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RESUMO

Histamina é encontrada no liquido sinovial de pacientes individuos saudaveis e
em diversos tipos de artrite. E sabido que a histamina provoca coceira nos
tecidos cutaneos, apesar de em tecidos profundos a sua fungdo sensorial ndo
ser clara. Nosso objetivo foi avaliar o papel da histamina na incapacitagéo
articular, edema, extravasamento de plasma apds injecdo de formalina em
joelhos de ratos. Incapacitagédo articular foi medida através da contagem do
tempo de elevacéo da pata (TEP; s) durante o periodo de 1 min de caminhada
forcada, a cada 5 minutos, durante uma sessido experimental de 60 min.
Edema articular foi avaliado pelo aumento de didmetro articular, (DA; cm), e o
extravasamento de plasma foi medido pela quantidade de azul de Evans (25
mg / kg, iv, 30 min antes do teste) no liquido sinovial (EP; mg / ml) 1 hora apds
a injecao de formalina. Formalina evocou duas fases de incapacitagdo, bem
como aumento do DA e EP de forma dose-dependente. Prometazina (0.5 e 12
mg / kg, ip, P <0.05 e P <0,01) 1 h antes de formalina causou hiper e
hiponocicepgdo na 22 fase, respectivamente. Loratadina (10 mg / kg, ip, P
<0,01) e ranitidina (10 mg / kg ip, P <0,05) causaram hipernocicepg¢ao na 22
fase. No entanto, nenhum dos tratamentos inibiu ou aumentou DA e o EP. Co-
injecdo de loratadina (20 pmol P <0,01), ranitidina (2 e 17 pmol P <0,01) e
tioperamida (4 e 40 nmol P <0,05 e P <0,01) com formalina causou
hipernocicepgédo na 22 fase. Apenas tioperamida (0,4 nmol P <0,05) causou
hipernocicep¢ao na 12 fase. Loratadina (20 pmol P <0,05) e tioperamida (40
pmol P <0,01) causaram diminuicdo de EP. Histamina sozinha (200 e 20.000
nmol) causou nocicepg¢ao (P <0,01). No entanto, a histamina co-injetada com

formalina (20.000 nmol) causou hiponocicepg¢ao na 12 fase (P <0,01) e (0,2 e



20 nmol) causou hiponocicepg¢ao na 22 fase (P <0,01) da resposta. Nenhum
destes tratamentos modificou o DA e EP. Co-injegao de cromoglicato sodio (1,6
mg / i.a) com formalina causou hiponocicepgao na 22 fase de resposta da
formalina (P <0,01), e impediu o efeito hipernociceptivo da loratadina, bem
como o efeito hiponociceptivo da histamina. Estes dados sugerem que a
liberacdo de histamina articular a partir de mastdcitos, em receptores H1, H2 e
H3 tem um papel hiponociceptivo em vez de nociceptivo. Além disso, este

efeito da histamina parece ser independente de qualquer efeito vascular.



ABSTRACT

Histamine is found in synovial fluid from healthy subjects and various types of
arthritic patients. It is well known that histamine induces itch in cutaneous
tissues, although in deep tissues its sensorial function is not clear. Our aim was
to evaluate the role of histamine in the articular incapacitation, edema, and
plasma leakage after formalin injection into rat knee-joints. Articular
incapacitation was measured by counting the paw elevation time (PET; s)
during 1 min period of forced walk, each 5 min throughout a 60-min
experimental session. Edema was evaluated by the articular diameter increase
(AD; cm), and plasma leakage was measured by the amount of Evans Blue (25
mg/kg, i.v., 30 min before the test) in synovial fluid (PL; pg/mL) 1 hour after
formalin injection. Formalin dose-dependently evoked two phases of
incapacitation, as well as AD and PL increase. Promethazine (0.5 and 12 mg/kg
i.p, P<0.05 and P<0.01) 1 h before formalin caused hyper and hyponociception
in the 2nd phase, respectively. Loratadine (10 mg/kg i.p., P<0.01) and ranitidine
(10 mg/kg i.p., P<0.05) caused hypernociception in the 2nd phase. However,
none of the treatments inhibited the AD increase and plasma leakage. Co-
injecting loratadine (20 pmol P<0.01), ranitidine (2 and 17 pmol P<0.01) and
thioperamide (4 and 40 nmol P<0.05 and P<0.01) with formalin caused
hypernociception in 2nd phase. Only thioperamide (0.4 nmol P<0.05) caused
hypernociception in 1% phase. Loratadine (20 pmol P<0.05) and thioperamide
(40 pmol P<0.01) caused decreased of plasma leakage. Histamine alone (200
and 20.000 nmol) caused nociception (P<0.01). However, histamine co-injected
with formalin (20.000 nmol) caused hyponociception in 1% phase (P<0.01) and

(0.2 and 20 nmol) caused hyponociception in the 2nd phase (P<0.01) of



response. None of these treatments modified DA and PL. Co-injecting sodium
cromoglycate (1.6 mg/joint) with formalin caused hyponociception in the 2nd
phase of formalin response (P<0.01), and prevented the hypernociceptive effect
of loratadine, as well as the effect hyponociceptive of histamine. These data
suggest that the articular release of histamine from mast cells has a H1, H2 and
H3-mediated hyponociceptive rather than a nociceptive role. In addition, this

effect of histamine seemed to be unrelated to any vascular effect.
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I-INTRODUGAO
1. DOR

Dor é um dos sintomas mais frequentes da pratica clinica, sendo
caracterizado por uma sensacgao desagradavel atuando como um alarme de
defesa do organismo. A dor, enquanto modalidade de percepgao constitui um
sistema de protegao ao organismo de uma lesao tecidual, através da ativacao
de mecanismos que envolvem vias reflexas espinhais e supra-espinhais (Dray,
1994; Julius e Basbaum, 2001).

Entretanto, o termo dor ndo possui uma definicao ideal e de acordo com
a International Association for the Study of Pain (IASP) a palavra dor é definida
como “experiéncia sensorial e emocional desagradavel, associada a uma les&o
real ou potencial, ou descrita nestes termos” (IASP, 2008). H& mais de um
século, Sherrington (1906) sugeriu a existéncia de nociceptores. Estas fibras
sao representadas por neurdnios sensoriais primarios, que ativados por
estimulos periféricos nocivos, capazes ou nao de gerar danos teciduais, os
transforma em impulsos nervosos que sado codificados e transmitidos ao
sistema nervoso central (IASP, 2008). Assim, calor, frio, pressao, distensao,
traumas, estimulos quimicos, dentre outros, podem direta ou indiretamente,
ativar os nociceptores (Bessou e Perl, 1969; Handwerker e Reeh, 1994). A dor
pode ser modulada por uma série de experiéncias comportamentais, pois
envolve ndo somente a transmissdo do estimulo nocivo, mas também fatores
emocionais, sociais, culturais, ambientais e cognitivos (Merskey, 1979; Russo e
Brose, 1998; Julius e Basbaum, 2001). Assim sendo, nem todo estimulo que
ativam os nociceptores resulta necessariamente em uma experiéncia dolorosa.

A relagao entre a ativagao dos nociceptores e a percepg¢ao da dor envolve um

14



complexo processamento através das vias sensoriais e, a natureza altamente
subjetiva da dor dificulta sua compreensao e seu tratamento clinico (Basbaum
e Jessel, 2000).

Sendo assim, na pesquisa com animais se faz necessario distinguir os
termos dor e nocicepgdo, onde nocicepcdo refere-se somente ao
processamento neural de codificagéo e transmissao do estimulo nocivo (IASP,
2008), evocado pela ativacdo de receptores sensoriais especializados
(nociceptores), existentes no local estimulado (Furst, 1999). Deste modo,
adotaremos o termo nocicepg¢ao para descrever a estimulagdo excessiva de
fibras sensoriais nociceptivas, que faz referéncia ao comportamento elicitado

como nociceptivo.

1.1 NOCICEPGAO

A duragcdo da sensagao nociceptiva pode ser classificada como
transitoria, aguda ou crénica. Na transitdria, a ativacdo dos receptores de
nocicepgao acontece na auséncia de qualquer dano tecidual, como por
exemplo, a retirada da mao apds o estimulo de uma temperatura elevada. A
nocicepgao aguda, por sua vez é uma resposta normal causada por uma lesao
do tecido com consequente ativacdo dos receptores no local da leséao,
desaparecendo mesmo antes da reestruturacdo das condig¢des fisioldgicas no
local lesionado. A nocicepgao crénica, ao contrario das anteriores, € provocada
por uma lesdo ou doenga que geralmente supera a capacidade de recuperacao
do organismo (Loeser e Melzack, 1999).

Quanto a localizagéo, a nocicepgao pode ser classificada como somatica

ou visceral. A nocicepgdao somatica ocorre quando estimulos sensoriais
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nociceptivos provém de locais que n&o sédo as visceras. De acordo com a
estrutura do corpo, a classificacdo também pode ser dividida como nocicepgao
superficial cutédnea (pele e tecido conjuntivo) e profunda (ossos, articulagdes e
musculos). A nocicepgao visceral, por sua vez, ocorre quando os estimulos

produtores da sensagao nociceptiva provém de visceras (Raja, 1999).

1.2 VIAS NOCICEPTIVAS

As fibras sensoriais, sozinhas ou em conjunto, fornecem informacgdes ao
sistema nervoso central ndo somente sobre o meio-ambiente, mas também
sobre o estado do organismo. Entre as diferentes variedades de fibras
sensoriais 0s nociceptores normalmente respondem a multiplas formas de
energia que produzem lesdo (estimulo térmico, mecanico e quimico),
fornecendo informacdes ao sistema nervoso central em relacéo a localizacao e
intensidade do estimulo nocivo.

Os nociceptores podem ser classificados com respeito a quatro critérios:

1) Descrigdo das caracteristicas morfo-funcionais: fibras aferentes tipo
C, nao-mielinizadas e menor diametro (0,4 — 1,2 ym), com baixa velocidade de
conducao (0,5 — 2.0 m/s) e fibras aferentes tipo A, mielinizadas e maior
diametro (> 2 ym) e maior velocidade de conducgao (> 2.0 m/s);

2) modalidades de estimulos que evocam uma resposta;

3) caracteristicas da resposta;

4)diferentes marcadores quimicos (receptores expressos na membrana).
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2. ARTICULAGCAO

Existe muita semelhangca entre a anatomia articular do joelho de
humanos e ratos (Greene, 1963; Hebel, 1986). O joelho de ambos caracteriza-
se por ser uma articulagao sinovial, em dobradica (fémur e tibia) e plana (fémur
e patela), sendo composta anatomicamente pela extremidade distal do fémur,
pela extremidade proximal da tibia, e pela patela. A articulacdo femuro-tibial é
parcialmente dividida pelos meniscos entre as faces articulares
correspondentes, ndo sendo mantido por suas estruturas osseas, mas por
ligamentos e musculos. (Gray 1995; Lehmkuml, 1989; Lippert, 1996).

Os ligamentos cruzados e laterais sdo um tipo de tecido conjuntivo
denso, modelado e estdo localizados no interior da capsula articular e, por isso,
sdo chamados ligamentos intracapsulares. Os meniscos, medial e lateral, séo
dois discos fibrocartilaginosos, localizados na superficie superior da tibia tendo
a funcdo de absorver os impactos mecanicos sobre o joelho. Treze bolsas
sinoviais estao localizadas no joelho com o propdsito de reduzir friccdo entre os
tenddes e os ossos da articulagdo. Os musculos articulares dividem-se em: reto
femoral, vasto lateral, vasto medial, vasto intermediario, semimembranoso,
semitendinoso, biceps femoral, popliteo, gastrocnémico, gracil, sartério e
tensor fascia lata (Gray, 1995 e Lippert, 1996).

As articulagbes sao revestidas externamente pela capsula articular
fibrosa que reveste a articulagdo como um envelope. Tem como fungdo manter
a unido entre os 0ssos, proporcionando maior resisténcia a articulagcao
impedindo que ocorram movimentos em planos indesejaveis, além de limitar a

amplitude dos movimentos considerados normais.
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O revestimento interno das articulagbes possui uma membrana que
proporciona fechamento hermético a articulacdo, chamado de forro sinovial ou
sindvia. E formada por uma primeira linha de células que forma a membrana
sinovial, sendo constituida por uma fina camada de revestimento,
aproximadamente 50 ym em humanos, composta por células do tipo A,
semelhantes a macréfagos, e de células tipo B, semelhantes a fibroblastos
(Athanasou e Quinn, 1991; Revell, 1989; Wilkinson et al., 1992). As células do
tipo B tém funcao de secrecao de colageno e fibronectina (Matsubara, 1983).
Ambas as células secretam acido hialurénico (AH) a partir da difusdo do
plasma pelas paredes dos capilares sinoviais, estando presente no fluido
sinovial (FS) de articulagdes normais na concentragéo de 3-4 mg/ml (Yielding,
1957; Barnabé et al., 2004; Hamerman e Schuster, 1958).

A primeira linha celular é apoiada por uma espessa linha composta por
tecido conjuntivo frouxo chamada de subsinévia (Mello, 2008; Blewis et al.,
2007) que possui amplo sistema de vasos para depuragao das moléculas, além
de terminagdes nervosas livres. Esta camada possui caracteristica delgada,
mas resistente, reforcada em quase toda sua extensao por ligamentos fibrosos
constituidos por fibras colagenas, elasticas e reticulares dispostos em paralelo
ou intimamente entrelacados, sendo maleaveis e flexiveis, tendo uma grande
diversidade celular residente que inclui fibroblastos, macrofagos, plasmacitos,
mastocitos, além de tecido adiposo, sendo bastante inervado e vascularizado
(Nigrovic e Le, 2004).

No espaco articular o fluido sinovial tem a fungdo de auxiliar na
lubrificagdo das articulacbes e prover a nutricdo de aproximadamente dois

tercos da cartilagem articular. O fluido sinovial normal é claro e de cor amarelo
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palida, sendo composto de acido hialurdnico e glicoproteinas. Ele ndo coagula,
visto a auséncia de fibrinogénio e protrombina, sendo uma substancia viscosa
que normalmente contém poucas células brancas.

Na superficie interna articular encontra-se a cartilagem articular,
caracterizada por um tecido conjuntivo com fungao de dar suporte aos tecidos
moles, revestindo as superficies articulares a fim de promover a facilitagao do
deslizamento dos ossos ao movimento, absorvendo o impacto sobre a
articulagao. Este tecido ndo possui inervacao, € avascular e alinfatico, sendo
compostos por uma substancia fundamental amorfa, delgadas fibras colagenas
e trés tipos celulares: o condroblasto, o condrécito e o condroclasto.

A vascularizag&o da articulagédo ocorre através do ramo descendente da
artéria circunflexa arterial da coxa, artéria superior lateral do joelho, artéria
inferior lateral do joelho, ramo circunflexo fibular, artéria recorrente tibial
anterior, artéria tibial anterior, e medialmente sdo recorrentes da artéria
genicular descendente, ramo articular da artéria genicular descendente, artéria
superior medial do joelho, artéria inferior do joelho. A veia que drena a
articulagcao é a veia popliteante sural (Gray, 1995).

A inervagao da articulacédo do joelho ocorre comumente por dois nervos,
o nervo articular medial e posterior (Willis, 1992). As terminagdes nervosas sao
identificadas na capsula, ligamentos, meniscos, peridsteo e regidao subcondral
(Marinozzi, 1991; McDougall, 1997). Cada um destes nervos possui
aproximadamente 650 fibras aferentes, sendo que cerca de 80% das fibras do
joelho sao nociceptores (Langford, 1983; Hildebrand, 1991), além de 500 fibras

nao mielinizadas simpaticas eferentes (Langford, e Schimidt, 1983). As fibras
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nervosas sensoriais articulares podem ser definidas em quatro (4) categorias
de acordo com sua velocidade de condugéao (Willis, WD., 1992).

I- Velocidade de conducdo 65-100 m/s, unidades que sao ativadas por
movimentos nao nocivos na articulagao;

lI- Velocidade de condugao 21-65 m/s, unidades que sao pouco ativadas
por movimentos ndo nocivos na articulagdo, normalmente ativadas por
estimulos de presséo ;

lll- Velocidade de condugdo 2.5-20 m/s, 55% destas unidades sao
ativadas apenas por movimentos nocivos na articulagdo e aproximadamente
45% (nociceptores silenciosos), nao respondem mesmo a este estimulo;

IV- Velocidade de conducdo < 2.5 m/s, 70% destas unidades sao
ativadas apenas por movimentos nocivo na articulagdo e aproximadamente
30% (nociceptores silenciosos) ndo respondem mesmo a este estimulo;

De acordo com a propriedade das fibras nervosas aferentes sensoriais
as fibras com grande velocidade de conducédo | e Il, ou seja, fibras AR, tém
como funcdo primaria, na auséncia de lesao tecidual ou nervosa, detectar e
transmitir informagcdes mecanicas de baixa intensidade da articulacdo ao
sistema nervoso central, codificando e transmitindo sinais proprioceptivos, que
podem ser interpretados como dindmico (sensag¢des de movimento) ou estatico
(Dorn, 1991). As fibras Ill e IV, ou seja, fibras Ad e C, podem ser considerados
nociceptores, pois, possuem alto limiar de ativacdo e teriam como funcao
detectar e transmitir informagdes mecanicas de alta intensidade da articulagéo
ao sistema nervoso central.

O movimento articular gera um estresse de cisalhamento no axolema de

terminagdes nervosas livres, resultando na abertura de canais ibnicos sensiveis
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a estimulo mecanico. Este processo leva a despolarizagdo da terminacao
nervosa com consequente geragcdo de potenciais de agdo, transmitidos ao
sistema nervoso central sendo codificados como sensagao mecanica. Se um
movimento nocivo é aplicado a articulagédo, a categoria de disparo de nervos
aferentes aumenta dramaticamente e o sistema nervoso central interpreta esta
atividade nociceptiva como dor (Schaible, 1983; Grigg, 1986). Além disso, o
processo inflamatério faz com que as fibras Ill e IV passem a responder a

estimulos de movimentos normais e quase nao se detectam fibras silenciosas.

3. HISTAMINA E RECEPTORES

Designada como autacoide (grego para “automedicacao”), a histamina
tem participagdo em diversos processos fisioldgicos, tais como prurido,
regulacdo vascular, regulagcado de secreg¢ao gastrica e broncoconstricao, dentre
outros. Este mediador atua nos receptores histaminérgicos H1, H2, H3 e
recentemente existem relatos da existéncia do subtipo H4.

O receptor subtipo H1 esta localizado em diferentes tecidos de
mamiferos, tais como neurbénios no sistema nervoso central, coragao, medula
adrenal, linfocitos e células endoteliais, onde promove a contracao destas
células, contribuindo para o extravasamento de plasma nas fases iniciais dos
processos inflamatérios (Hill, 1997). O receptor H1 também esta localizado em
fibras nervosas sensoriais (Kashiba, 2001;) onde a histamina promove a
despolarizacdo dos aferentes primarios (Stander, 2003). Segundo Kashiba
(2001,) este receptor esta expresso em fibras C, sendo exclusivo a fibras
peptidérgicas que expressam neuropetidio Y e nao substancia P e CGRP.

Outros efeitos além dos citados anteriormente, podem ser vistos através do
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receptor H1, como aumento da atividade da enzima oxido nitrico sintase (via
dependente de calcio/calmodulina) e subseqliente aumento da guanilato
ciclase soluvel (Schmidt et al., 1990; Leurs et al., 1991; Yuan et al., 1993;
Casale et al., 1985; Duncan et al., 1980; Hattori et al., 1990; Sertl et al., 1987),
aléem da liberacdo de acido araquidbnico e a sintese de produtos do
metabolismo do acido araquidénico, como prostaciclina e tromboxano A2
(Carter et al., 1988; Resink et al., 1987; Leurs et al., 1994; Muriyama et al.,
1990).

Este receptor encontra-se acoplado a proteina-Ggq/11 (Hill, 1990), onde
fortes evidéncias demonstram que o mecanismo de acao do receptor H1 ocorre
pela ativagdo da enzima fosfolipase C (FLC), resultando na clivagem de
difosfato de fosfatidilinositol (PIP;), com formagao de diacilglicerol (DAG), que
ativa a proteina quinase C (PKC), e do trifosfato de inositol (IP3) que promove
liberacao de calcio das reservas intracelulares (Matsumoto et al., 1986; Kotlikoff
et al., 1987; Takuwa et al., 1987; Hall e Hill, 1988; Panettieri et al., 1989;
Amsterdan et al., 1989). Entretanto, em alguns tecidos, a histamina pode
estimular a hidrélise do fosfatidil inositol, mobilizando as reservas de calcio
intracelular, independente do receptor H1 (Hill, 1997).

O receptor H2 esta amplamente distribuido, sendo encontrado em
células parietais gastricas, utero, células cardiacas, neutréfilos, mastocitos e
basdfilos (Hill, 1997). O mecanismo de acdo do receptor H2 ocorre pelo
acoplamento a proteina Gs (Hill, 1990). A histamina através do receptor H2 é
um potente estimulador de acumulo de AMP-ciclico em muitos tipos de células
(Johnson, 1982), inclusive em basofilos (Lichtenstein e Gillespie, 1975), e

neutrofilos (Busse e Sosman, 1977).
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Este receptor pode inibir uma variedade de respostas do sistema imune
(Hill, 1990). Em basdfilos e mastécitos tem a funcdo de inibir a liberagéo de
histamina (Bourne et al., 1971; Lichtenstein e Gillespie, 1975; Lett-Brown e
Leonard, 1977; Ting et al., 1980; Plaut e Lichtenstein, 1982). Em linfocitos
pode inibir a sintese de anticorpos, proliferacao de células T e producao de
citocinas (Bourne et al., 1971; Melmon et al., 1974, 1981; Griswold et al., 1984;
Khan et al., 1985, 1986; Sansoni et al., 1985; Melmon e Khan, 1987).

O receptor H3 foi identificado primeiramente por Arrang e seus
colaboradores em (1983) no sistema nervoso central. Atualmente sabe-se que
esta presente em nervos periféricos, coragao, trato gastrointestinal e células
endoteliais (Hill, 1997). Este receptor atua como um auto-receptor para
histamina, além de modulador de outros transmissores no sistema nervoso
central (Arrang, 1995). O receptor H3 regula na periferia a liberagao de
acetilcolina de terminais parassimpaticos, assim como noradrenalina de
terminais simpaticos e, além disto, regula a liberacdo de substancia P de
terminacdes de aferentes primarios (Ohkubo et al., 1995).

Existe na literatura vigente pouca evidéncia concreta a respeito do
mecanismo de transdugdo de sinal deste receptor. Acredita-se que o
mecanismo esteja acoplado a proteina Gy,  (Arrang et al., 1990; West et al.,
1990; Kilpatrick e Michel, 1991; Zweig et al., 1992; Clark e Hill, 1995), porém,
pouco se sabe sobre as vias ativadas por este receptor (Hill, 1997). Segundo
Bongers (2007), o receptor H3 pode: inibir a adenilato ciclase, ativar a
fosfolipase A, (FLA2), modular a via MAPK, inibir o transportador Na*-H* (NHE)

e, ainda, modular canais de potassio ativados por calcio.
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O receptor H4 foi identificado por Oda (2000) em humanos. Existe
grande similaridade entre a isoforma do receptor H3 com o subtipo H4 em suas
cadeias de aminoacidos (Esch |. 2005). O receptor H4 esta preferencialmente
localizado em células da medula 6ssea, eosindfilos e mastédcitos (Oda et al.
2000; Zhu et al 2001). Acredita-se que o mecanismo de transdugao de sinal do
receptor H4 seja pelo acoplamento a proteina Gj, 4, produzindo efeito inibitorio
a enzima adenilato ciclase (Esch |. 2005). Em mastocitos a ativacdo do
receptor H4 promove aumento das respostas ao calcio via fosfolipase C,
indicando que a subunidade GBy da proteina G é responsavel pelo aumento da
concentracao de calcio (Esch I. 2005). Os estudos vigentes estdo apontando
para o papel pré-inflamatério deste receptor pela agdo de seus antagonistas
especificos bloqueando em aproximadamente 50% a neutrofilia em modelos de
peritonite induzido por zimosan (Takeshita et al., 2003; Thurmond et al., 2004),
bem como o tratamento com tioperamida, antagonista H3 e H4, reduziu a
liberacdo de leucotrieno B, (LTB4) em mastdcitos, diminuindo a quimiotaxia
para neutrdfilos (Takeshita et al.,, 2003). Outra evidéncia que sugere a
importancia deste receptor no processo inflamatério € que agonistas H4, (R)-a-
metilhistamina e clobenpropit, promoveram a liberagdo da citocina IL-16 em

mastoécitos (Ling et al., 2004).

3.1. HISTAMINA E NOCICEPGCAO

A relagao da histamina com a dor vem sendo discutida desde o inicio do
século passado (Rosenthal, 1939), onde varios autores sugerem que a
histamina exerce um papel de mediador na dor cuténea, tanto em observacdes

clinicas em humanos, como nocicepgao em animais.
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Esta relagdo da histamina como mediador da nocicepg¢ao € baseada
pela acdo de antihistaminicos, pois sua administragdo subcutanea conseguiu
abolir as respostas nociceptivas provocadas por beliscdo, picadas ou corte em
animais experimentais. Em (1946) Dews conduziu o primeiro estudo do efeito
hiponociceptivo dos antihistaminicos, relatando que a pirilamina (antagonista
do receptor H1) tinha efeito oito vezes maior do que o de narcéticos em ratos.
Desde entdo, estudos subsequentes avancaram no intuito de desvendar os
mecanismos pelo qual a histamina atua na nocicepcgéo.

No entanto, a histamina administrada apenas em doses muito elevadas
aplicadas em tecido cutaneo pré-sensibilizado promove nocicepgao (Baron,
2001), pois, normalmente, a sensagdo evocada € apenas o prurido (lkoma,
2006). Apesar disso, a sensagao de prurido induzido pela histamina pode
facilitar a dor em humanos, pois sua aplicacao cutdnea aumentou a nocicepgao
quimica produzida pela capsaicina aplicada profundamente, no musculo
(Wasner, 2004).

Atualmente o papel da histamina tem sido fortalecido por experimentos
em camundongos com delegdo génica (knockout) para o receptor H1 da
histamina (Mobarakeh et al., 2000, 2002) e para a prépria histamina endégena
(Yoshida et al., 2005), que apresentaram resposta nociceptiva
significativamente menor em testes de nocicepcgao térmica, quimica e mecanica
quando comparados com animais normais (wildtype), explicando que a
interrupcdo de circuitos histaminérgicos centrais estdo relacionados a

nocicepgao.
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4. NOCICEPGAO, MASTOCITOS E ARTICULAGAO

Doencgas articulares estdo entre as maiores causas de auséncia do
trabalho, bem como figura entre as afecgbes de maior prevaléncia em idosos
(OMS, 2003). Devido a intensidade de sobrecarga que sofre, a articulagéo
fémuro-patelo-tibial (joelho) esta entre as mais acometidas, fazendo com que
inumeros estudos em diferentes espécies animais, tanto bipedes quanto
quadrupede, tentem entender os mecanismos envolvidos nos processos
patoldgicos envolvendo esta articulagéo.

Quando ha lesédo articular, ocorre uma complexa interagdo entre
diferentes células residentes (condrdcitos, fibroblastos, macrofagos,
plasmaocitos e mastocitos) com os nociceptores. Na auséncia de inflamacgao, os
mastécitos estdo localizados de forma dispersa no tecido conjuntivo ou
agrupados em torno de vasos e nervos, formando até 3% de todas as células
(Nigrovic e Le, 2004). Nos ultimos anos, inumeros trabalhos identificam estas
células como extremamente atuantes no processo de degeneracao articular.
Porém a fungcao dos mastocitos no tecido articular normal permanece para ser
elucidado.

A partir do inicio da lesao tecidual, inumeros mediadores sao liberados
de granulos dos mastécitos em questdo de segundos, incluindo histamina,
proteoglicanos (heparina) e uma série de proteases neutras (triptases,
quimases e carboxipeptidades) (Nigrovic e Le, 2004), além de serotonina em
ratos (Brown, 2007). Em uma fase intermediaria apds a estimulagdo, os
mastocitos comegam a sintetizar eicosandides oriundos da clivagem de acido
araquidénico de fosfolipidios de membrana. Dentro de horas, em uma fase

posterior apds a estimulagdo, os mastécitos promovem a transcricdo e
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tradugdo de novos genes gerando uma série de citocinas e quimiocinas
(Nigrovic e Le, 2004).

A resposta celular articular envolvida no contato com um agente irritante
estranho, p.ex., originam manifestagdes vasculares secundarias importantes,
sendo evidenciada pelo aumento da circulagdo sanguinea nos vasos
articulares, com aumento da permeabilidade vascular, além de migragao de
células e extravasamento de proteinas do plasma, através das fenestracdes
nos capilares subsinoviais para o interior da articulagdo. Este processo
vascular ocorre através da reducdo da pressdao osmotica intravascular e
aumento da pressdo osmoética do liquido intersticial. Este fendbmeno, aliado ao
aumento da pressdo hidrostatica secundaria a vasodilatagéo, leva a fuga de

liquido e seu acumulo no tecido intersticial, conduzindo a formacao do edema.

5. TESTE DE FORMALINA E HISTAMINA

O teste de formalina subcutaneo constitui um modelo bifasico de dor
persistente, no qual a duragdo do comportamento nociceptivo é de
aproximadamente uma hora (Debuisson e Dennis, 1997; Abbott et al., 1995). A
primeira fase da resposta nocifensiva da formalina (dor aguda), esta
relacionada a ativacao direta dos nociceptores, devido a estimulagdo quimica
periférica (Wheeler-Aceto e Cowan, 1991; Taylor et al., 2000). Na segunda fase
(dor ténica) o comportamento nociceptivo € gerado pela estimulagcao continua
dos nociceptores por mediadores secundarios inflamatérios e/ou por uma
hiperexcitabilidade da medula espinhal induzida pela primeira fase
(sensibilizacao central) (Dickenson e Sullivan, 1987; Coderre et al., 1990;

Tjolsen et al.,, 1992; Taylor et al., 1995). O intervalo entre a primeira e a
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segunda fase é denominado periodo de quiescéncia sendo resultante de uma
inibicdo da transmissdo nociceptiva através de circuitos supra-espinhais
(Matthies e Franklin, 1992) e espinhais (Kaneko e Hammond, 1997). Este teste
experimental € amplamente utilizado para avaliar o efeito de farmacos
analgésicos, considerado um modelo de dor inflamatdria ténica (Carstens,
1997; Tjolsen et al., 1992).

A dor elicitada pela formalina € apenas um dos componentes de uma
reacao inflamatodria local induzida por este agente irritante. Estudos prévios
indicam a participagdo da histamina oriunda de mastécitos na nocicepgao
elicitada pela injecdo subcutanea de formalina (Parada et al., 2001; Shibata et
al., 1989). Porém, a maioria dos trabalhos envolvendo mediagao histaminérgica
€ nocicepcao estao relacionados a sua participagao no tecido superficial, sendo
somente relatados os efeitos pro-nociceptivos da histamina (Parada et al.,
2001). Contudo, nos modelos animais atualmente utilizados nédo é possivel
fazer-se uma distingdo clara entre prurido e nocicepgdo, apenas pelos
comportamentos observados. Além disso, a formalina também gera edema
local, em decorréncia do extravasamento plasmatico induzido direta ou
indiretamente por este agente (Hong e Abbott, 1995). Em tecidos profundos a
participacdo da histamina esta vinculada, em conjunto com os mastdcitos,
somente em estagios avangados do processo de degeneragao articular
(Nigrovic e Le, 2004). Porém, pouco se sabe a respeito da fungcao sensorial da
histamina no tecido articular (Ting, 2007) e sendo assim, neste estudo,
avaliamos o papel da histamina na nocicepcao induzida pela formalina em
tecido profundo articular, paralelo as respostas vasculares locais de edema e

extravasamento plasmatico.
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ll- OBJETIVO

Como parte da resposta nociceptiva em eventos inflamatorios esta
associada a edema e extravasamento plasmatico, este trabalho tem como
objetivo identificar o sitio do efeito hipernociceptivo de antihistaminicos
periféricos a nivel intra-articular.

Objetivos especificos:

a) Avaliar a participagdo de antihistaminicos H1 administrados por via
sistémica no comportamento nociceptivo, edema e extravasamento plasmatico
induzido por formalina intra-articular.

b) Avaliar a participagdo de antihistaminico H1, co-administrado com
formalina intra-articular na nocicepgao, edema e extravasamento plasmatico.

c) Avaliar a participagdo de antihistaminico H2 administrado por via
sistémica no comportamento nociceptivo, edema e extravasamento plasmatico
induzido por formalina intra-articular.

d) Avaliar a participacdo de antihistaminico H2, co-administrado com
formalina intra-articular na nocicepgao, edema e extravasamento plasmatico.

e) Avaliar a participacdo de antihistaminico H3, co-administrado com
formalina intra-articular na nocicepgao, edema e extravasamento plasmatico.

f) Avaliar a participagcdo da histamina na nocicepgao, edema e
extravasamento plasmatico.

g) Avaliar a participagao da histamina co-administrada com formalina na
nocicepgao, edema e extravasamento plasmatico.

h) Avaliar a participagdo de mastocitos na nocicepgdo, edema e

extravasamento plasmatico induzidos por formalina intra-articular.
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i) Avaliar a participagao de antihistaminicos H1 e da histamina liberada
de mastdcitos na nocicepgéo, edema e extravasamento plasmatico induzidos

por formalina intra-articular.
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ll- MATERIAIS E METODOS
3.1 ANIMAIS

Os procedimentos experimentais foram realizados com ratos Wistar
fémeas com idade aproximada de 3 meses e peso variando entre 200 e 250g.
Os animais foram criados, e mantidos em biotério sob condi¢des controladas
de temperatura (22 + 1°C) e luz (ciclo claro/escuro de 12 horas), dispondo de
livre acesso de agua e ragao. Foram removidos do biotério para ambientacao
de 1h antes de quaisquer procedimentos experimentais, sendo 0os mesmos
realizados entre 7 e 19 horas. Os protocolos experimentais foram previamente
aprovados pelo comité de ética local para o uso de animais e, além disso,
foram conduzidos de acordo com as diretrizes éticas da Associacao

Internacional para o Estudo da Dor (IASP, 1983).

3.2 COMPOSTOS UTILIZADOS

- Loratadina (Galena Quimica Farmacéutica LTDA, Brasil):
antagonista de receptor H1;

- Prometazina (Aventis Pharma, Brasil): antagonista do receptor H1;

- Ranitidina (Tocris, EUA): antagonista de receptor H2;

- Tioperamida (Sigma, EUA): antagonista do receptor H3;

- Histamina (Sigma, EUA): agonista dos receptores histaminérgicos;

- Cromoglicato de Sédio (Galena Quimica Farmacéutica LTDA,
Brasil): estabilizador da membrana de mastdcitos;

- Tween 80 (Tocris, EUA): utilizado a 5% para dissolugédo da Loratadina;

- Solugao salina 0,9% (Aster, Brasil): utilizada para preparo de drogas;
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3.3. MODELO EXPERIMENTAL
3.3.1 TESTE DE INCAPACITACAO ARTICULAR

O modelo de nocicepgao que empregamos neste estudo foi o de
incapacitagao articular induzida por formalina (Martins, 2006). O sistema de
registro da nocicepgao articular (Tonussi e Ferreira, 1992) consiste de um
aparato eletrdbnico que permite avaliar o estado funcional das articulagoes
colocando-se o0s animais sobre um cilindro em rotagdo. O equipamento
consiste de: 1) Um cilindro (30 cm de altura e 30 cm de didametro) revestido por
malha trangada em ago inox (2 mm), com separadores para formarem 3 trilhas
sobre ele. 2) Sapatilhas metalicas (confeccionadas em folha de flandres), as
quais sdo adaptadas as patas traseiras dos animais e conectadas, por fios de
aco revestidos, a porta paralela de um microcomputador PC compativel. 3)

Microcomputador. Todo o conjunto pode ser visualizado nas imagens abaixo:

A - Equipamento eletrdnico para analise do TEP. B — Sapatilha acoplada a pata do animal.

3.3.2 INDUCAO DE INCAPACITACAO ARTICULAR POR FORMALINA
A incapacitagao articular foi induzida pela injecdo intra-articular de
formalina (1.5%; 50 pl). O sitio de injegao (joelho direito) foi previamente

submetido a antisepsia com solugao de alcool iodado. Imediatamente apds a
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injecdo de formalina foi realizada a primeira medida da incapacitagéo articular

(Martins, 2006).

3.3.3 AVALIACAO DA INCAPACITACAO ARTICULAR

Com o cilindro em rotagéao (3 r.p.m.), o animal colocado em sua trilha
caminha objetivando permanecer no topo. Através de software especifico, a
perda de funcdo de apoio do membro afetado, ou seja, o tempo em que a
sapatilha adaptada na pata posterior direita do animal deixa de fazer contato
com a superficie metalica do cilindro é registrado no computador.

Acumulando-se o tempo em que esta pata ndo toca o cilindro durante o
tempo de observacdo de 60 segundos, obtemos o tempo de elevagao da
pata, ou TEP.

Neste modelo, o TEP de animais sem qualquer estimulagao articular
varia em torno de 10 segundos, enquanto a injegcdo intra-articular de
substancias algogénicas causa elevacdo deste valor indicando o
desenvolvimento de incapacitacédo articular, oriunda da nocicepg¢ado. Em todos
os procedimentos experimentais os animais sao treinados a caminhar no
aparelho de registro no dia anterior ao teste, quando seus valores basais sao
registrados, identificado nas figuras pelo valor (-5).

Durante os experimentos, a medida do TEP foi realizada a cada 5 min,
durante 1 min, e por um periodo maximo de 1 hora. Os dados do TEP séao

apresentados como a média entre os valores de pelo menos seis animais.
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3.3.4 AVALIACAO DO EDEMA ARTICULAR

A avaliacdo do edema articular induzido pela formalina é realizada
através da variagdo do didmetro articular, de forma que dois valores s&o
mensurados e comparados: um imediatamente antes da injegdo de formalina e
outro 60 min apoés. Para isso, os animais foram gentilmente imobilizados dentro
de um cone de polietileno de maneira que fosse possivel ter acesso apenas ao
joelho direito, do qual foi obtida a medida do didmetro da articulagdo do joelho
com o auxilio de um paquimetro. Os dados sao apresentados como a diferenca
média entre o valor obtido imediatamente antes da injegdo da formalina e o
valor do diametro articular obtidos 60 min apés. (Variagdo do Diametro

Articular, DA, cm).

3.3.5 AVALIACAO DO EXTRAVASAMENTO PLASMATICO

Sob anestesia por halotano, os animais receberam uma injecao
intravenosa (i.v; veia gengival) (De Oliveira et al., 2009) de Azul de Evans (25
mg/kg; 0,1 ml/ 100 g) 30 min antes da injecao de formalina. O Azul de Evans é
um corante com alta afinidade pela proteina albumina plasmatica, formando um
complexo corante-albumina que extravasa através da barreira endotelial lesada
(Steele, 1966). Pode-se entdao avaliar a intensidade de extravasamento
plasmatico por analise da concentracdo de Azul de Evans no tecido
pesquisado.

Uma hora apds a injecao de formalina, os animais foram submetidos a
eutanasia por aprofundamento de anestesia com hidrato de cloral 15% seguido
de deslocamento cervical. Em seguida, foi realizada a lavagem articular com

100 pl de solugao fisiolégica 0,9 % com 4 ul de E.D.T.A 5%. A seguir foi feita a
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coleta do liquido sinovial com auxilio de uma pipeta. O liquido sinovial foi

diluido em solugao fisioldgica 0,9 % (1:50) e centrifugado (3000 r.p.m; 15 min)

para retirada de hemacias. O sobrenadante foi utilizado para leitura da

densidade Optica em espectrofotbmetro (630 nm). Estes valores foram

expressos como a meédia £ EPM (pg/ml).

3.4 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

A figura abaixo ilustra o protocolo experimental dividido em duas etapas.

Etapa 1: Tratamento sistémico

TREINO

24 hs

22 Avaliacéo
DA
(imediatamente apo6s)

A

'

Registro do
TEP
basal

PRE-TRATAMENTO
(60 min antes)

AZUL DE EVANS

v

Loratadina, Prometazina ou

Ranitidina

Etapa 2: Tratamento local

TREINO

24 hs

!

Registro

do

TEP basal

INCAPACITAGAO

(30 min antes)

AZUL DE EVANS
(30 min antes)

4

12 Avaliacao
DA
(imediatamente antes)
e ciclo estral

v
12 Avaliacao
DA
(imediatamente antes),
ciclo estral e formalina.

INCAPACITAGAO

ARTICULAR l

EUTANASIA

e
COLETA
ARTICULAR

EUTANASIA

ARTICULAR

Substancias em co-administragdo

com formalina:
Loratadina, Ranitidina,

Thioperamida, Cromoglicato de sédio

ou Histamina
ou

Histamina administrada isolada

v

e
COLETA
ARTICULAR

2?2 Avaliagédo
DA
(imediatamente apos)

Fig. 1 — Seqliéncia do protocolo experimental dividido em tratamento sistémico e local

3.5 ANALISE ESTATISTICA

Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando GraphPad

Prism versao 4 (http://www.graphpad.com). Os resultados da nocicepgao em
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cada secao estdo expressos em média + - erro padrao da meédia (EPM) de um
namero (n) de 6 animais por grupo. Na primeira fase (F1 tempo 0 min)
comparagdes entre os grupos foram feitas através da analise de variancia
(ANOVA) de uma via simples e quando um nivel de significancia de pelo
menos P < 0,5 foi detectado, foi seguido pelo teste de Dunnet para
comparagoes multiplas. Na segunda fase (F2 a partir do tempo 5min) a
comparagao das curvas experimentais foi realizada através da anadlise de
variancia (ANOVA) de uma via simples para medidas repetidas e, quando um
nivel de significancia de pelo menos P < 0,5 foi detectado, foi seguido pelo
teste de Dunnet para comparagdes multiplas. Entretanto, quando comparamos
somente dois grupos experimentais foi utilizado o teste t ndo-pareado e o
resultado foi considerado estatistico quando um nivel de significancia de pelo
menos P < 0,5 foi detectado.

A analise estatistica da comparagédo da variagdo do DA, bem como o
resultado da densidade 6ptica do EP, foi feita através da analise de variancia
(ANOVA) de uma via simples e, quando um nivel de significancia de pelo
menos P < 0,5 foi detectado, foi seguido pelo teste de Dunnet para
comparagdes multiplas. Entretanto, quando comparamos somente dois grupos
experimentais foi utilizado o teste t ndo-pareado e o resultado foi considerado
estatistico quando um nivel de significancia de pelo menos P < 0,5 foi

detectado.
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IV- RESULTADOS
4.1 - Anadlise de resposta nociceptiva, edema e extravasamento plasmatico
com diferentes concentragoes de formalina administrada intra-articular.

A etapa inicial de nossos estudos foi realizada com o intuito de
aperfeicoar o modelo experimental de incapacitacdo articular induzido por
formalina (Martins, 2006). Para isto, foi realizada uma curva dose-resposta a
partir da administragcao de formalina, em diferentes concentragdes (0.5, 1.5, 2 e
3%), intra-articular. Paralelo a nocicepcdo foram avaliados a variacdo de
edema e extravasamento plasmatico induzido por este agente. Formalina nas
diferentes concentragdes induziu comportamento nociceptivo em padrao
bifasico em relagao ao grupo controle (salina) demonstrado na figura 2, com a
primeira fase de resposta nociceptiva observada imediatamente apdés a sua
administracao (F1 - 0 min), seguida de um periodo de quiescéncia (5 min) e
uma segunda fase de resposta nociceptiva (F2- a partir do tempo 5 min). A
resposta nociceptiva da formalina € acompanhada de variagcdo no edema (A) e
extravasamento plasmatico (B), demonstrado na figura 3.

As respostas foram dose-dependentes nos trés parametros avaliados,
sendo que com 3% a formalina mostrou o efeito maximo. Com base nestes
resultados a concentragdo de 1,5% de formalina, por atingir um nivel
intermediario nos trés parametros, foi tomada como padrdao de indugcdo de

comportamento nociceptivo.
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Fig.2- Efeito dose-resposta da Formalina no modelo de incapacitagao articular.
Houve aumento do comportamento nociceptivo induzido pela formalina (1.5, 2 e 3%) de maneira
dose dependente, em F1 e F2. Os resultados representam a média + EPM e * e ** representam
a diferenga estatistica significante ao nivel de P < 0,05 e 0,01, respectivamente. Para analise
estatistica (F1- 0 min) foi utilizado ANOVA de uma via seguido do teste Dunnet. Para analise de
(F2 intervalo de 5-40 min) foi utilizado ANOVA de uma via para medidas repetidas, seguido de
teste Dunnet. A formalina intra-articular foi aplicada no tempo 0 min. O tempo -5 min indica o
valor de deambulacdo dos animais em estado normal. Os cdédigos F1 e F2 simbolizam a

primeira e segunda fase do teste, respectivamente.
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Fig.3- Efeito dose-resposta da Formalina no diametro articular e extravasamento
plasmatico. Houve aumento de didmetro articular (A) nas concentragdes de 1.5, 2 e 3% e
extravasamento plasmatico (B) na concentragéo de 1.5 e 3% de formalina em relagao ao grupo
controle (salina). Os resultados representam a média + EPM. * e ** representam a diferenga
estatistica significante ao nivel de P < 0.05 e P < 0.01, respectivamente. Para analise estatistica
foi utilizado ANOVA de uma via seguido de teste Dunnet. # Representa a diferenca estatistica

significante ao nivel de P< 0.05. Para analise estatistica foi utilizado teste t ndo pareado.
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4.2 - Efeito da administracao sistémica de prometazina.

Com o objetivo de avaliar a participagdo do receptor H1 no modelo de
incapacitacdo articular, edema e extravasamento plasmatico induzido por
formalina foi administrado o antihistaminico (H1) prometazina (0,5; 4 e 12
mg/kg) intraperitoneal (i.p.). Prometazina na menor dose (0.5 mg/kg) nos pontos
(F2 15 e 20 min), aumentou o comportamento nociceptivo. Entretanto, a maior
dose (12 mg/kg) reduziu a segunda fase da segunda resposta nociceptiva (F2 5-
40 min) induzido pela formalina intra-articular, como demonstrado na figura 4.
Nao foram observadas alteragcbes na variagao de edema (A) e extravasamento
plasmatico (B) em comparagcdo ao grupo controle (formalina), como

demonstrado na figura 5.
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Fig.4 - Efeito da administragdo sistémica de Prometazina no teste de

incapacitacao articular. A menor dose (0.5 mg/kg) e a maior dose (12 mg/kg) foi capaz de de
aumentar e diminuir o comportamento nociceptivo induzido por formalina na segunda fase (F2)
comparado ao grupo controle, respectivamente. Os resultados representam a média £+ EPM e **
indica a diferenca estatistica significante ao nivel de P < 0,01. Para (F2- 5-40 min) os resultados
foram analisados por ANOVA de uma via para medidas repetidas seguido de teste Dunnet. #
Representa a diferenca estatistica significante ao nivel de P< 0,05 nos pontos (F2 15 e 20 min).
Para analise estatistica foi utilizado teste t ndo pareado.
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Fig.5 - Efeito da administragao sistémica de Prometazina na variagdo do edema
articular e extravasamento plasmatico. Nenhuma dose de prometazina foi capaz de alterar o
didmetro articular (A) e o extravasamento plasmatico (B) comparado ao grupo controle
(formalina). Os resultados representam a média + EPM. Para analise estatistica foi utilizado

ANOVA de uma via seguido de teste Dunnet
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4.3 — Efeito da administracao sistémica de loratadina.

Com o objetivo de avaliar a participagdo do receptor H1 periférico no
modelo de incapacitagcao articular, edema e extravasamento plasmatico
induzido por formalina foi administrado o antihistaminico (H1) loratadina (2,5; e
10 mg/kg) intra-peritoneal (i.p.). A dose de 10 mg/kg potencializou o
comportamento nociceptivo na segunda fase da resposta nociceptiva (F2 5-40
min) induzida pela administracido de formalina e veiculo (Tween 80 1% i.p.),
como demonstrado na figura 6. Nao foram observadas alteragdes na variagao
de edema (A) e extravasamento plasmatico (B) em comparagdo ao grupo

controle (formalina), como demonstrado na figura 7.
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Fig.6- Efeito da administragdo sistémica de Loratadina no teste de incapacitagao
articular. A maior dose (10 mg/kg) foi capaz de promover o aumento do comportamento
nociceptivo na F2 do teste de incapacitagdo articular comparado ao grupo controle (Tween 80
com formalina). Os resultados representam a média £+ EPM e ** indica a diferenga estatistica
significante ao nivel de P < 0.01. Para (F2- 5-40 min) analise estatistica foi utilizado ANOVA de

uma via para medidas repetidas seguido de teste Dunnet.
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Fig.7 - Efeito da administragdo sistémica de Loratadina na variagao do edema
articular e extravasamento plasmatico. Nenhuma dose foi capaz de alterar o didmetro
articular (A) em relagdo ao grupo controle (Tween 80 com formalina). Ndo houve diferenca
estatistica entre as doses de histamina no extravasamento plasmatico (B) em relagéo ao grupo
controle (formalina). Para analise estatistica foi utiizado ANOVA de uma via seguido de teste

Dunnet.
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4.4- Efeito da administracao local de loratadina intra-articular.

Com o objetivo de avaliar a participagdo do receptor H1 articular no
modelo de incapacitagdo articular, edema e extravasamento plasmatico
induzido por formalina foi administrado o anti-histaminico (H1) loratadina (2,1 e
20 pmol) intra-articular (i.a.). A escolha das doses foi baseada através da
verificacdo da constante de inibicdo (Ki) do receptor H1 pela loratadina (Ahn e
Barnett, 1986).

Somente a maior dose (20 pmol/i.a.) de loratadina co-administrada com
formalina intra-articular promoveu comportamento hipernociceptivo, como
demonstrado na figura 8, na segunda fase da resposta nociceptiva (F2 5-40
min). Nao foram observadas altera¢des na variagdo de edema (A). Entretanto, a
maior dose de loratadina promoveu diminuicdo do extravasamento plasmatico

(B) comparado ao grupo controle (formalina) como demonstrado na figura 9.
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Fig.8 - Efeito da administragdo local de Loratadina no teste de incapacitagao
articular. (TEP). Somente a maior dose (20 pmol/i.a.) de loratadina foi capaz de aumentar o
comportamento nociceptivo na (F2) comparado ao grupo controle (formalina). Os resultados
representam a média + EPM e ** indica a diferenga estatistica significante ao nivel de P < 0,01.

Para (F2- 5-40 min) os resultados foram analisados por ANOVA de uma via para medidas
repetidas seguido de teste Dunnet.
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Fig.9 - Efeito da administracao local de Loratadina na variagdo do edema articular
e extravasamento plasmatico. Nenhuma dose de loratadina foi capaz de alterar o didmetro
articular (A) comparado ao grupo controle (formalina). A maior dose (20 pmol/i.a.) de loratadina
promoveu diminuigdo do extravasamento plasmatico (B) comparado ao grupo controle
(formalina). Os resultados representam a média * EPM e * indica a diferenga estatistica
significante ao nivel de P < 0,05. Para analise estatistica foi utilizado ANOVA de uma via

seguido de teste Dunnet.
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4.5- Efeito da administracao local de tioperamida intra-articular.

Com o objetivo de avaliar a participagdo do receptor H3 articular no
modelo de incapacitagdo articular, edema e extravasamento plasmatico
induzido por formalina foi administrado o antihistaminico (H3) tioperamida (0,4;
4 e 40 nmol) intra-articular (i.a.). A escolha das doses foi baseada através da
verificagdo da constante de inibicdo (Ki) do receptor H3 pela tioperamida
(Kuriyama, 1992; Hill, 1997).

Somente a menor dose (0.4 pmol/i.a.) de tioperamida co-administrada
com formalina intra-articular promoveu hipernocicepgéo na primeira fase (F1 0
min) da resposta nociceptiva. Além disso, somente as maiores doses (4 e 40
pmol/i.a.) de tioperamida promoveram comportamento hipernociceptivo na
segunda fase da resposta nociceptiva (F2 5-40 min) como demonstrado na
figura 10. Nao foram observadas alteragcbes na variagdo de edema (A).
Entretanto, a maior dose (40 pmol/i.a.) de tioperamida promoveu diminuigéo do
extravasamento plasmatico (B) quando comparado ao grupo controle

(formalina) como demonstrado na figura 11.
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Fig.10 - Efeito da administragdo local de Tioperamida no teste de incapacitagao
articular. (TEP). Curva dose-resposta do comportamento nociceptivo a partir da administracao
local de diferentes doses (0,4; 4 e 40 nmol) de tioperamida co-injetada com formalina intra-
articular. Os resultados sao representados pela média + EPM onde * e ** indicam a diferenga
estatistica significante ao nivel de P < 0.05 e P < 0.01, respectivamente. Para (F1- 0 min) os
resultados foram analisados por ANOVA de uma via seguido de teste Dunnet. Para (F2- 5-40
min) os resultados foram analisados por ANOVA de uma via para medidas repetidas seguido de

teste Dunnet.
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Fig.11 - Efeito da administracdo local de Tioperamida na variagdo do edema
articular e extravasamento plasmatico. Nenhuma dose de tioperamida foi capaz de alterar o
didmetro articular (A) comparado ao grupo controle (formalina). A maior dose de tioperamida (40
nmol/i.a.) diminuiu o extravasamento plasmatico (B) em relagdo ao grupo controle (formalina).
Os resultados representam a média £+ EPM e ** indica a diferenca estatistica significante ao
nivel de P < 0.01. Para analise estatistica foi utilizado ANOVA de uma via seguido de teste

Dunnet.

49



4.6 - Efeito da administracao local de histamina sozinha intra-articular.

Com o objetivo de avaliar a participagdo da histamina no modelo de
incapacitagcdo articular, edema e extravasamento plasmatico foram
administrados diferentes concentragbes (0,2; 20; 200 e 20.000 nmol) de
histamina intra-articular (i.a.). Vale ressaltar que a administracdo de histamina
sozinha intra-articular ndo apresentou perfil bi-fasico de comportamento
nociceptivo como anteriormente observado com a administragdo de formalina
intra-articular, sendo entdo a analise estatistica realizada a partir do tempo 0
min.

Somente as maiores doses (200 e 20.000 nmol/i.a.) de histamina
promoveram nocicepgdo no modelo de incapacitagdo articular como
demonstrado na figura 12. Estas mesmas concentracoes de histamina também
promoveram alteracbes na variacao de edema (A), entretanto, nenhuma dose
de histamina sozinha promoveu alteragdo no extravasamento plasmatico (B)

quando comparado ao grupo controle (salina) como demonstrado na figura 13.
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Fig.12 - Efeito da administracdao local de Histamina no teste de incapacitagao
articular (TEP). Efeito das maiores doses de histamina (200 e 20.000 nmol/i.a.) no
comportamento nociceptivo comparado ao grupo controle (salina). Os resultados representam a
média £+ EPM e ** indica a diferenca estatistica significante ao nivel de P < 0.01. Para anadlise

estatistica foi utilizado ANOVA de uma via para medidas repetidas seguido de teste Dunnet no

intervalo de 0-60 min.
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Fig.13 - Efeito da Histamina na variagdo do edema articular e extravasamento
plasmatico. Efeito das maiores doses de histamina (200 e 20.000 nmol/i.a.) no didmetro
articular (A) em relagdo ao grupo controle (salina). Ndo houve diferenga estatistica entre as
doses de histamina no extravasamento plasmatico (B) em relagao ao grupo controle (salina). Os
resultados representam a média + EPM e ** indica a diferenca estatistica significante ao nivel de

P < 0.01. Para analise estatistica foi utilizado ANOVA de uma via seguido de teste Dunnet.
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4.7 - Efeito da administracao local de histamina co-administrada com
formalina.

Com o objetivo de avaliar a participagédo da histamina articular no modelo
de incapacitagdo articular, edema e extravasamento plasmatico induzido por
formalina foi administrada histamina em diferentes concentragdes (0,2; 20; 200
e 20.000 nmol) intra-articular (i.a.).

Somente a maior dose (20.000 nmol/i.a.) de histamina promoveu
hiponocicepcao na primeira fase (F1 0 min) da resposta nociceptiva. Entretanto,
as menores doses (0.2 e 20 nmol/i.a.) de histamina promoveram
hiponocicepcéo na segunda fase (F2 5-30 min) da resposta nociceptiva induzida
por formalina como demonstrado na figura 14.

A maior dose (20.000 nmol/i.a.) de histamina também promoveu
alteracao na variacdo de edema (A), entretanto, nenhuma dose de histamina co-
administrada com formalina promoveu alteragdo no extravasamento plasmatico
(B) quando comparado ao grupo controle (formalina) como demonstrado na

figura 15.
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Fig.14 - Efeito da co-administragdo de Histamina com formalina no teste de
incapacitacao articular (TEP). Efeito hiponociceptivo das menores e maior dose de histamina
(0,2; 20 e 20.000 nmolfi.a.) no comportamento nociceptivo (F2 5-30 min € F1 0 min),
respectivamente, comparado ao grupo controle (formalina). Os resultados representam a média
+ EPM e ** indica a diferencga estatistica significante ao nivel de P < 0,01. Para (F1- 0 min) os
resultados foram analisados por ANOVA de uma via seguido de teste Dunnet. Para (F2- 5-30
min) os resultados foram analisados por ANOVA de uma via para medidas repetidas seguido de

teste Dunnet.
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Fig.15 - Efeito da co-administragdo de Histamina na variagao do edema articular e
extravasamento plasmatico. Efeito da maior dose de histamina (20.000 nmol/i.a.) no didmetro
articular (A) em relagéo ao grupo controle (formalina). Ndo houve diferenca estatistica entre as
doses de histamina no extravasamento plasmatico (B) em relagéo ao grupo controle (formalina).
Os resultados representam a média + EPM e ** indica a diferenga estatistica significante ao
nivel de P < 0.01. Para analise estatistica foi utilizado ANOVA de uma via seguido de teste

Dunnet.
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4.8 - Efeito da administragado local de cromoglicato de sédio sozinho ou
com histamina, co-administrado com formalina intra-articular.

Com o objetivo de avaliar a participagdo da histamina dos mastdcitos
articulares no modelo de incapacitagdo articular, edema e extravasamento
plasmatico induzido por formalina foi administrado cromoglicato de so6dio em
uma unica e alta dose (1,6 mg) sozinho e co-administrado com histamina (20
nmol) intra-articular (i.a.).

Cromoglicato de sédio sozinho promoveu hiponocicepgao na segunda
fase (F2 5-30 min) da resposta nociceptiva induzida por formalina intra-articular.
Entretanto, histamina (20 nmol) quando co-administrado com cromoglicato de
sédio (1,6 mg) nao alterou o comportamento nociceptivo da segunda fase (F2 5-
30 min) induzido por cromoglicato de sédio sozinho e formalina intra-articular
como demonstrado na figura 16.

Nem cromoglicato de sédio sozinho (1,6 mg), tampouco co-administrado
com histamina (20 nmol) modificaram a variagdo de edema (A) e
extravasamento plasmatico (B) induzido por formalina intra-articular como

demonstrado na figura 17.

54



Variagdo do Didmetro Articular (cm)

-B-Formalina
-e—-Formalina + Cromo 1.6 mg F2 **
-#-Formalina + Cromo 1.6 mg + Hist 20 nmol

TEP (s)

F2
10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65

Tempo (min)

Fig.16 - Efeito da administragdo de Cromoglicato de Soédio sozinho ou com
histamina no teste de incapacitagao articular (TEP) induzido por formalina. Os resultados
representam a média £+ EPM e ** indica a diferenga estatistica significante ao nivel de P < 0,01
entre o grupo Formalina + Cromo 1.6 comparado ao grupo Formalina. Ndo houve diferenga
estatistica entre Formalina + Cromo 1,6 mg + Hist 20 nmol comparado ao grupo Formalina +

Cromo 1.6 . Para (F2- 5-30 min) os resultados foram analisados por teste t ndo-pareado.
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Fig.17 - Efeito da co-administragdo de Cromoglicato de Sédio sozinho ou com
histamina na variagao do edema articular e extravasamento plasmatico induzido por
formalina intra-articular. Ndo houve diferenga estatistica entre grupo Formalina + Cromo 1.6
comparado ao grupo Formalina e Formalina + Cromo 1,6 mg + Hist 20 nmol comparado ao
grupo Formalina + Cromo 1.6 na variagdo de didmetro articular (A) e extravasamento

plasmatico (B). Os resultados foram analisados por teste t ndo-pareado.
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4.9 - Efeito da administragcao sistémica de loratadina sozinha e com
cromoglicato de sédio sozinho ou com histamina local, co-administrado
com formalina intra-articular.

Com o objetivo de avaliar a participagado dos receptores H1, mastécitos e
histamina articular no modelo de incapacitagcdo articular, edema e
extravasamento plasmatico induzido por formalina foi administrado loratadina
(2.5 mg/kg) sozinha sistémica ou administrada com cromoglicato de sdédio
sozinho, em uma unica e alta dose (1,6 mg), ou com histamina (20 nmol) intra-
articular (i.a.).

Loratadina sozinha administrada por via sistémica promoveu
hipernocicep¢cao na segunda fase (F2 15-40 min) da resposta nociceptiva
induzida por formalina intra-articular. Loratadina administrada por via sistémica
com cromoglicato de soédio administrado por via intra-articular, ndo causou
qualquer modificagdo no comportamento nociceptivo na segunda fase (F2 15-40
min). Entretanto, nos pontos (20 e 25 min) da segunda fase (F2), loratadina 2,5
mg/kg + Cromo 1,6 mg/i.a (31,09 +-6,42 e 28,99 +- 3,96) foi hiponociceptiva
comparado ao grupo loratadina 2,5 mg/kg (42,26 +- 7,73 e 40,03 +- 6,92). A co-
administracao de histamina com cromoglicato de sédio nédo promoveu alteracéo
do comportamento nociceptivo como demonstrado na figura 18.

Nem loratadina sozinha administrada, tampouco com cromoglicato de
sodio administrado intra-articular modificaram a variacdo de edema (A) e
extravasamento plasmatico (B) induzido por formalina intra-articular como

demonstrado na figura 19.
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Fig.18- Efeito da administragao sistémica de Loratadina sozinha e com
administragcao de Cromoglicato de Sédio sozinho ou com Histamina local no teste de
incapacitagao articular (TEP) induzido por formalina. Os resultados representam a média +
EPM e * indica a diferenca estatistica significante ao nivel de P < 0,05 entre o grupo Loratadina
2,5 mg/kg comparado ao grupo Veiculo (tween 80) (F2 15-40). # representa significancia nos
pontos 20 e 25 min de F2 entre loratadina 2,5 mg/kg + Cromo 1,6 mg comparado ao grupo

Loratadina 2,5 mg/kg. Os resultados foram analisados por teste t ndo-pareado.
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Fig. 19- Efeito da administragdao sistémica de Loratadina sozinha e com
administragdo de Cromoglicato de Sédio sozinho ou com histamina local na variagdao do
edema articular e extravasamento plasmatico induzido por formalina. Ndo houve diferenca
estatistica entre os grupos na variagdo do didmetro articular (A) e extravasamento plasmatico

(B) induzido por formalina. Os resultados foram analisados por teste t pareado.
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4.10 - Efeito da administragao sistémica de ranitidina.

Com o objetivo de avaliar a participagdo do receptor H2 periférico no
modelo de incapacitagdo articular, edema e extravasamento plasmatico
induzido por formalina foi administrado o anti-histaminico (H2) ranitidina (2,5; e
10 mg/kg) intra-peritoneal (i.p.). A dose de 10 mg/kg promoveu comportamento
hipernociceptivo, como demonstrado na Figura 20, na segunda fase da resposta
nociceptiva (F2 5-40 min) induzida pela administracdo de formalina. Nao foram
observadas alteracdes na variacdo de edema (A) e extravasamento plasmatico
(B) em comparagao ao grupo controle (formalina 1,5 %) como demonstrado na

figura 21.
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Fig.20 - Efeito da administragao sistémica de Ranitidina no teste de incapacitagao
articular. (TEP). Os resultados representam a média £+ EPM e * indica a diferenga estatistica
significante ao nivel de P < 0.05. Para (F2- 5-40 min) os resultados foram analisados por
ANOVA de uma via para medidas repetidas seguido de teste Dunnet.
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Fig.21 - Efeito da administragdo sistémica de Ranitidina na variagdo do edema
articular e extravasamento plasmatico. Nenhuma dose de ranitidina foi capaz de alterar o
didmetro articular (A) comparado ao grupo controle (formalina). Nao houve diferenca estatistica
entre as doses de histamina no extravasamento plasmatico (B) em relacdo ao grupo controle

(formalina). Para analise estatistica foi utilizado ANOVA de uma via seguido de teste Dunnet.
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4.11 - Efeito da administragao local de ranitidina intra-articular.

Com o objetivo de avaliar a participagdo do receptor H2 articular no
modelo de incapacitagcdo articular, edema e extravasamento plasmatico
induzido por formalina foi administrado o anti-histaminico (H2) ranitidina (2 e 17
pmol) intra-articular (i.a.). A escolha das doses foi baseada através da
verificagdo da constante de inibicdo (Ki) do receptor H2 pela ranitidina (Agut,
1997).

Ambas as doses (2 e 17 pmol/i.a.) de ranitidina co-administrada com
formalina intra-articular promoveu hipernocicep¢ao na segunda fase (F2 5-40
min) da resposta nociceptiva, como demonstrado na figura 22. Nao foram
observadas alteragdes na variagao de edema (A) e extravasamento de plasma
(B), quando comparado ao grupo controle (formalina) como demonstrado na

figura 23.
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Fig.22 - Efeito da administracdo local de Ranitidina no teste de incapacitacdo
articular. (TEP). Todas as doses de ranitidina (2 e 17 pmol/i.a.) foram capazes de aumentar o
comportamento nociceptivo na (F2) comparado ao grupo controle (formalina). Os resultados
representam a média + EPM e ** indica a diferenca estatistica significante ao nivel de P < 0.01.
Para (F2- 5-40 min) os resultados foram analisados por ANOVA de uma via para medidas

repetidas seguido de teste Dunnet.
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Fig.23 - Efeito da administragao local de Ranitidina na variagao do edema articular
e extravasamento plasmatico. Nenhuma dose de ranitidina foi capaz de alterar o didmetro
articular (A) comparado ao grupo controle (formalina). Ndo houve diferenca estatistica entre as
doses de histamina no extravasamento plasmatico (B) em relagéo ao grupo controle (formalina).

Para analise estatistica foi utilizado ANOVA de uma via seguido de teste Dunnet.
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DISCUSSAO




V- DISCUSSAO

No presente trabalho verificamos que enquanto anti-histaminicos H1
permeantes da barreira hemato-encefdlica (BHE) podem produzir
hiponocicepcéao, antagonistas periféricos de receptores H1 e H2 aumentaram a
resposta nocifensiva de ratos que receberam injecdo intra-articular de
formalina. Estes resultados sugerem um efeito hiponociceptivo local para a
histamina, que contraria a nogao geral de que a histamina liberada nas lesdes
teciduais tem papel na promocgao da dor (Baron, 2001; Mobarakeh et al., 2000,
2002; Yoshida et al., 2005). No entanto, até hoje nao existem evidéncias claras
da participagao da histamina periférica na dor inflamatéria, ao contrario de sua
reconhecida agao pruritogénica em tecido cutaneo de humanos (Schmelz,

1997; lkoma et al., 2006).

Uma vez que em nossos resultados os antihistaminicos periféricos
somente causaram aumento da nocicepcdo, o efeito hiponociceptivo da
prometazina por ser permeante da BHE, deve ser resultante de sua conhecida
acao central (Rumore et al., 1995; Akihiko et al., 2003). Nossos resultados
confirmam e aprofundam observagdes anteriores de nosso grupo, quando
observamos que uma dose sistémica de loratadina havia aumentado a
incapacitacao articular induzida pela formalina em ratos (Martins et al., 2006).
Naquele momento concluimos que o extravasamento plasmatico induzido pela
formalina no espacgo sinovial, processo que em grande parte poderia ser
mediado pela liberagdo local de histamina (Yoshida et al., 2005), poderia
causar a diluicdo relativa da concentragao aplicada de formalina, reduzindo
assim a intensidade de nocicepgdo ocasionada por este agente. Neste

contexto, a aplicagcdo de um farmaco antihistaminico H1 periférico como a
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loratadina, impediria parte deste extravasamento plasmatico ocasionando
assim a permanéncia de uma concentracdo mais elevada de formalina na
articulacdo, aumentando a nocicepcao. Esta hipotese foi testada neste estudo,
entretanto, observamos que o tratamento sistémico com loratadina em
concentracdes que inibam os efeitos da histamina em animais nao foi capaz de
alterar o extravasamento plasmatico. E de comum conhecimento que
antihistaminicos de segunda geragcdo como loratadina e ranitidina pouco
atravessam a BHE ao contrario de antihistaminicos de primeira geragcdo como
prometazina e meclisina. Entretanto, foi observado que a administragdo de
loratadina (10 mg/kg) nao alterou os testes comportamentais e cognitivos, mas,
inibiu o “flare” elicitado por histamina na pele de humanos (Hindmarch, 2001).
Em estudos prévios do nosso laboratério (Martins et al., 2006) o antihistaminico
H1, meclisina, mostrou efeito hipernociceptivo em doses baixas e
hiponociceptivo em doses altas. Corroborando com estes achados, Paalzow
(1985) também relata o efeito hipo e hipernociceptivo da prometazina,
relacionado a dose. Em nossos resultados foi observado o efeito hiper e
hiponociceptivo da prometazina na menor e maior dose administrada,
respectivamente. Por estes fatos descritos acreditamos na hipdtese de um
mecanismo de agao periférico da loratadina administrada de forma sistémica.
Esta hipotese é reforgcada pelo fato de termos observado que a administragcao
sistémica de loratadina somente promoveu efeito hipernociceptivo. Além disso,
a administracao local de loratadina mostrou efeito hipernociceptivo, porém,
associado a diminuigao de extravasamento plasmatico. Isto poderia sugerir que
o efeito hipernociceptivo da loratadina administrada por via intra-articular

estaria contribuindo para diminuir a diluicdo da concentragdo da formalina,
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promovendo o aumento da nocicep¢ao. Entretanto, na administracéo sistémica,
a loratadina n&o alterou o extravasamento de plasmatico na sindvia, sugerindo
que o efeito da loratadina na nocicepgdo ndo esta diretamente vinculado a
efeitos vasculares. Além disto, nossos resultados mostraram que em baixas
doses histamina co-administrada com formalina promoveu efeito
hiponociceptivo, também sem alterar o extravasamento plasmatico.

No tecido periférico os receptores H1 e H3 estao localizados em fibras
nervosas sensoriais (Kashiba, 2001; Akihiho, 2003) onde a histamina promove
efeitos excitatérios nos aferentes primarios em H1 (Stander, 2003) e ao
contrario, possivelmente efeitos inibitérios em H3 (Ohkubo, 1995). Os
receptores H2 e H4 estao localizados na membrana de mastdcitos (Hill, 1997;
Oda, 2000). Nossos resultados sugerem que o efeito hipernociceptivo
ocasionado pela administracao local de loratadina, antagonista H1 e também
pelo antagonista do receptor H3, tioperamida em doses intermediarias, ocorra
pelo bloqueio dos receptores H1 e H3 nas fibras aferentes, impossibilitando a
acao modulatdria negativa da histamina liberada dos mastécitos na nocicepgao
no tecido articular, além da propria acdo da serotonina que possui sua
conhecida acao hipernociceptiva em tecidos superficiais (Sawynok, 1997) como
em tecidos profundos (Senba, 2005). Segundo Ohkubo (1995), a histamina, via
receptor H3, inibe a liberagdo de substancia P, que possui conhecida acéo
sensibilizadora na degranulacdo de mastécitos sendo também facilitadora para
extravasamento de plasma. Partindo disso, ao atuar nestes receptores a
tioperamida deveria promover o aumento do extravasamento de plasma em
todas as doses. Porém, em nossos resultados a dose intermediaria de

tioperamida aumentou a nocicepgao sem alterar o extravasamento de plasma,
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sugerindo que o efeito inibitério promovido pelo receptor H3 em fibras parece
estar desvinculado ao aumento do extravasamento induzido pela liberagdo de
substancia P. Entretanto, a tioperamida além de antagonista dos receptores
H3, é antagonista H4 (Oda, 2001), localizados em células do sistema imune
(Oda, 2000). Por isso, acreditamos que o aumento da concentragédo de
tioperamida administrada intra-articular, ndo somente esteja atuando sobre os
receptores H3 localizado em fibras nervosas, promovendo hipernocicepcao,
mas também sobre os receptores H4, possivelmente em mastdcitos diminuindo
a liberagdo do seu conteudo, promovendo a diminuigdo do extravasamento
plasmatico.

O efeito hipernociceptivo demonstrado pela loratadina com formalina
intra-articular contraria muitos trabalhos da literatura que mostram a
participacao hiponociceptiva de antihistaminicos H1. Entretanto, este resultado
€ apoiado por dois estudos clinicos em que alguns pacientes que receberam
loratadina, reportaram aumento de dor em algumas circunstancias (Scharf e
Berkowitz, 2007; Antonijoan et al., 2007).

E visto que no fluido sinovial da articulacdo de joelhos de humanos é
encontrada histamina na faixa que varia entre (0.01 -10 ng), sendo que esta
concentracdo administrada na articulagdo fémuro-tibial de camundongos néao
mostrou qualquer formagao de sinovite, além de nao modificar o processo
inflamatorio estimulado por high mobility group (box chromosomal) B1 protein
(HMGB1) por peptideoglicano (Adlesic, 2007). Nossos resultados estdo de
acordo com estes achados, pois as menores doses de histamina administradas
sozinhas na articulagdo nao promoveram comportamento nociceptivo,

tampouco alteragcbes no edema e no extravasamento plasmatico. Entretanto,
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foi observado que histamina (250 pg) administrada na articulagdo temporo-
mandibular (ATM) elicitou comportamento nociceptivo (Ting et al., 2007). Em
nossos estudos utilizamos uma faixa similar de dose de histamina sozinha (200
nmol) e também observamos comportamento nociceptivo e edema. Porém, o
grande achado do nosso trabalho foi verificar que a histamina, em menores
doses, co-administrada com formalina diminuiu o comportamento nociceptivo
elicitado por este agente irritante, sem promover alteragbes no edema e
extravasamento plasmatico.

Schmelz (1997) descreveu uma populacédo de fibras C especificas, de
altissimo limiar mecanico (nociceptores silenciosos), que geram potenciais de
acao a histamina, de forma robusta e prolongada. Assim como tem sido
demonstrado vias especializadas para dor, foi demonstrada (Andrew e Craig,
2001) uma classe especializada de neurénios no corno dorsal da medula
projetando-se para o talamo que respondem fortemente a histamina
administrada na pele por iontoforese. Isto sugere existir uma modalidade
anatomicamente exclusiva de vias de projecao especializada para prurido. Esta
via pruritoceptiva seria composta por neurdnios projetando-se da lamina | da
medula espinhal para a regiao ventro-caudal do nucleo medial dorsal do
talamo, que se projeta para o cértex cingulado anterior e insular dorsal (Andrew
e Craig, 2001; Craig 2002).

E fato conhecido que a sensagdo de prurido pode ser reduzida pela
sensacgao nociceptiva do simples ato de cocgar. Isto vem sendo demonstrado
experimentalmente pela utilizagcdo de estimulos mecanicos, térmicos e
quimicos (Ward et al., 1996) . Segundo Nilsson (1997), a estimulagao elétrica

reduz o prurido induzido pela histamina por horas, o que sugere um mecanismo
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de acao central. Além disso, a administracdo sistémica ou intra-espinhal de
analgésicos opidides muitas vezes tem como resultado adverso o prurido
(Andrew et al., 2003). Ao contrario, antagonistas p-opidides possuem agao anti-
pruritogénica em protocolos de prurido experimental e muitas vezes sao
utilizados para o tratamento do prurido crénico. Isto reforga que a nocicepcao
tem uma relagdo antagdnica com o prurido o que sugere que o balango entre
as vias de prurido e nocicepc¢ao determinara qual sera a sensacao prevalente
final por um mecanismo de silenciamento reciproco a nivel medular. Partindo
disso, e embora ndo mediando a mesma sensacao cutanea, fibras homélogas
as que medeiam a sensagao de prurido cutaneo, poderiam estar também no
tecido articular, reduzindo a transmissao da informagédo nociceptiva a nivel
central. Corroborando com isto, foi mostrado que no tecido articular do joelho
de gatos uma classe especifica de aferentes primarios respondeu de forma
similar ao estudo em humanos, promovendo disparo destas fibras, a baixas
concentracbes de histamina (Herbert, 2001), o que sugere que em tecido

articular a ativacao de fibras pela histamina pode nao estar associado a dor.

Como foi mencionada, a acdo da histamina em fibras sensoriais sobre
H1 promove a despolarizacdo dos aferentes primarios (Stander, 2003).
Segundo Kashiba (1999), o receptor H1 esta localizado em fibras C, co-
expresso com o marcador de isolectina IB4. Por outro lado, em fibras C
peptidérgicas o receptor H1 parece estar expresso somente em um subtipo de
fibras, sendo exclusivo a fibras que expressam neuropeptidio Y e nao
substancia P e CGRP (Kashiba 2001).

O NPY administrado na medula espinhal promove hiponocicepgao em

diferentes modelos de dor, sendo seus efeitos semelhantes aos observados
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com a administragdo de morfina (Smith, 2006; Brumovsky, 2007). Acredita-se
que estes efeitos estejam ocorrendo via receptor Y1, que parecem estar
localizados em pequenos neurbnios medulares (Brumovsky, 2007),
promovendo a hiperpolarizagdo de neurbnios excitatérios (Smith, 2006).
Associado ao receptor Y1 especula-se a acao hiponociceptiva do NPY através
da agao no receptor Y2, no qual tem sido encontrado exclusivamente, e com
grande expressao, em aferentes primarios e nas l|aminas superficiais

medulares (Brumovsky, 2007).

Outra possibilidade de agao hiponociceptiva da histamina mediada pelo
receptor H1, pode ser estar relacionada com a liberagao de 6xido nitrico (NO),
ja que foi observado que este receptor promove o aumento da atividade da
enzima oxido nitrico sintase (NOS), responsavel pela produgao de éxido nitrico
(NO), sendo via dependente de calcio/calmodulina e subsequente aumento da
atividade da guanilato ciclase soluvel (Hill, 1990). Valtschanoff et al (1992),
mostraram por imunohistoquimica a co-localizacdo de GABA e NOS em
aferentes primarios no corno dorsal da medula espinhal. Isto sugere um
possivel papel modulatério do NO nos impulsos recebidos da periferia e na
atividade gabaérgica. Além disso, estudos mostram que o NO tem efeito
hiponociceptivo por deprimir a atividade basal dos nociceptores no corno dorsal
da medula (Hoheisel et al., 2000), e também por mediar o efeito
hiponociceptivo de algumas drogas em varios modelos, incluindo o modelo de

incapacitacao articular (Tonussi e Ferreira, 1994).

O efeito hiponociceptivo mostrado pela histamina articular esta de
acordo com comportamento hipernociceptivo mostrado pelos antihistaminicos

periféricos administrados de forma sistémica, tanto quanto, administrados por
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via intra-articular. Como a fonte de histamina enddgena nos tecidos esta
vinculada aos mastocitos, isto sugere que estas células possuem um papel
importante na modulagdo deste comportamento hiponociceptivo. A partir da
interacdo da formalina com os mastécitos inumeros mediadores sao liberados
dos granulos destas células incluindo histamina, proteoglicanos e algumas
proteases (Nigrovic e Le, 2004), além de serotonina em ratos (Brown, 2007).
Esta hipotese de modulacdo negativa da histamina articular esta de acordo
com nossos resultados que mostraram que a administragdo de cromoglicato de
sodio, em uma unica e alta dose que inibe a degranulacdo de mastocitos
(Okayama e Church, 1983), com formalina, diminuiu o efeito hipernociceptivo
da loratadina sem alterar o edema e extravasamento plasmatico. Nossa idéia é
que o cromoglicato de sodio, além de diminuir a liberagado da prépria histamina,
também promova alteracbes negativas significantes do conteudo
serotoninérgico liberado pelos mastécitos, explicando a diminuicdo da
nocicepgao observada por sua administracdo intra-articular. Além disso, a
perda do comportamento hiponociceptivo mostrado anteriormente pela
administracdo de histamina intra-articular, agora co-administrada com o
cromoglicato de sodio mostra a importancia da concentragdo de histamina
liberada pelos mastocitos. Em nossos resultados, observamos que a ranitidina
mostrou aumento do comportamento nociceptivo, sem alteragbes no diametro
articular ou extravasamento de plasma de forma sistémica como também co-
administrado com formalina intra-articular. A ranitidina tem fraca capacidade de
atravessar a barreira hematoencefalica (Hill, 1990). Isto refor¢a a idéia de que a

ranitidina teve efeito periférico e local. Além disso, esta idéia é confirmada pelo
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também aumento no comportamento nociceptivo a partir da co-administracao

de ranitidina local com formalina intra-articular.

Por outro lado, o efeito hipernociceptivo do antagonista H2 ndo pode ser
entendido como decorrente da agao da histamina em fibras nervosas porque
este receptor ndo esta presente em fibras periféricas. Este receptor € expresso
na membrana de mastécitos e tem como fungédo regular negativamente a
degranulacao destes (Hill, 1997). Como foi mencionado anteriormente
mastoécitos de ratos liberam histamina e serotonina (5-HT). Possivelmente, o
bloqueio de receptores H2 de mastécitos pela ranitidina, ocasionaria maior
degranulacdo induzida pela formalina, com consequente liberacdo de mais

serotonina na articulagdo e aumentando a nocicepgao.
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5.1 Esquema mostrando o possivel mecanismo central de modulagao da

nocicepg¢ao articular induzida por formalina intra-articular.

Aferentss
Centrais

Atersntes
Primarios

. Articulacio
Joelho

= % Mastocito

Fig. 24- Mecanismo central de modulagdo da nocicepgdo através da ativagdo de fibras
sensiveis a histamina articulares pelo receptor H1, inibindo a nocicepgdo induzida pela
formalina. Adaptado de Baron, 2001. H1, H2 e H3 s&o receptores histaminérgicos. Circulos

violeta (Histamina) e circulos vermelhos (Formalina).
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CONCLUSOES




VI- Conclusoes

O efeito hipernociceptivo observado com o0s antagonistas
histaminérgicos periféricos sugere que a liberagao articular de histamina por
mastocitos, tenha um papel modulador negativo sobre a nocicepcéo induzida
por formalina. Contudo, é importante avaliar o papel de outros mediadores
liberados pelo mastécito de rato, p.ex. serotonina, para compreendermos
melhor o sistema a partir da estimulagao por formalina intra-articular. Ao que
tudo indica o balango entre estes mediadores liberados determinara a

sensacao prevalente.

Embora, os antihistaminicos H1 com ag¢ao central possam ter interesse
clinico no controle da dor, nossos resultados sugerem que a agao periférica de
farmacos antagonistas H1 e H2 podem aumentar a dor em pacientes com
doencas inflamatdrias articulares. Possibilidade esta que se agrava por serem

medicamentos vendidos sem necessidade de receita médica.
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