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RESUMO

A histamina é encontrada no liquido sinovial de individuos saudaveis
e pacientes com diversos tipos de artrite e anti-histaminicos H1
potencializaram o comportamento nociceptivo no teste de formalina
articular. E sabido que a histamina provoca coceira nos tecidos
cuténeos, no entanto, em tecidos profundos a sua funcdo sensorial
nao esta clara. Nosso objetivo foi elucidar as estruturas envolvidas
com o mecanismo de hipernocicepg¢éo dos anti-histaminicos H1 e ao
contrario, a hiponocicep¢do observada com a histamina na
incapacitacao articular apos injecdo de formalina em joelhos de
ratos. A incapacitacdo articular foi medida através da contagem do
tempo de elevacdo da pata (TEP; s) durante o periodo de 1 min de
caminhada forcada, a cada 5 minutos, durante uma sessao
experimental de 60 min. O 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, i.v., 30 min
antes do teste) no liquido sinovial (EP; mg / ml) 1 hora apés a
injecdo de formalina. A formalina 1,5 % evoca duas fases de
incapacitacdo, aumento do DA e EP. A cetirizina, 1 hora antes da
formalina, causou somente hipernocicep¢éo na 22 fase do teste da
formalina. Cromoglicato de sédio coadministrado com formalina
preveniu o efeito hipernociceptivo da loratadina. Nenhum dos
tratamentos alterou o DA e o EP. Tele-metihistamina e 2-PEA
coadministrados com formalina promoveram hiper e hiponociceptivo,
respectivamente. Somente a maior dose de 2-PEA aumentou o TEP.
A cetirizina, 1 h antes da formalina preveniu a hiponocicepcédo do 2-
PEA. Nenhum tratamento alterou o DA e o EP. A dose subefetiva de
morfina na medula espinhal foi potencializada em seu efeito
hiponociceptivo pela dose subefetiva de 2-PEA coadministrado com
formalina no joelho. Leu® Pro* NPY e BIBO 3304 administrados na
medula espinhal diminui e aumentou o TEP, respectivamente. A
dose subefetiva de BIBO 3304 na medula espinhal preveniu o efeito
hiponociceptivo do 2-PEA coadministrado com formalina no joelho.
A neurotoxina NPY-sap diminuiu a expressdo do receptor Y1 no
segmento lombar (L4-L5) e preveniu o efeito hiponociceptivo de 2-
PEA coadministrado com formalina. Tripsina coadministrado com
formalina diminuiu o TEP, e ao contrario do BIBO 3304 administrado
na medula espinhal, a naloxona administrada de forma subcutanea
preveniu o efeito hiponociceptivo da tripsina coadministrada com
formalina no joelho. Estes dados mostram que a liberacdo de



histamina articular a partir de mastdcitos, atuando em receptores H1
tem um papel hiponociceptivo independente de qualquer efeito
vascular. Além disso, estes resultados sugerem que 0 mecanismo
hiponociceptivo evocado pela ativacdo do receptor H1 e néo pelo
receptor PAR-2 articular, provavelmente envolve a liberacdo de NPY
na medula espinhal. Portanto, o conjunto de resultados sugere um
novo mecanismo que pode ser coadjuvante no tratamento de
inflamacéo articular.



ABSTRACT

Histamine is found in synovial fluid from healthy individuals and
patients with various types of arthritis and H1 antihistamines
potentiated the nociceptive behavior in the formalin test joint. It is
known that histamine causes itching in the skin, however, in deep
tissues its sensory functions is not clear. Our goal was to elucidate
the structures involved in the mechanism of hypernociception H1
antihistamines and unlike hyponociception observed with histamine
in articular incapacitation after formalin injection in rat knees. The
articular incapacitation was measured by counting the paw elevation
time (PET; s) during the period of 1 min walk forced, every 5 minutes
during a 60-min experimental session. The joint swelling was
evaluated by the increase in articular diameter (AD; mm) and plasma
leakage (PL; mg / ml) was measured by the quantity of Evans blue
(25 mg / kg, iv 30 minutes before the test) in synovial fluid 1 hour
after the formalin injection. Formalin 1.5% evokes two phases of
incapacitation (PET), increased AD and PL. Cetirizine, 1 hour before
formalin caused hypernociception in phase 2 of the formalin test.
Cromolyn sodium co-injected with formalin prevented the
hypernociceptive effect of loratadine and none of the treatments
changed the AD and PL. Tele-metilhistamine and 2-PEA co-
administered with formalin promoted hyper and hyponociception,
respectively. Only the highest dose of 2-PEA increased the PET.
Cetirizine, 1 hour before formalin, prevented hyponociception effect
of 2-PEA. No treatment altered the AD and PL. The subeffective
dose of morphine in spinal cord was potentiated by subeffective dose
of 2-PEA co-injected with formalin. Leu®" Pro® NPY and BIBO 3304
in spinal cord, decreased and increased the PET, respectively. The
subeffective dose of BIBO 3304 prevented the effect of
hyponociceptive 2-PEA. The pre-treatment 14 days before with
neurotoxin NPY-sap in spinal cord decreased the Y1 receptor
expression in the lumbar segment (L4-L5) and prevented the
hyponociceptive effect of 2-PEA co-injected with formalin. Trypsin
co-injected with formalin decreased the TEP and unlike of BIBO
3304 in spinal cord, naloxone subcutaneous prevented this trypsin
hyponociceptive effect. These data support that histamine release
from articular mast cells on H1 receptors have a hyponociceptive
role without vascular effect. Furthermore, these results suggest that
the hyponociceptive mechanism of histamine and not trypsin,
involves the NPY release in spinal cord. Therefore, the set of results



suggests a new mechanism that may be useful in the treatment of
joint pain.
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1- INTRODUCAO

As patologias musculo-esqueléticas sdo a causa mais
frequente de incapacitagdo funcional no mundo moderno (OMS,
2003; IASP, 2009), e a prevaléncia destas enfermidades esta
subindo a niveis alarmantes. Os motivos do surgimento de novos
casos podem ser atribuidos a dois fatores: o primeiro € fisioldgico e
refere-se ao desgaste tecidual decorrente do passar dos anos,
sendo diretamente associado a progressiva perda de fungdo, com
desfecho final a incapacitagdo definitiva. O segundo, epidemioldgico,
€ a constante projecdo do envelhecimento populacional (OMS,
2010).

Dentre as diversas doencas musculo-esqueléticas, as
afeccdes articulares compdem enorme parcela. Estima-se que a
osteoartrite, uma doenca articular degenerativa, afetara ao menos
uma articulagdo em uma parcela superior a 90% das pessoas acima
de 65 anos de idade, que terdo ainda mais articulagbes acometidas
com o passar do tempo (IASP, 2009). Essa previsdo € ainda mais
desconfortavel se levarmos em consideracdo que a dor é o sintoma
mais prevalente dessas afecgbes, sendo normalmente
acompanhado de outros classicos sinais inflamatérios, como o
edema, o calor, o rubor e a impoténcia funcional (Teixeira et al.,
2006). Apesar de afetar milhdes de pessoas pelo mundo, o motivo
da ocorréncia da dor nas articulacbes permanece apenas
parcialmente esclarecido. Dessa maneira, S840 comuns o0s relatos de
pacientes insatisfeitos com os tratamentos disponiveis, tanto pela
falta de efetividade quanto pelos significativos efeitos adversos.

Nas afeccdes articulares, a dor € caracterizada por uma
sensacao desagradavel que atua como um mecanismo de alarme e
defesa do organismo (Schaible, 2009). Enquanto modalidade de
percepcdo, a dor constitui-se num sistema de protecdo a uma
potencial ou real lesdo tecidual. E através da ativagdo de
mecanismos que envolvem vias reflexas espinhais e supraespinhais
0 organismo busca inibir ou facilitar a transmissdo dolorosa (Dray,
1994; Julius e Basbaum, 2001).

Desde (1906) que Sherrington introduziu a ideia da
existéncia de fibras receptoras nervosas que detectavam e
codificavam a sensacdo dolorosa, conhecidas como nociceptores,
varios estudos demonstraram que a ativacdo de tais fibras por
estimulos periféricos nocivos, capazes ou nao de gerar danos
teciduais, promoveriam impulsos nervosos. Esses impulsos,
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transmitidos ao sistema nervoso central, teriam como principal
objetivo informar as condigbes do tecido periférico (IASP, 2008).
Assim, a dor articular — que normalmente ocorre em exercicios ou
até mesmo durante as atividades da vida diaria — € atribuida a uma
complexa interagdo entre as diferentes células residentes ou
migratorias a articulagdo com o0s nociceptores e também a
codificacdo, interpretacdo e reacdo que o sistema nervoso central
promove ao estado do ambiente articular.

1. NEUROFISIOLOGIA DA NOCICEPCAO

1.1 Neurdnios aferentes articulares

Apesar deste trabalho nado lidar diretamente com fibras
aferentes primarias, particularmente nociceptores, os estudos de
nocicepcao in vivo pressupdem a ativacdo destas fibras. Assim,
faremos uma breve revisdo da anatomia e da fisiologia sensorial dos
neurénios, principalmente na articulagdo femuro-tibial, com énfase
aos nociceptores e como 0s estudos associam a ativagdo destas
fibras com a sensacéo de dor.

As fibras aferentes primarias articulares apresentam
terminagfes nervosas periféricas livres ou podem estar associadas
a estruturas sensoriais especializadas que detectam estimulos de
movimento proprioceptivo estatico, e/ou dindmico, ou ainda nocivas,
ou potencialmente nocivas (McDougall et al.,, 2006). Os corpos
celulares dos aferentes sensoriais articulares estdo localizados no
ganglio da raiz dorsal (GRD), localizados préximos as raizes
nervosas dos aferentes primarios que adentram a medula espinhal.

Na articulacdo do joelho, os estudos eletrofisiolégicos
permitiram a identificacdo dos nociceptores através de estimulos
mecéanicos. Desse modo, as fibras nervosas sensoriais articulares
puderam ser definidas em quatro categorias, de acordo com sua
velocidade de conducéo (Willis, 1992).
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Tabela 1: Divisdo das fibras aferentes primarias que inervam a
articulacao do joelho de gatos.

Fibras

Velocidade de conducéo

Estimulos de
ativacdo na
articulacao

Tipo |

65 - 100 m/s

Movimentos in6cuos

Tipo Il

21-65m/s

Movimentos indcuos e
normalmente ativados
por estimulos de
pressao

Tipo Il

2.5-20m/s

55% séo ativadas
apenas por
movimentos nocivos e
aproximadamente
45% (nociceptores
silenciosos)

Tipo IV

<az25m/s

70% séo ativadas
apenas por
movimentos e
aproximadamente
30% (nociceptores
silenciosos) ndo
respondem mesmo a
este estimulo.

Essa divisdo foi atribuida aos dois nervos articulares, medial

e posterior,

qgue inervam o joelho (Willis, 1992), e das

aproximadamente 650 fibras aferentes encontradas em cada nervo,
cerca de 80% das fibras do joelho sdo consideradas nociceptores
(Langford, 1983; Hildebrand et al.,, 1991). De acordo com a
propriedade de ativacdo das fibras nervosas aferentes sensoriais
articulares, acredita-se que as fibras com grande velocidade de
conducédo | e Il, ou seja, fibras AB, ttm como fungéo primaria, na

auséncia de

lesdo tecidual

ou nervosa, detectar e transmitir
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informacdes mecéanicas de baixa intensidade, da articulacdo ao
sistema nervoso central, codificando e transmitindo sinais
proprioceptivos, que podem ser interpretados como dindmico
(sensagBes de movimento) ou estatico (Dorn, 1991). Por outro lado,
as fibras do tipo Ill e IV, ou seja, fiboras Ad e C, poderiam ser
consideradas como nociceptoras, pois possuem alto limiar de
ativacdo, comparadas as fibras do tipo | e Il, e funcionariam como
detectoras e transmissoras das informacdes mecanicas de alta
intensidade, da articulagé@o ao sistema nervoso central.

A questdo de como um estimulo mecanico doloroso pode
ser convertido em sinal elétrico a ser propagado ao longo dos
nervos sensoriais para o sistema nervoso central ainda é incerta. E
proposto que a exposicdo das terminacdes sensoriais livres
provavelmente resulte em extenséao significativa do axolema durante
um determinado movimento articular (McDougall et al., 2006).
Estudo eletrofisiologico identificou canais i6nicos sensiveis a
estimulos mecéanicos em fibras aferentes do tipo Ill e tipo IV do
joelho. Isso pode ser o primeiro desenho sobre 0os mecanismos
fisioldgicos responséaveis pela transdugdo mecanica em articulagdes
(Heppelmann, 2005). A presente teoria mostra que 0 movimento da
articulacdo promove tensdes de cisalhamento no axolema das
terminag®es livres dos neurdnios periféricos, resultando na abertura
desses canais ibnicos. Isso permitiia uma despolarizacdo do
terminal nervoso e a geragcdo de potenciais de acdo, que sao
posteriormente transmitidos ao sistema nervoso central e
codificados como sensacdo mecénica. Se um movimento nocivo é
aplicado a articulacdo, a taxa de disparo do nervo aferente aumenta
e 0 sistema nervoso central interpreta esta atividade nociceptiva
como dor (Schaible e Schimidt 1983; Grigg et al., 1986). A ciéncia
gue estuda o0s nociceptores ndo estd restrita a estimulagdo
mecanica e a sua caracteristica morfofuncional a este tipo de
estimulo. Tal conhecimento tem avangado consideravelmente com a
introducéo de técnicas in vitro de eletrofisiologia do aferente primario
(Cervero e Sann, 1989; Cohen e Perl, 1990; Kumazawa e Mizumura,
1983; Reeh, 1986), ou ainda em técnicas de cultura de neurbnios
aferentes primarios (Nicolson et al., 2002). Desse modo, inimeros
trabalhos mostram que a maioria das fibras sensoriais nociceptivas
normalmente responde a multiplas formas de energia (térmica,
mecanica e quimica) que produzem lesdo, conhecidas, assim, como
polimodais, ou ainda respondem preferencialmente a determinadas
substancias quimicas, ou a determinadas temperaturas (para
revisdo ver Millan, 1999).



1.2. Medula espinhal e sistema nervoso supramedular

A informacdo sensorial nociceptiva percorre os aferentes
primérios, entrando no sistema nervoso central através da sinapse
com os neurdnios de segunda ordem, localizados no corno dorsal
(CD) da medula espinhal. Esses neur6nios séo classificados em: a)
nociceptivos especificos, b) de amplo espectro dindmico e c¢)
receptores mecanicos de baixo limiar. Os primeiros sdo ativados
exclusivamente por estimulos nocivos, ao contrario dos ultimos que
respondem somente a estimulagdo tactil indcua. Por outro lado, os
neurdnios de amplo espectro dindmico sdo ativados por ampla faixa
de intensidades, desde estimulos in6cuos até nocivos (para revisdo
ver Millan, 1999).

A substancia cinzenta da medula espinhal pode ser dividida
em uma base cito-arquitetbnica em 10 laminas. Destas, as laminas |
(camada marginal), 1l (substancia gelatinosa), Ill e IV (nucleo
propius) e V e VI (camadas profundas) compreendem o corno
dorsal. A lamina VII corresponde a substancia cinzenta
intermediaria, as laminas VIIl e IX compreendem o corno ventral
(CV) medial e lateral, respectivamente, enquanto que X é a lamina
da regido em torno do canal (Deve-se notar que a lamina VI é
claramente definida apenas no alargamento lombo-sacral e
cervical). As duas maiores laminas superficiais, | e Il (a parte externa
da lamina Il), em conjunto com as laminas mais profundas, V e VI, e
lamina X constituem as regides implicadas na recepcéo,
processamento e transmissdo de informacdo nociceptiva. As fibras
nociceptivas ndo mielinizadas, com origem em tecidos profundos,
como articulagBes, musculos e visceras, projetam-se primariamente
para a lamina | e V/VI (Rexed, 1952; Besson, 1987; Willis e
Coggeshall, 1992).

2. FISIOLOGIA DA DOR EM CONDICOES
INFLAMATORIAS

2.1 Neurdnios aferentes primarios

Algumas evidéncias indicam claramente que um dos fatores
de origem para a dor da artrite ocorre pela liberacdo de mediadores
periféricos. Além disso, durante o processo inflamatério, grandes
mudancas ocorrem na plasticidade dos sistemas nervoso periférico
e central, que diminuem os limiares de dor, dando origem a alodinia
(dor em resposta a um estimulo normalmente in6cuo) e hiperalgesia
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(agravada a intensidade da dor em resposta a um estimulo
normalmente doloroso).

Um meio pelo qual a dor é gerada nas articulagdes artriticas
€ através da estimulacdo dos chamados nociceptores silenciosos.
Essas fibras nervosas aferentes sdo silenciosas em articulacdes
normais. No entanto, ap0s a lesdo do tecido ou inducdo de
inflamacéo, tais nociceptores se tornam ativos e comegam a enviar
informac&o nociceptiva para o sistema nervoso central (Grigg, et al.,
1986; Schaible e Schmidt, 1985). Esses disparos complementares,
oriundos da periferia, sdo fatores que contribuem e sao
responsaveis pela geracéo da dor da artrite. A diminuicdo do limiar
de dor na artrite também estd relacionada a outro fendmeno
importante, conhecido como sensibilizagdo (Schaible, 2009). A
sensibilizagdo de fibras aferentes priméarias € gerada pela acédo de
mediadores inflamatérios nos terminais livres dos nociceptores
(Flake e Gold, 2005), e esta situacdo é possivel j& que, no tecido
periférico, diferentes substancias neuroativas s&o liberadas de
células especificas em resposta as leses (Schaible, 2006).

Na sensibilizacdo ocorrem alteracdes funcionais de neurdnios
nociceptivos. Tais alteracées podem ser explicadas como:

» Respostas exacerbadas do neurdnio a estimulos
gue estariam dentro da faixa normal de seu limiar de
ativacéo;

» Ativacdo de neurdnio desencadeada por estimulo
gue normalmente ndo a causaria;

Diferente dos nociceptores cutaneos, sensibilizados a
estimulos térmicos, 0s nociceptores em tecidos profundos
somaticos, como articulacdes e musculos, sdo sensibilizados,
respectivamente, a estimulos mecénicos de movimento articular ou
contragdo muscular. Além de mecanicamente sensibilizados, os
nociceptores articulares podem ser sensibilizados por diferentes
mediadores quimicos liberados durante o processo inflamatério. Do
ponto de vista da eletrofisiologia, a sensibilidade quimica dos
nociceptores explicaria a atividade continua durante o processo
inflamatério, o que poderia causar, ou facilitar, a dor em condicfes
de repouso. Por exemplo, alguns mediadores inflamatérios
produzem intensa sensibilizacdo dos nociceptores ao calor, de modo
que seu limiar de ativacdo poderia cair o suficiente para se situar
dentro da faixa de temperatura do corpo (Koltzenburg et al., 1992).
Isso significa que a dor poderia ser resultante do estimulo térmico,
devido ao calor do préprio corpo, que localmente pode ser
intensificado pela hiperemia inflamatoria. Portanto, a maior
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compreensdo dos mecanismos e mediadores responsaveis pela
geracdo e manutencdo da sensibilizacéo articular pode conduzir ao
desenvolvimento de novos alvos de drogas que poderiam aliviar ou
mesmo abolir a dor da artrite.

2.2 Modulacéo da dor na medula espinhal

A dor é indispensavel para a sobrevivéncia. Entretanto, a
excessiva estimulacdo periférica dos nociceptores ativa areas e vias
inibitérias que objetivam regular a dor no sistema nervoso central
(SNC). Head e Holmes postularam influéncias modulatérias da dor e
propuseram o tadlamo como a regido central em que a dor é
percebida e, por outro lado, o neocértex a regido em que a dor é
discriminada, e isto poderia interferir na resposta do talamo aos
estimulos nocivos (Head e Holmes, 1911). Mais tarde, em 1954,
Hagbarth e Kerr apresentaram as primeiras evidéncias diretas de
que os sitios supramedulares controlariam as vias descendentes
(presumivelmente sensoriais), e Carpenter e colaboradores (1965)
demonstraram o controle descendente dos eferentes sensoriais para
as vias ascendentes. No entanto, a existéncia de um sistema
modulatério especifico da dor s6 foi claramente articulada em 1965,
na teoria de controle do “portdo” da dor, proposta por Wall e
Melzack. De acordo com essa teoria, 0s interneurénios da lamina I
da medula espinhal (chamada de substancia gelatinosa) poderiam
inibir ou facilitar os fluxos dos aferentes dentro do corno dorsal,
antes de eles evocarem a resposta e a percepgao da dor.

As vias modulatérias da dor controlam a liberacdo de
neurotransmissores dos terminais nociceptivos das fibras aferentes
primérias, no corno dorsal da medula espinhal. A ativacdo das vias
descendentes inibitérias bloqueia direta e indiretamente o0s
neurdnios de proje¢do no corno dorsal. Diretamente, através de
seus eferentes serotoninérgicos e catecolaminérgicos (Westlund et
al.,, 1990) e, indiretamente, através da inibigcdo dos interneurdnios
excitatorios (Light e Kavookjian, 1988) ou da excitacdo dos
interneurdnios inibitérios que contém neurotransmissores GABA
(4cido gama aminobutirico) e glicina (Todd et al., 1993). E
amplamente conhecido que a estimulacdo aferente periférica de
fiboras AP (aferentes primarios com baixo limiar de ativagdo
mecanica) é responsavel por modular a dor em nivel medular. No
entanto, estudo mais recente mostra que alguns nociceptores, como
fiboras sensiveis a capsaicina, ap6s serem estimulados
perifericamente, também s&o responsaveis por ativar interneurénios
gabaérgicos localizados na lamina Il (Polgar et al., 2010), sugerindo
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a existtncia de um mecanismo de inibicAo nociceptiva,
possivelmente através da estimulagéo periférica.

3. FATORES RELACIONADOS COM A DOR ARTICULAR
A dor articular é principalmente percebida quando fazemos
uso das articulacbes. Os fatores que alteram a sensibilidade
mecanica articular e promovem a nocicepcdo podem ser divididos
em dois grupos distintos: os fatores mecanicos e os mediadores
inflamatérios.

3.1 Fatores mecanicos

Articulagcbes diartroidais sdo envolvidas por uma capsula
fibrosa que contém fluido sinovial, e o volume da articulagdo normal
do joelho de humanos varia entre um e quatro milimetros. Apos a
lesdo articular ou durante a inflamacdo, os vasos sanguineos
sinoviais tornam-se mais permedveis as proteinas do plasma, que
pode extravasar para fora do vaso e se acumular no espaco intra-
articular. O deslocamento subsequente das forcas de Frank-Starling
promove fluidez da exsudacéo para o interior da articulagdo, com a
formagédo subsequente do edema. Como a articulagdo € um espago
fechado, essa efusdo provoca um aumento da pressdo intra-
articular. Em articulagbes normais, a pressao intra-articular varia
entre -2 a -10 mmHg (Reeves, 1966; Levick, 1979). No entanto, na
artrite reumatoide o volume do fluido sinovial nos joelhos pode subir
até 60 ml ou mais, com concomitante aumento da presséo intra-
articular para cerca de 20 mmHg (Jayson e St Dixon, 1970). Um
estudo realizado com a infusdo de uma solucéo de dextrose e salina
na articulacdo do joelho revelou que a presséao intra-articular subiu
mais abruptamente em pacientes com artrite do que em individuos
normais (Jayson e St Dixon, 1970), provavelmente devido a uma
perda de viscoelasticidade capsular. A ocorréncia de panus invasor
faz a presséo intra-articular aumentar, e os participantes do estudo
relataram maior aperto em torno de seu joelho e, finalmente, a dor
era experimentada de forma moderada. Os estudos em animais
(Andrew e Dodt, 1953; Ferrel et al., 1986) demonstraram que uma
elevacdo da pressao intra-articular resulta em disparo de aferentes
articulares, e a frequéncia de tais descargas neuronais correlaciona-
se com o nivel de pressédo efetuada. Assim, o aumento da pressao
intra-articular associado a formacdo de edema nas articulacfes
artriticas provavelmente ativa nociceptores articulares, levando a
dor.



3.2 Mediadores inflamatdrios

ApOs uma lesdo ou infeccdo, as articulagbes normalmente
apresentam uma resposta inflamatéria natural que afeta
principalmente a sindvia (sinovite). Esse processo € necessario para
a reparacao dos tecidos danificados, possibilitando que a articulacéo
recupere a normalidade funcional. Mediadores inflamatorios
liberados na articulacdo, de diferentes fontes (nervos, imunécitos
sinoviais), ajudam o endotélio vascular a orquestrar as respostas de
cura.

Esses mesmos mediadores inflamatdrios também atuam em
nervos sensoriais comuns. Deste modo, é observado que a
aplicacdo local de véarios compostos em articulagbes normais
provoca maior frequéncia de disparos em aferentes, que ¢é
semelhante aos registros observados em joelhos artriticos. A
identificacdo dos agentes inflamatérios que evocam a nocicep¢ao
esta em andamento, e 0s resultados, a partir destes estudos, estdo
tendo grande valor terapéutico para revelar alvos que podem inibir a
sensibilizagdo periférica e, portanto, a dor. O que se segue é um
resumo de alguns dos principais mediadores inflamatérios que séo
associados com a nocicepcao articular.

3.2.1 Eicosanoides

Prostaglandinas, leucotrienos, lipoxinas, tromboxanos e
endocanabinoides sdo estudados em relagdo a inflamacdo das
articulacdes e a dor (McQueen, 1999; Kean e Buchanan, 2005). O
campo da dor tem geralmente focado na atividade das
prostaglandinas e na formacdo das duas isoformas de
ciclooxigenase, COX-1 e COX-2 (para revisdo, ver Smith et al.,
1996). Como a COX-2 é a isoforma ndo constitutiva e encontrada
em quantidades significativas na sinOvia, nos macrofagos e nas
células endoteliais dos pacientes com artrite reumatoide (Crofford et
al., 1994; Siegle et al., 1998), acreditava-se que a sua inibicao
seletiva teria um melhor valor terapéutico, comparado as drogas
anti-inflamatorias ndo esteroidais (AINES) tradicionais. Pensou-se
inicialmente que outra vantagem para uso do coxib estaria
relacionada com a menor toxicidade gastrointestinal em comparacgéo
com os AINEs (Bombardier et al. 2000). Embora a capacidade anti-
inflamatéria e analgésica dos coxibes na artrite seja convincente, um
certo nimero destes agentes produziu severos efeitos colaterais,
como infarto do miocérdio, hipertensao arterial e insuficiéncia renal
cronica.
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3.2.2 Medidores liberados de neurdnios

Os principais mediadores liberados dos neurbnios
envolvidos com a dor articular séo os neuropeptidios substancia P -
SP, o peptideo relacionado ao gene da calcitonina - CGRP, o
peptideo intestinal vasoativo - VIP e o neuropeptidio Y - NPY. Esses
mediadores sdo armazenados e liberados a partir dos terminais de
nervos autbnomos e/ou de aferentes primarios e estao relacionados
a inflamacdo neurogénica. Foram todos imunolocalizados em
tecidos articulares, e seus niveis aumentam durante a artrite
(McDougall et al., 1993; Ahmed et al. 1993;1995). Ao contrario do
co-transmissor simpatico NPY, que diminui as respostas de fibras
aferentes primérias na articulacdo do rato (Just e Heppelmann,
2001), todos os outros neuropeptidios estdo envolvidos na geragéo
e promogéo da dor no joelho, em maior ou menor grau e de acordo
com o modelo experimental (McDougall, 2006).

3.3.3 Mediadores de mastdécitos

Ha muito tempo os mastocitos e seus mediadores foram
reconhecidos como atuantes na articulacdo normal de humanos. Os
mastécitos constituem cerca de 3% das células nucleadas
localizadas na superficie e no fluido sinovial (FS) (Castor, 1963).
Estudos com mastécitos na sinGvia mostram uma estreita
proximidade com fibras aferentes do tipo Il e tipo IV do joelho
(McNeil e Gotis-Graham, 2000; Zhao et al.,, 2005), bem como a
capacidade de influenciar a infiltragdo de leucécitos nas articulagbes
(Balazs et al., 1989; Theoharides et al., 2001). Os mastécitos nao
estdo localizados dentro da camada de revestimento sinovial em si e
raramente sdo observados no encontro entre a cartilagem com a
membrana sinovial (Janes e McDonald, 1948; Castor, 1960; Crisp et
al., 1984), mas preenchem o tecido conjuntivo subsinovial frouxo e o
tecido adiposo articular, que se aglomeram perto de vasos
sanguineos e nervos. A concentracdo de mastocitos na camada
subsinovial € maior que em zonas mais afastadas da articulagéo, o
que implica uma espécie de especificidade de acdo no revestimento
das articulagBes e também na cavidade articular (Gotis-Graham e
McNeil, 1997).

Os mastécitos sdo classificados com base no teor de
protease neutra dos seus granulos citoplasmaticos (Gurish e Austen,
2001). O fendtipo dos mastécitos sinoviais mostra heterogeneidade
regional. Por exemplo, mastdcitos perto de vasos sanguineos
possuem maior marcacdo para MMCP-5, ao passo que em
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mastdcitos préximos do revestimento sinovial essa marcagdo se
torna mais vaga, sugerindo regulagdo microambiental do fenétipo
celular dentro da sindvia normal (Shin et al., 2006). A contribuicdo
dos mastdcitos sinoviais para a fisiologia articular normal é
desconhecida, mas estudos de microscopia eletrbnica em humanos
revelam evidéncias morfologicas de degranulagcdo em cerca de um a
cinco por cento (1-5%) de mastécitos, sugerindo uma liberacéo
basal dos mediadores com potencial contribuicdo para a
homeostase da articulagdo. Em comparacdo com os mastocitos
isolados a partir da pele humana, do pulméo e do coracdo, os
mastdicitos sinoviais apresentam particularmente respostas rapidas
ap6s a administragdo de substancia P (De Paulis et al., 1996). Ao
contrario dos encontrados no tecido cutaneo, os mastécitos sinoviais
em modelos de osteoartrite (OA) ndo respondem a anafilatoxina C5a
(De Paulis et al., 1996), ou morfina (Verbsky et al., 1996). Essas
observacgfes corroboram a ideia de que os mastocitos sinoviais
apresentam um perfil funcional distinto dos mastocitos de outros
tecidos.

A participacdo dos mastdcitos foi investigada em diversos
modelos de artrite induzidos em animais, como carragenina, iodo-
acetato monossadico, antigenos, entre outros (Kohn et al., 1962;
Van Arman et al., 1970; Pircio et al., 1975; Brackertz, 1977; Coderre
e Wall, 1987; Fernihough et al., 2004; Schuelert e Mcdougall, 2009).
J4 a expansdo dos mastécitos no tecido sinovial em humanos é
observada em pacientes com condi¢Bes patoldgicas na articulacao
(Nigrovic e Lee, 2004). Desse modo, constata-se que 0s mastocitos
(Fig. 1) tém participagcdo em todas as etapas do processo de
degeneracéo articular que ocorre durante o processo inflamatorio.
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Figura 1: Envolvimento de mastécitos com as diferentes fases
(aguda e crbnica) da artrite (adaptada de Nigrovic e Lee, 2004).

O efeito dessas células em qualquer estado patolégico é
frequentemente associado ao processo de degranulagdo, embora
algumas acdes, independentes da degranulagdo, sejam
documentadas (Galli et al., 2005). A liberacdo dos mediadores dos
mastocitos respeita uma ordem sequencial temporaria. Através do
processo de exocitose, inicialmente os granulos liberam — em
questdo de segundos, apdés serem estimulados — histamina,
proteoglicanos, proteases neutras (Horigome et al., 1993, Dray et
al., 1994; Nigrovic e Lee, 2004) e serotonina, em ratos (Kushnir-
sukhov et al., 2007; Ringvall et al, 2008). Em uma fase
intermediaria, aproximadamente em 30 minutos, 0s mastocitos
iniciam a sintese de eicosanoides oriundos da clivagem de &cido
araquidonico de fosfolipidios de membrana. Apds essas fases
iniciais, em horas e dias, os mastécitos promovem a transcricdo e
tradugdo de novos genes que geram uma série de citocinas e
guimiocinas consideradas importantes nas diferentes fases do
processo inflamatério (Gilfillan e Tkaczyk, 2006).

Ao contrario dos proteoglicanos e proteases neutras que
permance incerto seus mecanismos de acao na artrite, a serotonina
e a histamina sdo aminas comumente estudadas e consideradas
como importantes no desenvolvimento da inflamacgéo articular. A
serotonina (5-HT) esta presente no liquido sinovial de articulagdes
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artriticas, sendo uma amina participante no processo e modulagao
da dor. Trata-se de um neurotransmissor presente em neurbnios
serotoninérgicos centrais e periféricos, e assim como em outros
tecidos, acredita-se que sua principal fonte de liberacdo na
articulagdo ocorra principalmente a partir de mastécitos e em menor
escala de plaquetas (Anden et al., 1967; Lehtosalo et al., 1984;
Alstegren et al., 1997).

Sabe-se que a 5-HT liberada de estruturas centrais
superiores como 0 tronco encefdlico é capaz de causar analgesia
em nivel medular, sendo este mecanismo considerado como parte
do sistema inibitério descendente (Yaksh et al., 1979). Todavia,
perante situagbes nocifensivas como lesdo neuronal, tecidual ou
inflamacéo a 5-HT é capaz de patrticipar da sensibilizacdo dolorosa
periférica e de alteragbes vasculares, sendo considerada uma
substancia pré-inflamatéria (Kessler et al., 1992; Doak et al., 1997).
Esta participagdo podera ocorrer diretamente através da
sensibilizacdo de fibras aferentes primarias e/ou indiretamente, por
meio da sua interacdo com células encontradas no local de lesédo e
a consequente liberacdo de substancias algogénicas. Tais ativacdes
sdo dependentes de pré-requisitos como a presenga de 5-HT em
niveis normais ou aumentados, e a presenca de alguns dos seus
receptores (Sommer, 2004).

Designada como autacéide (grego para “automedicagao”), a
histamina tem participacdo em diversos processos fisioldgicos, tais
como prurido, regulagéo vascular, regulacao de secre¢do géstrica e
broncoconstricdo, dentre outros, atuando em seus receptores H1,
H2, H3 (Hill, 1997) e recentemente sobre o subtipo H4 (Coruzzi et
al., 2007; Dunford et al., 2007).

A relac@o da histamina com os estdgios da 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 cutanea, tanto em observacgdes clinicas quanto
laboratoriais.

Essa interpretacéo foi construida principalmente pela acédo de
alguns anti-histaminicos (Raffa et al., 2001). Por outro lado, somente
em doses elevadas ou ainda, aplicadas em tecido cutaneo pré-
sensibilizado a histamina promove nocicepcao (Baron, 2001), pois
normalmente a sensacao evocada pela histamina é apenas de
prurido (Ilkoma et al., 2006). Atualmente o papel da histamina tem
sido fortalecido por experimentos em camundongos com delecéo
génica (knockout) para o receptor H1 da histamina (Mobarakeh et
al.,2000, 2002) e para a propria histamina endégena (Yoshida et al.,
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2005), que apresentaram resposta nociceptiva significativamente
menor em testes de nocicepcdo térmica, quimica e mecanica
quando comparados com animais normais (wildtype), sugerindo que
a interrupcdo de circuitos histaminérgicos centrais estdo
relacionados a nocicepcao.

A histamina atua em quatro diferentes tipos de receptores H1-
H4 (Hill, 1997). O receptor H1 esta localizado em diferentes tecidos
de mamiferos, onde possui papel estimulatério, contribuindo para o
extravasamento de plasma nas fases iniciais dos processos
inflamatérios (Hill, 1997). Além disso, o receptor H1 também se
encontra localizado em fibras nervosas sensoriais periféricas
(Kashiba et al.,, 1999) onde a histamina promove a despolarizacéo
dos aferentes primérios (Stander et al., 2003). Segundo Kashiba
(2001) este receptor esta expresso em fibras C, sendo exclusivo a
fibras peptidérgicas que expressam neuropetidio Y e ndo substancia
P e CGRP.

Em nivel periférico, a maioria dos trabalhos envolvendo
mediacdo histaminérgica e nocicepgdo estdo relacionados a sua
participacdo no tecido superficial, sendo somente relatados os
efeitos pré-nociceptivos da histamina (Parada et al., 2001).
Entretanto, nos modelos animais atualmente utlizados ndo é
possivel fazer-se uma distingdo clara entre prurido e nocicepcao,
apenas pelos comportamentos observados (Kuraishi et al., 1995). Ja
em tecidos profundos, a participacdo da histamina esta diretamente
vinculada, em conjunto com 0s mastdcitos, somente a estagios
avancados do processo de degeneracdo articular (Nigrovic e Le,
2004) e pouco se sabe a respeito da funcdo sensorial da histamina
no tecido articular (Herbert et al., 2001; Ting et al., 2007).

O conhecimento atual mostra que os mastécitos e seus
mediadores sinoviais estdo relacionados principalmente nas
respostas inflamatoérias vasculares e celulares da artrite (Nigrovic e
Lee, 2004). No entanto, deixa incerta a participacdo de alguns
desses mediadores com os mecanismos da dor articular e a relacéo
dessas células com a condicao inicial inflamatéria. Assim, o teste de
formalina se torna uma ferramenta experimental importante para
avaliar a participacdo dos mastécitos e seus mediadores em uma
fase inicial do processo doloroso, com caracteristicas inflamatérias.
Esse teste originalmente foi caracterizado a partir da administracéo
desse agente irritante no tecido subcuténeo, constituindo um modelo
bifasico de dor persistente, no qual a duracdo do comportamento
nociceptivo é de aproximadamente uma hora (Debuisson e Dennis,
1977). A primeira fase da resposta nocifensiva da formalina (dor
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aguda) esta relacionada a ativacao direta dos nociceptores, devido a
estimulacdo quimica periférica (Wheeler-Aceto e Cowan, 1991;
Taylor et al., 2000). Na segunda fase (dor ténica), 0 comportamento
nociceptivo é gerado pela estimulagdo continua dos nociceptores,
ocasionado por mediadores inflamatérios locais e pela
hiperexcitabilidade da medula espinhal, induzida pela primeira fase,
que é a sensibilizacdo central (Dickenson e Sullivan, 1987; Coderre
et al.,, 1990; Tjolsen et al., 1992; Taylor et al., 1995). O intervalo
entre a primeira e a segunda fase é denominado de quiescéncia,
sendo resultante da inibicdo da transmisséo nociceptiva através de
circuitos supraespinhais e espinhais (Kaneko e Hammond, 1997),
em resposta ao estimulo da primeira fase.

Dessa forma, esse teste experimental vem sendo
amplamente utilizado para avaliar o efeito de farmacos analgésicos
e a neurofisiologia das estruturas periféricas e centrais que
controlam a dor, sendo considerado um modelo de dor inflamatéria
tbnica (Tjolsen et al., 1992; Carstens, 1997). A dor, elicitada pela
formalina, é apenas um dos componentes de uma reacao
inflamatéria local, sendo influenciada direta ou indiretamente pelos
mediadores oriundos de mastécitos (Shibata et al., 1989; Parada et
al., 2001; Martins et al., 2006; Souza-Silva et al., 2013).

A utilizagdo de diferentes modelos e também do teste de
formalina demonstrou que a serotonina contribui como um mediador
pré-nociceptivo (Cervantes-Duran et al., 2012), inclusive no tecido
profundo articular (De Oliveira, 2010). Diferentes trabalhos mostram
que a histamina evoca coceira, e ndo dor (Kuraishi et al., 1995;
Schmelz et al., 1997; lkoma., 2003; Shimada e La Motte, 2008; La
Motte et al.,, 2011) e a partir da utilizacdo do teste de formalina,
resultados obtidos pelo nosso grupo mostraram que a administracéo
de um anti-histaminico do receptor H1, loratadina, promoveu um
inesperado efeito hipernociceptivo na fase inflamatéria (Martins et
al., 2006) e, ao contrario, a administracdo de histamina promoveu
hiponocicepcéo (Souza-Silva, 2009).

Além dos efeitos nociceptivos causados pela formalina, esta
substancia também gera edema local e extravasamento de plasma,
induzido direta ou indiretamente por este agente (Hong e Abbott,
1995; Souza-Silva et al., 2013), sendo tal processo evidenciado pelo
aumento da circulacdo sanguinea nos vasos articulares, com
subsequente  aumento da  permeabilidade vascular e
extravasamento de proteinas do plasma, através das fenestracdes
nos capilares subsinoviais para o interior da articulagdo. Em
consequéncia, ocorre a modificacdo local dos mecanismos de


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cervantes-Durán%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22476011
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Frank-Starling, onde a pressdo oncética intra-articular fica maior do
gue nos vasos sanguineos adjacentes, promovendo a exsudagédo de
plasma para o interior da articulacdo (Pietruck et al., 2003). Esse
fendmeno, aliado ao aumento da pressao hidrostatica secundaria a
vasodilatagdo, leva a saida de liquido e seu acumulo no tecido
intersticial, contribuindo também para formacéo de edema.

Como parte da resposta nociceptiva em eventos
inflamatdrios esta associada a outros sinais inflamatérios, como
edema e extravasamento plasmatico, explorar a participagdo do
receptor de histamina (H1) no modelo de nocicepgéo articular
induzida pela formalina pode ajudar a explicar os mecanismos de
dor articular, bem como a participacdo de alguns mediadores que
séo liberados apds uma estimulagéo quimica periférica.
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2- OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Este trabalho tem como objetivo geral investigar a
participagdo do receptor H1 na nocicepgéo articular induzida pela
formalina. Além disso, busca-se desvendar as estruturas envolvidas
com os efeitos hipernociceptivos observados com antagonistas H1
nesse modelo, e qual seria a contribuicdo que esses mecanismos
podem proporcionar, relacionados com alvos farmacoldgicos para o
tratamento de doencas inflamatdrias, como a artrite.

2.2 Objetivos especificos

a) Avaliar a participagdo do receptor H1, através da
administracdo de anti-histaminico no comportamento nociceptivo,
edema e extravasamento plasmético induzido por formalina intra-
articular.

b) Avaliar a participacdo do anti-histaminico H1,
administrado por via sistémica, no teste térmico de retirada da cauda
(tail flick).

c) Avaliar a participacdo do agonista do receptor H1 (2-
piridiletilamina) coadministrado com formalina na nocicepgdo, no
edema e no extravasamento plasmatico.

d) Avaliar a participacdo dos mastOcitos articulares na
nocicepcdo, no edema e no extravasamento plasmatico induzido
pela formalina intra-articular.

e) Avaliar o potencial terapéutico do efeito antinociceptivo,
observado com a histamina articular.

f) Avaliar a participacdo de estruturas da medula espinhal
sobre 0s mecanismos envolvidos com a hipernocicep¢cao mostrada
com anti-histaminicos periféricos.
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3 - MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Os procedimentos experimentais foram realizados com ratos
Wistar em idade aproximada de trés meses e peso variando entre
250 e 350 g. Os animais foram criados e mantidos em biotério sob
condicdes controladas de temperatura (22 + 1°C) e luz (ciclo
claro/escuro de 12 horas), dispondo de livre acesso a agua e ragao.
Foram removidos do biotério para ambientagdo de uma hora antes
de quaisquer procedimentos experimentais, sendo estes realizados
num espaco de tempo entre sete e dezenove horas.

A presséo barométrica média na cidade de Florianopolis é
de 1 ATM = 760 mmHg ou (1013 hPa). Resultados prévios do
préprio laboratério demonstraram que em pressdo barométrica
abaixo de 1012 ou acima de 1015 hPa diminui ou aumenta,
respectivamente, o comportamento nociceptivo no teste de formalina
intra-articular (De Oliveira et al., 2009). Assim, 0s experimentos
nesse estudo foram realizados com pressao barométrica que variou
entre 1012 e 1015 hPa. Os protocolos experimentais foram
previamente aprovados pelo comité de ética local para o uso de
animais (CEUA), sob o numero 23080.034306/2009-69. Além disso,
todos os experimentos foram conduzidos de acordo com as
diretrizes éticas da Associagdo Internacional para o Estudo da Dor
(IASP, 1983).

3.2 Compostos utilizados

Tabela 2: Principais compostos utilizados

Composto Fornecedor Mecanismo de agao
. Galena Quimica Antagonista do receptor H1 da
Loratadina Farmacéutica LTDA, Brasil histamina
Cetirizina Galena Quimica Antagonista do receptor H1 da
Farmacéutica LTDA, Brasil histamina
Cromoglicato de Galena Quimica Estabilizador de membrana de
Sodio Farmacéutica LTDA, Brasil mastocitos
2-Piridiletilamina (2- Sigma, EUA Agonista do receptor H1
PEA)
Maleato de Morfina Laboratorio Cristalia, Brasil Agonlst%s%?dreesceptores
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BIBO 3304 Tocris, EUA Antagonista do receptor Y1
Leu® Pro* NPY Tocris, EUA Agonista do receptor Y1
Naloxona Tocris, EUA Antagonista_d_os receptores
opioides
Tripsina Sigma, EUA Ativador do receptor PAR-2
Tween 80 a 5% Tocris, EUA Dissolucdo da Loratadina
Solucéo salina 0,9 % Aster, Brasil Dissolucdo das demais drogas

BlanK-saporina

Advanced Targeting
Systems, EUA

Proteina inativa do ribossomo,
saporina

NPY-saporina

Advanced Targeting
Systems, EUA

Conjugado do neuropeptidio Y
com a proteina inativa do
ribossomo, saporina

Anticorpo policlonal
de ratos para

Abcam, Cambridge, MA,

Imunomarcacé&o para o receptor

receptor Y EUA
Ar’m'corpo_ Cell Signaling Technology, Imunomarcagé&o contra o
secundario anti-ratos . P
Danvers, MA, EUA anticorpo primario
de coelhos
Anticorpo

monoclonal de
camundongos para
B-actin

Cell Signaling Technology,
Danvers, MA, EUA

Imunomarcagéo para a proteina
B-actin

3.3 Local de administracédo de substancias

3.3.1 Injecéo intra-articular

A injecd@o intra-articular (i.a.) de substéncias e drogas foi
realizada através do tendao infrapatelar, para dentro da cavidade
sinovial, imediatamente apds a realizacdo de procedimentos de
antissepsia com solucdo de alcool iodado. O volume maximo de
drogas injetadas na cavidade articular foi de 50 pl.

Figura 2: Injecdo intra-articular. O
insercdo da agulha.

diagrama mostra o local da
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3.3.2 Injecéo intraplantar

Os animais receberam injecdo de formalina de forma
subcutdnea (50ul), na regido plantar (i.pt.) da pata direita.
Imediatamente apés a aplicacdo, os animais foram colocados,
individualmente, em caixa acrilica de observacao (29 x 29 x 29 cm)
para avaliacdo da resposta nocifensiva.

3.3.3 Injecéo intratecal

As drogas foram injetadas na medula espinhal (i.t.), nivel
lombar L4-L5, utilizando o método previamente descrito por Mestre e
colaboradores (1994). Nesse procedimento, 0s animais foram
previamente anestesiados com halotano, e uma agulha de calibre 23
foi introduzida perpendicularmente entre as vértebras L4 e L5. Uma
movimentacao rapida da cauda (tail flick) foi percebida, indicando
gue o canal medular foi atingido. Os animais que ndo apresentaram
0 movimento rapido de cauda foram descartados. O volume maximo
injetado pela via intratecal foi de 20 pl.

A

processo
espinhoso

espaco
intervertebral

‘cauda
equina

medula
espinhal

Figura 3: Injecéo intratecal. O diagrama mostra o local da insercdo
da agulha.

3.4 Modelo experimental

3.4.1 Teste de incapacitacdo articular

O modelo de nocicep¢do empregado neste estudo foi o de
incapacitacdo articular induzida por formalina (Martins et al., 2006).
O sistema de registro da nocicepcao articular (Tonussi e Ferreira,
1992) consiste de um aparato eletrbnico que permite avaliar o
estado funcional das articulacdes colocando-se os animais sobre um
cilindro em rotacdo. O equipamento consiste de: 1) Um cilindro (30
cm de altura e 30 cm de didmetro) revestido por malha trancada em
aco inox (2 mm), com separadores para formarem trés trilhas sobre
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ele; 2) Sapatilhas metalicas (confeccionadas em folha de flandres),
gue sdo adaptadas as patas traseiras dos animais e conectadas, por
fios de ago revestidos, a porta paralela de um microcomputador PC
compativel; 3) Microcomputador. Todo 0 conjunto pode ser
visualizado nas imagens abaixo:

Imagem 1:

A — Equipamento para andlise do TEP. B — Sapatilha acoplada & pata do animal.

3.4.2 Inducéo de incapacitagéo articular por formalina

O aperfeicoamento do modelo experimental de incapacitacdo
articular induzido por formalina (Martins et al., 2006) foi obtido através
da realizacdo de uma curva de formalina, em concentracdes
crescentes (0,5; 1,5; 2 e 3%), administrada pela via intra-articular
(Souza-Silva, 2009). Paralelamente a nocicepgdo foram avaliados a
variacdo do edema e o extravasamento plasmatico induzido pela
formalina. Apds verificarmos que a formalina, nas diferentes
concentragdes, induziu ao comportamento nociceptivo em padrdo
bifsico, variagdo no edema e no extravasamento plasmético em
relagdo ao grupo controle (salina) de maneira dose-dependente, a
concentracdo de 1,5 % de formalina, por atingir um nivel
intermediario nos trés parametros, foi tomada como padrdo de
inducdo de comportamento nociceptivo (Souza-Silva, 2009). Assim,
neste estudo a incapacitacdo articular foi induzida pela injecéo intra-
articular de formalina (1,5 %; 50pl) e o sitio de injecao (joelho direito)
foi previamente submetido a antissepsia com solugdo de alcool
iodado. Imediatamente apés a injecdo de formalina, foi realizada a
primeira medida da incapacitacao articular.
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3.4.3 Avaliacdo da incapacitacdo articular

Com o cilindro em rotacéo (3 r.p.m.), o animal colocado em
sua trilha caminha objetivando permanecer no topo. Através de
software especifico, a perda de funcao de apoio do membro afetado
€ registrada, 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 essa pata ndo toca o
cilindro durante o tempo de observacdo de 60 segundos, obtemos o
tempo de elevacdo da pata, ou TEP. Nesse modelo, o TEP de
animais sem qualquer estimulac@o articular varia em torno de 10
segundos, enquanto a inje¢do intra-articular de substancias
algogénicas causa elevagdo deste valor indicando o
desenvolvimento de incapacita¢é@o articular, oriunda da nocicepgéo.
Em todos os procedimentos experimentais, 0s animais sdo treinados
a caminhar no aparelho de registro no dia anterior ao teste, quando
seus valores basais séo registrados, identificado nas figuras pelo
valor “C”. Durante os experimentos, a medida do TEP foi realizada a
cada cinco minutos, durante um mininuto, por um periodo maximo
de uma hora. Os dados do TEP sdo apresentados como a média
entre os valores de pelo menos seis animais.

3.4.4 Avaliacéo do edema articular

A avaliacdo do edema articular induzido pela formalina 1,5%
foi realizada através da variacdo da média de 3 medidas latero-
laterais do didmetro articular, de forma que valores foram
mensurados na diregdo proximal a distal no joelho e comparados:
uma média mensurada imediatamente antes da inje¢&o de formalina
e outra 60 minutos apds. Para isso, 0s animais foram
cuidadosamente 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 diametro da articulacéo do joelho, com o
auxilio de um paquimetro. Os dados sdo apresentados como a
diferenca média entre o valor obtido imediatamente antes da injecao
de formalina e o valor do didmetro articular, obtidos 60 minutos apés
(Variacdo do Diametro Articular, DA, cm).

3.4.5 Avaliacao do extravasamento plasmatico

Sob anestesia por halotano, os animais receberam uma
injecdo intravenosa (i.v; veia gengival) (De Oliveira et al., 2009) de
Azul de Evans (25 mg/kg; 0,1 ml / 100 g), 30 minutos antes da
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injecdo de formalina. O Azul de Evans € um corante com alta
afinidade pela proteina albumina plasmatica, formando um complexo
corante-albumina que extravasa através da barreira endotelial
lesada (Steele e Wilhem, 1966). Po6de-se, entdo, avaliar a
intensidade de extravasamento plasmatico por analise da
concentracdo de Azul de Evans no tecido pesquisado.

Uma hora apés a injecao de formalina 1,5%, os animais
foram submetidos a eutanéasia por aprofundamento de anestesia
com hidrato de cloral 15%, seguido de deslocamento cervical. Em
seguida, foi realizada a lavagem articular com 100 pl de solucéo
fisiolégica 0,9% com 4 ul do anticoagulante E.D.T.A a 5%. A seguir
foi feita a coleta do liquido sinovial com auxilio de uma pipeta. O
liquido sinovial foi diluido em solucdo fisiologica 0,9% (1:50) e
centrifugado (3000 r.p.m; 15 min) para retirada de hemécias. O
sobrenadante foi utilizado para leitura da densidade Optica em
espectrofotdmetro (630 nm). Esses valores foram expressos como a
média £ EPM (pg/ml).

3.5 Outros testes nociceptivos utilizados

3.5.1 Inducéo de nocicepcédo na pata por formalina

A nocicepcdo da pata foi induzida pela injecdo intraplantar
de formalina (1,5 %; 50 pl). Imediatamente apds a administragdo de
formalina e a colocacdo dos animais na caixa de acrilico, o
comportamento nocifensivo foi avaliado pela contagem do tempo (s)
a cada cinco minutos, durante 60 minutos dos eventos nociceptivos
manifestados pelo animal: lamber, sacudir e retirar a pata do solo.

3.5.2 Resposta de retirada da cauda por estimulo térmico (Teste do
“tail flick”)

O algesidmetro de calor radiante (Albarsch, Rabo-Flick
Analgesia Meter) foi usado para medir a laténcia de retirada da
cauda de acordo com o método descrito por D'Amour e Smith
(1941). Os animais foram colocados em cima do aparelho e, com a
ajuda do experimentador, a porcdo final da cauda foi exposta ao
feixe de luz térmico para a determinacdo do limiar térmico basal. O
tempo transcorrido entre o inicio da aplicacdo do estimulo e a
manifestacdo de retrada da cauda foi cronometrado
automaticamente pelo aparelho, em segundos, e interpretado como
indice de limiar de retirada da cauda a estimulacdo térmica.
Reducdo ou aumento no tempo de retirada da cauda caracteriza,
respectivamente, o aparecimento de hiper ou hiponocicepcdo ao
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calor. As laténcias basais de retirada da cauda foram de
aproximadamente 12 segundos. Vinte segundos foram adotados
como o tempo maximo de reagdo para evitar possiveis danos aos
tecidos. O limiar de retirada da cauda foi calculado como a média de
resposta a trés aplicagBes consecutivas, em intervalos de cinco
minutos.

3.6 Western blot

3.6.1 Coleta de tecido para a realizacdo dos experimentos de
western blot

Com o objetivo de avaliar a expressdo do receptor Y1 no
segmento lombar (L4-L5) da medula espinhal para o western blot,
alguns grupos experimentais foram eutanasiados com hidrato de
cloral 15 % imediatamente apds os experimentos comportamentais,
e a por¢cdo da medula espinhal (L4-L5) foi removida e lavada com
solucdo salina (NaCl 0,9% - 4° C). Imediatamente apds serem
retirados, os segmentos lombares foram congelados em nitrogénio
liquido e, em seguida, armazenados em freezer a -70° C até o
momento do uso.

3.6.2 Preparacao do extrato celular total

As amostras de medula (L4-L5) foram homogeneizadas
manualmente (com auxilio de micro pistilos) em tampédo RIPA
gelado, composto por Nonidet P-40 1% (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA), deoxicolato de sddio 0,5%, dodecil sulfato de sédio
(SDS) 0,1%, tampdo PBS (pH 7,4) na presenca dos seguintes
inibidores enzimaticos: leupeptina 20 pg/ml, aprotinina 10 pg/ml,
pepstatina A 20 pg/ml e fenilmetilsulfonilfluoreto (PMSF) 1 mM. Apés
a homogeneizacdo, as amostras foram incubadas em gelo por 30
minutos e, em seguida, centrifugadas (10.000 g, 4° C, durante 10
minutos). O sobrenadante foi coletado e novamente centrifugado
sob as mesmas condigfes. Ap0s a segunda centrifugacdo, o
sobrenadante foi coletado, sendo este o extrato celular total
contendo as proteinas dissolvidas no meio. Os extratos celulares
totais foram armazenados em freezer a -70° C, até o momento do
uso.

3.6.3 Técnica de western blot

ApGs os procedimentos anteriores, as amostras de proteina
do segmento lombar (L4-L5) foram quantificadas utilizando o
espectofotbmetro do fabricante Nano Drop Technologies (ND-1000),
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através do método A280, conforme descricdo do fabricante.
Rapidamente, um volume de 2 pl de cada amostra foi adicionado ao
aparelho, onde registrou-se a quantidade de proteinas em
absorbancia de 280 nm. A concentracdo de proteina de cada
amostra (50ug) foi colocada em diferentes pocos e separada por
eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE (10%). Em
seguida, as amostras foram transferidas para membranas de
nitrocelulose utilizando um sistema de células Mini Trans-Blot (Bio-
Rad Laboratories Inc., Hercules, CA, EUA), seguindo o protocolo do
fabricante. A analise de western blot foi efetuada utilizando anticorpo
policlonal NPY1R rato (1:1000; Abcam, Cambridge, MA, EUA),
incubadas durante a noite. Apds, as membranas foram lavadas e
incubadas com o anticorpo secundério especifico antirrato de
coelho, conjugado a peroxidase (1:25000; tecnologia de sinalizacdo
celular, Danvers, MA, EUA). Os imunocomplexos foram visualizados
utilizando o sistema de deteccdo de substrato quimioluminescente
SuperSignal West Femto (Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL,
EUA) e filme radiografico (Hyperfim ECL) (GE Healthcare, Sao
Paulo, SP, Brasil), segundo recomendacdes do fabricante. Os
valores densitométricos foram normalizados utilizando como
controle as bandas imunorreativas contra o anticorpo anti-B-actina.
Os filmes foram digitalizados e os niveis de proteina foram
quantificados por densidade Optica utilizando o programa NIH
ImageJ 1.36b (NIH, Bethesda, MD, EUA) e os valores expressos
como unidades arbitrarias em relagdo a -actina.
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3.7 Protocolo experimental

A figura abaixo ilustra o principal protocolo experimental
comportamental utilizado para a realizagdo deste trabalho, dividido
em duas etapas.

Etapa 1: Tratamento sistémico 2% Avaliagio
Da

(imedistsmente sps)

A

- 24 b PRE-TRATAMENTO AZUL DE EVANS INGAPACITAGAD
TREINO (B0 min antes) (30 min antes) " ARTICULAR T
¥

2 12 Avaliagio =
Registro do Loratadina, Cetirizina ol EUTANASIA
TEP (imedistamente antes) E
basal cicio estral & formaing. COLETA
INJECAQ INTRATECAL ARTICULAR

{20 min antes)

Etapa 2: Tratamento local

EUTAMASIA,

24 h; AZUL DE EVANS INCAPACITACAD
- e A I
(30 min antes) ARTICULAR COLETA
MEDULARE
- - ARTICULAR
- ~—
4= P ) s Tm

Registro 1% Avalisgdo Substincias em co-administracio s a N
do DA com formalina . 2 H-—E;Aagao
TEP basal (medistamente antes) Loratadina, Cromoglicato de sodio,

Tripsina, 2-PEA, Tele-metilhistamina, finadiiaments ansH

Figura 4 — Sequéncia do principal protocolo experimental utilizado
na tese.

3.8 Analise estatistica

Todas as andlises estatisticas foram realizadas utilizando
GraphPad Prism versédo 5 (http://www.graphpad.com) ou software
Statistica 7.0®. Os resultados da nocicepcdo em cada se¢éo estédo
expressos em média + - erro padrdo da média (EPM) de um ndmero
(n) de seis animais por grupo. No teste de formalina, na primeira
fase (F1 tempo 0 min) as comparacdes entre os grupos foram feitas
através da andlise de variancia (ANOVA) de uma via simples.
Quando um nivel de significancia de pelo menos P<0,05 foi
detectado, foi seguido pelo teste de Duncan para comparacdes
multiplas. Na segunda fase (F2 a partir do tempo cinco minutos) a
comparacdo das curvas dos grupos experimentais foi realizada
através da analise de variancia (ANOVA) de duas vias e, quando um
nivel de significancia de pelo menos P<0,05 foi detectado, foi
seguido pelo teste de Duncan para comparacfes multiplas. Em
todas as analises de testes nociceptivos, quando comparamos
somente dois grupos experimentais, foi utilizado o teste t néo-
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pareado e o resultado foi considerado estatistico quando um nivel
de significAncia de pelo menos P<0,05 foi detectado. Como em
nenhum dos resultados observamos alteracdo na primeira fase do
teste de formalina, a representacéo dos resultados nos graficos esta
relacionada somente a segunda fase (F2: 5- 35 min) do teste de
formalina intra-articular. Somente no teste de formalina na pata a
analise ocorreu na segunda fase (F2: 10- 25 min).

A analise estatistica que compara a variacdo 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<0,05 foi detectado, foi
seguido pelo teste de Duncan para comparagbes multiplas.
Entretanto, quando se comparou 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<0,05 foi detectado. A andlise estatistica que compara a
expressdo da proteina do receptor Y1 foi feita através da analise de
variancia (ANOVA) de uma via simples. Quando um nivel de
significancia de pelo menos P<0,05 foi detectado, foi seguido pelo
teste de Newman keuls para comparagdes multiplas.
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4- RESULTADOS

4.1 - Efeito da administracao sistémica da cetirizina na resposta
nociceptiva, edema e extravasamento plasmatico induzida por
formalina intra-articular.

Apos se verificar que a administragdo de loratadina de forma
sistémica e local foi somente hipernociceptiva (Martins et al., 2006;
Souza-Silva, 2009) e com 0 objetivo de aprofundar o conhecimento
sobre o papel do receptor H1 no modelo de nocicep¢éo articular
induzida por formalina 1,5%, foram administradas diferentes
concentragcdes de outro antagonista periférico do receptor H1,
cetirizina (0,01; 0,1; 1; 10 mg/kg - i.p.), uma hora antes da
administracdo de formalina, e avaliou-se a nocicepcdo, o edema e o
extravasamento plasmatico. Os resultados demonstram que a
cetirizina (1; 10 mg/kg — i.p. P<0,05) somente potencializou a
nocicepcdo (Fig. 5) e nenhuma dose alterou o edema e o
extravasamento de plasma (Tabela 3) induzido pela formalina intra-
articular.

60 1 Controle
O CET 0.01 mg
501 4 CET 0.1 mg
¥* CET1mg*
404 # CET10mg*

%)
rd

)
s

-
o
r
»

Tempo de Elevagao da Pata (s)

10 15 20 25 30 35 40
Tempo (min)

Figura 5 - Efeito da administracdo sistémica de cetirizina no teste de
incapacitacao articular induzido por formalina. CET (mg/kg) foi
administrada pela via intraperitoneal uma hora antes da formalina. Somente
ocorreu alteragdo no comportamento nociceptivo na segunda fase (F2 5-35
min.) comparado ao grupo-controle (formalina). CET significa cetirizina.
Valores sdo apresentados como a média de seis animais (n=6). Os
resultados representam a média + EPM e * indica a diferenga estatistica
significante em nivel de P<0,05. Os resultados foram analisados por ANOVA
de duas vias, seguido pelo teste de Duncan.

o
[3)]
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4.2 - Efeito da administracao sistémica da cetirizina na resposta
nociceptiva térmica no teste de retirada da cauda.

Em virtude de observarmos o efeito hipernociceptivo dos
antagonistas do receptor H1 de histamina, apés o estimulo
nociceptivo quimico induzido pela formalina no tecido profundo
articular, fomos observar se através de outro tipo de estimulo
nociceptivo experimental, o perfil de resposta se mantinha. Desse
modo, administrou-se a mesma dose de cetirizina (1 mg/kg — i.p) que
foi hipernociceptiva no teste de formalina articular, e a cetirizina nédo
alterou o limiar de retirada da cauda induzido por estimulo
nociceptivo térmico no teste do “tail flick” (Fig. 6).
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Figura 6 - Efeito da administracdo sistémica de cetirizina no teste de
retirada da cauda induzido por estimulo térmico. CET (mg/kg) foi
administrada pela via intraperitoneal uma hora antes da exposi¢do ao
primeiro estimulo térmico. Foi realizada a média de laténcia (s) de retirada da
cauda apOs trés avaliagbes para cada animal. CET significa cetirizina.
Valores sdo apresentados como a média de seis animais (n=6). Os
resultados representam a média + EPM e foram analisados por teste t ndo
pareado.
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4.3 - Efeito da administracao local do estabilizador de membrana
de mastécito na resposta nociceptiva, edema e extravasamento
plasmatico induzida por formalina intra-articular.

A influéncia dos antagonistas do receptor H1 na nocicepcao
da formalina e os resultados prévios em que a administragdo de
baixas doses de histamina foi hiponociceptiva, neste mesmo modelo
(Souza-Silva, 2009), sugere que a liberacdo de histamina endégena
esteja fazendo o papel hiponociceptivo. Tendo em vista que os
mastdcitos liberam histamina na articulagdo apés sua estimulagéo,
verificou-se se a administragdo intra-articular do estabilizador de
membrana de mastdcitos, cromoglicato de sédio (0,8; 1,6; 2,4
mg/joelho), comprometeria a nocicep¢éo articular induzida por este
agente irritante. Somente a maior dose de cromoglicato de sédio (2,4
mg/joelho P<0,05) causou hiponocicepc¢do articular comparado a
formalina (controle) (Fig. 7A). Nenhuma dose de cromoglicato de
sédio (0,8; 1,6; 2,4 mg/joelho) alterou o edema e 0 extravasamento
de plasma induzido pela formalina intra-articular (Tabela 3). A partir
desse conjunto de informacdes, foi verificado se o efeito
hipernociceptivo do antagonista H1 periférico dependia, de alguma
forma, da estimulacio de mastécitos. Desse modo, foi
coadministrada uma dose subefetiva de cromoglicato de sédio (1.6
mg/joelho) com formalina intra-articular, com o tratamento prévio de
uma conhecida dose hipernociceptiva de loratadina (10 mg/kg)
(Souza-Silva, 2009). A administracdo de cromoglicato de sdodio (1,6
mg/joelho) articular preveniu o efeito hipernociceptivo da loratadina
(10 mg/kg) (Fig. 7B).
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Figura 7 - Efeito da administracdo local de cromoglicato de sédio na
presenca e na auséncia de loratadina administrada de forma sistémica
na incapacitacdo articular induzida por formalina. (A) CROMO
(mg/joelho) foi coadministrado com formalina. (B) LOR (mg/kg) foi
administrada pela via intraperitoneal uma hora antes da formalina. Somente
ocorreu alteragdo no comportamento nociceptivo na segunda fase (F2 5-35
min.), comparado ao grupo-controle (formalina). CROMO e LOR significam
Cromoglicato de sédio e Loratadina, respectivamente. Valores sé&o
apresentados como a média de seis animais (n=6). Os resultados
representam a média + EPM e * indica a diferenca estatistica significante em
nivel de P<0,05. Os resultados foram analisados por ANOVA de duas vias,
seguido pelo teste de Duncan.
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Tabela 3 - Efeito da administracdo de cetirizina, cromoglicato de
sédio e loratadina no edema e extravasamento plasmatico
induzida por formalina intra-articular.

Tratamento Dose DA (mm) EP (ug/ml)

0 0,2 £ 0,02 135+25

0,01 0,3+0,04 136+1,1

CET (mg/kg, i.p.) 0,1 0,2+0,04 10,4+1,6

1 0,3+0,04 114+24

10 0,3+0,06 10,0+ 0,6

0 0,54+0,06 | 21,5+3,6

Cromoglicato de 0,8 0,6+0,1 189+ 1,7

sédio (mg/joelho) 1,6 0,8+0,1 16,4+ 2,7

2,4 0,5+0,07 | 20,2+0.7

Cromoglicato de 1,6 05+01 | 16528
sodio (mg/joelho)

LOR (mg/kg, i.p.) +

Cromoglicato de 10+1,6 0,5+0,1 130+1,1

sédio (mg/joelho)

Tabela 3 — Abreviagbes: CET, cetirizina; LOR, Loratadina; DA, diametro
articular; EP, extravasamento plasmatico. Em todos os grupos, administrou-
se 1.5% de formalina intra-articular. Os Valores sdo apresentados como a
média de seis animais (n=6). Dose = 0 significa o grupo tratado com o
respectivo veiculo (controle). Tratamentos i.p. (mg/kg) foram administrados
uma hora antes da formalina. Cromoglicato de sddio foi coadministrado com
formalina Os resultados foram analisados por ANOVA de uma via seguido
pelo teste de Duncan.
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4.4 — Efeito da administracdo local da telemetilhistamina e do
agonista do receptor H1 na resposta nociceptiva, edema e
extravasamento plasmatico articular.

Resultados prévios do nosso grupo evidenciam que a
histamina pode promover efeitos antagdnicos de acordo com a dose
administrada (Souza-Silva, 2009). Brevemente, foi mostrado que a
histamina — em doses baixas (0,2 e 20 nmol/joelho) na articulacao
— nao promoveu comportamento nociceptivo. Ao contrario, somente
com a administracdo de doses altas (200 e 20.000 nmol/joelho) o
comportamento nociceptivo ficou evidenciado. Por outro lado, quando
a histamina foi coadministrada em doses baixas (0,2 e 20
nmol/joelho), com formalina, foi observada uma redu¢éo do tempo de
elevacdo da pata (TEP), quando comparado ao grupo-controle
(formalina) e as doses altas de histamina (200 e 20.000 nmol/joelho)
com formalina ndo tiveram efeito sobre o TEP. Esse resultado
relacionado a dose sugere que a potencializagdo da nocicep¢ao
articular induzida pela histamina pode, de alguma forma, estar
vinculada ao processo de metabolizacdo desta substancia. Assim,
verificou-se qual o papel do metabdlito da histamina intra-articular. A
telemetilhistamina (10 pmol/joelho P<0,05), coadministrada com
formalina, somente aumentou a incapacitacdo articular quando
comparada ao controle (formalina) (Fig. 8).
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Figura 8 - Efeito da administragcdao local da telemetilhistamina
coadministrada com formalina na incapacitacdo articular. TELE
(pmol/joelho) foi coadministrado com formalina. Ocorreu alteragdo no
comportamento nociceptivo na segunda fase (F2 5-35 min.) comparado ao
grupo-controle (formalina). TELE significa telemetilhistamina. Valores sdo
apresentados como a média de seis animais (n=6). Os resultados
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representam a média + EPM e * indica a diferenca estatistica significante em
nivel de P<0,05. Os resultados foram analisados por ANOVA de duas vias,
seguido pelo teste de Duncan.

Por outro lado, a observacdo que a coadministracdo de
histamina em doses baixas (0,2 e 20 nmol/joelho), com formalina,
reduziu o tempo de elevacédo da pata (TEP) quando comparado ao
grupo-controle (formalina) (Souza-Silva, 2009), somado ao conjunto
de resultados que mostram o envolvimento do receptor H1 na
resposta da formalina intra-articular, estimulou a analise do papel do
agonista do receptor H1 (2-PEA), coadministrado com formalina intra-
articular. A administracdo de 2-PEA em doses baixas (0,05; 0,5 e 5
nmol/joelho) promoveu hiponocicepcdo (P<0.05). Ao contrério,
somente a dose mais alta de 2-PEA (500 nmol/joelho) aumentou o
TEP induzido pela formalina (P<0,05) (Fig. 9A). A administracdo de
cetirizina (0.1 mg/kg - i.p.), uma hora antes, preveniu o efeito
hiponociceptivo do 2-PEA (5 nmol/joelho), combinado com formalina
intra-articular (Fig. 9B). Nenhum tratamento afetou o extravasamento
plasmatico ou o diametro articular induzido por formalina (Tabela 4).
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Figura 9 - Efeito da coadministracdo do agonista do receptor H1 com
formalina (A) ou com a administracdo sistémica de cetirizina (B) no
comportamento nociceptivo induzido por formalina intra-articular. 2-
PEA (nmol/joelho) foi coadministrado com formalina. CET (mg/kg - ip) foi
administrado uma hora antes da formalina. Somente ocorreu alteracdo no
comportamento nociceptivo na segunda fase (F2 5-35 min.) comparado ao
grupo controle (formalina). 2-PEA e CET significam 2-piridiletilamina e
cetirizina. Valores sdo apresentados como a média de seis animais (n=6). Os
resultados representam a média + EPM e * indica a diferenca estatistica
significante em nivel de P<0,05. Os resultados foram analisados por ANOVA
de duas vias, seguido pelo teste de Duncan.
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4.5 - Efeito do agonista do receptor H1 na pata coadministrado
com formalina sobre a resposta nociceptiva.

A partir desse conjunto de observacdes, somado aos
resultados com os anti-histaminicos H1 no modelo de formalina, no
tecido profundo articular, avaliou-se a participacdo do receptor H1
durante o mesmo tipo de estimulo quimico, porém no tecido
superficial da pata. Ao contrario do observado no joelho, a
coadministracdo da mesma dose de 2-PEA (5 nmol/pata P<0,05)
com formalina aumentou os comportamentos nociceptivos quando
comparado ao grupo-controle (formalina) (Fig. 10).
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Figura 10 - Efeito da coadministragcdo do agonista do receptor H1 com
formalina na pata. 2-PEA (nmol/pata) foi administrado sozinho ou
coadministrado com formalina intraplantar. Somente ocorreu alteragdo no
tempo de comportamentos nociceptivos na segunda fase (F2 10-25 min.),
comparado ao grupo-controle (formalina 1,5 %). 2-PEA significa 2-
piridiletilamina. Valores sdo apresentados como a média de seis animais
(n=6). Os resultados representam a média + EPM e * indica a diferenca
estatistica significante em nivel de P<0,05. Os resultados foram analisados
por ANOVA de duas vias, seguido pelo teste de Duncan.
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Tabela 4- Efeito da administracdo de 2-PEA coadministrado com
formalina e cetirizina sistémica no edema e extravasamento
plasmaético intra-articular.

Tratamentos Dose DA (mm) EP (ug/ml)
2-PEA (nmol/joelho) 0 0,4 +0,04 192+1,8
0,05 0,2 £ 0,03 23,3+4.22

0,5 0,2 £ 0,04 185+1,1

5 0,3+0,06 175+25

500 0,3+0,05 21,4+2,1

CET (i.p.) + 2-PEA [ 0,1+5| 0,3+0,07 16,6 +24

Tabela 4 - Abreviagdes: CET, cetirizina; 2-PEA, 2-piridiletilamina; DA,
didmetro articular; EP, extravasamento plasmatico. Exceto a histamina
sozinha, todos os outros tratamentos no joelho foram coadministrados com
formalina. Dose = O significa o grupo tratado com o respectivo veiculo
(controle). Tratamentos i.p. foram administrados uma hora antes da
formalina. Os valores s&o apresentados como a média de seis animais (n=6).
Os resultados foram analisados por ANOVA de uma via, seguido pelo teste
de Duncan.
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4.7 — Efeito da administracdo de morfina na medula espinhal ou
como coadjuvante da hiponocicepcao evocada pelo agonista H1
coadministrado com formalina intra-articular.

A partir dos resultados anteriores em que se verificou que o
extravasamento de plasma ndo esta diretamente relacionado ao
efeito hiponociceptivo da histamina ou do agonista H1 (2-PEA),
coadministrado com formalina intra-articular, foi verificado se essa
inesperada hiponocicepcdo poderia, de alguma maneira, ser um
coadjuvante nos tratamentos de nocicepgao articular ja existentes. E
amplamente conhecido que a morfina administrada na medula
espinhal atua em neurbnios que controlam as aferéncias
nociceptivas periféricas (Millan, 1999). A faixa de dose para morfina
(24 e 90 nmol/medula), referenciada na literatura (Brock e Tonussi,
2008), foi antinociceptiva neste modelo (dados ndo mostrados). A
dose de morfina (9 nmol/medula P<0.05) foi antinociceptiva e doses
mais baixas (0,09 e 0,009 nmol/medula) ndo apresentaram efeito
(Fig. 11A). Em seguida, verificou-se que a administragdo de uma
dose subefetiva de morfina (0,009 nmol/medula) foi potencializada
pela administragdo de uma também subefetiva dose de 2-PEA
(0,005 nmol/joelho) intra-articular (Fig. 11B P<0,05).
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Figura 11 - Efeito da morfina administrada sozinha na medula espinhal
ou com 2-PEA intra-articular na incapacitacéo articular induzida por
formalina. MOR (nmol/medula) foi administrada pela via intratecal 20
minutos antes da formalina. 2-PEA (nmol/joelho) foi coadministrado com
formalina. Somente ocorreu alteracdo no comportamento nociceptivo na
segunda fase (F2 5-35 min.), comparado ao grupo-controle (formalina). MOR
e 2-PEA significam morfina e 2-piridiletilamina, respectivamente. Valores sédo
apresentados como a média de seis animais (n=6). Os resultados
representam a média + EPM e * indica a diferenca estatistica significante em
nivel de P<0,05. Os resultados foram analisados por ANOVA de duas vias,
seguido pelo teste de Duncan.
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4.8 — Efeito do antagonista e do agonista do receptor Y1 na
medula espinhal na nocicepcédo evocada pela administracédo de
formalina intra-articular e a reversdo do efeito hiponociceptivo
do 2-PEA no joelho pela administracdo de BIBO 3304 na medula
espinhal.

A partir do conjunto de resultados mostrados, investigou-se
0 mecanismo pelo qual a estimulacdo do receptor H1 articular
estaria promovendo hiponocicepc¢ao. Na literatura, € mostrado que o
receptor de histamina tipo H1 esta localizado no ganglio da raiz
dorsal (GRD), em fibras de pequeno diametro e marcadas com
neuropeptidio Y (NPY) (Kashiba et al., 2001). Uma vez que o NPY
demonstra ser antinociceptivo na medula espinhal (Smith et al.,
2007), hipotetizamos que a ativacao articular do receptor H1 poderia
liberar NPY na medula espinhal e, assim, estar-se-ia observando o
efeito hiponociceptivo.

Inicialmente observou-se que as doses mais baixas de
ambas as substancias, Leu*! Pro* NPY (0,07 pmol) agonista Y1 e
BIBO 3304 (0,4 umol) antagonista Y1, ndo tiveram efeito. As doses
de Leu® Pro* NPY (0,7; 7 pmol/medula) diminuiram o TEP evocado
pela administracéo intra-articular de formalina (Fig. 12A P<0,05). As
doses referenciadas para o antagonista (Smith, 2007; Solway et al.,
2011) foram vistas como antinociceptivas no atual modelo. Por essa
razao, utilizamos doses mais baixas de BIBO 3304 (4 pmol/medula
P<0,05), que foram hipernociceptivas (Fig. 12B). Em seguida,
verificou-se que a administracdo de uma dose subefetiva de BIBO
3304 (0,4 pmol/medula) preveniu o efeito hiponociceptivo do
agonista H1 2-PEA (5 nmol/joelho) (Fig. 12C) coinjetado com
formalina intra-articular, sugerindo que o NPY na medula espinhal
esta envolvido com a antinocicep¢éo evidenciada pela ativagédo do
receptor H1 no joelho.
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Figura 12 - Efeito da administracdo de agonista (A) e antagonista (B) do
receptor Y1 na medula espinhal na incapacitacao articular induzida por
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formalina e a reversdo do efeito hiponociceptivo do 2-PEA no joelho
pela administracdo de BIBO 3304 na medula espinhal (C): LPNPY
(umol/medula) e BIBO (umol/medula) foram administrados pela via intratecal
20 minutos antes da formalina intra-articular. 2-PEA foi coadministrado com
formalina. Somente ocorreu alteracdo no comportamento nociceptivo na
segunda fase (F2 5-35 min.), comparado ao 3grupo controle (formalina).
LPNPY, BIBO e 2-PEA significam Leu® Pro®* NPY, BIBO 3304 e 2-
piridiletilamina, respectivamente. Valores sdo apresentados como a média de
seis animais (n=6). Os resultados representam a média + EPM e * indica a
diferenca estatistica significante em nivel de P<0,05. Os resultados foram
analisados por ANOVA de duas vias, seguido pelo teste de Duncan.



44

4.9 - Efeito da administracdo da neurotoxina NPY-SAP na
medula espinhal sobre a expressdo do receptor Y1 na medula
espinhal e também sobre o efeito hiponociceptivo do 2-PEA
articular.

Os resultados  anteriores  evidenciaram que a
hiponocicepgdo mostrada com a administragdo intra-articular do
agonista H1 esta de algum modo sendo modulada pelo receptor Y1
na medula espinhal. Assim, verificou-se, através da técnica western
blot, a expressdo do receptor Y1 na medula espinhal, e se a
auséncia deste receptor no segmento lombar da medula espinhal
poderia influenciar a hiponocicepcdo observada pelo agonista H1.
Utilizando um tratamento de sucesso, relatado na literatura (Wiley et
al., 2009), um grupo de animais recebeu a administragéo intratecal
do conjugado da neurotoxina NPY-sap (750 ng) na medula espinhal
(L4-L5), 14 dias antes do teste experimental. Os resultados
mostraram que o receptor Y1 € expresso na medula espinhal de
animais naive (PBS), e nenhuma diferenca estatistica foi observada
entre 0s grupos-controle PBS e Blank-sap (750 ng). No entanto, a
administracédo espinhal da neurotoxina NPY-sap (750 ng) diminuiu a
expressao do receptor Y1 no segmento lombar (L4-L5), comparado
ao grupo-controle (Blank-sap 750 ng P<0,05). A mesma diferenca foi
observada nos animais que receberam 2-PEA e formalina no joelho
(Fig. 13). A diminuicdo da expressédo do receptor Y1 no grupo NPY-
sap (750 ng) preveniu a nocicepcdo evocada pela formalina intra-
articular e também promoveu a perda do efeito hiponociceptivo
observado pelo agonista do receptor H1 (2-PEA 5 nmol/joelho),
coadministrado com formalina intra-articular, comparado ao grupo
controle Blank-sap (750 ng) e 2-PEA no joelho (Fig. 14).
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Figura 13 - Niveis de expressao total da proteina do receptor Y1 no
segmento lombar (L4-L5): PBS, B-sap (750 ng/medula) e NPY-sap (750
ng/medula) foram administrados pela via intratecal 14 dias antes da
formalina. 2-PEA (5 nmol/joelho) foi coadministrado com formalina. Os
painéis NPY1R e Actina mostram a expressdo de ambas as proteinas em
dois animais por cada grupo. Os valores das barras mostram a razéo entre a
expressao do receptor Y1 e a actina, e os resultados sdo apresentados como
a média + EPM de 3-5 animais (n= 3-5). * indica a diferenca estatistica
significante em nivel de P<0,05. Os resultados foram analisados por ANOVA
de uma via, seguido pelo teste de Newman Kills.
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Figura 14 - Efeito da administracdo da neurotoxina NPY-sap na
nocicepcao articular induzida pela formalina. PBS, B-sap (750 ng/medula)
e NPY-sap (750 ng/medula) foram administrados pela via intratecal 14 dias
antes da formalina. 2-PEA (5 nmol/joelho) foi coadministrado com formalina.
Valores sdo apresentados como a média de seis animais (n=6). Os
resultados representam a média + EPM e * indica a diferenga estatistica
significante em nivel de P<0,05. Os resultados foram analisados por ANOVA
de duas vias, seguido pelo teste de Duncan.
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4.11 — Hiponocicepcéao da tripsina coadministrada com formalina
intra-articular e a reversao por naloxona.

Até o presente momento os resultados apontam para a
existéncia de um mecanismo antinociceptivo envolvendo a medula
espinhal apos a estimulacdo articular do receptor H1. Tendo em
vista a nogdo que o receptor H1 é relacionado com a sensacéo de
prurido na pele (Schmelz, 1997), verificou-se se a ativacdo de outro
receptor, considerado pruritogénico no tecido cutdneo PAR-2
(Steinhoff et al., 2000; 2003), poderia ter um perfil de acgéo
semelhante apdés a administracao articular. A dose mais baixa de
tripsina (0,04 pmol/joelho), agonista do receptor PAR-2,
coadministrado com formalina, ndo proporcionou efeito. No entanto,
as doses altas de tripsina (4 e 400 pmol/joelho P<0,05) diminuiram o
TEP quando comparado ao grupo-controle (formalina) (Fig. 15A).
Assim, fomos verificar o envolvimento do receptor Y1 medular nesse
efeito antinociceptivo. A administracdo na medula espinhal de BIBO
3304 (0,4 pmol/medula), 20 minutos antes, na mesma dose
mostrada que reverte o efeito hiponociceptivo do agonista H1 no
joelho, ndo alterou o efeito hiponociceptivo da tripsina (400
pmol/joelho P<0,05) coadministrado com formalina intra-articular
(Fig. 15B). Porém, a mesma dose do antagonista opioide naloxona
(1 mg/kg), que preveniu a antinocicep¢do da morfina (4 mg/kg
P<0,05), também preveniu o efeito hiponociceptivo da tripsina (400
pmol/joelho P<0,05) intra-articular (Fig. 15C).
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Figura 15 - Hiponocicepcdo da tripsina (A) coadministrada com
formalina intra-articular, inefetividade de efeito do BIBO 3304 (B) e a
reversdo do efeito hiponociceptivo da tripsina por naloxona (C). TRP
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(pmol/joelho) foi coadministrado com formalina intra-articular. BIBO
(umol/medula) foi administrado pela via intratecal (20 min.). MOR (mg/kg) e
NLX (1mg/kg) foram administrados pela via subcutanea (30 min.) antes da
formalina. Somente ocorreu alteracdo no comportamento nociceptivo na
segunda fase (F2 5-35 min.) comparado ao grupo-controle (formalina). TRP,
BIBO, MOR e NLX significam tripsina, BIBO 3304, morfina e naloxona,
respectivamente. Valores sdo apresentados como a média de seis animais
(n=6). Os resultados representam a média + EPM e * indica a diferenca
estatistica significante em nivel de P<0,05. Os resultados foram analisados
por ANOVA de duas vias, seguido pelo teste de Duncan.
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5- DISCUSSAO

Os resultados mostraram que o antagonista do receptor H1
periférico, cetirizina, potencializou o comportamento nocifensivo
evocado pela formalina sem alterar o edema e o extravasamento
plasmatico induzido por este agente irritante. Resultados prévios do
nosso grupo ja haviam mostrado que a administracdo de outros
antagonistas do receptor H1 — meclisina, prometazina e também
loratadina, que pouco ultrapassa a BHE — potencializaram a
nocicepcao articular induzida pela substéncia quimica formalina
(Martins et al., 2006; Souza-Silva, 2009). Tinhamos especulado que
o efeito bloqueador do antagonista do receptor H1 sobre as células
endoteliais vasculares poderia dificultar a drenagem de formalina do
espago sinovial, e o efeito hipernociceptivo do antagonista do
receptor H1 periférico passaria a ser observado (Martins et al.,
2006). No entanto, o conjunto de resultados descartou essa
possibilidade e, apesar de o bloqueio local do receptor H1
marginalmente influenciar o extravasamento plasmético (Souza-
Silva, 2009), tais resultados suportam a ideia de que os dois
fendmenos ndo estao diretamente relacionados neste modelo. Além
disso, demonstrou-se que o bloqueio da degranulacao de mastocitos
foi importante para modular a nocicepc¢édo induzida pela formalina e
também a hipernocicepcdo observada com o antagonista do
receptor H1l, sem qualquer influéncia sobre o edema e o
extravasamento plasmatico. Desse modo, pode-se sugerir que o
efeito hipernociceptivo dos anti-histaminicos H1 deva envolver os
receptores H1 localizados em fibras sensoriais articulares e, além
disso, também sugerir um papel hiponociceptivo para a histamina
liberada dos mastdcitos atuando sobre o receptor H1 na articulacao.

Desde o inicio do século passado, no entanto, postula-se
gue a histamina € um mediador pré-nociceptivo, atuando em fibras
sensoriais periféricas (Rosenthal et al., 1939; Mobarakeh et al.,
2000; 2002; Parada et al.,, 2001). Essa relacdo comecou a ser
construida inicialmente pela agdo da substancia conhecida na época
como 2786 R.P, que manifestava ser antagonista das acbes da
histamina. Nesses experimentos, foi observado que a administracéo
de 2786 R.P abolia a resposta nociceptiva provocada por beliscéo,
picadas ou corte em animais (Rosenthal et al., 1939).
Posteriormente, Dews e colaboradores (1946) conduziram um
estudo em que demonstraram que o composto 2786 R.P, conhecido
atualmente como pirilamina, tinha potencial analgésico oito vezes
maior que narcoticos, em ratos, e tais efeitos foram considerados
como semelhante a agdo da lidocaina. Desse modo, inicialmente foi



52

sugerido um papel pré-nociceptivo para histamina no tecido
periférico, e estudos subsequentes avancaram no intuito de
desvendar os mecanismos pelo qual a histamina atua na
nocicepcao.

Estudos mais atuais, entretanto, mostram que a pirilamina,
além de bloquear o receptor H1, também atua como anestésico local
(Rumore et al., 1985; Hazem et al., 2009). Evidenciar um papel pro6-
nociceptivo para histamina no tecido periférico, a partir da acédo
antagonista de alguns farmacos anti-histaminicos, principalmente os
de primeira gera¢do, apos uma administracdo local se torna
complicado devido a baixa seletividade que algumas destas drogas
tém sobre o receptor H1 (Raffa, 2001). De modo geral, o que é
observado com a administracdo de farmacos anti-histaminicos H1,
mas nao todos, € um efeito antinociceptivo em diferentes modelos
de dor (Raffa, 2001). No entanto, essa acdo é atribuida aos
farmacos de primeira geracdo que, devido a sua lipossolubilidade
tém capacidade de atingir o sistema nervoso central (SNC). O
acesso ao sistema nervoso central poderia explicar os resultados
antinociceptivos e, ao contrario, pré-nociceptivo, de acordo com a
dose, observado com alguns anti-histaminicos H1 com agéo central
apos a administracdo sistémica (Martins et al., 2006; Souza-Silva,
2009). A mesma dose de cetirizina que observamos promover
hipernocicepgdo no teste de formalina, no tecido profundo né&o
alterou o limiar nociceptivo de retirada da cauda no teste térmico do
“tail flick”. Isso poderia sugerir um papel exclusivo dos anti-
histaminicos H1 sobre a nocicepcdo em tecido articular. Entretanto,
o efeito analgésico dos anti-histaminicos com acao central, com alta
seletividade para o receptor H1, é perdido em testes como o “tail
flick”, em que o mecanismo de reflexo nociceptivo ocorre através da
ativacdo de estruturas periféricas e medulares, ndo envolvendo
regibes supramedulares (Raffa, 2001). Esses achados — somados
aos resultados em que se observa o aumento da nocicep¢éo apos a
administracdo local do agonista H1 nas estruturas cerebrais
envolvidas no controle de dor, substancia cinzenta periquedutal
(PAG) e nucleo magno da rafe, nos mais variados tipos de testes de
dor (Malmberg-Aiello, 1998) — ndo descartam a eficiéncia de alguns
anti-histaminicos H1 de primeira geracdo em promover analgesia
quando atuam no SNC, mas indica a nocdo de que a histamina, no
tecido periférico, ndo estda envolvida com a sensacdo de dor
(Schmelz et al., 1997).

Além da funcdo analgésica, os anti-histaminicos do receptor
H1 com acao central também possuem reconhecida funcéo
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antialérgica, o que sugere a histamina como responséavel por atuar
centralmente sobre diferentes sensagfes de origem periférica, e que
estruturas comuns no cérebro estdo envolvidas na mediacdo do
prurido e dor. No entanto, o conhecimento clinico mostra que os
anti-histaminicos do receptor H1 de segunda geracdo possuem
somente fungdo antialérgica e ndo analgésica. Isso reforga um papel
pré-nociceptivo para histamina no SNC. Porém, deixa incerto o
papel da histamina com a dor no tecido periférico.

Nossos resultados demonstraram que a administracéo local
do agonista H1 (2-PEA) potencializou o efeito da formalina no tecido
cuténeo da pata, e isto poderia evidenciar um papel proé-nociceptivo
para histamina na pele (Parada et al., 2001). No entanto, outra fonte
de acdo que ndo pode ser descartada é o prurido. Na pele de
animais, ele ndo é adequadamente diferenciado de nocicepc¢ao nos
modelos comportamentais (Shimada e La Motte 2008; La Motte et
al., 2011). Contudo, inumeros trabalhos que mostram o disparo de
fibras aferentes primarias pela histamina (Schmelz et al.,, 1997;
Herbert et al., 2001; Nicolson et al., 2002) relacionam essa acéo
com a sensacédo de coceira, e ndo com dor, em humanos (Schmelz
et al., 1997). Desse modo, a soma de comportamentos semelhantes
apés a administracdo de substancias na pata poderia ser mal
interpretada como sensibilizacdo (Schmelz et al., 1997).

Além das contradigBes sobre a interpretacdo dos resultados
comportamentais ap6s a administracdo de histamina no tecido
periférico cutaneo de animais (Kuraishi et al., 1995; Shimada e La
Motte., 2008; La Motte et al., 2011), os comportamentos
evidenciados como nociceptivos sdo principalmente observados
apos uma elevada concentracdo de histamina administrada tanto no
tecido cuténeo (Parada et al., 2001) quanto na articulacéo (Ting et
al., 2009; Souza-Silva, 2009) de animais. Isso se encontra acima da
concentracdo de histamina que poderia ser liberada de maneira
enddégena, apos um estimulo quimico nos tecidos (Hardwick,1954).
Desse modo, o conjunto de resultados suporta a ideia de que ao
menos no tecido profundo articular a histamina enddgena pode ser
antinociceptiva. Apesar de ser dificil precisar a exata concentracdo
de histamina liberada por mastdcitos articulares em um momento de
degranulacdo, é bem conhecido que as células do peritbneo de
ratos, além de histamina, contém serotonina com uma proporcao
aproximada de 100 — 30 (Enerbadck e Wingren, 1980). A
concentracdo de ambas na pele é relativamente menor quando
comparada ao peritbneo (Beaven et al., 1983; Enerbéck e Wingren,
1980). Assim, é razoavel concluir que os mastécitos cutédneos de
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rato liberam entre 10 — 30 pg de histamina por célula (Soll, 1981;
Beaven, 1983). Na auséncia de artrite, os mastdcitos estdo
localizados dispersamente no tecido conjuntivo, formando até 3% de
todas as células da articulagdo (Nigrovic e Le, 2004). Como a
concentracdo de mastocitos no tecido articular € menor, se
comparada a pele, é provavel que a concentragdo de histamina
disponivel na articulacdo seja inferior a observada no tecido
cuténeo. Isso sugere que a concentracdo de histamina administrada
intra-articular, que evoca comportamento nociceptivo (Ting et al.,
2009; Souza-Silva, 2009), ndo esteja relacionada a concentracao
endodgena de histamina.

Em estudo eletrofisiolégico no joelho de gatos, é claramente
mostrado que a concentracdo de histamina administrada intra-
articular estéd diretamente relacionada ao tipo de aferente primario
ativado (Herbert et al., 2001). Esse estudo evidenciou que a dose de
histamina que promove resposta nociceptiva (Ting et al., 2009)
ultrapassou a concentracdo de histamina que ativa a fibra aferente
priméria com menor sensibilidade a este agente quimico (Herbert et
al., 2001). Além disso, algumas das fibras articulares respondem a
histamina com concentra¢cdes muito baixas, cerca de um bilh&o de
vezes menor que a dose administrada na articulagdo nos ensaios
comportamentais nociceptivos habituais (Ting et al., 2009). Adlesic e
colaboradores (2007) mostram que a faixa de concentracdo de
histamina normalmente encontrada no fluido sinovial de humanos
com ou sem artrite €, no minimo, 1000 vezes menor que a dose
utilizada para provocar nocicepcdo (Ting et al., 2009). Esses
achados reforcam a ideia de que a concentracdo de histamina
utilizada nos ensaios nociceptivos pode nao condizer com a fungéo
fisioldgica da histamina na articulagéo.

Os resultados demonstraram que o estabilizador de
membrana de mastdcitos, cromoglicato de sodio, modulou a
nocicepcao induzida pela formalina, bem como a hipernocicepgéo
observada com o antagonista do receptor H1l, sem qualquer
influéncia sobre o edema e o extravasamento plasmatico. Esse
resultado reforcou a ideia de agdo hiponociceptiva para a histamina
enddgena na articulacdo. Os achados demonstram que a serotonina
possui caracteristica pré-nociceptiva, inclusive no teste de formalina
intra-articular (De Oliveira, 2010). Sugerem que, apés a estimulacéo
dos mastocitos, esses mediadores tendem a produzir efeitos
antagbnicos na articulacdo de ratos e que, aparentemente, um
balanco na concentracdo de ambos pode definir o caminho da
nocicepcao. Além disso, resultados prévios do nosso grupo
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apontaram que, em doses proximas ao que se poderia encontrar
ap6s uma liberacdo endogena, a administragdo de histamina (0.2 e
20 nmol) ndo apresentou comportamento nociceptivo. Ao contrario,
somente com a administracdo de doses elevadas (200 nmol e 20
pmol), bem acima da concentragdo fisiolégica articular, o
comportamento nociceptivo ficou evidenciado (Souza-Silva, 2009).
Segundo Adlesic e colaboradores (2007), a faixa de concentracéo
de histamina encontrada no tecido articular de humanos — com ou
sem artrite, quando administrada no joelho de animais naive — néo
é capaz de desenvolver qualquer tipo de resposta inflamatoria
articular (Adlesic et al., 2007). Isso reforca a hipGtese que em
concentracdes fisiolégicas a histamina ndo atua como mediador pro-
nociceptivo ou até mesmo pro-inflamatério. Ao contrario, os achados
mostram que a administracdo de agonista seletivo do receptor H1
promoveu efeito anti-inflamatério, diminuindo a migracdo de
neutrofilos. J& a inibicdo da producdo de algumas citocinas pro-
inflamatérias (Bury et al., 1992; Hirasawa et al., 1991) pode sugerir
gue a liberacédo de histamina enddgena contribua para resolucao do
quadro inflamatério e também possa influenciar negativamente a
nocicepc¢éao articular.

A administracdo de doses baixas de histamina intra-articular,
em concentrac¢do proxima a encontrada no fluido sinovial (Adlesic et
al., 2007), que sozinha ndo promoveu efeito nociceptivo, quando
coadministrada com formalina foi hiponociceptiva (Souza-Silva,
2009). Além disso, nossos resultados mostram que 0 agonista
seletivo do receptor H1 (2-PEA) promoveu hiponocicepg¢éo, e este
efeito foi revertido pela administragéo sistémica da cetirizina. Desse
modo, nosso conjunto de resultados evidencia que a histamina intra-
articular, através da ativacdo do receptor H1l, pode modular
negativamente a nocicepcdo evocada pela formalina e a auséncia
de efeito vascular pela histamina (Souza-Silva, 2009), como também
pelo agonista H1, sugere que este efeito ocorra provavelmente em
fibras sensoriais articulares que expressam este receptor.

Em estudo de cultura de aferentes primarios de roedores
adultos, alguns subtipos de neurdnios sensoriais com pequeno
didmetro apresentaram aumento da concentragdo de caélcio
intracelular apés a administracdo de histamina em baixas doses
(Nicolson et al., 2002). Nestes, a magnitude do influxo de calcio no
meio intracelular ndo foi alterado pelo aumento de agonistas,
sugerindo a existéncia de um processo de saturacdo dos neurdnios.
No entanto, quando € aumentada a concentracdo de histamina,
outros neurbnios passam a responder com o influxo de calcio



56

(Nicolson et al., 2002). Tais achados mostram que doses altas de
histamina ndo sdo capazes de alterar o influxo de célcio em uma
fibra, mas sim recrutar outros tipos de neurbnios anteriormente
insensiveis a doses baixas. Talvez o recrutamento de diferentes
subtipos de neurdnios pela histamina, relacionado a dose, possa
explicar o comportamento nociceptivo observado pela administracdo
de altas doses de histamina (Souza-Silva, 2009) e também pelo
agonista H1 (2-PEA), como também ja foi observado em outros
estudos com animais (Parada et al., 2001; Ting et al., 2009) e em
humanos (Baron et al., 2001). O influxo de célcio evocado pela
histamina foi bloqueado pelo antagonista do receptor H1 e nenhum
efeito foi observado com o antagonista do receptor H2 e H3, ou
ainda com antagonistas serotoninérgicos (Nicolson et al., 2002). Isso
reforca nossa idéia de que através da ativacdo do receptor H1 a
histamina module negativamente a nocicep¢ao.

Um dos principais problemas encontrados com a correta
interpretacdo farmacoldgica, apds a utilizagdo de histamina em
experimentos nociceptivos, é a possibilidade de uma acdo direta
facilitatéria sobre o receptor NMDA. O receptor NMDA possui
diferentes subtipos, sendo que o mais predominante em neurdnios
aferentes primarios de ratos € o que contém a subunidade NR2B (Li
et al., 2004). Apds o processo de metabolizacdo, a histamina é
convertida por enzimas especificas em dois metabdlitos: acido
imidalozacético e telemetilhistamina. Este dltimo é o principal
metabdlito da histamina e um agonista seletivo do sitio de histamina
no receptor NMDA localizado na subunidade NR2B, porém néo atua
sobre os receptores de histamina (Burban et al., 2010). A injecdo de
grandes quantidades de histamina no tecido provavelmente resulta
em elevada concentracdo deste metabdlito e os resultados dos
nossos experimentos demonstraram que a coinje¢do de
telemetilhistamina no joelho somente potencializou a nocicep¢éo
elicitada pela formalina. Assim, € concebivel que esse efeito
facilitador sobre os receptores NMDA promova comportamento
nociceptivo e também potencialize a nocicepcdo evocada por
agentes irritantes, como a formalina.

Neste estudo, a ideia de modulacdo da nocicepcdo pela
ativacdo de neurbnios periféricos através da histamina no tecido
articular pode ser partilhada pela proposta de alguns pesquisadores
que evidenciam a existéncia de um mecanismo de interacdo na
medula espinhal, entre as vias de prurido e dor no tecido cutaneo
(Craig, 2002; Ikoma et al., 2003; 2006). Nesta proposta é mostrado
gue a percepcdo de coceira faz parte de uma via especifica
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pruritogénica que envolve estruturas no sistema nervoso periférico e
central (Schmelz et al., 1997; Andrew e Craig, 2003; Davidson et al.,
2007). Assim, a sensacdo de prurido evocada pela histamina pode
ser blogueada tanto pelo ato de cogar como também por diferentes
estimulos dolorosos (mecanicos, térmicos e quimicos) que ativam os
nociceptores (Ward et al., 1996). Segundo as afirmacfes de Nilson e
colaboradores (1997), a estimulacdo elétrica no tecido cutaneo
reduz o prurido induzido pela administracdo de histamina na pele,
em uma area que excede a regido estimulada eletricamente por até
10 centimetros, 0 que sugere a ideia de um mecanismo de acao
central.

A administracdo sistémica ou intraespinhal de morfina tem,
em alguns casos, o resultado adverso de prurido, e essa sensacao
de coceira ndo estd relacionada a qualquer estimulo periférico em
aferente primario (Andrew et al., 2003). Ao contrario, é visto que a
administragdo de antagonistas p-opioide tém ac¢&o antipruritogénica
em protocolos de prurido experimental e, muitas vezes, séo
utilizados para o tratamento do prurido cronico (Heyer et al., 1997).
E importante notar que os neurdnios espinhais sinalizadores das
informacdes de prurido ao tdlamo ndo possuem atividade
espontanea na auséncia de estimulos periféricos (lkoma et al.,
2003). Assim, os neurbnios na medula espinhal, que transmitem a
informacao nociceptiva, provavelmente possuem atividade continua
e acredita-se ser este 0 mecanismo responsavel por suprimir a
atividade de neurbnios de projecdo que transmitem a informacao
pruritogénica ao tadlamo (lkoma et al., 2003). Nessa visdo, a
atividade da via de processamento da dor previne que a sensacao
de coceira seja sentida continuamente. Desse modo, é proposto que
a inibicdo dos neur6nios que processam a dor na medula espinhal
(ex. agonista opioide) torna insuficiente a supressdo dos neurdnios
envolvidos com a via de coceira no segmento espinhal que, por sua
vez, passa a ser observada (lkoma et al., 2003).

Esse conjunto de informacdes favorece a ideia de que a
nocicepcdo tem uma relacdo antagbnica com o prurido. E,
aparentemente, o balanco entre esses dois sistemas determinara
qual serd a sensacdo prevalente final por um mecanismo de
silenciamento reciproco em nivel medular. Portanto, acredita-se que
embora ndo promova a mesma sensacdo observada na pele, é
plausivel que substancias consideradas pruritogénicas, quando
liberadas no tecido profundo articular, ativem um mecanismo
homdlogo ao encontrado no tecido cutédneo e isto exerca uma
modulacdo negativa sobre as vias nociceptivas na medula espinhal.
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As fibras articulares com sensibilidade a histamina
apresentam baixa velocidade de conducdo (Herbert et al., 2001) e
possuem semelhancas aos tipos de fibras sensiveis a histamina
encontradas nos estudos de microneurografia em pele humana
(Schmelz et al., 1997). Como a marcacao do receptor H1L somente
sdo observadas em aproximadamente 15% dos neurbnios aferentes
primarios de pequeno diametro, trigeminal e lombar (Kashiba et al.,
1999), sugere-se 0 envolvimento desse subtipo de fibra no efeito
hiponociceptivo da histamina na articulacdo. No corpo celular (GRD)
de neurdnios aferentes primarios de pequeno didametro, os niveis de
NPY sdo muito baixos (Gibson et al, 1984), mas foram
colocalizados com o receptor HL em um subconjunto de fibras com
pequeno diametro em guinea pigs (Kashiba et al., 2001).

Os resultados mostraram que o bloqueio farmacolégico ou a
diminuicdo do receptor Y1 na medula espinhal impediram o efeito
antinociceptivo produzido pela administracdo intra-articular do
agonista do receptor H1 (2-PEA). Desse modo, esses resultados
apoiam a hipotese da existéncia de um mecanismo na medula
espinhal envolvido com a antinocicepc¢do induzida pela ativacdo do
receptor H1 articular.

Os resultados decorrentes dos atuais estudos também
mostram que o NPY é liberado de maneira endégena durante a dor
articular persistente induzida pela formalina na articulacdo e produz
um efeito inibidor que paralisa os mecanismos prd-nociceptivos na
medula espinhal, de maneira semelhante ao que foi observado apo6s
estimulacdo subcutanea por formalina (Solway et al., 2011). Ainda
existe pouca informacdo sobre como a ativacdo periférica dos
receptores H1 poderia conduzir a liberacdo de NPY na medula
espinhal. Uma hip6tese interessante é que o receptor H1, localizado
em um grupo de aferentes primarios de pequeno diametro contento
NPY, poderia desempenhar tal papel, e a ativacdo do receptor H1
na articulacdo do joelho, diretamente, liberaria NPY na medula
espinhal. Ainda ndo se tem informagfes suficientes para concluir
sobre a existéncia de um mecanismo de acdo hiponociceptivo que
envolva a articulacdo do joelho e a medula espinhal. No entanto, ha
evidéncia, citada anteriormente, de um subconjunto de neurbnios
aferentes primarios de pequeno diametro que expressam receptores
H1 e neuropeptideo Y (NPY) (Kashiba et al., 2001) pode sugerir que
estas fibras, submetidas a ativacdo pelo receptor H1 na extremidade
periférica, poderiam promover a liberacdo de NPY na medula
espinhal. Um subtipo de neurdnios aferentes primarios semelhantes
aos encontrados em guinea pigs (Kashiba et al., 2001) ainda néao foi
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observado em ratos, mas alguns trabalhos mostram que o NPY foi
detectado no nervo ciatico e no GRD de ratos (Roddy et al., 1990;
Brumovsky et al., 2007). Portanto, esses achados podem sugerir a
existéncia de fibras sensoriais semelhantes, que também poderiam
ser adequadas como candidato nesta espécie.

Na coluna vertebral, o NPY foi detectado em neurdnios na
lamina Il (Ji et al., 1994) e frequentemente colocalizado com o
GABA (Laing et al., 1994; Polgér et al., 2010). Recentemente, apos
a injecdo de capsaicina na pata traseira, foi demonstrado que
aproximadamente 40% das células que contém o NPY, mas nao
outros tipos de neurbnios GABA, aumentaram a expressao de
cinases (pERK) fosforiladas, que sdo reguladas por sinais
extracelulares (Polgar et al.,, 2010), o que sugere uma ativagdo
neuronal especifica (Ji et al., 1999). Estudos eletrofisiolégicos em
fibras periféricas que apresentam sensibilidade especial a histamina
tém mostrado uma subpopulacdo de fibras com insensibilidade a
estimulos mecéanicos, que também responde a capsaicina (Schmelz
et al., 1997). Esses dados em conjunto nos sugerem que uma fibra
aferente periférica sensivel a histamina possa também promover
especificamente a liberacdo de NPY de interneurénios da medula
espinhal.

Acredita-se que a principal fonte de NPY na medula espinhal
sejam os interneurdnios do corno dorsal (Gibson et al., 1984). Nesse
local ocorre um aumento dos niveis do RNAm de NPY durante o
estado inflamatério periférico (Ji et al., 1994). No entanto, o locus
cerlleos emite proje¢Bes noradrenérgicas para a medula espinhal e
poderia também ser uma fonte de liberagdo de NPY (Everitt et al.,
1984;. Holets et al., 1988), seja durante as condi¢cdes de estresse
(Valentino et al., 1993; Sved et al., 2002) ou dor (Szabadi, 2012), e
ambas se encaixam ao estimulo nociceptivo ténico da administracédo
periférica da formalina. O efeito hiperalgésico observado apés a
administracdo do antagonista do receptor Y1 na medula espinhal
sugere que o NPY é liberado durante a estimulagdo de formalina
administrada no joelho e atua como um inibidor da sinalizaco
nociceptiva. Assim, a acdo do NPY liberado de aferentes primarios
elou sob diferentes condi¢cdes em interneurdnios poderia ter um
efeito antinociceptivo, ambos inibindo interneurdnios excitatérios
pos-sinapticos, através do receptor Y1 (Brumovsky et al., 2005).

O receptor Y1 é encontrado em neurdnios pés-sinaticos do
corno dorsal, nas laminas I-VI (Brumovsky et al., 2007). No entanto,
alguns receptores Y1 também sao encontrados pré-sinapticamente
nas laminas I-lll, particularmente em terminais de aferentes
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primarios sensiveis a capsaicina (Giuliani et al., 1989; Hokfelt et al.,
2007). O efeito antinociceptivo induzido pela liberagdo de NPY na
medula espinhal poderia ocorrer nas fibras que expressam
receptores Y1 (Gibbs et al.,, 2004). Porém, estudo eletrofisioldgico
sugere que a ativacdo do receptor Y1 nédo inibe a transmisséo
excitatoria de aferentes primarios através de uma acgéo pré-sinaptica
(Smith et al., 2007).

Neurdnios que expressam o receptor NK1 sdo abundantes
nas LI e LIII-IV (Mantyh et al., 1995; Todd et al., 2000) e tém um
papel importante na transmissdo nociceptiva para 0s centros
superiores do cérebro (Mantyh, 2002). Uma grande proporcao
desses neurbnios recebe contato sindptico direto dos interneurdnios
inibitérios GABA-NPY (Polgar et al., 1999; 2010), sugerindo que eles
também expressem receptores de NPY. No entanto, apesar de
haver muitos neurbnios que expressam o receptor Y1 em laminas
llI-V do corno dorsal (Brumovsky et al., 2006) nenhum deles tém
morfologia para o receptor NK1 (Brumovsky et al., 2007). Além
disso, a injecdo do conjugado NPY-saporina na medula espinhal,
que se acredita destruir os neurbnios que expressam o receptor Y1,
nao alterou o conteldo de receptores NK1 na medula espinal (Wiley
et al., 2009). Portanto, provavelmente o efeito antinociceptivo do
NPY ndo seja devido a uma acgdo direta nessas projecbes de
neurdnios.

O efeito antinociceptivo do agonista do receptor H1 foi
perdido em animais pré-tratados com a injecdo do conjugado NPY-
saporina, na medula espinhal. Isso refor¢ca ainda mais esta proposta
de trabalho referente a existéncia de um mecanismo de modulacéo
espinhal responséavel pelo efeito antinociceptivo da ativacdo do
receptor H1 articular. Uma vez que € necesséario para a saporina
acessar ao soma neuronal com o objetivo de produzir citotoxicidade
(Wiley e Lappi, 1994), a auséncia de efeito sobre os receptores Y1
do GRD, observado ap0s a administracdo medular de Npy-sap
(Wiley et al., 2009), sugere que a neurotoxina ndo € internalizada
nos axobnios e terminais centrais de neurbnios do GRD que
expressam o receptor Y1 ou, uma vez internalizada, a neurotoxina
Npy-sap nédo é transportada pelo axdnio para os corpos celulares do
GRD.

Algumas evidéncias sugerem que o receptor Y1 é expresso
em interneurdnios excitatérios da substancia gelatinosa, contendo
glutamato (Brumovsky et al.,, 2007). Isso € consistente com a
observagdo do efeito inibitério do agonista do receptor Y1 em
neurdnios dessa lamina e também com os dados comportamentais
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indicando a antinocicepcdo com agonista do receptor Y1, mas néo
com os agonistas do receptor Y2 injetados na medula espinhal
(Taiwo e Taylor, 2002; Moran et al., 2004; Miyakawa et al., 2005).

Os resultados mostraram que o bloqueio da antinocicepcéo
promovida pelo agonista H1, pela inje¢cdo espinhal do conjugado
NPY-saporina, concomitantemente reduziu a expressdo da
imunorreatividade do receptor Y1 na medula espinhal. Essa
neurotoxina foi mostrada por Wiley e colaboradores (2009), provocar
a destruicdo dos neurbnios marcados ao receptor Y1, principalmente
os superficiais encontrados na lamina Il. O Ultimo estudo também
mostrou que o conjugado NPY-saporina ndo alterou a expressao do
receptor y-opioide na medula espinhal (Wiley et al., 2009). Essas
observagcbes apoiam a hipotese de que o efeito antinociceptivo,
produzido pela ativacdo do receptor H1 na articulagdo do joelho,
pode ser mediado por interneurbnios da lamina Il na medula
espinhal que expressam o receptor Y1. A observacdo que uma dose
ndo analgésica de morfina na medula espinhal foi potencializada
pela ativacdo articular do receptor H1 sugere que este mecanismo
sinérgico possa ser mais bem explorado.

Esses achados nos levaram a supor que outras substancias
consideradas pruriginosas no tecido cutaneo poderiam promover o
mesmo tipo de efeito observado pela histamina no tecido profundo
articular. Assim como o receptor H1, o receptor PAR-2 é expresso
no GRD de fibras ndo mielinizadas de pequeno didmetro. J4 no
sistema sensorial periférico, vem sendo indicado que sua ativacao
denota um intenso prurido em seres humanos e animais (Steinhoff
et al., 2000; 2003; Hoogerwerf et al. 2001; Macfarlane, 2001,
Vergnolle et al., 2003; 2001; Shimada et al., 2006. Ui et al., 2006).

Esse receptor pode ser ativado tanto por triptase (a partir da
degranulacdo dos mastécitos) como também por tripsina (de
pancreas e/ou fontes extrapancreaticas) (Corvera et al., 1997;
Cottrell et al., 2004). Nosso resultado mostrou que a administracéo
de tripsina reduziu o tempo de elevacdo da pata, induzido pela
formalina. Porém, diferente da histamina, esse efeito antinociceptivo
aparentemente ndo envolve as mesmas vias de ativagdo medular,
uma vez que a administracdo de BIBO 3304 na medula espinhal ndo
teve efeito. Por outro lado, a antinocicepcdo da tripsina
provavelmente envolve uma via opioidérgica, que deve ser mais
bem explorada j& que o bloqueio de receptores opioides pela
naloxona preveniu este efeito. Nao sabemos se existe a liberacéo
endégena de encefalinas na medula espinhal, induzida pela ativagao
do receptor PAR-2, como especulamos ocorrer com o NPY pela
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ativacdo articular do receptor H1. Tampouco sabemos se a tripsina
atua sobre os mesmos subtipos de aferentes primarios articulares
que a histamina. No entanto, semelhante ao observado no tecido
cuténeo (Sun e Chen, 2007; Nakano et al., 2008; Tsuijii, et al., 2008),
nossos resultados apontam para a existéncia de mecanismos
paralelos como responsaveis por essas respostas na articulagdo
(Fig. 16). Desse modo, sao concebiveis que vias independentes no
joelho sejam as responsaveis pela acdo antinociceptiva da histamina
e tripsina, nas quais podem ser exploradas para melhorar os
procedimentos analgésicos.

5.1 Esquemaiilustrativo final
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Figura 16- Proposta do mecanismo de hiponocicepgédo evocada pela
ativacdo intra-articular de fibras sensiveis a histamina ou a triptase,
que através do receptor H1 ou PAR-2, respectivamente, poderiam
liberar NPY ou ENK na medula espinhal. (Circulos Azuis - Glutamato,
Vermelhos — Neuropeptidio Y, Verdes — Encefalina. GABA - Acido
gama-aminobutirico); (I- neurénios medulares inibitérios, E- neurdnios
medulares excitatorios).
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7- ANEXOS
7.1- ARTIGOS CIENTIFICOS RELACIONADOS A TESE

7.1.1 - Pharmacological antagonism of spinal Y1 receptors or its
ablation by npy-saporin conjugate prevented the antinociceptive
effect of hl receptor agonist injection in the rat knee-joint. Pain.

Article submitted, 2013.

Eduardo Souza-Silva, Taciane Stein, Lucas Zanon Mascarin, Maira
Assuncéo Bicca, Carlos Rogério Tonussi

Abstract:

Low dose injections of histamine or an H1R agonist into of knee-joint
decreased articular nociception induced by formalin in rats. There is
evidence that H1R is expressed in a subtype of peptidergic fine
afferent which also contains neuropeptide Y (NPY) in DRG of guinea-
pigs. NPY plays an antinociceptive role in spinal cord. Thus, in this
study we tested the hypothesis that spinal cord Y1R could be
mediating the hyponociceptive effect of the knee-joint H1R activation.
Articular incapacitation, after intra-articular 1.5% formalin injection,
was measured by counting the paw elevation time (PET; s) during a
1 min period of stimulated walk every 5 min for 60 min. The Y1R
agonist Leu® Pro**-NPY (0.07; 0.7; and 7 pmol/it) and Y1R
antagonist BIBO 3304 (0.4; and 4 umol/i.t) were administered 20 min
before formalin injection. Either NPY-saporin or blank-saporin
conjugates (750 ngl/i.t.) were administered 14 days prior to the
experiment. The H1R agonist 2-PEA (5 nmol/i.a.) was co-injected
with formalin. The Y1R agonist decreased and the antagonist
increased the nocifensive response induced by formalin. The H1R
agonist inhibited incapacitation, and such effect was reversed by i.t.
administration of a sub-effective dose of Y1R antagonist. NPY-
saporin (750 ng/i.t.) decreased spinal Y1R expression and prevented
the antinociceptive effect of 2-PEA. These results support the notion
that the spinal release of NPY by acting in Y1IR mediates the
hyponociceptive effect of intra-articular H1 receptor activation.

Keywords: articular pain, H1 receptor, neuropeptide Y, formalin test,
spinal cord

7.1.2 — Histamine produces opposing effects to serotonin in the knee
joint of rats. The Journal of Pain, article in press 2013.



