997). A injeção de ET-1 na 

pata traseira de camundongos também foi capaz de causar uma resposta 

nociceptiva per se, caracterizada pelo ato de lamber a pata, bem como de 

potencializar as ações nociceptivas da capsaicina, através de mecanismos operados 

por receptores ET BA B (Piovezan et al., 1998; Piovezan et al., 2000). Quando injetada 

na pata traseira de ratos, a ET-1 também foi capaz de causar hipernocicepção 

mecânica, a qual perdurou por até 8 h, onde se verificou uma importante 

participação de vias de sinalização envolvendo PLC, proteína quinase C, Map 

quinase p38, quinase reguladora de sinal extra celular e Janus quinase. (Motta et al., 

2006). 

Embora o papel pró-nociceptivo da ET-1 esteja cada vez mais documentado 

na literatura, alguns trabalhos têm demonstrado que esse peptídeo pode apresentar 

ações analgésicas dependendo da via de sinalização e do estímulo nociceptivo 

envolvido (Piovezan et al., 2000; Nicol, 2004). Khodorova e colaboradores (2003) 

demonstraram que a ET-1, ao mesmo tempo em que ativa receptores ET BA B nos 
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neurônios sensoriais, pode também estimular receptores ET BB B em queratinócitos, 

resultando na liberação do opióide β-endorfina, o qual possui um efeito analgésico.  

Em vista dessas considerações e pelo fato do nível plasmático e/ou tecidual 

de ET-1 estar aumentado em diversas patologias, uma terapia farmacológica que 

vise diminuir a síntese de ET-1 pode vir a ter benefícios terapêuticos. 

 

1.3. Síntese e degradação da endotelina-1(1-21) 

 

A síntese de ET-1 ocorre a partir de um polipeptídeo com aproximadamente 

212 aminoácidos denominado pré-pró-endotelina-1, o qual é clivado por uma enzima 

da família da subtilisina chamada furina, em um peptídeo de 38 aminoácidos, a Big 

Endotelina-1 (1-38) (Big ET-1) (Blais et al., 2002). A ET-1 madura é obtida pela 

clivagem proteolítica da Big ET-1, entre os resíduos TriptofanoP

21
P e Valina P

22
P, pela 

Enzima Conversora de Endotelina (ECE) (Haynes e Webb, 1994). 

A clonagem molecular da ECE revelou que esta enzima pertence à família 

das metalopeptidases, da mesma forma que a neutro endopeptidase-24.11 (NEP ou 

E-24.11), a termolisina, a enzima conversora de angiotensina (ECA) e as peptidases 

“órfãs” KELL e PEX. As metalopeptidases geralmente estão associadas à membrana 

plasmática, são dependentes de zinco, atuam principalmente em pH neutro e 

desempenham um papel chave no processamento e metabolismo de peptídeos 

vasoativos. Essas enzimas estão relacionadas com uma série de patologias, tais 

como doenças cardiovasculares, mal de Alzheimer, artrite, inflamação e câncer (para 

revisão ver Turner e Murphy, 1996; Turner e Tanzawa, 1997; D'Orleans-Juste et al., 

2003; Turner, 2003). 
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A ECE foi identificada em 1994 pelos grupos de Xu et al. (1994) e Shimada 

et al. (1994). Após a sua descoberta, houve muita especulação sobre a sua 

natureza. Alguns trabalhos apontavam a ECE como uma isoforma da NEP, visto que 

ambas tinham a sua atividade inibida pelo uso do fosforamidon. Porém, o uso do 

inibidor tiorfano não era capaz de reduzir a atividade da ECE, ao contrário da NEP. 

Dessa maneira, ficou claro que se tratavam de enzimas com atividades 

diferenciadas (para revisão ver Turner e Tanzawa, 1997). 

Desde então, avançou-se consideravelmente em relação aos 

conhecimentos acerca da ECE. Sabe-se que há três isoformas distintas de ECE 

denominadas ECE-1, ECE-2 e ECE-3. A ECE-1 é a mais amplamente expressa e a 

que apresenta maior atividade fisiológica. Essa enzima é principalmente encontrada 

em células endoteliais, mas também já foi observada na musculatura lisa e em 

células neuronais (para revisão ver D'Orleans-Juste et al., 2003). A afinidade da 

ECE-1 pelas isoformas de Big ET é diferenciada, sendo que a sua atividade 

catalítica é preferencial pela Big ET-1, seguida pela Big ET-2 e por último pela Big 

ET-3. A ECE-1 pode hidrolisar outros peptídeos, tais como bradicinina, substância P, 

angiotensina I e insulina, mas com uma eficácia muito menor (Hoang e Turner, 1997; 

Krishnaswamy et al., 2001). Já foram descobertas quatro isoformas da ECE-1: ECE-

1a, ECE-1b, ECE-1c e ECE-1d, as quais diferem na sua porção N-terminal, o que 

resulta em diferente localização celular. Dessa maneira, ECE-1a, ECE-1c e ECE-1d 

são encontradas em humanos na membrana celular com o seu domínio catalítico 

voltado para fora da célula, enquanto a ECE-1b é encontrada intracelularmente 

(para revisão ver D'Orleans-Juste et al., 2003).  

Os outros subtipos da ECE são bem menos estudados. A ECE-2, ao 

contrário da ECE-1, apresenta melhor atividade em pH ácido e parece estar 
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envolvida no processamento intravesicular da ET-1 (Emoto e Yanagisawa, 1995). 

Atualmente quatro isoformas da ECE-2 já foram identificadas (ECE-2a-1, ECE-2a-2, 

ECE-2b-1 e ECE-2b-2) (Ikeda et al., 2002). Uma terceira isoforma da ECE, a ECE-3, 

foi encontrada em microssomos de íris bovina, e essa enzima parece ser específica 

para a Big-ET-3 (Hasegawa et al., 1998).  

A deleção gênica de ECE-1 em camundongos resulta em fenótipos 

gravemente mal formados, enquanto a deleção de ECE-2 resulta em fenótipos que 

se desenvolvem normalmente, são férteis e têm longevidade normal. Contudo, os 

animais nocautes tanto para ECE-1 quanto para ECE-2 apresentam fenótipo mais 

problemático do que aqueles que não expressam apenas a ECE-1 (Yanagisawa et 

al., 2000). Além disso, animais nocautes para as ECE-1 e ECE-2 apresentam 

acúmulo de β-amilóide no sistema nervoso central, sendo que a deleção de ECE-2 

acarreta ainda em deficiências de aprendizado e memória, fatores sugestivos de mal 

de Alzheimer (Eckman et al., 2003; Rodriguiz et al., 2007). 

As ETs são principalmente formadas sob demanda, ou seja, não é comum 

encontrar estoques intracelulares de ET-1. Assim, a produção é controlada por 

transcrição gênica. Além disso, existem níveis de Big ET-1 significativos no plasma, 

que chegam a ser 2 vezes maiores do que os de ET-1 (para revisão ver Kedzierski e 

Yanagisawa, 2001; D'Orleans-Juste et al., 2003). Após ser sintetizada, a ET-1 tem 

um tempo de meia-vida plasmático curto, entre 90 segundos a 7 minutos (Anggard 

et al., 1989; Rubin e Levin, 1994), sendo que a principal enzima envolvida na sua 

degradação  é a NEP (Abassi et al., 1992). 

A NEP, como já mencionado anteriormente, também pertence à família das 

metalopeptidases, tendo sua ação diminuída tanto pelo fosforamidon quanto pelo 

tiorfano. Essa enzima é encontrada principalmente nas células renais, mas as 
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primeiras evidências do seu papel fisiológico vêm de estudos no sistema nervoso 

central, onde apresenta ações catabólicas sobre neuropeptídeos, especialmente 

substância P e encefalinas (para revisão ver Turner, 2003). Esta enzima também já 

foi identificada em células vasculares endoteliais, fibroblastos e queratinócitos 

(Olerud et al., 1999; Steinhoff et al., 2003). A NEP é responsável por finalizar a 

sinalização emitida pelas encefalinas nas sinapses nervosas de uma maneira 

análoga à acetilcolinesterase, a qual hidrolisa a acetilcolina nas sinapses 

colinérgicas (para revisão ver  Turner, 2003). Além dessas ações, a NEP renal 

também está envolvida na inativação do vasodilatador peptídeo natriurético atrial 

(Kenny e Stephenson, 1988); na remoção do peptídeo β-amilóide, considerado 

fundamental para a doença de Alzheimer; além de estar dramaticamente diminuída 

em doenças como o câncer de próstata, permitindo uma maior concentração e ação 

de peptídeos como a ET-1 (Papandreou et al., 1998).  

Embora a NEP seja a principal enzima responsável pela clivagem da ET-1, 

existem evidências apontando para uma via alternativa de síntese da ET-1, na qual 

a NEP também estaria envolvida. Essa rota alternativa envolve a clivagem da Big 

ET-1 na ligação Tirosina P

31
P – Glicina P

32
P, por ação de quimases oriundas de mastócitos, 

originando um peptídeo bioativo de 31 aminoácidos, a ET-1(1-31) (Nakano et al., 

1997; Kishi et al., 1998). A ET-1(1-31), por sua vez, pode sofrer ação da NEP dando 

origem a ET-1, conforme pode ser visto no Esquema 1 na página 21 (Hayasaki-

Kajiwara et al., 1999; Fecteau et al., 2005). 

Por fim, merece ser comentado que a Big ET-1 pode ainda ser clivada entre 

os resíduos de Glicina P

32
P e LeucinaP

33
P pela metaloproteinase  de matriz-2 (MMP-2) em 

ET-1(1-32), que também exibe potente ação vasoconstritora (Fernandez-Patron et 

al., 1999). 
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1.4. Relevância biológica da endotelina-1 (1-31) 

 
Uma via alternativa para a síntese de ETs foi primeiramente sugerida por 

Patterson e colaboradores (1990), os quais demonstraram que a Catepsina G, um 

tipo de quimase derivada de mastócitos, era capaz de clivar a Big ET-1 em um 

peptídeo constritor formado por 27 a 31 aminoácidos. Em 1997, o grupo de Hanson 

demonstrou que, ao se incubar Big ET-1 com porções de pulmão humano, ocorria a 

formação de ET-1(1-31), sendo que esse era o produto mais abundante desta 

hidrólise. Nessa mesma época, dois outros laboratórios demonstraram que a 

incubação de Big ET-1 com quimases purificadas provindas do tecido conectivo 

humano, levavam à formação de ET-1(1-31) (Nakano et al., 1997; Kido et al., 1998). 

Alguns estudos reportavam que a ET-1(1-31) era tão potente quanto a ET-1 em 

causar contração de vasos (Nakano et al., 1997; Kishi et al., 1998) e especulava-se 

que as ações da ET-1(1-31) ocorriam por ação seletiva dos receptores ETBA B 

(Mazzocchi et al., 2000; Rebuffat et al., 2001). Verificou-se ainda que a ET-1(1-31) e 

a ET-1 eram equipotentes em causar proliferação de células musculares lisas 

vasculares de coronária em cobaias (Nagata et al., 2000). Além disso, foi apurado 

que a atividade quimiotática para leucócitos da ET-1(1-31) era maior do que a da 

ET-1 (Cui et al., 2001). Kakui e colaboradores (2004), através da técnica de 

imunohistoquímica, verificaram a presença da ET-1 e da ET-1(1-31) em diversos 

tipos de tecidos de hamsters. Os autores constataram que, embora o coração, 

pulmão, e glândulas adrenais, apresentassem níveis expressivos de ET-1(1-31) 

imunoreativa, esta foi detectada de maneira especialmente pronunciada nas células 

de Kupffer do fígado e em células renais. Os pesquisadores sugeriram que ambas 

ETs podiam apresentar atividades distintas no mesmo sistema, e que estas 

poderiam ser tanto fisiológicas quanto patológicas. 
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Por outro lado, foi verificado que o aumento de cálcio (Ca P

+2
P) provocado pela 

ET-1(1-31) em cultura de células musculares bronquiais humanas era drasticamente 

alterado pelos inibidores de metaloproteases fosforamidon e tiorfano, sugerindo que 

a ET-1(1-31) deveria ser convertida em ET-1 para exercer as suas ações (Hayasaki-

Kajiwara et al., 1999).  Honoré et al. (2002) e Plante et al. (2002)  demonstraram que 

a enzima NEP estava envolvida na bioatividade da ET-1(1-31), provavelmente 

clivando-a em ET-1 e provocando assim os efeitos observados na vasculatura 

sistêmica e pulmonar de cobaias. Resultado semelhante foi obtido por um estudo in 

vitro em artérias mamárias e coronárias humanas, o qual concluiu que a conversão 

da ET-1(1-31) em ET-1 era pré-requisito para manifestação de seu efeito 

vasoconstritor (Maguire et al., 2001). Outros estudos demonstraram, tanto in vivo ao 

se analisar a resposta pressórica de coelhos, quanto in vitro ao avaliar a 

contratilidade da artéria isolada de coelhos, que embora a ET-1(1-31) fosse 

sintetizada a partir da adição de Big ET-1, ambas as respostas causadas pelo 

peptídeo eram dependentes da clivagem da ET-1(1-31) em ET-1 pela NEP (Fecteau 

et al., 2005; Tirapelli et al., 2006).  

Conforme exposto acima, embora existam divergências na literatura sobre a 

maneira através da qual a ET-1(1-31) estaria exercendo os seus efeitos, sejam 

esses de maneira direta ou indireta, ou até mesmo de ambas as maneiras, é de 

grande importância procurar desvendar a relevância dessa via alternativa nas ações 

nociceptivas das ETs. O esclarecimento desses mecanismos pode ser de grande 

valor, principalmente em patologias associadas com a presença de mastócitos, visto 

que as enzimas quimases provenientes da sua degranulação podem ser relevantes 

para a síntese desse peptídeo em determinadas condições.  
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1.5. Os mastócitos e a sua relação com a família das endotelinas 

 
Os mastócitos foram descritos pela primeira vez em 1878 quando Paul 

Ehrlich, ainda estudante de Medicina, descobriu que algumas células denominadas 

de plasmócitos pelos histologistas, apresentavam grânulos que se coravam de 

vermelho quando adicionado o corante azul de anilina. Essas células foram 

batizadas como ”mastzellen”, termo alemão que significa células “bem alimentadas” 

(para revisão ver Mota, 1995). Após sua descoberta, sucessivos trabalhos 

apontavam os mastócitos como sendo células que exerciam apenas ações 

deletérias ao organismo, estando intimamente associados a desordens alérgicas, 

devido à sua habilidade de liberar uma série de mediadores pró-inflamatórios. Dessa 

maneira, os mastócitos eram vistos como células dispensáveis, sem nenhuma 

utilidade benéfica. Essa mudança de paradigma só ocorreu na década de 80, 

quando se desenvolveu um modelo genético de animais deficientes em mastócitos 

(Hatanaka et al., 1982). Essa nova ferramenta permitiu testar in vivo a contribuição 

dessas células em diferentes modelos experimentais de patologias em animais. Os 

conhecimentos advindos desse novo modelo foram fundamentais para que se 

conhecesse um outro papel crucial exercido pelos mastócitos: o de sentinelas 

indispensáveis contra infecções bacterianas (para revisão ver Hultner e Ehrenreich, 

2005; Maurer e Metz, 2005; Sur et al., 2007). 

Os mastócitos estão presentes em todos os tecidos do corpo, mas 

encontram-se em maiores quantidades nas áreas expostas ao ambiente externo, 

como pele, vias aéreas e intestinos. Essa localização estratégica dos mastócitos faz 

com que essas células sejam indispensáveis na resposta imune inata (Galli et al., 

1999). Os mastócitos originam-se na medula óssea, provenientes de células 

progenitoras hematopoiéticas CD34 P

+
P, as quais também são responsáveis pela 
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síntese de linfócitos, neutrófilos, eosinófilos, basófilos e monócitos (Krishnaswamy et 

al., 2001). Embora sejam derivados de células hematopoiéticas, os mastócitos são 

encontrados em pequeno número na circulação sanguínea, visto que, depois de 

sintetizados, eles se dirigem como células ainda imaturas para os mais diversos 

tipos de tecido, onde passam pelos estágios finais de maturação e diferenciação. O 

desenvolvimento final dos mastócitos depende do microambiente onde eles se 

encontram. A presença de alguns fatores de crescimento para mastócitos como a IL-

3, bem como o fator de célula tronco (também conhecido como ligante dos 

receptores c-Kit), são indispensáveis para a proliferação de mastócitos em roedores 

(para revisão ver Welle, 1997; Marshall, 2004).  

Os mastócitos são caracterizados por suas habilidades de sintetizar, estocar 

e liberar numerosas moléculas bioativas. Em humanos, estas substâncias incluem 

aminas biogênicas (histamina), proteoglicanos (heparina e sulfato de condroitina), 

proteases neutras (triptase, quimase e carboxipeptidase) e hidrolases ácidas. Outros 

mediadores, como o fator ativador de plaquetas (PAF) e produtos do metabolismo 

do ácido araquidônico, são produzidos apenas após a estimulação destas células.  

Os mastócitos humanos também sintetizam e liberam diversas citocinas, tais como a 

IL-1, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-13, IL-16, TNFα, Fator Estimulador de Colônia do 

Macrófago e Granulócito (GM-CSF) e também alguns dos mais potentes fatores de 

crescimento, como o Fator de Crescimento Básico do Fibroblasto (bFGF), o Fator de 

Crescimento Endotelial Vascular (VEGF) e o Fator de Crescimento Transformador-β 

(TGFβ), além de quimiocinas como a Proteína Inflamatória do Macrófago 1α (MIP-

1α), Proteína Quimiotáctil do Monócito 1(MCP-1 ) e Regulador da Ativação Normal 

de Célula T Expressa e Secretada (RANTES) (para revisão ver Marshall, 2004). 
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Os mastócitos são células heterogêneas, desse modo tecidos distintos 

possuem subpopulações específicas de mastócitos, as quais diferem entre si tanto 

pelos mediadores químicos que contém, bem como pelas suas propriedades 

funcionais (Bienenstock et al., 1985).  Um dos critérios utilizados para distinguir 

diferentes subpopulações de mastócitos é através da expressão das serinas 

proteases específicas de mastócitos, tais como  triptase e quimase (para revisão ver 

Welle, 1997). 

As enzimas quimase e triptase são as proteínas armazenadas e secretadas 

pelos mastócitos em maior quantidade. O tipo, a quantidade e as propriedades 

dessas serinas proteases variam de acordo com o subtipo de mastócito, tecido e 

espécie animal. Tanto triptases quanto quimases são capazes de promover 

inflamação, destruição da matriz celular e remodelação de tecidos por diversos 

mecanismos. Essas enzimas também modulam a resposta imune através da 

hidrólise de quimiocinas e citocinas e podem frear a reposta inflamatória pela 

inativação de substâncias alérgicas e neuropeptídeos que causam inflamação e 

broncoconstrição (para revisão ver Caughey, 2007). 

 Em humanos, a presença dessas neutroproteases permitiu classificar os 

mastócitos em três subtipos. Os mastócitos do tipo triptase e quimase (MCBTCB) 

contém ambas as enzimas, além de carboxipeptidase G e carboxipeptidase A, e 

localizam-se principalmente na pele e na submucosa do intestino. O outro subgrupo 

de mastócitos é do tipo triptase (MC BTB), os quais contêm apenas esta enzima em 

seus grânulos, e que se encontram principalmente na mucosa e na parede alveolar. 

Recentemente foi descoberto um terceiro subtipo, que é rico em quimases, mas 

deficiente em triptases (MCBCc B), e que localiza-se principalmente na pele, nódulos 
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linfáticos, alvéolos pulmonares e na mucosa do intestino (para revisão ver Sur et al., 

2007).  

Em roedores, a classificação dos mastócitos é baseada na sua localização. 

Dessa maneira, têm-se os mastócitos de tecido conectivo (CTMC) e os mastócitos 

da mucosa (MMC). Os CTMC contém grânulos de heparina, vasta quantidade de 

histamina e de TNFα. Esse subtipo de mastócito é encontrado principalmente na 

pele, na cavidade peritoneal e na camada muscular própria e serosa do intestino. Já 

os MMC, localizados principalmente na mucosa do pulmão e intestino, têm como 

principal proteoglicana o sulfato de condroitina e também expressam quantidades 

menores de histamina e TNFα (para revisão ver Malaviya e Abraham, 1995). 

Tanto os mastócitos, quanto as suas proteases, possuem uma intrínseca e 

complexa relação com a família das ETs.  A ET-1 pode induzir a degranulação de 

mastócitos e a liberação de seus mediadores por ativação de receptores ET BA B e ETBB B 

(Stassen et al., 2002). Já foi verificado que algumas subpopulações de mastócitos 

também sintetizam ET-1, sugerindo interações autócrinas e parácrinas entre 

mastócitos e ETs (Ehrenreich et al., 1992).  

Como mencionado anteriormente, a ET-1 também pode ser sintetizada por 

uma via alternativa, através da conversão da Big ET-1 em ET-1(1-31), pelas 

quimases de mastócitos. Em um modelo de sepse utilizando animais nocautes para 

mastócitos, Maurer e colaboradores (2004) demonstraram convincentemente que os 

mastócitos eram capazes de limitar o efeito tóxico induzido pela ET-1 e que essa 

ação dependia da estimulação de receptores ET BA B presentes nestas células. Por 

outro lado, em um modelo de inflamação da pele, provocada por irradiação 

ultravioleta, tanto as ETs quanto os mastócitos mostraram contribuir para o 

agravamento da inflamação, de maneira dose-dependente e sinérgica (Metz et al., 
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2006). Dados do nosso laboratório também já demonstraram que, em animais pré-

sensibilizados com o antígeno ovalbumina (OVA), a injeção intra-plantar (i.pl.) do 

antígeno causa um efeito nociceptivo que é reduzido pelo pré-tratamento com o 

antagonista de receptores ET BA B, BQ-123. (Piovezan et al., 2004). Tais achados 

indicam que as ETs são mediadores que podem participar significativamente na 

nocicepção evocada por ativação de mastócitos. 

Pelo exposto, fica claro que a camada dérmica da pele possui os requisitos 

funcionais necessários para a síntese das ETs, seja pelas células endoteliais e/ou 

pelos mastócitos. Dessa maneira, surge a hipótese de que a ET-1(1-31) possa ser 

sintetizada no tecido cutâneo, como um metabólito intermediário na formação de ET-

1, e assim contribuir para a nocicepção causada por ativação local do sistema de 

ETs. O presente estudo pretende elucidar essa hipótese com o intuito de ampliar o 

conhecimento sobre a ação das ETs na nocicepção, bem como, contribuir para o 

esclarecimento da intrincada interação entre mastócitos e ETs. 
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2. Objetivos 
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2.1. Objetivo Geral 
 

O objetivo do presente trabalho foi investigar a contribuição da ET-1(1-31), 

como tal ou como peptídeo intermediário na formação de ET-1, em induzir 

comportamento nociceptivo declarado e/ou hipernocicepção mecânica em 

camundongos, utilizando-se de técnicas farmacológicas comportamentais em 

modelos de dor aguda. 

 

2.2. Objetivos Específicos 

 

• Verificar a capacidade da ET-1(1-31) em causar nocicepção e 

hipernocicepção na pata posterior de camundongos e comparar esses efeitos com 

as respostas induzidas pela Big ET-1 e ET-1; 

• Determinar se o possível efeito nociceptivo provocado pela injeção i.pl. 

de ET-1, ET-1(1-31) e Big ET-1 ocorrem de maneira direta ou indireta; 

• Investigar se a ativação de mastócitos promoveria a formação de ET-

1(1-31) a partir de Big ET-1, pela via da quimase; 

• Avaliar o envolvimento do sistema endógeno de ETs, bem como o da 

via de síntese alternativa de ET-1, na nocicepção desencadeada por ativação de 

mastócitos. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3. Materiais e Métodos 
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3.1. Animais 

 

Foram utilizados neste estudo camundongos Swiss machos pesando entre 

25-35 g, criados pelo Biotério Central da Universidade Federal de Santa Catarina 

(UFSC) e mantidos, a partir do desmame, no biotério do Laboratório de Peptídeos 

do Departamento de Farmacologia da UFSC em condições controladas de 

temperatura (22 ± 2°C) e luminosidade (ciclo claro/escuro de 12 h), com livre acesso 

a ração e água. Os animais utilizados para os experimentos de nocicepção foram 

ambientados no laboratório por pelo menos uma hora antes da realização dos testes 

comportamentais, enquanto aqueles utilizados para os experimentos de 

hipernocicepção mecânica foram aclimatados na sala de experimentação por pelo 

menos dois dias consecutivos, durante 2 h antes dos testes. Todos os experimentos 

foram conduzidos em sala silenciosa, sob temperatura controlada e durante a fase 

clara do ciclo. Os procedimentos experimentais deste estudo foram conduzidos de 

acordo com as considerações éticas para investigação de dor experimental em 

animais conscientes (Zimmermann, 1983) e foram aprovados pelo Comitê de Ética 

no Uso de Animais (CEUA) da UFSC. 

 

3.2. Nocicepção induzida pela ET-1, ET-1(1-31) ou Big ET-1 

 

Para verificar os possíveis efeitos nociceptivos induzidos por esses 

peptídeos da família das ETs, os animais receberam, em uma das patas posteriores, 

uma injeção i.pl. de ET-1 (3, 10 ou 30 pmol), ET-1(1-31) (3, 10, 30 ou 100 pmol), Big 

ET-1 (10, 30 ou 100 pmol) ou de seus respectivos veículos. O volume final de 

qualquer umas das injeções foi de 20 μl. Imediatamente após as injeções, os 
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animais foram alojados em uma caixa de observação de acrílico, conforme o método 

descrito por Hunskaar e colaboradores (1985), T com algumas modificações T. A caixa 

de observação continha 6 compartimentos (7 x 9 x 11 cm) e estava apoiada sobre 

uma tela de metal com fenestrações quadradas (0,5 x 0,5 cm). A tela era sustentada 

por uma plataforma de madeira, atrás da qual apoiou-se um espelho, num ângulo de 

aproximadamente 70° em relação à bancada, para facilitar a visualização do 

comportamento do animal. A nocicepção foi registrada, com auxílio de um 

cronômetro, como o tempo que o animal despendeu lambendo a pata que recebeu a 

injeção, em períodos consecutivos de 5 min, até totalizar 30 min.  

 

3.3. Hipernocicepção mecânica induzida pela ET-1, ET-1(1-31) ou Big ET-1 

 

Com o intuito de avaliar se a ET-1, ET-1(1-31) ou Big ET-1 seriam capazes 

de causar hipernocicepção, verificou-se o limiar mecânico de retirada da pata dos 

animais. Para tal, imediatamente após a avaliação do comportamento nociceptivo 

(item 3.2.), os animais permaneceram na caixa de observação e avaliou-se, 

repetidamente, o limiar mecânico aos 30 min, 1, 2, 3 e 4 h após a injeção dos 

peptídeos através do método descrito por Chaplan e colaboradores (1994). Para 

isso, uma série de filamentos de von Frey (Semmes-Weinstein monofilaments, 

Stöelting, EUA) calibrados para exercer forças de 0,02; 0,04; 0,07; 0,16; 0,4; 0,6; 

1,0; 1,4 e 2,0 g foram aplicados, através das fenestrações da tela de metal, 

perpendicularmente à superfície plantar da pata injetada por um período de no 

máximo 8 s, ou até que o animal apresentasse uma resposta hipernociceptiva de 

retirada da pata. O teste teve início com o filamento de 0,6 g. Na ausência de 

resposta, o filamento subsequentemente maior foi aplicado e, assim por diante até 
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que ocorresse a retirada da pata. Caso o animal retirasse a pata, aguardava-se 

cerca de 2 min e o filamento subsequentemente menor era aplicado. Foram 

realizados um total de 6 estimulações. Os dados coletados através desse método, 

denominado de up and down e proposto por Dixon (1980), foram utilizados para 

calcular a força correspondente a 50% do limiar de retirada da pata, em g. 

 O mesmo procedimento também foi aplicado um dia antes da realização 

dos experimentos, com o intuito de avaliar o limiar mecânico basal dos animais, de 

modo que cada grupo experimental apresentasse um valor de 50% do limiar de 

retirada da pata em torno de 1,0 g. A hipernocicepção foi caracterizada pela 

diferença de limiar mecânico produzido pela aplicação dos filamentos entre os 

animais tratados com veículo ou com ET-1, ET-1(1-31) e Big ET-1. 

 

3.4. Influência das enzimas NEP, ECE e quimases sobre os efeitos 

nociceptivos induzidos pela ET-1, ET-1(1-31) e Big ET-1 

 

Para avaliar a influência das enzimas NEP e ECE na nocicepção evocada 

pela ET-1, ET-1(1-31) ou Big ET-1, os animais receberam uma injeção i.pl. (de 30 μl) 

de tiorfano (inibidor da NEP; Turner e Tanzawa, 1997; 300 nmol), fosforamidon 

(inibidor da NEP e ECE; Turner e Tanzawa, 1997; 100 nmol) ou veículo (salina). Os 

camundongos foram alocados individualmente na caixa de observação e após 15 

min receberam uma segunda injeção i.pl. ipsilateral (de 20 μl) de ET-1 (10 pmol), 

ET-1(1-31) (10 pmol), Big ET-1 (30 pmol) ou dos seus respectivos veículos. Após 

essa segunda injeção observou-se o comportamento nociceptivo dos animais 

durante os 30 min seguintes, conforme descrito no item 3.2. 
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Para avaliar a influência da quimase sobre a nocicepção induzida pela ET-1 

ou Big ET-1, procedeu-se de maneira análoga à descrita no parágrafo anterior, 

sendo que a primeira injeção i.pl. foi de quimostatina (inibidor de quimases; Maurer 

et al., 2004; 100 pmol) ou veículo (DMSO a 10% em salina) e as doses de ET-1 e 

Big ET-1 foram de 10 e 100 pmol, respectivamente.  

 

3.5. Contribuição dos mastócitos à síntese de ET-1(1-31) através do uso do 

Composto 48/80 

 

Para avaliar a possível contribuição dos mastócitos para sintetizar ET-1(1-

31), inicialmente realizou-se uma curva dose-resposta da nocicepção declarada 

causada pelo composto 48/80. Dessa maneira, os animais receberam uma injeção 

i.pl. (de 20 μl) de composto 48/80 nas doses de 0,05; 0,1; 0,3 ou 1,0 μg ou veículo 

(salina). Escolheu-se então uma dose que não causasse nocicepção significativa em 

relação ao controle para os experimentos subseqüentes. No caso, a dose escolhida 

foi  de 0,1 μg. Em seguida, avaliou-se a capacidade desta dose em induzir 

hipernocicepção mecânica em combinação com outros tratamentos, conforme 

descrito no item 3.3.  

A seguir, procurou-se verificar uma possível potencialização da nocicepção 

provocada por essa dose de composto 48/80 (0,1 μg) através da co-administração 

de Big ET-1 (30 pmol). O volume final da injeção foi de 20 μl, sendo que 10 μl 

continham composto 48/80 e os outros 10 μl continham Big ET-1.  

O próximo passo foi avaliar o papel das enzimas ECE, NEP e quimase na 

nocicepção induzida pela Big ET-1 (30 pmol) associada ao Composto 48/80 (0,1 μg). 

Para esse fim, os animais foram primeiramente pré-tratados com uma injeção i.pl. 
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(de 30 μl) dos inibidores enzimáticos tiorfano (300 nmol), fosforamidon (100 nmol), 

quimostatina (100 nmol) ou dos veículos correspondentes. Após 15 min, os animais 

receberam uma segunda injeção i.pl. de Composto 48/80 e Big ET-1 (isoladamente 

ou em associação) ou veículo (salina). 

Em uma série adicional de experimentos, testou-se a influência de uma 

dose maior de tiorfano (1000 nmol) sobre a nocicepção induzida pela co-

administração de composto 48/80 e Big ET-1. Para isso, o tiorfano foi diluído em 

salina contendo 33% de etanol, e os animais do grupo controle foram pré-tratados 

com este mesmo veículo. Este experimento foi conduzido conforme descrito no 

parágrafo acima. 

 

3.6. Contribuição dos mastócitos à síntese de ET-1(1-31) desencadeada por 

antígeno 

 

Para verificar se os mastócitos são capazes de sintetizar ET-1(1-31) em 

resposta à sua degranulação deflagrada por antígeno, sensibilizou-se previamente 

os animais com OVA. Para esse fim, camundongos pesando entre 18 e 20 g 

receberam uma injeção subcutânea (s.c.) de uma solução contendo 50 μg de OVA e 

5 mg de hidróxido de alumínio, num volume total de 200 μl. Os animais controle 

(falso-sensibilizados) foram tratados com salina. Decorridos 14 dias da primeira 

exposição ao antígeno, os animais foram testados para o aparecimento de um 

possível efeito nociceptivo provocado pela OVA. Assim, grupos de animais 

sensibilizados receberam uma injeção i.pl. de diferentes concentrações de OVA 

(0,05; 0,1; 0,3; 1,0 μg/ 20 μl). Imediatamente após esta injeção, os animais foram 

colocados na caixa de observação, conforme descrito anteriormente, e registrou-se 
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o tempo (em s) que cada animal despendeu lambendo a pata injetada por períodos 

consecutivos de 5 min até 40 min após a injeção. Os camundongos falso-

sensibilizados foram utilizados como grupo controle e receberam uma injeção i.pl. de 

OVA (1,0 μg em 20 μl). Com base na curva dose-resposta obtida para a nocicepção 

causada pela OVA, escolheu-se para o experimento subseqüente uma dose inferior 

àquela necessária para causar nocicepção significativa. Em seguida, avaliou-se o 

efeito desta dose em induzir hipernocicepção mecânica conforme descrito no item 

3.3. Nesse caso optou-se pela dose de OVA de 0,05 μg para verificar se a mesma, 

co-injetada com a Big ET-1 (30 pmol), seria capaz de evocar nocicepção.  

Em seguida, avaliou-se o papel das enzimas quimase, NEP e ECE na 

nocicepção provocada pela ação combinada de Big ET-1 e OVA. Como referido no 

item 3.5., os animais foram primeiramente tratados com uma injeção i.pl. (de 30 μl) 

dos inibidores enzimáticos tiorfano (300 nmol), fosforamidon (100 nmol), 

quimostatina (100 nmoll) ou dos seus veículos correspondentes. Após 15 min, os 

animais receberam uma segunda injeção i.pl. (20 μl) contendo OVA (0,05 μg) e Big 

ET-1 (30 pmol), separados ou em associação. A nocicepção foi avaliada conforme 

descrito no item 3.2., por períodos consecutivos de 5 min, até 40 min após a 

segunda injeção.  

 

3.7. Influência de ETs endógenas na nocicepção induzida por ativação dos 

mastócitos  

 

Com o propósito de investigar se a ET-1 e a ET-1(1-31) endógena, estavam 

envolvidas na nocicepção induzida pela ativação de mastócitos, os animais 
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receberam diferentes pré-tratamentos e foram testados nos modelos de 

degranulação mastocitária desencadeados por composto 48/80  e OVA. 

Os animais nos quais administrou-se composto 48/80, receberam 

primeiramente uma injeção i.pl. de BQ-123 (3 ou 10 nmol em 20 μl), BQ-788 (10 

nmol em 20μl), tiorfano (1000 nmol em 30 μl), fosforamidon (100 nmol em 30 μl) ou 

quimostatina (100 nmol em 30 μl). Quinze minutos depois, os animais receberam 

uma injeção i.pl. ipsilateral de composto 48/80 (1 μg em 20 μl). Os grupos controle 

foram primeiramente tratados com o veículo correspondente e 15 min depois 

receberam injeção i.pl. ipsilateral de salina. Após a segunda injeção, registrou-se o 

tempo de lambida durante 30 min. 

Um segundo grupo de animais foi previamente sensibilizado com OVA, 

conforme descrito no item 3.6. Quatorze dias após a primeira exposição à OVA, os 

animais foram pré-tratados com BQ-123 (10 nmol em 20 μl), BQ-788 (10 nmol em 

20μl), fosforamidon (100 nmol em 30 μl) ou quimostatina (100 nmol em 30 μl) e 15 

min mais tarde receberam uma injeção i.pl. de OVA (0,3 μg em 20 μl). O grupo 

controle (falso-sensibilizado) foi pré-tratado com o veículo correspondente e recebeu 

como segundo tratamento uma injeção i.pl. ipsilateral de OVA (0,3 μg/ 20 μl). O 

tempo de lambida foi registrado durante 40 min após a segunda injeção. 

 

3.8. Drogas 

 

As seguintes substâncias foram empregadas neste estudo: Endotelina-1(1-

21) (American Peptide Co., Sunnyvale, USA), Endotelina-1(1-31) (Peptide Institute, 

INC, Osaka, Japão); Big Endotelina-1 (1-38) (Calbiochem, EMD Biosciences, USA); 

Tiorfano ([±]-N-[3-Mercapto-2-benzilpropionil]glicina ou DL-3-Mercapto-2-
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benzilpropanoilglicina]), Fosforamidon (sal dissódico N-[α-Ramnopiranosiloxihidroxi-

fosfinel]-Leu-Trp ou sal dissódico N-[α-Ramnopiranosilfosfono]-L-leucil-L-triptofano), 

Quimostatina (N-[NBα B-Carbonil-Cpd-X-Phe-al]-Phe[S,S]-α-[2-Iminohexahidro-4-

pirimidil]glicina]), Composto 48/80, Ovalbumina (todos provenientes da Sigma 

Chemical Co., Saint Louis, USA); BQ-123 (ciclo[DTrp-DAsp-Pro-Dval-Leu]) e BQ-788 

(N-cis-2,6-dimetilpiperidino-carbonil-L-γ-metileucil-D-1-metoxicarbonil-D-norleucina) 

(ambos da Research Biochemicals International, Natick, U.S.A). 

As soluções estoque de ET-1, Big ET-1, BQ-123, BQ-788, fosforamidon e 

tiorfano foram preparadas em salina (NaCl 0,9%) e mantidas a uma temperatura de -

20 °C, sendo diluídas para as concentrações necessárias momentos antes dos 

experimentos. As soluções estoque de quimostatina e  ET-1(1-31) foram preparadas 

em DMSO a 10% em salina e ácido acético a 0,1% em salina, respectivamente, 

sendo diluídas para as concentrações necessárias,  momentos antes dos 

experimentos. Todas as substâncias foram dissolvidas em salina no dia da 

realização dos experimentos, com exceção da dose mais alta de tiorfano utilizada 

nesse estudo, a qual foi diluída em solução de salina contendo 33% de etanol. Os 

animais dos respectivos grupos controle receberam apenas o veículo 

correspondente em cada experimento.   

 

3.9. Análise Estatística 

 

Os resultados são apresentados como média ± erro padrão da média 

(e.p.m.) de 6 a 8 animais por grupo. Análise de variância de uma via (ANOVA) 

seguida de teste de Newman-Keuls foi empregado para análise dos dados obtidos 

nos testes de nocicepção aguda. Os dados referentes à hipernocicepção mecânica 
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foram analisados com emprego de ANOVA para medidas repetidas, seguida de 

teste de Newman-Keuls quando analisados mais de dois grupos 

concomitantemente. Quando o experimento consistia de apenas dois grupos utilizou-

se o teste t de Student para amostras não pareados. Tanto nos testes 

comportamentais envolvendo nocicepção declarada, quanto naqueles que envolviam 

hipernocicepção mecânica, os animais dos grupos controle foram agrupados, visto 

que, embora em alguns experimentos as substâncias comparadas tivessem veículos 

distintos, estes não apresentaram diferença significativa entre si em relação aos 

parâmetros analisados. Em todas as análises, valores de P<0,05 foram 

considerados estatisticamente significantes. 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4. Resultados 
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4.1. Efeitos nociceptivo e hipernociceptivo induzidos pela ET-1, ET-1(1-31) e 

Big ET-1 

 

A injeção i.pl. de ET-1 (3, 10 ou 30 pmol), ET-1(1-31) (3, 10, 30 ou 100 

pmol) ou Big ET-1 (30 ou 100 pmol) foi capaz de causar nocicepção de maneira 

dose-dependente, levando a um aumento significativo no tempo de lambida da pata 

injetada quando comparado àquele manifestado pelo grupo controle, conforme 

ilustrado na Figura 1A e 1B. Os tempos de lambida obtidos em resposta à 

administração das doses máximas testadas foram de 184 ± 39 s para dose de 30 

pmol de ET-1; 138 ± 23 s para a ET-1(1-31) na dose de 100 pmol e 170 ± 29 s para 

Big ET-1, também na dose de 100 pmol. Além disso, pode-se observar pelas Figuras 

1A e 1B que, para exercer um efeito semelhante àquele desencadeado pela ET-1 

(por exemplo, ET-1 10 pmol, 162 ± 34 s),  foi necessária uma dose 10 vezes maior 

de Big ET-1 (por exemplo, Big ET-1 100 pmol, 170 ± 29 s). A ET-1(1-31) 

demonstrou-se ser equipotente em relação à ET-1, embora sua curva dose-resposta 

tenha se apresentado menos inclinada que aquelas obtidas para a ET-1 ou a Big 

ET-1 (Figura 1A e 1B). 

Os três peptídeos também causaram hipernocicepção mecânica. A ET-1 

diminuiu o limiar de reatividade ao estímulo mecânico nas doses de 10 e 30 pmol, e 

na dose de 10 pmol este efeito perdurou por até 3 h (Figura 2A). A ET-1(1-31) 

causou hipernocicepção mecânica nas doses de 10, 30 e 100 pmol, sendo que nas 

doses de 30 e 100 pmol esse efeito perdurou durante a 1ª h, enquanto na dose de 

10 pmol a redução significativa do limiar mecânico ocorreu até a 2ª h (Figura 2B). Já 

a Big ET-1 reduziu o limiar mecânico nas doses de 10, 30 e 100 pmol até a 3ª h 

(Figura 2C). 
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Figura 1: Nocicepção declarada induzida pela ET-1, ET-1(1-31) e Big ET-1 em 
camundongos. Os animais receberam uma injeção i.pl. (de 20 μl) de ET-1 (3, 10 e 30 pmol), 
ET-1(1-31) (3, 10, 30 e 100 pmol), Big ET-1 (10, 30 e 100 pmol) ou veículo. O Painel A ilustra 
os efeitos causados por doses isoladas de cada peptídeo, enquanto o Painel B apresenta as 
curvas dose-efeito causadas pelos mesmos. Os valores representam a média ± e.p.m do 
tempo que os animais permaneceram lambendo a pata injetada durante os primeiros 30 min 
após os tratamentos. (n = 6-8 animais por grupo). Como os grupos tratados com diferentes 
veículos não diferiam significativamente entre si, estes foram agrupados totalizando um n = 
12 animais. *p<0,05 em relação ao grupo tratado com veículo; #p<0,05 em relação ao grupo 
tratado com ET-1 (ANOVA seguida pelo teste de Newman Keuls). 
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Figura 2: Hipernocicepção mecânica induzida por ET-1, ET-1(1-31) e Big ET-1 em 
camundongos. A reatividade a estimulação mecânica foi avaliada antes e aos 30 min, 1, 2, 
3, e 4 h após a injeção i.pl. (20 μl) de ET-1 (3, 10 e 30 pmol; Painel A), ET-1(1-31) (3, 10, 30 
e 100 pmol; Painel B) ou Big ET-1 (10, 30 e 100 pmol; Painel C). Os valores representam a 
média ± e.p.m. do limiar de retirada da pata (em g) frente à estimulação mecânica com 
filamentos de von Frey (n= 6 a 8 animais por grupo). Como os grupos tratados com 
diferentes veículos não diferiam significativamente entre si, estes foram agrupados 
totalizando um n = 12 animais. *p<0,05 em relação ao grupo tratado com veículo (ANOVA 
para medidas repetidas seguida pelo teste de Newman Keuls). 
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4.2. Influência das enzimas NEP, ECE e quimases sobre os efeitos 

nociceptivos induzidos pela ET-1, ET-1(1-31) e Big ET-1 

 

Para avaliar se as respostas nociceptivas declaradas evocadas pela ET-1(1-

31) e Big ET-1 ocorriam por ação direta destes peptídeos ou se este comportamento 

dependia da sua conversão em ET-1, foram utilizados os inibidores enzimáticos 

tiorfano (inibidor da enzima NEP), fosforamidon (inibidor da enzima NEP e ECE) e 

quimostatina (inibidor da enzima mastocitária quimase). Observou-se que nenhum 

desses inibidores enzimáticos foi capaz de alterar o aumento do tempo de lambida 

dos animais induzido por ET-1, como ilustrado nas Figuras 3A, 3B e 4A. Entretanto o 

pré-tratamento com tiorfano foi capaz de abolir a nocicepção induzida pela ET-1(1-

31) (Figura 3A). Enquanto os animais pré-tratados com veículo lamberam a pata por 

93 ± 19 s, os que receberam tiorfano como pré-tratamento a lamberam por 26 ± 8 s, 

valor esse não diferente daquele apresentado pelos animais controle, os quais 

tiveram a nocicepção registrada em 30 ± 12 s. O tiorfano não foi capaz de causar 

qualquer modificação do efeito da Big ET-1 (Figura 3A). Já o fosforamidon não 

afetou a resposta à ET-1, mas reduziu tanto o efeito nociceptivo declarado da ET-

1(1-31), quanto o da Big ET-1, sendo que esta inibição foi da ordem de 61,5% e 

57,5% respectivamente (Figura 3B). O inibidor enzimático quimostatina não 

modificou os efeitos nociceptivos da ET-1 ou Big ET-1 (Figuras 4A e 4B), entretanto 

sua influência sobre a nocicepção causada por ET-1(1-31) não foi avaliada. 

 



Resultados 
 

39 

 

A 

 

 

 

 

 

B 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3: Influência do Tiorfano e do Fosforamidon na nocicepção causada pela ET-1, ET-
1(1-31) ou Big ET-1. Painel A: Os animais foram pré-tratados com uma injeção i.pl. (de 30 
μl) de tiorfano (300 nmol) (colunas cinzas) ou veículo (colunas brancas) Painel B: Pré-
tratamento dos animais com uma injeção i.pl. ( de 30 μl) de fosforamidon (100 nmol) 
(colunas cinzas) ou veículo (colunas brancas). Em ambos os painéis após 15 min os animais 
receberam uma segunda injeção i.pl. (de 20 μl) de ET-1 (10 pmol), ET-1(1-31) (10 pmol), Big 
ET-1 (30 pmol) ou veículo. Os valores representam a média ± e.p.m. do tempo de lambida 
durante 30 min após a segunda injeção (n= 6-8 animais por grupo). Como os grupos 
tratados com diferentes veículos não diferiam significativamente entre si, estes foram 
agrupados totalizando um n = 12 animais. *p<0,05 em relação ao grupo veículo + veículo; 
#p< 0,05 em relação ao grupo tiorfano/fosforamidon + veículo; +p<0,05 em relação aos 
grupos tratados com veículo + ET-1(1-31) (Painel A e B) ou veículo + Big ET-1 (Painel B) 
(ANOVA seguida pelo teste de Newman Keuls). 
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Figura 4: Influência da quimase na nocicepção induzida por ET-1 ou Big ET-1. Os animais 
receberam como pré-tratamento injeção i.pl. (de 30 μl) de quimostatina (100 nmol). Após 15 
min foi aplicada uma segunda injeção i.pl. (de 20 μl) de ET-1 (10 pmol; Painel A) e Big ET-1 
(100 pmol; Painel B). Os animais do grupo controle foram pré-tratados com DMSO a 10% 
em salina e receberam uma segunda injeção de salina. Os valores representam a média ± 
e.p.m. do tempo de lambida durante 30 min após a segunda injeção (n= 6-8 animais por 
grupo). *p<0,05 em relação ao grupo veículo + veículo (ANOVA seguida pelo teste de 
Newman Keuls). 
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4.3. Influência da ativação dos mastócitos na formação de ET-1(1-31) 

 

Com o propósito de investigar se ocorreria formação de ET-1(1-31) através 

da ação de quimases liberadas por mastócitos sobre a Big ET-1, utilizou-se dois 

modelos de degranulação dessas células. O primeiro através do composto 48/80, o 

qual degranula mastócitos através de mecanismos não imunológicos, e o segundo 

no qual os animais são previamente sensibilizados com OVA e depois re-expostos 

ao antígeno.  

O composto 48/80, quando injetado na pata dos camundongos, foi capaz de 

induzir nocicepção significativa em doses maiores que 0,1 μg (Figura 5A). Convém 

salientar que as respostas nociceptivas às doses de 0,3 e 1,0 μg foram semelhantes. 

Contudo, a dose de 0,1 μg de composto 48/80 mostrou-se desprovida de efeito 

nociceptivo declarado significativo, embora os animais tenham manifestado resposta 

hipernociceptiva mecânica significativa por até 3 h após a sua injeção, confirmando 

dessa maneira, que embora esta dose não tenha causado nocicepção declarada, 

esta foi capaz de ativar os mastócitos (Figura 5B). Como ilustra a Figura 6, a co-

administração de composto 48/80 (0,1 μg) concomitantemente com Big ET-1 (30 

pmol) induziu um efeito nociceptivo declarado significativamente maior que aquele 

causado pela Big ET-1 sozinha. A combinação resultou em resposta nociceptiva 

declarada 151,5% maior em relação aquela causada pelo composto 48/80 e 93,5% 

maior em relação àquela induzida pela Big ET-1. 

Em seguida, procurou-se inibir essa potencialização do efeito do composto 

da Big ET-1 (30 pmol) pelo composto 48/80 (0,1 μg) utilizando os inibidores 

enzimáticos tiorfano, fosforamidon e quimostatina. O pré-tratamento dos 

camundongos com tiorfano (300 nmol) não afetou a nocicepção declarada induzida 
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pela combinação de composto 48/80 mais Big ET-1 (Figura 7A). O tempo de lambida 

dos animais pré-tratados com veículo foi de 76,5 ± 3 s, enquanto que para àqueles 

que receberam tiorfano foi de 76 ± 9 s. Já os animais pré-tratados com uma dose 

mais alta de tiorfano (1000 nmol) apresentaram uma resposta nociceptiva declarada 

à combinação de composto 48/80 mais Big ET-1 reduzida em 56% em relação ao 

grupo pré-tratado com veículo (Figura 7B).  

Por outro lado, as respostas nociceptivas declaradas induzidas pela 

associação de composto 48/80 mais Big ET-1 também se mostraram sensíveis à 

inibição pelo tratamento com fosforamidon e pela quimostatina (Figura 7A). A 

nocicepção dos animais que receberam fosforamidon (100 nmol) foi registrada em 

43,5 ± 9 s, equivalente a uma redução de 53,2 % em relação ao grupo pré-tratado 

com veículo. Os animais tratados com quimostatina (100 nmol) lamberam a pata por 

37,5 ± 4 s, o que resultou em uma redução de 63% quando comparados ao grupo 

pré-tratado com veículo. 
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Figura 5: Efeito nociceptivo e hipernociceptivo causado pelo Composto 48/80. Painel A: Tempo 
de lambida dos animais que receberam uma injeção i.pl. (de 20 μl) de C. 48/80 (0,05; 0,1; 0,3 e 
1 μg; colunas cinzas) ou veículo (salina; coluna branca). Painel B: Avaliação da hipernocicepção 
mecânica em animais tratados com injeção i.pl. (de 20 μl)  de veículo ou C. 48/80 (0,1 μg). No 
painel A os valores representam a média ± e.p.m. do tempo que os animais despenderam 
lambendo a pata injetada durante 30 min após a injeção (n= 6-8 animais por grupo). *p<0,05 em 
relação ao grupo tratado com veículo (ANOVA seguida pelo teste de Newman Keuls). No painel 
B os valores representam a média ± e.p.m. do limiar de retirada da pata (em g) frente à 
estimulação mecânica com filamentos de von Frey (n= 6 a 8 animais por grupo; Teste t de 
Student). 
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Figura 6: Efeito nociceptivo causado pela co-injeção de Composto 48/80 e Big ET-1. Os 
animais receberam uma injeção i.pl. (de 20 μl) de Big ET-1 (30 pmol) isoladamente ou 
associada ao C. 48/80 (0,1 μg). Os valores representam a média ± e.p.m. do tempo de 
lambida durante 30 min após a injeção (n= 6-8 animais por grupo). *p<0,05 em relação ao 
grupo tratado com veículo e #p<0,05 em relação aos grupos que receberam composto 48/80 
ou Big ET-1 (ANOVA seguida pelo teste de Newman Keuls). 
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Figura 7: Influência dos inibidores das enzimas NEP, ECE e quimase na nocicepção 
induzida pelo Composto 48/80 e Big ET-1. Painel A: Os animais foram pré-tratados com 
uma injeção i.pl. (de 30 μl) de tiorfano (300 nmol), fosforamidon (100 nmol), quimostatina 
(100 nmol) ou veículo. Após 15 min, os animais receberam uma segunda injeção i.pl. (de 20 
μl) de veículo, C. 48/80 (0,1 μg), Big ET-1 (30 pmol) ou uma co-injeção de C. 48/80 (0,1 μg) 
+ Big ET-1 (30 pmol). Painel B: Os procedimentos foram os mesmos do painel A, porém a 
dose de tiorfano empregada foi de 1000 nmol. Os valores em todos os painéis representam 
a média ± e.p.m. do tempo de lambida durante 30 min após a segunda injeção (n= 6-8 
animais por grupo). No Painel A os grupos pré-tratados com diferentes veículos e que 
receberam em seguida veículo, C. 48/80 ou Big ET-1 não diferiram significativamente, 
portanto foram agrupados de acordo com os seus respectivos pós-tratamentos, totalizando 
um n = 12 animais por grupo. *p<0,05 em relação ao grupo tratado com veículo. #p<0,05 em 
relação ao grupo tratado com C. 48/80 ou Big ET-1. + p<0,05 em relação ao grupo tratado 
com Big ET-1 + C. 48/80 (ANOVA seguida pelo teste de Newman Keuls). 
 
 

0

20

40

60

80

Veículo
Tiorfano (300 nmol)

Fosforamidon (100 nmol)
Quimostatina (100 nmol)

Veículo  +    -   -    -   -    -      -
C. 48/80 (0,1 μg)        -           +             -           +            +          +            +
Big ET-1 (30 pmol)      -           -             +           +            +          +            +

*

* *

*

# #

+
+

Te
m

po
 d

e 
la

m
bi

da
 (s

)

0

50

100

150

200

250

Veículo

*

+

Veículo                        +              -              -               -              -
C. 48/80 (0,1 μg)         -              +              -               +             +
Big ET-1 (30 pmol)       -              -              +               +             +

*

#
Tiorfano (1000 nmol)

Te
m

po
 d

e 
la

m
bi

da
 (s

)



Resultados 
 

46 

Quando os animais previamente sensibilizados à OVA receberam injeção 

i.pl. deste antígeno, obteve-se um padrão de resposta nociceptiva bastante 

semelhante àquele apresentado pelos animais que receberam composto 48/80, 

embora estes estímulos causem degranulação dos mastócitos através de 

mecanismos distintos. A injeção i.pl. de OVA, 14 dias após a primeira exposição, foi 

capaz de causar nocicepção de maneira dependente da dose, sendo que o tempo 

de lambida máximo obtido foi com 1 μg/pata (131 ± 22 s) (Figura 8A). A exemplo da 

conduta adotada nos experimentos ilustrados na Figura 8, escolheu-se a dose de 

0,05 μg de OVA para combinar com a Big ET-1 (30 pmol), pois nesta dose, o 

antígeno não causou efeito nociceptivo declarado significativo, porém causou 

hipernocicepção mecânica significante 40 min após a injeção (Figuras 8A e 8B). O 

tempo de lambida dos animais que receberam 0,05 μg de OVA foi de 45 ± 9 s 

enquanto os falso-sensibilizados tratados com 1,0 μg de OVA foi de 22 ± 9 s. 

Conforme demonstram os resultados da Figura 9, a co-injeção i.pl. de OVA 

(0,05 μg) juntamente com Big ET-1 (30 pmol) foi capaz de causar efeito nociceptivo 

declarado maior (tempo de lambida de 85 ± 9 s) que o observado em animais que só 

receberam a injeção de Big ET- 1 (30 pmol, 47 ± 10 s) ou OVA (0,05 μg, 48 ± 8 s). 

Essa potencialização da nocicepção foi da ordem de 154 % em relação à resposta 

induzida pela Big ET-1 e de 144% em relação àquela causada pela OVA. 

 A resposta nociceptiva declarada dos animais tratados com a combinação 

de OVA e Big ET-1 não foi alterada pelo pré-tratamento com o inibidor enzimático 

tiorfano na dose de 300 nmol (Figura 10A). Ao contrário, os animais pré-tratados 

com fosforamidon (100 nmol) tiveram uma redução significativa do tempo de lambida 

(57,3 ± 10 s) em comparação aos que receberam veículo (100,3 ± 9 s) (Figura 10B). 

Essa redução da nocicepção provocada pelo fosforamidon sobre a OVA associada à 
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Big ET-1 foi de 50,4%. O pré-tratamento com a quimostatina (100 nmol) também foi 

capaz de reduzir significativamente a nocicepção provocada pela associação de 

OVA com Big ET-1 (Figura 10C). Enquanto que os animais que receberam veículo 

como pré-tratamento lamberam a pata injetada por 100 ± 9 s, os animais que 

receberam quimostatina lamberam por apenas 30 ± 8 s, o que representou uma 

inibição de 85%. 
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Figura 8: Efeitos nociceptivo e hipernociceptivo causados pela OVA. Painel A: Camundongos 
pré-sensibilizados à OVA (colunas cinzas), receberam após 14 dias uma injeção i.pl. (de 20 μl) 
desse antígeno  (0,05; 0,1; 0,2; 0,3 e 1 μg). Os animais controle (F.S., coluna branca), 
receberam 1 μg de OVA. Painel B: Efeito hipernociceptivo ao longo de 4 h provocado pela 
injeção i.pl. (de 20 μl) de 0,05 μg de OVA em relação ao animal falso-sensibilizado, o qual 
recebeu uma injeção i.pl. (de 20 μl) de 1 μg de OVA. No painel A os valores representam a 
média ± e.p.m. do tempo que os animais despenderam lambendo a pata injetada durante 40 
min após a injeção (n= 6-8 animais por grupo). *p<0,05 em relação ao grupo falso sensibilizado 
#p<0,05 em relação ao grupo sensibilizado tratado com 1 μg de OVA (ANOVA seguida pelo 
teste de Newman Keuls). No painel B os valores representam a média ± e.p.m. do limiar de 
retirada da pata (em g) frente à estimulação mecânica com filamentos de von Frey (n= 6 a 8 
animais por grupo; Teste t de Student). 
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Figura 9: Efeito nociceptivo causado pela administração de OVA e Big ET-1. Camundongos 
pré-sensibilizados à OVA receberam uma injeção i.pl. (de 20 μl) de OVA (0,05 μg) ou Big 
ET-1 (30 pmol) ou de OVA (0,05 μg) + Big ET-1 (30 pmol). O grupo controle foi composto de 
animais F.S. que receberam injeção i.pl. de OVA (1,0 μg).  Os valores representam a média 
± e.p.m. do tempo de lambida durante 40 min após a injeção (n= 6-8 animais por grupo). 
*p<0,05 em relação ao grupo falso-sensibilizado. #p<0,05 em relação aos grupos tratados 
com OVA ou Big ET-1 (ANOVA  seguida pelo teste de Newman Keuls). 
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Figura 10: Influência dos inibidores das enzimas NEP, ECE e quimase na nocicepção 
induzida pela OVA e Big ET-1. Camundongos pré-sensibilizados à OVA foram pré-tratados 
com uma injeção i.pl. (de 30 μl) de veículo ou dos inibidores enzimáticos: tiorfano (300 nmol; 
painel A); fosforamidon (100 nmol; painel B) e quimostatina (100 nmol; painel C). Após 15 
min os animais receberam uma segunda injeção i.pl. (de 20 μl) de veículo, OVA (0,05 μg), 
Big ET-1 (30 pmol) ou uma co-injeção de OVA (0,05 μg) + Big ET-1 (30 pmol). Os valores 
representam a média ± e.p.m. do tempo de lambida durante 40 min após a segunda injeção 
(n= 6-8 animais por grupo). *p<0,05 em relação ao grupo tratado com os distintos inibidores 
+ veículo. #p<0,05 em relação ao grupo tratado com veículo + OVA ou Big ET-1. +p<0,05 
em relação ao grupo tratado com veículo + OVA + Big ET-1 (ANOVA seguida pelo teste de 
Newman Keuls).  
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4.4. Participação das ETs endógenas na nocicepção decorrente da ativação de  

mastócitos  

 

O pré-tratamento i.pl. dos animais com o antagonista seletivo de receptores 

ETBA B (BQ-123, 10 nmol) foi capaz de diminuir tanto a nocicepção evocada pelo 

composto 48/80, quanto pela OVA, sendo que esta inibição foi da ordem de 64% e 

de 70,5%, respectivamente (Figura 11A e 12A). Por outro lado, o pré-tratamento 

análogo com o BQ-788 (10 nmol), um antagonista seletivo de receptores ETBB B, inibiu 

de maneira significativa apenas a nocicepção desencadeada por OVA, conforme 

mostrado na Figura 12B. Entre os animais que receberam OVA, aqueles que foram 

pré-tratados com o veículo lamberam a pata por 129 ± 14 s, enquanto que os pré-

tratados com BQ-788 lamberam a pata por 88 ± 15 s, o que representou uma 

redução de 38% na magnitude da nocicepção. O pré-tratamento com quimostatina 

(100 nmol) foi capaz de reduzir o tempo de lambida em ambos os modelos de 

degranulação mastocitária, sendo que essa inibição foi da ordem de 90% para o 

composto 48/80 e 69% para OVA (Figura 11C e 12C). Da mesma maneira que o 

BQ-788, o fosforamidon (100 nmol) apenas diminuiu a nocicepção desencadeada 

por OVA (Figura 12D). O tempo de lambida dos animais pré-tratados com 

fosforamidon foi de 76 ± 15 s enquanto que o daqueles pré-tratados com veículo foi 

de 111 ± 7 s, o que representou uma inibição de 39%. Os efeitos do tiorfano (1000 

nmol), sobre a nocicepção desencadeada por degranulação de mastócitos, foram 

apenas testados utilizando-se composto 48/80. O tiorfano foi capaz de reduzir 

significativamente o tempo de lambida da pata em 80%, conforme ilustrado na 

Figura 11E. 
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Figura 11: Participação das ETs endógenas na nocicepção induzida pelo composto 48/80. 
Os animais receberam como pré-tratamento injeção i.pl. de: BQ-123 (3, 10 nmol, 20 μl, 
Painel A); BQ-788 (10 nmol, 20 μl, Painel B); quimostatina (100 nmol, 30 μl, Painel C); 
fosforamidon (100 nmol, 30 μl, Painel D) e tiorfano (1000 nmol, 30 μl, Painel E). Os animais 
do grupo controle foram pré-tratados com os seus respectivos veículos. Decorridos 15 min 
da primeira injeção, os animais receberam uma segunda injeção i.pl. (de 20 μl) de composto 
48/80 (1,0 μg) ou veículo (salina). Os valores representam a média ± e.p.m. do tempo de 
lambida durante 30 min após a segunda injeção (n= 6-8 animais por grupo). *p<0,05 em 
relação ao grupo tratado com veículo + veículo. #p<0,05 em relação ao grupo tratado com 
veículo + C.48/80 (ANOVA seguida pelo teste de Newman Keuls). 
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Figura 12: Participação das ETs endógenas na nocicepção induzida pela OVA. Os animais 
receberam como pré-tratamento uma injeção i.pl. de: BQ-123 (10 nmol, 20 μl, Painel A);  
BQ-788 (10 nmol, 20 μl, Painel B); quimostatina (100 nmol, 30 μl, Painel C) e fosforamidon 
(100 nmol, 30 μl, Painel D). Os animais do grupo controle foram pré-tratados com os seus 
respectivos veículos. Decorridos 15 min da primeira injeção, os animais receberam uma 
segunda injeção i.pl. (de 20 μl) de OVA (0,3 μg). Os valores representam a média ± e.p.m. 
do tempo de lambida durante 40 min após a segunda injeção (n= 6-8 animais por grupo). 
*p<0,05 em relação ao grupo falso sensibilizado. #p<0,05 em relação ao grupo sensibilizado 
tratado com veículo + OVA (ANOVA seguida pelo teste de Newman Keuls). 
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O presente trabalho demonstra, pela primeira vez, que a Big ET-1 e a ET-

1(1-31), ambos peptídeos precursores da ET-1,  são capazes de causar nocicepção 

declarada e hipernocicepção mecânica de maneira dose-dependente, quando 

injetados na pata posterior de camundongos. 

 As ações pró-nociceptivas da ET-1 já vem sendo documentadas desde 

1989, quando Ferreira e colaboradores demonstraram que este peptídeo causava 

sensação de prurido em queimação no antebraço de humanos, além de 

comportamento nociceptivo em cães, ratos e camundongos (Ferreira et al., 1989). 

Atualmente, alguns dos mecanismos subjacentes aos seus efeitos nociceptivos já 

estão mais esclarecidos na literatura. O conjunto de resultados do presente estudo 

confirma e aprofunda as evidências acerca dos efeitos nociceptivos e 

hipernociceptivos da ET-1. Sabe-se que a ET-1 é capaz de causar comportamento 

de dor quando administrada intra-peritonealmente (i.p.) em roedores (Raffa et al., 

1996), enquanto que a injeção intra-articular deste peptídeo induz nocicepção e 

hipernocicepção em cães e ratos (Ferreira et al., 1989; De-Melo et al., 1998). De 

maneira similar, a injeção i.pl. de ET-1 em camundongos potencializa a dor induzida 

por aplicação de estímulos químicos e inflamatórios na pata (Piovezan et al., 1997; 

Menendez et al., 2003). Em humanos, a injeção de ET-1 na artéria braquial é capaz 

de provocar dor severa e alodínia (Dahlof et al., 1990).  Os resultados apresentados 

neste trabalho corroboram estas evidências. Entre os peptídeos estudados neste 

trabalho, a ET-1 foi o único que não teve seu efeito nociceptivo declarado 

influenciado pelos inibidores enzimáticos tiorfano, fosforamidon e quimostatina, 

confirmando o seu papel como um dos mediadores maduros que integram a família 

das ETs. Neste sentido, também é importante salientar que a ET-1 mostrou-se mais 
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potente que a Big ET-1 e a ET-1(1-31) em causar nocicepção declarada e 

hipernocicepção mecânica.  

 Diferentemente da ET-1, até o momento apenas dois trabalhos 

investigaram a nocicepção evocada pela Big ET-1. O primeiro deles, de Raffa e 

Jacoby (1991), comparou o número de contorções abdominais induzidas pela 

injeção i.p. de ET-1, ET-2, ET-3 e Big ET-1 em camundongos. Foi evidenciado que 

as contorções abdominais induzidas pela Big ET-1, mas não aquelas causadas pela 

ET-1, foram inibidas com o uso do fosforamidon (Raffa e Jacoby, 1991). Os autores 

sugeriram que a Big ET-1 deveria ser clivada enzimaticamente, possivelmente 

convertida em ET-1, para tornar-se ativa. O segundo trabalho confirmou que a 

nocicepção visceral evocada pela Big ET-1 poderia ser suprimida pelo fosforamidon, 

sendo que o uso de inibidores da ECA e bombesina não foram capazes de inibir as 

contorções abdominais (Raffa et al., 1996). De forma interessante, o estudo 

evidenciou ainda que o inibidor da NEP tiorfano diminuiu significativamente a 

nocicepção induzida pela Big ET-1. Porém, esse efeito analgésico do tiorfano foi 

atribuído à sua ação inibidora sobre as encefalinases, o que resultaria em aumento 

dos níveis de encefalinas, peptídeos opióides com atividade antinociceptiva (Raffa et 

al., 1996). Resultados similares a estes foram obtidos no presente estudo. A Big ET-

1, quando injetada por via i.pl. em camundongos, foi capaz de causar uma 

nocicepção declarada sensível à inibição pelo tratamento prévio com fosforamidon. 

Contudo, ao contrário do observado por Raffa e colaboradores (1996), no presente 

estudo o tiorfano não foi capaz de inibir a nocicepção induzida pela Big ET-1 com o 

protocolo utilizado. Nossos achados indicam que a nocicepção desencadeada pela 

injeção i.pl. de Big ET-1 na pata posterior de camundongos é dependente da 
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conversão deste peptídeo em ET-1 pela ação da ECE, mas não pela NEP, pelo 

menos neste modelo experimental.  

Os efeitos nociceptivo declarado e hipernociceptivo mecânico induzidos pela 

ET-1(1-31) nunca haviam sido estudados anteriormente. Conforme já comentado na 

Introdução, existem ainda dúvidas se a ET-1(1-31) pode exercer os seus efeitos de 

maneira direta ou indireta. Alguns estudos têm demonstrado que a ET-1(1-31) 

apresenta atividade per se, sem necessidade de ser convertida em ET-1. Em células 

musculares lisas de artéria coronária humana, a ET-1(1-31) parece capaz de agir 

diretamente, visto que nem o fosforamidon ou o tiorfano foram capazes de alterar o 

aumento da concentração de Ca P

+2 
Pintracelular induzido por este peptídeo (Inui et al., 

1999). O mesmo trabalho verificou ainda, que esse aumento da concentração de 

CaP

+2
P intracelular causado pela ET-1(1-31) foi inibido com o uso de BQ-123, 

indicando o envolvimento de receptores ET BAB neste efeito em células musculares 

lisas de artéria coronária humana (Inui et al., 1999). Em um outro estudo, utilizando 

a técnica de cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) e o ensaio por enzimas 

imuno-adsorvidas (ELISA) tipo sanduíche, foram encontrados maiores quantidades 

de ET-1(1-31) em relação à ET-1 em granulócitos humanos (Okishima et al., 1999). 

Ainda neste sentido, Cui e colaboradores (2001), constataram que a ET-1(1-31) 

possui maior atividade quimiotática do que a ET-1 para neutrófilos e monócitos 

humanos, sendo que estes efeitos não foram suprimidos pelo fosforamidon, mas 

inibidos pela imunodepleção da ET-1(1-31), sugerindo que esse peptídeo seja capaz 

de induzir quimiotaxia diretamente. É importante ressaltar que, em um processo 

inflamatório, os neutrófilos são as principais células envolvidas na fase aguda, 

enquanto monócitos/macrófagos e alguns tipos de linfócitos são as principais células 

recrutadas nas fases mais tardias da inflamação (Huerre e Gounon, 1996). Alguns 
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estudos evidenciam que mediadores liberados por neutrófilos, como o produto 8R 

derivado da lipoxigenase-15 bem como o TNFα, podem contribuir para a 

hiperalgesia inflamatória (Levine et al., 1985; Witko-Sarsat et al., 2000). Além disso, 

camundongos nocautes para o receptor CCR2, envolvido no recrutamento de 

monócitos, não desenvolveram alodínia mecânica em um modelo de dor neuropática 

(Abbadie et al., 2003). Desse modo, a hipernocicepção mecânica evocada pela ET-

1(1-31) poderia ser decorrente, ao menos em parte, desse efeito quimiotático. 

Contudo, neste estudo a hipernocicepção evocada pela ET-1(1-31) perdurou por 

menos tempo do que aquela evocada pela Big ET-1 e pela ET-1. 

Nossos achados demonstram ainda que a ET-1(1-31) é capaz de causar 

nocicepção declarada quando injetada por via i.pl. em camundongos, porém esse 

comportamento parece ser dependente da conversão desse peptídeo em ET-1, visto 

que este efeito foi abolido pelo tiorfano e parcialmente bloqueado pelo fosforamidon. 

Como o tiorfano foi capaz de abolir a ação nociceptiva da ET-1(1-31), sugere-se que 

essa atividade dependa de um mecanismo que requer atuação da NEP. Esses 

achados corroboram os estudos realizados em anéis de aorta de coelhos, onde 

tanto o tiorfano quanto o fosforamidon, mas não o CGS35066, um inibidor seletivo 

da ECE, foram capazes de inibir a contração desencadeada pela ET-1(1-31) 

(Tirapelli et al., 2006).  

É interessante observar ainda que a curva dose-resposta obtida para a ET-

1(1-31) apresentou um coeficiente angular menor (ou seja, foi menos inclinada) do 

que aquelas obtidas para os efeitos nociceptivos declarados da Big ET-1 ou da ET-

1. Esse fato talvez possa ser atribuído a restrições na disponibilidade de NEP para 

atuação sobre seu substrato ET-1(1-31), convertendo este último em ET-1, ou ainda 

devido à ativação seletiva da produção de opióides endógenos pelos queratinócitos. 
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Neste sentido, Khodorova e colaboradores (2003) demonstraram que a ET-1 pode 

ativar receptores ET BBB localizados em queratinócitos, levando à liberação do opióide 

β-endorfina. Uma vez liberado, este opióide pode atuar em receptores opióides μ e 

κ, os quais estão localizados nas terminações nervosas dos neurônios sensoriais, 

levando à hiperpolarização destas células e, conseqüentemente, à diminuição da 

sua excitabilidade. Estudo desenvolvido recentemente neste laboratório  

(Fernandes, 2006) também já demonstrou que a injeção i.pl. de SRTX S6c, um 

agonista seletivo de receptores ET BBB, causou hiperalgesia à formalina e à capsaicina, 

bem como alodínia mecânica, porém as curvas dose-resposta para estes efeitos 

apresentaram formato de sino, ou seja, doses mais elevadas foram menos efetivas 

em causar hipernocicepção química ou mecânica do que doses menores. Contudo, 

essas mesmas doses elevadas de SRTX S6c apresentaram efeito hipernociceptivo 

quando administradas juntamente com naltrexona, um antagonista não seletivo de 

receptores opióides, indicando que os efeitos hipernociceptivos induzidos pela 

ativação de receptores ET BBB é influenciado por um mecanismo analgésico 

envolvendo o acionamento de um sistema opióide local. Como queratinócitos 

expressam níveis apreciáveis de NEP (Orelud et al., 1999), a administração i.pl. de 

ET-1(1-31) poderia estar favorecendo a sua hidrólise para ET-1 especialmente nas 

imediações dos queratinócitos. Deste modo, talvez possa haver formação de ET-1 

em um microdomínio tissular que pudesse favorecer sua atuação sobre os 

receptores ET BBB localizados nestas células, promovendo a liberação de opióides. Por 

sua vez, ao atuarem sobre as fibras nociceptivas, os opióides liberados se 

contraporiam com os efeitos nociceptivos induzidos pela ET-1. Porém, são 

necessários experimentos adicionais para confirmarem essas suposições. 
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Poderia se aventar a possibilidade de que os efeitos antinociceptivos 

mediados pelo tiorfano e o fosforamidon seriam devidos às sua ações inibitórias 

sobre as encefalinases, conforme sugerido por Raffa e Jacoby (1996). A NEP, 

inicialmente batizada como encefalinase, é a principal enzima responsável pela 

degradação das encefalinas (Roques et al., 1980; Matsas et al., 1983). Sabe-se que, 

embora as ações das encefalinas ocorram principalmente no SNC, estes opióides 

endógenos são também encontrados em células inflamatórias, tais como os 

leucócitos, podendo assim exercer efeitos perifericamente (para revisão ver 

Machelska, 2007). Entretanto, a inibição da degradação das encefalinas não parece 

ter exercido nenhum efeito analgésico, visto que não foi verificada qualquer 

alteração na intensidade da nocicepção declarada induzida pela ET-1 em animais 

pré-tratados com tiorfano ou fosforamidon. A NEP também é a principal enzima 

responsável pela degradação da ET-1 (Vijayaraghavan et al., 1990) e da substância 

P em alguns tecidos (Sekizawa et al., 1987). No entanto, a diminuição da 

degradação dessas substâncias não parece ter influenciado a resposta nociceptiva 

declarada evocada por qualquer uma das ETs, visto que as mesmas não foram 

potencializadas pelo tratamento prévio com tiorfano ou fosforamidon. Porém, 

embora não tenha sido verificada uma potencialização da nocicepção declarada com 

o uso desses inibidores enzimáticos da NEP, o mesmo não pode ser dito em relação 

à hipernocicepção. Interessantemente, o pré-tratamento dos animais com o tiorfano 

ou fosforamidon não foi capaz de evitar a redução do limiar mecânico em nenhuma 

das ETs testadas (dados não mostrados). Pelo contrário, os camundongos que 

foram pré-tratados com esses inibidores, também apresentaram uma redução 

significativa do limiar de reatividade ao estímulo mecânico (dados não mostrados). 
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Resta ainda investigar os mecanismos responsáveis por essa redução significativa 

do limiar mecânico dos animais tratados com esses inibidores. 

A quimostatina, um inibidor não seletivo da enzima quimase, não foi capaz 

de exercer qualquer ação sobre a nocicepção declarada induzida pela ET-1 ou pela 

Big ET-1, quando estas foram administradas isoladamente. Essa inatividade da 

quimostatina pode ser explicada pelo fato das enzimas quimases serem expressas 

praticamente apenas em mastócitos. Embora existam algumas evidências da 

expressão destas enzimas em musculatura lisa, apenas os mastócitos são capazes 

de acumular quimases em seus grânulos secretores (para revisão ver  Caughey, 

2007). Quando mastócitos localizados na pata de camundongos foram ativados, seja 

por injeção i.p. de composto 48/80 ou de OVA, a quimostatina foi capaz de exercer 

efeitos antinociceptivos, demonstrando que a ação desta enzima é dependente da 

ativação dos mastócitos.  Porém, permanece a ser investigado se os efeitos da 

quimostatina seriam influenciados pelo tratamento combinado com algum inibidor 

seletivo da ECE, ou seja, da enzima envolvida na via preponderante de síntese de 

ET-1 nesse modelo. Em um estudo analisando a contração de aorta de coelhos, a 

geração de ET-1(1-31) envolvendo a participação das quimases, só foi capaz de ser 

verificada quando a quimostatina foi associada com fosforamidon, o inibidor dual de 

ECE e NEP (Tirapelli et al., 2006). No entanto, vale ressaltar que, naquele estudo, a 

atividade enzimática da quimase na aorta foi menor do que àquela encontrada no 

coração, pulmão, rim e fígado de coelhos, sugerindo que a produção de ET-1(1-31) 

seja mais importante nestes últimos órgãos. 

No presente estudo foram utilizados dois modelos de degranulação 

mastocitária, o primeiro induzido por composto 48/80 e o segundo por OVA. Estes 

agentes são capazes de degranular mastócitos por diferentes mecanismos. O 
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composto 48/80 constitui um estímulo não imunológico de degranulação, sendo seu 

mecanismo de ação dependente da ativação direta de subunidades α da proteína 

G Bi/oB, levando a uma rápida liberação de histamina por exocitose e a um aumento 

transitório nas concentrações de IPB3B (Suzuki-Nishimura et al., 1995).  Já a ação 

degranulatória da OVA, claramente envolve mecanismos imunológicos, mediados 

por formação e fixação mastocitária de imunoglobulinas (IgE), a partir da primeira 

exposição a este antígeno (i.e. sensibilização prévia dos animais). Uma vez ocorrido 

o processo de sensibilização, a re-exposição à OVA permite sua interação com as 

IgE que irão ligar-se em receptores FcεRI presentes na membrana dos mastócitos, 

com conseqüente liberação de seus mediadores (Marshall, 2004).  Após esta 

ocupação de alta afinidade, ocorre liberação de mediadores pró-inflamatórios como 

histamina e triptases e a síntese de novo de mediadores, além da liberação de 

prostaglandinas e leucotrienos (para revisão ver Maurer et al., 2003). 

Em geral, os mastócitos podem ser ativados por mecanismos diretos e 

indiretos. Interações diretas incluem os eventos mediados principalmente por 

receptores toll-like (TLR), os quais normalmente não resultam em degranulação dos 

mastócitos, mas aumentam seletivamente sua capacidade de produzir algumas 

citocinas pró-inflamatórias de acordo com o estímulo ativador (Marshall, 2004). Por 

exemplo, o vírus da dengue estimula mastócitos humanos a produzirem pequenas 

quantidades de IL-1β e IL-6 e de quantidades substanciais do ligante 5 da 

quimiocina-CC (CCL5), mas não aumenta a produção do GM-CSF ou do ligante 8 da 

quimiocina-CX (CXCL8) (King et al., 2000; King et al., 2002). Em contraste, 

mastócitos humanos estimulados com Pseudomonas aeruginosa aumentam 

acentuadamente a sua produção de CCL20, IL-α, IL-1β, CXCL8 e GM-CSF, mas não 

aumentam significantemente as quantidades de CCL5 (Lin et al., 2002; Lin et al., 
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2003). Estas interações diretas entre patógenos e mastócitos são cruciais no 

contexto de defesa contra infecções primárias e condizem com o papel de sentinelas 

atribuído a estas células. Uma situação que não pode deixar de ser mencionada de 

ativação direta de mastócitos e conseqüente proteção do hospedeiro, se dá entre o 

componente mais tóxico do veneno da Atractaspis engaddensis (serpente do Oriente 

Médio), as SRTXs, e os receptores ETBA,B presentes na membrana dos mastócitos. As 

SRTXs possuem homologia estrutural com a ET-1 de cerca de 70%. As taxas de 

mortalidade e de hipotermia após repetidas administrações de SRTX S6b são 

significativamente maiores em camundongos que não expressam mastócitos ou 

naqueles desprovidos de receptores ET BAB, indicando que a ativação dos mastócitos 

via receptores ET BAB pelas SRTXs é fundamental para diminuir a toxicidade do  

veneno (Metz et al., 2006). 

Exemplos da ativação indireta dos mastócitos incluem ativações mediadas 

via receptor FcεRI ou via receptores do complemento. A ativação dos mastócitos via 

receptores FcεRI leva à sua degranulação e à liberação de múltiplos mediadores. Já 

os receptores do complemento parecem causar degranulação principalmente pela 

ativação do receptor C5a (Marshall, 2004). 

Populações distintas de mastócitos, bem como estágios diferenciados de 

maturação,também evocam respostas diferentes frente ao estímulo com ET-1. 

Mastócitos derivados da pele de feto (FSMC) em cultura expressam RNABmB tanto 

para receptores ET BAB quanto para receptores ET BBB, enquanto que  mastócitos 

derivados da medula óssea (BMMC) em cultura expressam baixos níveis de RNABm B 

para receptores ET BAB e praticamente nenhuma expressão de receptores  ET BB B 

(Matsushima et al., 2004). Neste estudo, a ET-1 foi capaz de induzir degranulação 

dos FSMC, mas não dos BMMC, e este efeito foi mediado via ativação de receptores 
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ETBAB. Além disso, a ET-1 induziu a liberação de TNFα e IL-6 dos FSMC, mas não dos 

BMMC. Por fim, a ET-1 foi produzida por FSMC, mas tal efeito não foi observado em 

BMMC em resposta a diferentes ligantes dos TLR (Matsushima et al., 2004). 

Como mencionado anteriormente, a administração isolada de Big ET-1 foi 

capaz de causar nocicepção declarada, a qual pareceu depender da sua conversão 

no peptídeo funcional ET-1 por ação de uma ECE, já que esse efeito foi inibido pelo 

fosforamidon, mas não pelo tiorfano ou pela quimostatina. A injeção de composto 

48/80 ou de OVA também foram capazes de causar nocicepção declarada de 

maneira dose-dependente. Estudos sugerem que a resposta nociceptiva induzida 

pela ativação de mastócitos é mediada principalmente pela liberação de histamina e 

TNFα (Sorkin et al., 1997; Mizumura et al., 2000; Herbert et al., 2001) . Porém, como 

a ativação de mastócitos acarreta liberação de quimases, procuramos investigar se 

a administração combinada de Big ET-1 mais um degranulador de mastócitos 

resultaria em uma resposta nociceptiva declarada aumentada, por propiciar a 

conversão de Big ET-1 em ET-1(1-31). De fato, observou-se que a associação de 

doses baixas de composto 48/80 ou de OVA (em camundongos sensibilizados) com 

Big ET-1 em uma única injeção i.pl. causou potencialização significativa da resposta 

nociceptiva em relação ao grupo controle ou aos grupos que foi feita administração 

isolada de cada uma destas substâncias. Teoricamente, esta potencialização 

poderia ter ocorrido tanto por mecanismos isolados entre si, ou seja, cada 

substância teria agido de maneira distinta e os seus efeitos somar-se-iam, ou por 

uma ação sinérgica, como por exemplo, através da ação de quimases sobre a Big 

ET-1, envolvendo a formação do intermediário ET-1(1-31) e por fim, a síntese do 

peptídeo ativo ET-1. Para se poder discernir entre estas duas hipóteses, avaliou-se 

a influência dos inibidores enzimáticos tiorfano (da NEP), quimostatina (da quimase) 
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e fosforamidon (da NEP e da ECE) na nocicepção declarada induzida pela 

associação de composto 48/80 ou OVA com Big ET-1, a fim de verificar a 

participação das enzimas quimase, NEP e ECE. 

Os resultados obtidos empregando ambos os modelos de ativação 

mastocitária foram bastante semelhantes. A quimostatina, que não havia exercido 

qualquer efeito sobre a nocicepção induzida pela ação isolada da ET-1 ou da Big 

ET-1, foi capaz de inibir a nocicepção causada pela associação de composto 48/80 

ou OVA com a Big ET-1. Estes dados parecem indicar que as quimases somente 

podem atuar sobre a Big ET-1 exógena para contribuir à nocicepção causada por 

esta última quando ocorre ativação dos mastócitos. Dito de outra forma, este 

resultado sugere que as quimases estariam exercendo uma ação potencializadora 

sobre as ações da Big ET-1, através da sua capacidade em clivar este peptídeo em 

ET-1(1-31). Assim, a ativação de mastócitos através de mecanismos imunológicos 

ou não imunológicos, habilita uma rota biossintética alternativa importante pela qual 

o precursor da ET-1 causa nocicepção. 

No entanto, é relevante ressaltar que o tratamento de camundongos com 

tiorfano na dose de 300 nmol, antes da administração i.pl. combinada de Big ET-1 

com composto 48/80 ou com OVA, não alterou a magnitude da nocicepção 

declarada. Por outro lado, o tratamento prévio com uma dose maior de tiorfano 

(1000 nmol) inibiu marcadamente a nocicepção declarada induzida pela associação 

de Big ET-1 com composto 48/80. Pode-se inferir que o motivo pelo qual apenas a 

maior dose de tiorfano foi capaz de reduzir a nocicepção desencadeada pela 

associação de composto 48/80 e Big ET-1, ao contrário do verificado no experimento 

no qual foi injetada apenas ET-1(1-31), foi a disponibilização de ET-1(1-31) no tecido 

pela ativação mastocitária, o que causou uma diferente cinética de inibição da NEP. 
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Estes resultados com a dose maior de tiorfano fomentam a nossa hipótese de que a 

síntese do peptídeo intermediário ET-1(1-31) seria uma rota alternativa importante 

na nocicepção desencadeada pela associação de Big ET-1 e composto 48/80.  

Permanece a ser investigado se o mesmo se aplica à situação na qual a Big ET-1 é 

injetada juntamente com a OVA em camundongos previamente sensibilizados ao 

antígeno. Em adição, o fosforamidon também foi capaz de causar inibição da 

nocicepção induzida tanto pela associação de Big ET-1 com composto 48/80, quanto 

com OVA.  

Ao contrário dos nossos resultados, um outro estudo verificou que a 

contração induzida pela adição de Big ET-1 em traquéia isolada de camundongos 

que haviam sido previamente sensibilizadas à OVA não foi afetada pela incubação 

com quimostatina ou com o inibidor da NEP CGS24592 (De Campo et al., 2002). 

Embora as traquéias dos animais sensibilizados possuíssem 40% a mais de 

mastócitos em relação aos falso-sensibilizados, essa contração só foi diminuída pelo 

inibidor da ECE CGS35066. Dessa maneira, os autores concluíram que quimases 

derivadas de mastócitos não processavam Big ET-1 de maneira significativa nas 

vias aéreas de camundongos alérgicos (De Campo et al., 2002). Porém, esta 

conclusão não parece aplicar-se ao sistema pulmonar de outras espécies. Em um 

estudo utilizando o método de ELISA tipo sanduíche, foi verificado que amostras de 

pulmão humano apresentavam níveis significantes de ET-1(1-31), embora estes 

fossem inferiores aos níveis de ET-1 (Okishima et al., 2001). Outro estudo verificou 

que, em pulmão perfundido de cobaias, o tiorfano foi capaz de abolir a liberação de 

eicosanóides induzida tanto por ET-1(1-31), quanto por Big ET-1, indicando a 

existência da ET-1(1-31) na vasculatura pulmonar de cobaias (Plante et al., 2002).  
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Como já referido na Introdução, algumas sub-populações de mastócitos 

também sintetizam ET (Ehrenreich et al., 1992). Neste sentido, alguns estudos 

demonstraram que reações imunes mediadas por antígeno são capazes de ativar 

um componente endotelinérgico em diferentes modelos. Dessa maneira, a 

imunoreativade para ETs encontrou-se aumentada no plasma (Filep et al., 1993)  e 

nas vias aéreas (Kizawa et al., 1999) em resposta ao desafio com OVA em cobaias 

previamente sensibilizadas a este antígeno. Observou-se ainda, num modelo de 

inflamação alérgica, que um antagonista misto de receptores ET BAB/ETBBB ou um 

antagonista seletivo para receptores ET BAB foi capaz de reduzir significativamente o 

número de eosinófilos no lavado broncoalveolar e a infiltração de neutrófilos nos 

pulmões de camundongos sensibilizados expostos à OVA (Fujitani et al., 1997). 

Resultados semelhantes foram obtidos por Sampaio e colaboradores (2000), os 

quais demonstraram que o influxo de leucócitos, predominantemente de células 

mononucleares e eosinófilos, induzidos por administração de OVA na pleura destes 

animais, foi bloqueado por antagonistas de receptores ET BAB, mas não por 

antagonistas de receptores ET BBB. Um estudo prévio do nosso laboratório demonstrou 

pela primeira vez que ETs endógenas, liberadas em resposta a reações imunes, 

também contribuíam para a nocicepção declarada induzida por ativação de 

mastócitos (Piovezan et al., 2004).   

 Nossos dados corroboram parcialmente os resultados obtidos por Piovezan 

e colaboradores (2004), os quais demonstraram que a resposta nociceptiva à OVA 

em animais sensibilizados é sensível ao bloqueio com BQ-123 ou com o antagonista 

misto de receptores ET BAB/ETBB,  Bem doses que não alteravam a nocicepção declarada 

induzida pelo composto 48/80. Esta discrepância nos dados pode ser justificada 

pelas doses empregadas em cada estudo. Enquanto Piovezan e colaboradores 
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(2004) utilizaram apenas a dose de 3 nmol, tanto para o BQ-123 quanto para o BQ-

788, a dose utilizada no nosso estudo  que apresentou efeito antinociceptivo 

significativo foi de 10 nmol. 

 Embora o papel antinociceptivo dos antagonistas de receptores ET BAB esteja 

cada vez mais evidenciado e documentado em trabalhos científicos, o papel dos 

antagonistas de receptores ET BBB precisa ainda ser melhor esclarecido. Alguns 

estudos, conforme já comentado na Introdução, demonstraram uma ação anti-

nociceptiva de agonistas de receptores ET BBB, porém os resultados obtidos no 

presente estudo com o BQ-788 constataram uma ação pró-nociceptiva destes 

receptores na nocicepção evocada pela OVA. Alguns trabalhos corroboram os 

nossos dados. De-Melo e colaboradores (1998), por exemplo, demonstraram um 

importante papel da ativação dos receptores ET BBB na nocicepção articular de ratos 

desencadeada pelo lipopolissacarídeo (LPS) de Escherichia coli no joelho 

previamente sensibilizado com carragenina. Outro estudo demonstrou que 

camundongos nocaute para os receptores ET BBB são muito menos sensíveis à 

estimulação inflamatória (injeção i.p. de fenilbenzoquinona), embora mantenham a 

sensibilidade à estimulação térmica no modelo da placa quente (Griswold et al., 

1999). Por fim, Chichorro e colaboradores (2006) verificaram que a administração 

sistêmica do antagonista do receptor ET BBB, A-192621, foi capaz de reduzir a alodínia 

mecânica na face de ratos submetidos a um modelo de dor neuropática trigeminal. 

No nosso estudo, a inibição da nocicepção induzida pelo antagonista ET BBB foi 

verificada nos animais que receberam injeção i.pl. de OVA, mas não naqueles que 

receberam composto 48/80. Essa diferença pode ser atribuída aos distintos 

mecanismos pelos quais a OVA e o composto 48/80 ativam os mastócitos, como já 

discutido anteriormente. Já foi demonstrado, por exemplo, que o arsenal de 
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mediadores inflamatórios liberados pelos mastócitos da pele em resposta ao 

composto 48/80 é diferente daquele liberado após exposição a antígeno (Church et 

al., 1991). 

A nocicepção declarada induzida pelo composto 48/80 ou pela OVA 

também foi inibida pela quimostatina. As quimases são serina-endopeptidases com 

atividade do tipo quimo tripsina, ou seja, são enzimas dependentes do resíduo de 

serina na sua molécula para exercerem sua atividade catalítica. Estas enzimas são 

propensas a quebrar internamente peptídeos e proteínas em porções que 

apresentam aminoácidos aromáticos, especialmente tirosina e fenilalanina 

(Caughey, 2007). Em um notável trabalho, Maurer e colaboradores (2004) 

demonstraram que camundongos nocautes para mastócitos apresentavam 

hipotermia, diarréia e taxa de mortalidade mais elevadas que camundongos wild 

type em resposta à administração i.p. de ET-1, indicando que os mastócitos 

protegem os animais contra a toxicidade induzida pelas ETs. O trabalho demonstrou 

ainda que animais wild type pré-tratados com quimostatina e que receberam injeção 

i.p. de ET-1 desenvolveram hipotermia, diarréia e taxa de mortalidade 

significativamente maiores do que aqueles pré-tratados com veículo, sugerindo que 

as quimases contribuem significativamente para a degradação da ET-1 induzida por 

mastócitos. Por outro lado, um estudo recente demonstrou que camundongos 

geneticamente manipulados para não apresentarem atividade catalítica da 

carboxipeptidase-A (CPA), são mais sensíveis aos efeitos deletérios da ET-1 ou da 

SRTX S6b (Schneider et al., 2007). A CPA é uma enzima específica de mastócitos 

relacionada com a carboxipeptidase pancreática, a qual cliva preferencialmente 

aminoácidos aromáticos C-terminais (Serafin et al., 1987). Neste sentido, o estudo 

de Schneider e colaboradores (2007) demonstrou que a CPA era capaz de clivar de 
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um a dois aminoácidos C-terminais da ET-1, e que essa clivagem era a responsável 

pela inativação da ET-1, ao contrário do estudo anterior do grupo de Maurer (2004), 

que atribuiu esta inativação da ET-1 às quimases. Corroborando estes resultados, 

Metz e colaboradores (2006) verificaram que quando camundongos eram pré-

tratados com um inibidor de CPA e recebiam uma injeção de SRTX S6b, estes 

exibiam severa hipotermia, maior taxa de mortalidade e concentrações de SRTX 

S6b no peritônio mais elevadas em relação ao grupo que havia recebido veículo. 

Porém, camundongos nocautes para a quimase-4 e o seu respectivo controle não 

apresentaram diferença significativa entre a queda da temperatura quando se 

administrava ET-1 e SRTX S6b, além de que, todos os animais envolvidos neste 

experimento sobreviveram (Metz et al., 2006). No presente estudo também não se 

obteve indícios da inativação dos efeitos da ET por parte da quimase. Pelo contrário, 

ao inibir as quimases com quimostatina, verificamos uma diminuição da nocicepção 

declarada induzida pela OVA e pelo composto 48/80, tanto quando estes foram 

injetados de modo isolado ou associados com a Big ET-1. 

 Como as quimases são enzimas multifuncionais, pode-se aventar a 

possibilidade de que o efeito antinociceptivo induzido pela inibição desta enzima 

pode ter sido evocado por mecanismos não relacionados com a via de síntese 

alternativa da ET-1. Já foi previamente demonstrado que a inibição da quimase é 

capaz de inibir a liberação de histamina dependente de IgE (He et al., 2001), além 

de inibir a liberação de histamina em cultura de mastócitos de pele humana (Walter 

et al., 1996). Experimentos in vitro com quimases isoladas de mastócitos humanos 

demonstraram também que estas são um potente e seletivo quimioatraente para 

monócitos e neutrófilos, os quais, como citado anteriormente, podem estar 

envolvidos com quadros dolorosos (Tani et al., 2000). Porém, o fato do tempo de 
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lambida induzido por doses elevadas de composto 48/80 ter sido significativamente 

inibido pelo tiorfano, favorece a possibilidade de que a formação do precursor ET-

1(1-31) seja uma importante via de síntese de ET-1, contribuindo para a 

manifestação da nocicepção declarada induzida por degranulação de mastócitos. 

O valor preditivo de resultados obtidos com experimentos envolvendo 

quimases em roedores para as funções desempenhadas por estas enzimas em 

humanos é limitada. Enquanto este é o principal grupo de proteases presentes em 

mastócitos de roedores, em humanos os diferentes tipos de quimases estão 

confinadas a subtipos de mastócitos (MC BTCB ou MCBCc B) e talvez algumas células 

vasculares endoteliais. Nenhuma das quimases de roedores assemelham-se às 

quimases humanas em relação à seqüência de aminoácidos, exceto a quimase-5 de 

camundongos (para revisão ver Welle, 1997). Interessantemente, a quimase-5 é 

precisamente a enzima responsável por clivar a Big ET-1 nas porções Tirosina P

31
P-

GlicinaP

32
P e consequentemente gerar ET-1(1-31) em camundongos (Nakano et al., 

1997). Alguns estudos clínicos já estão relacionando a presença da ET-1(1-31) com 

determinadas patologias em humanos. Suzaki e colaboradores (2003), por exemplo,  

usando o ensaio ELISA tipo sanduíche, verificaram que os níveis de ET-1(1-31) e de 

ET-1 estavam significativamente aumentados no plasma de pacientes com 

aneurisma de aorta abdominal quando comparados  com os níveis detectados em 

voluntários saudáveis. 

O uso do fosforamidon foi capaz de inibir a nocicepção induzida pela OVA, 

mas não pelo composto 48/80. O fato do fosforamidon não ter exercido nenhuma 

ação sobre a nocicepção evocada pelo composto 48/80 isoladamente talvez possa 

ser atribuído, conforme já discutido anteriormente, a diferenças no mecanismo de 

ativação dos mastócitos e conseqüente liberação de distintas substâncias por parte 
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do composto 48/80 e da OVA. Sabe-se que a ativação dos mastócitos por 

mecanismos independentes de IgE podem induzir a liberação de mediadores e/ou 

citocinas que diferem na composição, magnitude e/ou cinética daqueles induzidos 

pela IgE e antígeno na mesma população de mastócitos (para revisão ver Maurer et 

al., 2003). Pode-se notar, por exemplo, que a intensidade da nocicepção induzida 

pela OVA foi maior que aquela induzida pelo composto 48/80. Dessa maneira, a 

ativação dos mastócitos por mecanismos dependente e independente de IgE,  pode 

ter levado a liberação de diferentes concentrações de Big ET-1 ou ET-1 (1-31) no 

tecido, o que levou à diferenças na farmacocinética de inibição da ECE/NEP pelo 

fosforamidon entre estes estímulos. O fato do fosforamidon só ter inibido a 

nocicepção evocada pela associação de composto 48/80 e Big ET-1, mas não de 

composto 48/80 isolado, também possa talvez ser explicado por diferenças 

farmacocinéticas na inibição da ECE/NEP, devido às diferentes concentrações de 

ETs no tecido induzida por esses dois modelos. Talvez uma dose maior de 

fosforamidon fosse capaz de inibir a nocicepção evocada pelo composto 48/80 

isoladamente. 

Outra interessante questão diz respeito à presença da ECE em mastócitos. 

A literatura carece de trabalhos demonstrando a presença desta enzima em 

mastócitos. Dessa maneira, como os métodos de detecção de ET-1 muitas vezes 

não são precisos, surge a dúvida se é realmente a ET-1 a ET presente em 

mastócitos. Já foi verificado que quando a ET-1 é hidrolisada internamente, as suas 

pontes dissulfeto podem continuar mantendo a estrutura de 21 aminoácidos, embora 

esta mudança conformacional da molécula não seja detectável pelo método de 

ELISA, além do que, não se sabe ainda se essa alteração é capaz de inativar o 

peptídeo (Schneider et al., 2007). Deve-se estar atento também à metodologia 
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aplicada em imunoensaios que visam detectar diferentes concentrações destes 

peptídeos, pois muitas vezes ocorre reatividade cruzada entres os mesmos 

(Okishima et al., 1999). Dessa maneira, os resultados obtidos no presente estudo 

sugerem fortemente que os mastócitos estejam contribuindo para o aumento das 

concentrações tissulares de ET-1 não através da via sintética operada pela ECE, 

mas sim pela conversão da Big ET-1 em ET-1(1-31), através da ação de suas 

quimases. Entretanto, deve-se deixar claro que a comprovação desta hipótese ainda 

requer a realização de estudos complementares que façam uso de metodologias 

analíticas mais refinadas. 

Por fim, este trabalho verificou que a ET-1(1-31) é capaz de causar 

nocicepção quando injetada por via i.pl. em camundongos, porém este 

comportamento parece ser dependente da sua conversão em ET-1 por ação da 

NEP. Nossos resultados com os inibidores enzimáticos quimostatina, tiorfano e 

fosforamidon também sugerem fortemente que a ET-1(1-31) é sintetizada 

endogenamente e participa da nocicepção induzida pela ativação de mastócitos. 

Porém, são necessárias evidências adicionais para definir se a nocicepção 

declarada mediada pela síntese do intermediário ET-1(1-31) tem caráter protetor, 

patológico ou ambos.  Embora alguns trabalhos demonstrem que a ativação dos 

mastócitos via receptores ET BAB é fundamental para liberação de importantes 

mediadores contra bactérias e venenos (Maurer et al., 2004; Metz et al., 2006), 

outros demonstram que ETs e mastócitos estão envolvidos em doenças vasculares, 

inflamatórias e fibróticas (Matsushima et al., 2004). De qualquer forma, a literatura 

tem demonstrado que em várias patologias (e.g. diabetes, câncer, doenças 

vasculares) são encontrados níveis elevados de ET-1. Dessa maneira, inibidores 

enzimáticos da síntese de ET-1 podem vir a ser importantes ferramentas 
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farmacológicas em combinação com antagonistas de receptores de ET-1. Entre as 

enzimas que estão envolvidas neste processo, a ECE merece uma atenção 

especial, visto que esta enzima tem uma ação preponderantemente seletiva sobre a 

Big ET-1, interferindo insignificantemente no metabolismo de outros peptídeos. 

Porém, é possível que a via de síntese controlada pela ECE não constitua sempre a 

rota de síntese preponderante das ETs em todas as situações. 
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Esquema 2: Representação esquemática dos possíveis mecanismos envolvidos na 
nocicepção induzida pelas ETs e mastócitos na pata de camundongos. 
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6. Conclusão 
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Os resultados do presente estudo, obtidos a partir da injeção i.pl. de ET-1, 

ET-1(1-31) e Big ET-1 na pata de camundongos, nos permitem concluir  que: 

 

• A ET-1, ET-1(1-31) e Big ET-1 causam nocicepção declarada e 

hipernocicepção mecânica de maneira dose-dependente; 

• Os efeitos nociceptivos induzidos pela ET-1(1-31) possivelmente são 

dependentes da sua conversão em ET-1 pela NEP; 

• Na ausência de degranulação significativa de mastócitos, os efeitos 

nociceptivos induzidos pela Big ET-1 parecem depender da sua conversão em ET-1 

pela via clássica mediada pela ECE; 

• A ativação de mastócitos parece possibilitar o surgimento de uma via 

alternativa de síntese de ET-1, envolvendo a formação do peptídeo intermediário 

ET-1(1-31) para posterior conversão em ET-1 pela NEP; 

• A nocicepção declarada induzida por Big ET-1 é potencializada pela 

sua associação com composto 48/80 ou OVA, sendo que parte dessa 

potencialização parece depender  da via alternativa de síntese de ET-1, a qual 

envolve a formação do intermediário ET-1(1-31); 

• A via de síntese alternativa de ET-1 parece contribuir para a 

nocicepção induzida pela ativação dos mastócitos. 
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