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RESUMO

O presente trabalho reproduziu o modelo experirhéetscrito
por Shimada e Lamotte, (2008), e o utilizou paréerdnciar e
gquantificar as respostas de coceira ou nocicepcBd-a na face de
camundongos. A histamina causou acessos de coceira efeito
maximo em 5Qug, sem causar movimentos de limpeza. A capsaicina
causou nocicepgdo (movimentos de limpeza faciajase maxima de
40 pg, porém, ndo promoveu acessos de coceira. A egdaji.d. de
histamina (50ug) juntamente com capsaicina (@) resultou em
diminuicdo ambas as repostas. A injecdo i.d. deLE3-- 60 pmol)
induziu tanto coceira, quanto nocicep¢do, propas® a dose
administrada. A coceira induzida pela ET-1 (30 pnfoil inibida pelo
antagonista de receptores £BQ-123 (10 nmol, i.d., 5 min antes) e
aumentada pelo antagonista de receptorgsBEJ-788 (10 nmol, i.d., 5
min antes). A injecdo de BQ-123 ndo inibiu a nqupé®, porém, a co-
injecdo de ambos os antagonistas reduziu a hipeapméoa ET-1
causada por BQ-788. A co-injecdo com naltrexongugb i.d.) ndo
alterou a coceira, mas aumentou a nocicep¢éo. Poséamtagonistas
seletivos g (CTOP, 20 nmol) € (Nor-BNI, 68 nmol) opibides
aumentaram o0s acessos de coceira sem alteraremcieepgéo.
Enquanto a coceira causada pela ET-1 foi inibida pgonista seletivo
[ opidide (DAMGO, 100 nmol), mas ndo pelo agonistdetivo «
opidide (U50488-H, 100 nmol) a nocicepcéo foi redapor ambas as
dorgas. A loratadina (10 mg/Kg, i.p., 60 min anteB)tagonista dos
receptores H1 para histamina reduziu ambas asstaspa ET-1. A
analise histolégica revelou aumento no niUmero dedoios intactos e
degranulados na derme, 15 e 30 min apdés injecaBTdé. Assim,
ambas as respostas a ET-1, neste modelo, sdo medgiad receptores
ET, e por mastécitos, sendo dependentes de histarBsta. efeito
parece ser limitado pela ativacdo de receptoreg &Joplados a
liberacao local de opidides.

Palavras Chave: Endotelina-1, prurido, nocicepcao epidides.






ABSTRACT

This study aimed to replicate the experimental rhdéscribed
by Shimada and Lamotte (2008) and use it to diffiemee and quantify
the itch and nociception responses promoted by HET-the check of
mice. Histamine elicited scratching bouts, with mzd effect at 5qQug,
but did not induce wipes bouts. Capsaicin evokging responses in
the maximum dose of (4@g), but did not causes scratching. Responses
induced by i.d. co-injection of histamine (pg) with capsaicin (1Q.g)
were reduce in comparison to those promoted by daafp alone. The
i.d injection of ET-1 (3 - 60 pmol) induced bothraching and wiping
response, with maximum response at a dose of 60Q. pi&oratching
induced by ET-1 (30 pmol) as inhibited by F€ceptor antagonist, BQ-
123 (10 nmol, i.d, 5 min before) and incresead bl Eeceptor
antagonist, BQ-788 (10 nmol, i.d, 5 min before)e BNQ-123 treatment
did not inhibit the wiping, but the co-injection difoth antagonists
reduced hypernociception to ET-1 induced by BQ 78Bo-injected
with ET-1, naltrexone (g, i.d.), did not alter the scratching bouts, but
increase wiping. However, the selective antagasst opioids (CTOP,
20 nmol) andk opioid receptor (Nor-BNI, 68 nmol) augmented the
scratching bouts without affecting wiping. Whileetlscratching bouts
were inhibited only by the selective opioid agonist (DAMGO,100
nmol) but notk selective agonist (U50488-H,100 nmol) the wipingsw
reduced by both opioid agonist. The treatment witratadine (10
mg/kg, i.p., 60 min before) reduced both ET-1 irethcesponses. Cheek
skin sections obtained 15 and 30 min after ET-limjgction showed an
increased number of intact and degranulated mdi. déus, both
responses to ET-1 in this model are mediated by E&€eptors, being
mediated by mast cells and histamine-dependent @&fiect can be
limited by activation of anti-pruritic EF receptors coupled to local
opioid release

Keywords: Endothelin-1, pruritus, nociception and gioids.
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1. INTRODUCAO

“As modalidades sensoriais operam de forma interconectada, o que
garante que as interagbes do individuo com o ambiente sejam
geralmente multissensoriais” (Calvert et al., 2004).

A pele, o maior 6rgdo do corpo humano, € responsavel por dar
inicio as diferentes sensacdes, como toque, tato, calor, frio, dor e
coceira. Diferentemente do toque ou tato, que geralmente sdo
prazerosos, e do calor ou frio que em intensidade moderada sdo indcuos,
a dor e a coceira sio consideradas sensacdes desagradaveis. O prurido,
ou coceira, foi definido hd mais de trezentos e sessenta anos pelo
médico alemdo Samuel Hafenreffer como uma “sensagdo desagraddvel
que evoca imediatamente o desejo ou reflexo de cocar” (Hanfenreffer,
1660; Pereira e Misery, 2006). A dor é definida pela Associacdo
Internacional para o Estudo da Dor (IASP) como “uma experiéncia
emocional e sensorial desagraddvel associada a uma lesdo tecidual real
ou potencial, ou descrita em termos de tal lesdao” (Julius e Basbaum,
2001).

Apesar de serem sensacdes distintas, a dor e o prurido podem
ser interpretadas como parte de um mecanismo de defesa do organismo
contra estimulos nocivos. A dor pode ser classificada com transitdria,
aguda ou crbnica, e estd associada a inuimeras patologias (Loeser e
Maelzack, 1999). O prurido, dentro do mesmo contexto, é classificado
como agudo ou cronico, sendo que o prurido cronico, segundo o
International Forum for the Study of Itch (IFSI), é aquele que persiste
por mais de seis semanas (Stdnder et al., 2007). Além disso, o prurido
crénico é um sintoma comum em pacientes que apresentam doenca renal
cronica, colestase e linfoma, perfazendo também a sintomatologia de
doencgas inflamatérias de pele, como dermatite atdpica, psoriase,
urticdria, entre outras (para revisio ver: lkoma et al., 2006; Steinnhof et
al., 2006; Wang e Yosipovich, 2009). Ademais, ambas as sensa¢des, de
acordo com sua etiologia podem ser classificadas ainda como
pruritoceptivas ou nociceptivas, neuropdticas, neurogé€nicas ou
psicogénicas (Metz e Stdnder, 2010).

Dor ou prurido?

Dor e prurido ndo compartilham somente o mesmo adjetivo
“desagradavel” no que diz respeito a qualidade dessas sensagdes. Além
deste aspecto em comum, as mesmas t€m a pele como o tecido que
recebe tanto a maior parte dos estimulos nociceptivos quanto
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pruritoceptivas e ainda fornece estas informagdes ao sistema nervoso
central (Miller et al., 2002; Pereira e Misery, 2006). De fato, tanto o
prurido como a dor sdo considerados resultantes da ativacdo de
terminacdes nervosas livres, presentes na juncdo entre a derme e a
epiderme, ou seja, estas sensagdes também dividem uma mesma rede de
fibras sensoriais para sua transmissdo (Stante et al., 2005). Tal fato torna
importante questionar os caminhos, que permeiam a transmissdo de
ambas as sensacdes sejam eles comuns ou no.

A transmissdo da sensacao nociceptiva possui bases muito bem
fundamentadas e cientificamente aprofundadas. De forma resumida, ela
tem inicio com a ativacio de neurdnios sensoriais primarios,
denominados nociceptores, que conduzem informacdes nociceptivas da
pele, o6rgdos e tecidos internos para a medula espinhal. As fibras
aferentes responsaveis pela nocicepcdo sdo do tipo Ad e C. As fibras Ad
possuem didmetros médio entre (2 a 6 pm), fina bainha de mielina, e sdo
caracterizadas por condugdo semi-rdpida (aproximadamente 12-30 m/s).
As fibras C sdo mais delgadas (0,5 a 2 um) e co velocidade de condugio
baixa (0,5-2 m/s). A estimulacdo de fibras AS promove resposta
sensorial rdpida que resulta em dor aguda, ou dor de primeira fase, que
frequentemente desencadeia o reflexo de retirada, enquanto que a
ativacdo de fibras C leva a uma resposta duradoura responsavel por dor
difusa geralmente secunddria a dor aguda (Julius e Basbaum, 2001;
Almeida, 2004).

As fibras Ad sdo classificadas em dois grupos, as do tipo I, que
estdo presentes na pele glabra sendo altamente responsivas a estimulos
mecanicos contudo, possuem limiar alto para estimulos quimicos e
térmicos (> 53°C), sendo os ultimos mediados pela ativagdo de canais
TRPV, . J4 as fibras do tipo II, sdo observadas principalmente na pele
pilosa de primatas, estas possuem receptores mecanicos e térmicos
(TRPV)) para altas temperaturas (45-53°C) e para frio intenso abaixo de
(15°C) (Wall and Melzack’s, 2006). A maioria das fibras C, respondem
a todos os tipos de estimulo nocivo, ou seja, estimulos de natureza
mecanica, térmica, ou quimica, e por esta razdo sdo chamadas de fibras
polimodais.

Estas fibras do tipo C possuem receptores termossensiveis
ativados por estimulos quentes ou frios, mecanoreceptores de baixo
limiar e receptores especificos para substincias algogénicas, tais como
prostaglandinas (PGs), bradicinina (BK), serotonina (5-hidroxi-
triptamina; 5-HT), proteases e histamina (embora sejam, pouco
responsivas a histamina) (Julius e Basbaum 2001, 2009; Almeida,



2004). Essas fibras sdo agrupadas em duas populacdes. Um grupo
produz substancia P (SP) e peptideo relacionado com o gene da
calcitonina (CGRP) e expressa receptores tirosina quinase A (TrKA),
que apresentam alta afinidade pelo fator de crescimento do nervo
(NGF). Tais fibras sdo conhecidas como fibras C peptidérgicas. A outra
populacdo expressa receptores purinérgicos P2X3 (para ATP), além de
sitio de ligacdo para isolectina B, (IB;) e s@o descritas como ndo-
peptidérgicas. Ambas as populacdes de fibras C respondem a estimulos
nocivos semelhantes e expressam o receptor vanildide de potencial
transitério 1 (TRPV1), sensivel a ativacdo por capsaicina, prétons (H") e
calor entre outros estimulos (Wall and Melzack’s, 2006).

Os estudos acerca das bases neurofisiolégicas do prurido
tiveram inicio no comego do século XX. Foi neste periodo que surgiram
as primeiras indagacdes sobre como um estimulo é capaz de sensibilizar
receptores sensoriais periféricos, gerando nelas informag¢do a ser
transmitida por fibras aferentes, 4 medula espinhal, que € repassada ao
cérebro onde é, percebida como uma sensagao distinta da dor.

A primeira hipdtese adotada para explicar o prurido, chamada
de teoria da intensidade, foi formulada acreditando-se que o prurido era
uma sub-modalidade de dor, e que a transi¢do de prurido para dor
dependia da frequéncia de descargas elétricas dos nociceptores, de modo
que, a baixa freqii€ncia de ativagdo dessas fibras induziria prurido e a
alta frequéncia geraria dor. Segundo esta hipétese, o prurido, seria uma
sub-modalidade menos intensa de dor (Schmelz, 2010). No entanto,
posteriormente, alguns estudos mostraram que a aplicagdo de baixas
concentragdes de substincias algogénicas causava apenas dor menos
intensa e ndo prurido. Além disso, estudos com microestimulacio
elétrica intraneural de fibras aferentes humanas, revelam que estes
estimulos induziam dor, € menos comumente, prurido. Assim, um
sistema especifico para codificacdo do prurido passou a ser sugerido.

Em 1995, Schimidt e colaboradores demonstraram a existéncia
de um novo subtipo de neurdnios irresponsivos a estimulacio mecénica.
Estudos subseqiientes descreveram melhor estas fibras, as quais
correspondem a 20% das fibras C aferentes, sendo caracterizadas por
baixa velocidade de condugdo (0,5 m/s), grandes territérios de
inervacdo, alto limiar elétrico cutineo, auséncia de atividade espontinea,
sendo que 20% deste sub tipo, possui resposta sustentada a aplicacdo de
histamina e capacidade de gerar eritema reflexo quando ativadas. Este
sub tipo de fibras corresponde a 5 % de todas as fibras C (Schmelz et
al., 1997). Essas fibras foram chamadas de fibras C insensiveis a
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estimulos mecénicos (também denominadas fibras silenciosas).
Posteriormente, foi demonstrado que a aplicacdo de histamina, por
iontoforese, na pele de voluntdrios sadios € capaz de ativar,
seletivamente ¢ de modo dependente da dose uma populagdo de fibras
nao-mielinizadas, insensiveis a estimulos mecanicos, cuja ativagdo estd
associada paralelamente com o desencadeamento da sensa¢do de coceira
(Schmelz et al., 2001).

Contribuindo com estes achados, Craig e Andrew (2001)
demonstraram a existéncia de neurdnios do trato espino-talamico que
respondem a aplicacdo por iontoforese de histamina na pele, com um
perfil temporal de resposta similar aquele obtido por Schmelz e
colaboradores, (1997). Este estudo demonstrou, ainda que os neurdnios
se projetavam da camada superficial do corno dorsal da medula espinhal
(Iamina I) para o tdlamo, e apresentavam caracteristicas similares aos
pruritoceptores descritos anteriormente, ou seja, eram irresponsivos a
estimulos mecanicos, tinham baixa velocidade de condugdo e alto
limiar elétrico, mas ndo apresentavam atividade espontanea. Contudo,
Schmelz e colaboradores, (2003) também demonstraram a presenca de
atividade espontinea em algumas fibras aferentes primdrias, com
caracteristicas similares as de fibras C silenciosas, sugerindo que a
coceira, em individuos com prurido cronico, pode ser causada pela
ativacdo de uma sub-populacio distinta de fibras C.

Curiosamente, Ikoma e colaboradores, (2005) mostraram que,
por vezes o prurido pode ser gerado sem a formacdo de eritema reflexo,
que é uma caracteristica intrinseca das fibras C silenciosas, sugerindo
que estas fibras pertencem a uma outra classe de fibras aferentes. Nesse
mesmo contexto, Davidson e colaboradores, (2007) identificaram, no
trato  espinotalamico, populacdes exclusivas de neurdnios que
respondem a histamina ou ao prurido ndo-histaminérgico provocado por
cowhage (espiculas obtidas da planta tropical Mucuna pruriens, e que
contém mucunaina). Posteriormente, Namer e colaboradores, (2008)
mostraram, através de microneurografia, que a histamina e o cowhage
ativam tipos diferentes de fibras C em humanos, e que por ativar os
receptores ativados por proteases do tipo 2 (PAR;), o tltimo é capaz de
sensibilizar fibras nociceptivas irresponsivas a histamina. Estes achados
sugerem a existéncia de vias centrais e periféricas distintas,
histaminérgicas e ndo-histaminérgicas, para transmissiao da sensagio de
coceira, € podem explicar porque o tratamento com anti-histaminicos
muitas vezes se mostra ineficaz na clinica.
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Com os avangos na compreensdo dos mecanismos envolvidos
nas vias neurais da coceira, outros mediadores e receptores passaram a
ser investigados. Dentre eles estd o peptideo liberador de gastrina (GRP)
e seu receptor (GRPR). Sun e Chen (2007), mostraram que o GRP ¢é
expresso em terminacdes de fibras aferentes no corno dorsal da medula
espinhal e medeia o comportamento pruriginoso. Ademais, neuronios
que expressam GRPR sdo necessdrios para mediar o comportamento
pruriginoso observado em resposta a aplicacdo intradérmica (i.d.) de
diferentes mediadores, como histamina, 5-HT, endotelina-1 (ET-1) e um
agonista PAR, (SLIGRL-NH,) (Sun et al., 2009).

E experiéncia comum que o prurido possa ser reduzido por
estimulos dolorosos causado pelo préprio ato de cocar. Contudo, a
inibicdo da sensa¢do pruriginosa por estimulos dolorosos foi
experimentalmente demonstrada, pela primeira vez, por Ward et al.,
(1996), utilizando estimulos nocivos térmicos, mecanicos € quimicos.
Um aspecto curioso em relagdo a modulacdo central do prurido é que o
ato de cocar produz uma sensacio prazerosa, a qual pode ser prejudicial,
principalmente no caso de pacientes com prurido crénico, pois conduz a
um ciclo vicioso de “sensacdo de coceira — ato de cocar”’. Estudos
indicam que a ativagdo do cértex pré-frontal e orbital-frontal podem
contribuir para esta sensagdo, indicando que aspectos motivacionais,
como a ativagdo do sistema de recompensa estdo diretamente
relacionados com o componente compulsivo do ciclo. Esta sensacdo
prazerosa pode ocorrer devido a liberacdo de opidides enddgenos
(Ikoma et al., 2006).

Células epidérmicas e suas relacées com o prurido

Dentre as diferentes células presentes na pele e que
desempenham fungdes relevantes, os queratindcitos sdo o0s mais
numerosos e importantes. Estas células expressam receptores para NGF,
neurotrofina-4, e canabindides, bem como receptores do tipo PAR,,
TRPV1, receptores para histamina H; e H, e receptores para ET-1. Além
disso, elas podem estimular ou at€ mesmo inibir a dor e ou prurido (para
revisdo ver: Steinhoff et al., 2006).

Ambos os receptores H; e H, para histamina sdo expressos em
queratinécitos onde podem estar envolvidos em disfungdo da barreira
epidérmica, como na dermatite atépica (Ashida et al., 2001). Ademais,
tanto receptores de canabindides do tipo 2 (CB,), quanto de ET-1 (ETp),
estimulam a libera¢do de beta endorfina dos queratindcitos, produzindo
efeito antinociceptivo sobre neurdnios sensoriais (Khodorova et al.,
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2003; Ibrahim et al., 2005). Interessantemente, a liberacdo de
leucotrieno B, (LTB,), de queratindcitos, parece estar envolvida no
prurido induzido por SP, bem como pela ativagdo de receptores PAR,
(Andoh et al., 2001; Zhu et al., 2009). Em algumas doengas de pele,
como a dermatite atOpica, ndo s6 os queratindcitos, mas também as
células de Langerhans, as principais células dendriticas da pele, sdo
capazes de secretar citocinas e quimiocinas pro-inflamatérias que
também podem induzir prurido (Dubrac et al., 2010).

Os mastdcitos também exercem papel fundamental na
manutencio da fisiologia da pele, embora sejam bem conhecidos por
estarem associados com condigdes fisiopatoldgicas, como alergia e
anafilaxia (NcNeil et al., 2007). Com relagdo ao prurido, essas células
parecem ndo s6 promové-lo através da libera¢do de histamina, LTB, e
PGD,, mas também contribuem para amenizar este sintoma por
liberarem  vdrios tipos de proteases (triptases, quimases,
carboxipeptidase A e catepsina G), algumas das quais sdo capazes de
degradar ou limitar a acdo de peptideos pruritogénicos como SP, CGRP
e ET-1 (Maurer et al., 2004).

O papel dos principais mediadores e receptores farmacologicos no
prurido

A histamina é o mais conhecido mediador de prurido e de
doencgas inflamatdrias alérgicas. Ela é estocada em mastdcitos e
basofilos e € liberada quando estas células sdo ativadas por contato com
antigenos ou mediadores endégenos (Clough, et al., 2001). O seu efeito
pruritogénico € mediado pelos receptores H; associadas 4 via fosfolipase
CB, expressos em fibras C (Han et al., 2006). Sabe-se também que esta
acdo da histamina é dependente da estimulag¢do do receptor TRPV1, via
ativacdo das enzimas fosfolipase A, (PLA;) e 12-lipoxigenase (Shim et
al., 2007). Todavia, Yamamura e colaboradores (2009) demonstraram
que os receptores Hy também estdo envolvidos na resposta pruritogénica
produzida por histamina e SP. Em camundongos, a SP foi capaz de
induzir um comportamento associado ao prurido (Kuraishi et al., 1995;
Andoh et al., 1998) e esta resposta foi suprimida pelo pré-tratamento
com composto 48/80 (Andoh et al., 1998), indicando que possivelmente
a resposta pruritogé€nica associada a este peptideo se deve a liberagdo de
histamina por mastdcitos. Por outro lado, a participagdo da SP no
prurido se processa também de forma independente da liberagdo de
histamina de mastdcitos, que por sua vez, ndo necessita da ativacio de
receptores para neurocininas do tipo 1 (NK;). Alguns estudos sugerem
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que esta resposta pruriceptiva, estd associada com a liberacdo de
leucotrieno B4 (Andoh et al., 2001).

Os receptores ativados por proteinases (PARs) sdo importantes
alvos farmacolégicos no estudo do prurido (Steinhof, 2003). A resposta
pruritogénica induzida por algumas dessas proteinases, como tripsina e
quimases, ocorre através da liberacdo de histamina de mastdcitos,
enquanto que o prurido induzido por outras proteases, como as
calicreinas, ndo ocorre através da liberacdo de histamina. Neste sentido,
Tisujii e colaboradores, (2008) mostraram que o prurido causado pela
ativacdo dos receptores PAR; e PAR, para proteases, diferentemente dos
receptores PAR,, é mediado pela liberagdo de histamina de mastdcitos.

Os canais da familia TRPV, sensiveis ao calor e ao frio,
amplamente expressos em fibras aferentes, estdo envolvidos tanto na dor
quanto no prurido. Além de serem amplamente expressos em fibras C,
estes receptores também sdo encontrados em células ndo neuronais
como queratindcitos, células dendriticas e mastécitos. O membro mais
explorado desta familia é o canal TRPV1 (Caterina, et al., 1997; 2001),
o qual é diretamente ativado por capsaicina, calor e protons, e
indiretamente ativados por mediadores como bradicinina, produtos da
acdo das lipooxigenases, histamina, prostaglandinas, ATP, citocinas pro-
inflamatdrias, agonistas de PAR,, neurotrofinas e TNF-a. Alguns destes
mediadores, além de possuirem caracteristicas algogénicas, também sdo
puritogé€nicos e podem ativar os canais TRPV1 por mecanismos de
sinalizagdo intracelular que envolvem ativacdo de proteinas G. (Shim et
al., 2007; Costa et al,. 2008). Recentemente, outros membros da familia
TRPV, que sdo ativados por calor (TRPV2, TRPV3 e TRPV4) ou frio
(TRPM8 e TRPAL1), passaram a ser considerados como alvos
farmacoldgicos relevantes ao tratamento do prurido (Bir6 et al., 2007).

O sistema calicrefna-cininas estd implicado em vdrias condigdes
patoldgicas inflamatérias. Embora a bradicinina seja conhecida por ser
um importante mediador de dor, alguns estudos ja mostraram sua
participacdo na fisiopatologia do prurido. Recentemente, foi
demonstrado que o sistema de cininas, por agdo preferencial em
receptores B, para cininas, modulam a sinalizacdo da resposta
pruriceptiva e que a dele¢do de ambos os receptores € capaz de prevenir
a resposta pruritogénica desencadeada por diferentes estimulos.
Surpreendentemente o antagonismo dos mesmos receptores é capaz de
inibir o prurido desencadeado por agonistas PAR, (Costa et al., 2010).

Outros importantes alvos de estudo na génese e modulacido do
prurido s@o os receptores opidides. Particularmente, os agonistas p
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opiddes, parecem desempenhar um importante papel na indugdo do
prurido, pois, sabe-se que os antagonistas p opidides, (naloxona e
naltrexona), conseguem atenuar o prurido em pacientes com colestase
renal, faléncia renal e dermatite atépica (Togashi et al., 2002; Umeuchi
et al.,, 2003; Wakasa et al., 2004;). Ao contrdrio do que havia sido
descrito acerca dos p opidides, os receptores k-opidides parecem estar
associado a atenuagdo do prurido (Nagase et al., 1998).

O sistema endotelinérgico na nocicepc¢ao e no prurido

H4 mais de vinte anos, Ferreira et al., (1989), relataram que a
injecdo i.d. de ET-1 no antebraco de voluntdrios causava sensagdo de
coceira e queimacdo. Ndo obstante, Trentin e colaboradores (2006),
demonstraram pela primeira vez que a ET-1, conhecido mediador
peptidico exercia importante papel no prurido.

As endotelinas (ET-1, ET-2 e ET-3) sdo sintetizadas e liberadas
por cardiomidcitos, mastdcitos, macréfagos, fibroblastos, queratindcitos,
células endoteliais e neurdnios. Suas ac¢des sdo primariamente locais,
agindo de forma pardcrina ou autdcrina. As atividades imediatas sdo
normalmente breves, uma vez que todas as endotelinas sdo degradadas
por proteases extracelulares como enzima conversora de endotelinas
(ECEs), porém seu efeito pode durar horas (Davenport e Maguire, 2006;
Khorodova et al., 2009).

As acgdes das endotelinas nos mamiferos ocorrem por ativagio
de dois subtipos de receptores ambos pertencentes a superfamilia de
receptores acoplados a proteina G (GPCR), chamados de ET, e ETg Os
mesmos sdo codificados por genes distintos e estdo distribuidos em
vérios tecidos e células, porém com diferentes niveis de expressido
(Masaki et al., 1993; Masaki 2004; Davenport e Maguire, 2006;
Khorodova et al., 2009). Dados da literatura ainda indicam que estes
receptores estdo acoplados as proteinas Gai e Gog/11, sendo que o ETy
parece ter afinidade preferencialmente por Gai, enquanto o ETg parece
ter afinidade tanto por Goi quanto por Gag/11. Funcionalmente ambos
os receptores ativam a fosfolipase C, que conduz a hidrdlise de trifosfato
de inositol, levando a um aumento do célcio intracelular. (Davenport e
Maguire, 2006; Khorodova et al., 2009).

A participacdo da ET-1 e de seus receptores na nocicepgdo
independente de seu efeito vasoconstritor tem sido amplamente
caracterizada (Rae e Henriques, 1998; Chichorro et al., 2009; para
revisdo ver Khodorova et al., 2009). Os receptores ET, sdo encontrados
em larga proporcdo em corpos celulares de neurdnios sensoriais de
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pequeno e médio didmetro em ganglios da raiz dorsal (DRG), os quais
estdo associados a fibras C e Ad, responsaveis por conduzir os impulsos
dolorosos. Ja os receptores ETy parecem ser mais expressos em células
satélites e células de Schwann no DRG nas quais induzem a liberacdo de
prostaglandina E (PGE) (Pomonis, 2001). Tanto os receptores ETy,
quanto os ETg, podem induzir hipernocicep¢do e hiperalgesia em
animais e em humanos (para revisdo ver: Khodorova, 2009). De modo
interessante, os receptores ETg também parecem estar envolvidos em
processos antinociceptivos, através da liberagdo de beta-endorfina de
queratinécitos, promovendo assim um efeito analgésico local
(Khodorova, et al., 2002; 2003). Complementarmente, quando liberada a
ET-1, pode promover a degranulagdo de mastdcitos, com consequente
liberagdo de mediadores (histamina, serotonina e LTB,) (Stassen et al.,
2002), os quais, como descrito anteriormente, estdo particularmente
associados a indugdo de prurido.

A resposta comportamental observada em camundongos refere qual
sensacao?

A maioria dos trabalhos em que se avalia a sensagdo de
prurido, faz se uso de um modelo experimental, no qual a aplicagdo da
substincia de interesse € realizada na regido do dorso de camundongos,
com posterior avaliagdo do comportamento de cogar com as patas
traseiras. Recentemente, Shimada e LaMotte (2008), observaram que,
apods a administracdo i.d. de histamina na regido da face (bochecha), os
camundongos cocavam, a regido onde a substincia havia sido
administrada, com as patas traseiras. No entanto, em resposta a
capsaicina, os camundongos exibiam o comportamento de limpeza
facial com movimentos das a pata dianteira. Logo, o estudo concluiu
que € possivel diferenciar repostas comportamentais frente a aplicagio
de estimulos dolorosos ou pruriginosos. Ao mesmo tempo em que oS
mecanismos farmacolégicos que envolvem o prurido ainda carecem de
investigacdo e os tratamentos para doengas de pele como as dermatites
mostram-se pouco satisfatérios, percebemos que o modelo proposto por
Shimada e LaMotte (2008), pode servir como uma importante
ferramenta funcional farmacoldgica para o entendimento da real
participagdo do sistema de endotelinas no prurido, na dor ou até mesmo
na dermatite atpica.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral

O objetivo geral deste trabalho foi investigar, através de
técnicas farmacoldgicas e da andlise comportamental o papel da
endotelina-1 (ET-1) em um modelo que diferencia a coceira da
nocicep¢do em camundongos.

2.2. Objetivos Especificos

o Confirmar se o modelo experimental descrito por Shimada e LaMotte
(2008), distingue prurido de nocicep¢ao;

e Diferenciar e quantificar a resposta comportamental induzida por ET-
1;

e Caracterizar a participagdo dos receptores endotelinérgicos implicados
nas diferentes respostas comportamentais (pruriginosa) e (nociceptiva)
com a utilizacdo de antagonistas especificos para os receptores ET4 e
ETB,

e Investigar a participacdo do sistema opidide na modulacdo das
diferentes respostas comportamentais induzidas por ET-1;

e Avaliar a influéncia da ET-1 sobre a populagido de mastdcitos na pele;

e Estudar o papel funcional do sistema endotelinérgico na dermatite
atdpica induzida por anidrido trimelitico (TMA).
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais

Para a realizagdo dos experimentos foram utilizados
camundongos m da linhagem CD1 (descendentes de matrizes do
Laboratério Charles River - EUA), com pesos entre 20 e 30 g e com
idade de dois meses. Os animais foram mantidos em gaiolas do tipo
microisoladores, com temperatura ambiente (23 £ 2 °C) e luminosidade
(ciclo claro/escuro de 12 horas) controladas. Os animais tiveram livre
acesso a dgua filtrada e ragdo especial para roedores esterilizada. Para a
realizacdo dos experimentos foi necessdria a consolidacio de uma
coldnia de animais CD1 no biotério setorial do Laboratdrio de Peptideos
do Departamento de Farmacologia, Centro de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal de Santa Catarina. Todos os procedimentos
experimentais realizados neste estudo seguiram as recomendacdes do
guia Animais de Laboratério Cuidados na Iniciacdo Experimental
(Mezadri et al., 2004) e foram aprovados pelo Comité de Etica para uso
de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC)
sob o nimero de protocolo (23080.008788/2009-00).

Quarenta e oito horas antes do inicio dos experimentos, 0s
animais tiveram os pélos da regido facial (bochechas) removidos com o
auxilio de um depilador elétrico (Britania®) para facilitar a aplicag¢do
intradérmica (i.d.) das drogas (Figura 1A). A fim de tornar mais fécil o
procedimento de remogdo dos pelos, os animais foram anestesiados com
Isoflurano 2% em 100% O,). Os testes comportamentais foram
realizados no periodo entre 8 e 16 horas. Ao término dos experimentos,
os animais foram sacrificados com CO, em ciAmara apropriada.

3.2. Reproducio do modelo desenvolvido por Shimada e LaMotte
Com o objetivo de adaptar o modelo descrito por Shimada e
LaMotte, (2008) as nossas condi¢cdes experimentais, os animais foram
ambientados por uma hora, em pequenas caixas de acrilico medindo
9x9x13 cm, contendo em seu interior dois espelhos angulados ao fundo
e dois espelhos retos nas laterais, o que possibilitou a ampla visualizacio
das respostas comportamentais (Figura 1B). Ainda, para evitar a
interferéncia de barulhos externos, utilizou-se como ruido branco de
fundo o som de um radio sintonizado entre duas esta¢des. Para uma
andlise mais precisa dos resultados, todos os experimentos realizados
neste trabalho foram filmados, sendo que cada dupla de animais foi
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filmada por 40 minutos apds a administragcdo das diferentes drogas. Para
as filmagens, utilizou-se uma microcamera (Intelbras®, 200 VM) e as
imagens captadas pela camera foram transferidas para um
microcomputador (Positivo®, Mobile V56) com o auxilio de uma placa
de captura externa de video (KTC®, Security).

O comportamento de cogar (scratching) é considerado, neste
modelo, como a manifestacdo de movimentos repetidos executado com
0 membro posterior ipsilateral em dire¢do a regido facial na qual a droga
foi administrada (bochecha esquerda), ou préxima a esta (Figura 1C). Ja
0 comportamento nociceptivo (wipes) € considerado como manifestacio
de movimentos de limpeza executados com os membros anteriores, na
proximidade da regido onde a droga foi administrada. Esses movimentos
sdo tipicamente iniciados atrds da bochecha e seguem em dire¢do a
porcdes mais anteriores da face (Figura 1D). A intensidade desses
comportamentos foi quantificada como o niimero de acessos de coceira
(independente de quantos movimentos ocorriam por processo) ou e
movimentos de limpeza facial (cada movimento foi considerado um
evento) em 40 min. Somente foram registrados movimentos de limpeza
unilaterais com o membro dianteiro, que nao fazem parte do movimento
tipico de limpeza facial simultineos (grooming) (Figura 1E), o qual se
caracteriza por movimentos de limpeza facial com ambos os membros
dianteiros, que se iniciam atrds das orelhas e seguem em direcdo as
bochechas. Em todos os experimentos realizados, quanto da
administracdo de drogas a regido facial dos camundongos, as mesmas
foram injetadas na bochecha esquerda; sendo que o volume maximo
administrado foi de 20 pl por bochecha.
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Figura 1: Detalhamento de aspectos importantes do modelo de coceira e nocicepc¢ao
descrito por Shimada e LaMotte (2008) nas condicdes experimentais do presente estudo.
(A) Depilacdo da bochecha dos animais, lado esquerdo. (B) Caixa de acrilico espelhada para a
observagdo comportamental. (C) Comportamento de cogar a bochecha injetada, com a pata
posterior, indicativo de coceira (scratching). (D) Comportamento de movimentos de limpeza
facial com a pata dianteira, indicativo de nocicepcido (wipes). (E) Comportamento de limpeza
da face com as duas patas posteriores (grooming).

Como o intuito de se buscar reproduzir adequadamente o
modelo experimental originalmente descrito por Shimada e Lamotte
(2008), em nossas condi¢des experimentais, foram realizados dois dos
protocolos relatados naquele estudo. No primeiro, avaliou-se as
respostas comportamentais induzidas pela administracdo i.d. de
histamina. Para isto, administrou-se histamina, previamente dissolvida
em salina (0,9% NaCl) nas doses de 5, 10, 20 e 50 pg ou o veiculo
correspondente em diferentes grupos de animais. No segundo protocolo,
foi administrada capsaicina por via i.d. nas doses de 1, 10 e 40 pg ou o
veiculo correspondente (7% de Tween 80 em PBS) e a incidéncia de
respostas pruritoceptivas e nociceptivas foi observada por 40 min.

Uma vez que ambos os protocolos sido reproduziram os
perfis de respostas comportamentais de resposta relatados por Shimada e
LaMotte (2008), todos os subseqiientes, seguiram o molde avaliativo do
referido modelo experimental.

3.3. Estudo da co-administracio de histamina e capsaicina no
comportamento de cocar e na nocicepcao

Para avaliar a possivel interferéncia cruzada entre respostas
pruriginosas e nociceptivas, histamina (50 pg) e capsaicina (10 pg)
foram co-injetadas na regido da bochecha por via i.d., em volume total
de 20 pl. As respostas comportamentais de coceira ou de limpeza facial
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foram comparadas aquelas promovidas pela isolada de histamina ou
capsaicina, ou dos respectivos veiculos.

3.4. Verificacdo da resposta de cocar e de limpeza facial induzida
por ET-1

Para a verificagdo da acdo da ET-1 neste modelo, os animais
receberam injecdo i.d. de ET-1 (3, 10, 30 pmol) ou veiculo (PBS) em
um volume de 20 pl. Imediatamente apds administracdo os animais
foram colocados individualmente nas caixas experimentais e observados
por até 40 min. O numero de acessos de coceira (scratching) e de
movimentos de limpeza facial (wipes) foram filmados e posteriormente
quantificados. Com o intuito de se verificar o decurso temporal de
ambas as respostas promovidas por ET-1, os acessos de coceira e
movimentos de limpeza foram avaliados nos intervalos de tempo de 5,
10, 20, 30 e 40 min, apds o tratamento.

3.5. Avaliacio da participacio dos receptores endotelinérgicos ET
e ETg na resposta induzida por ET- 1

O estudo da participagdo dos receptores de ET-1 foi realizado
utilizando-se antagonistas peptidicos seletivos dos receptores ET,4, (BQ-
123, 10 nmol) ou ETgy (BQ-788, 10 nmol). Em diferentes grupos
experimentais, os antagonistas foram administrados, isoladamente ou
conjuntamente, na bochecha esquerda em volume de 10 pl. Logo apds a
aplicacdo, foi feita uma pequena marcagdo em azul indicando o local
exato da administragdo. Decorridos 5 minutos, 0os mesmos animais
receberam ET-1 (30 pmol) por via i.d. no mesmo local em volume
idéntico. O volume total administrado em cada bochecha foi de 20 ul,
incluindo o grupo controle que recebeu veiculo correspondente (PBS).
Os registros das respostas comportamentais foram realizados como
descrito anteriormente.

3.6. Avaliacdo da modulacio dos efeitos comportamentais da ET-1
pelo sistema opidide

Foram realizados trés protocolos experimentais diferentes para
identificar, funcionalmente, a possivel participacio de mecanismos
sinalizados por receptores opidides, na modulagdo das respostas
induzidas pela ET-1. No primeiro protocolo, os animais receberam
naltrexona (antagonista ndo - seletivo de receptores opidides; 5 pg) e
ET-1 (30 pmol), co-administradas por via i.d. em um volume final de 20
pl (Trentin, 2006). No segundo protocolo, diferentes grupos de animais
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foram tratados i.d. com CTOP (antagonista seletivo de receptores -
opidide; 20 nmol), Nor-BNI (antagonista seletivo de receptores x-
opiddes; 68 nmol) ou naltrindole (antagonista seletivo de receptores d-
opidide; 80 nmol), co-administrados com ET-1 (30 pmol) (Khodorova et
al., 2003). No terceiro protocolo, foram testados os efeitos da co-inje¢do
de DAMGO (agonista seletivo de receptores p opidide; 100 nmol) ou U-
50488H (agonista seletivo de receptores k-opidide; 100 nmol)
juntamente com ET-1 (30 pmol) (Yamamoto e Sugimoto, 2010). Em
cada série de experimentos o grupo controle positivo foi tratado apenas
com ET-1 (30 pmol, 20 ul) e o grupo controle negativo apenas com
(PBS; 20 pl).

Como existem dados na literatura, indicando que o Nor-BNI e o
DAMGO causam efeito pruritogénico “per se” quando administrado por
via i.d. (Kamei e Nagase, 2001; Yamamoto e Sugimoto, 2010), foi
avaliado se a administragdo i.d. de Nor-BNI (68 nmol) ou DAMGO
(100 nmol) induziriam efeito pruritoceptivo neste modelo experimental.

3.7. Participacido da histamina na acio sensorial da ET-1

Para avaliar a possivel participagdo da histamina nos efeitos
comportamentais da ET-1, os animais foram tratados com loratadina,
um anti-histaminico, antagonista de receptores H;, frequentemente
utilizado na clinica para tratar dermatite de contato (Seik et al., 2005).
Neste protocolo, os animais foram tratados com loratadina (10 mg/kg),
por via i.p. uma hora antes da administra¢do i.d. de ET-1 (30 pmol; 20
ul) na bochecha esquerda. Os animais controle receberam PBS (veiculo
correspondente a ET-1 e loratadina) por via i.p. e ou i.d. Os acessos de
coceira e movimentos de limpeza facial (nocicep¢do) foram contados
conforme descrito anteriormente.

3.8. Influéncia da administracio de ET-1 sobre a migracao de
mastdcitos na pele

Mastdcitos desempenham um papel central na indugdo da
coceira (Stinder et al., 2011; Kalesnikoff e Galli, 2008; Ikoma et al.,
2006). Desse modo, foi investigado se a resposta pruritogénica induzida
pela administracdo de ET-1 seria acompanhada de alteracdes na
populacdo local dessas células e seu grau de degranulacdo. Com esse
objetivo, os animais foram tratados com ET-1 (30 pmol) ou veiculo
(PBS), por va i.d., na regido da bochecha esquerda. Grupos distintos
foram sacrificados em intervalos de tempo de 10, 15 e 30 minutos apds a
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injecdo e, suas bochechas retiradas e processadas para avaliagdo
histolégica por microscopia dptica.

Para o preparo dos cortes histoldgicos, as bochechas coletadas
foram mantidas em paraformaldeido (PFA) 4 %, por 48 horas e em
etanol 70 % por outras 24 horas. As amostras foram entdo desidratadas
por passagens consecutivas em etanol, 70%, 80%, 90% e, finalmente em
etanol absoluto. Posteriormente, foram submetidas a dois banhos de
xilol (xileno), de 30 minutos para clareamento e diafanizagcdo. Sendo
entdo colocados na parafina por um periodo de 3 horas para inclusio.
Cortes teciduais de 6 um de espessura foram obtidos através da
utilizagdo de um micrétomo (Leica Co.) e posicionados sobre 1aminas,
que foram mantidas em estufa a uma temperatura de 60-70 °C até a
completa fusdo da parafina. Posteriormente, os tecidos foram
desparafinados em xilol e submetidos a passagens sucessivas em etanol
absoluto.

Apbs o processo de desparafinizacio com xilol e sucessivas
passagens em etanol, as ldminas foram entfo lavadas com dgua destilada
e embebidas em Azul de Toluidina (0,05 %) por 30 minutos. Este
corante bdsico, metacromdtico possui afinidade por aminas sulfatadas,
ligando-se aos grinulos de heparina no citoplasma de mastdcitos,
conferindo a estas células a coloracdo violeta, que caracteriza a
metacromasia (Yong et al., 1997). Os cortes foram novamente lavados
com dgua destilada, até a retirada completa do excesso de corante e
submetidos novamente a trés passagens sucessivas de xilol e etanol
respectivamente.

Os cortes foram avaliados histologicamente em do microscépio
optico (Eclipse 50i; Nikon, Melville, NY, USA), em aumento de 400x.
O niimero de células degranuladas e/ou intactas foram contadas ao longo
do corte histolégico e o resultado dividido pela 4rea total do corte, sendo
expresso em ndmero de células/mm® (Yamashita et al., 2005). As
imagens foram obtidas através da cimera digital (DS-5M-L1) acoplada
ao microscopio.

3.9. Inducao de dermatite atépica por TMA

Uma série final de experimentos procurou investigar a possivel
participacdo das endotelinas nas alteragGes sensoriais associadas a um
modelo experimental de dermatite atdpica, originalmente descrito por
Schneider et al, (2008). Os animais foram depilados na regido da
bochecha esquerda e sensibilizados com 50 ul de anidrido trimelitico
(TMA, 5%), em acetona e miristato de isopropila (4:1). A partir do
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quinto dia ap6s a sensibilizacdo, os animais foram desafiados
diariamente com TMA (5%; 20 ul) por até 7 dias consecutivos (i.e. até o
dia 11 depois da sensibilizagdo — ver esquema 1). Animais do grupo
controle foram tratados de maneira idéntica apenas com o veiculo.
Decorridas vinte e quatro horas apds o terceiro desafio com TMA (i.e.
no dia 8), parte dos animais foram sacrificados e as bochechas coletadas
para identificac@o histolégica de alteragdes nas camadas da pele, através
da coloracdo com hematoxilina — eosina. Esta técnica de coloragio
utiliza os mesmos procedimentos iniciais da técnica de coloracdo por
Azul de Toluidina, porém apds a primeira lavagem com dgua destilada
as laminas sdo coradas em banho de hematoxilina por dois minutos,
sendo posteriormente, lavadas em &dgua destilada e embebidas em
solucdo de eosina por trés minutos. E por fim, submetidas a sucessivos
banhos de etanol e xilol.

No décimo primeiro dia apds a sensibilizacdo, os animais que
estavam sendo desafiados diariamente com TMA (5%, 20ul), foram
separados em dois grupos. Um grupo recebeu por via i.p. o antagonista
ndo - peptidico seletivo de receptores ET, atrasentan (10 mg/Kg) e o
outro recebeu o veiculo (PBS). Uma hora apds o tratamento, todos os
animais foram desafiados com TMA (5%, 20 ul) na regido da bochecha,
e o numero de acessos de coceira ou movimentos de limpeza facial foi
medido como descrito no item (3.3).

Intervalo para
sensibilizacao
]

Avaliacao diaria
do comportamento decocar

. 1 2 3 4 5 G 7 8 9 10 11
T ! ! !
Sensibilizagao Inicio dos desafios Avaliagao Tratamento
comTMA 5 % diarios com TMAS % histoldgica da com atrasentan
(50 pl) (20 ) pele (10 mgiKg i.p.)

Esquema 1: Protocolo para estudo da participacdo do sistema endotelinérgico na
dermatite por TMA: No décimo primeiro dia os animais foram tratados com atrasentan (10
mg/Kg) ou com seu veiculo (PBS), desafiados com TMA para posterior avaliacdo do
comportamento de cogar e nocicep¢ao.
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3.10. Drogas

Foram utilizadas as seguintes drogas: endotelina-1 (ET-1), BQ-123
(ciclo[DTrp-DAsp-Pro-Dal-Leu]) BQ-788 (N-cis-2,6-dimetilpiperidino-
carbonil-L-y-metileucil-D-1-metoxicarbonil-D-norleucina), provenientes
da American Peptide Co., Sunnyvale, U.S.A. O atrasentan foi
gentilmente fornecido pelo laboratério Abbott (Abbott Park, IL, USA).
O dicloridrato de histamina, capsaicina, naltrexona, CTOP, dicloridrato
de nor-binaltorfimina (Nor-BNI), DAMGO [D-Ala’N-Met-Phe*,Gly’-
d] sal de acetato de encefalina, U-50488H (trans-(x)-2-(3,4-
diclorofenil)-N-metil-N-[21pirrolidil) ciclohexil]), anidrido trimelitico
(TMA) e loratadina foram todos adquiridos da Sigma Chemical Co.
(Saint Louis, U.S.A). O atrasentan foi dissolvido em solucdo salina
tamponada com fosfato (PBS) contendo 3% de etanol e 100 puL de
NaOH 0,1 N. Para a preparagdo da solugdo estoque de capsaicina foi
utilizado 7% de Tween 80, diluido com 930 pl de PBS. As solugdes
estoque de ET-1, BQ-123, BQ-788, CTOP, Nor-BNI, DAMGO e U-
588H foram preparadas em PBS e mantidas a uma temperatura de -18
°C, sendo diluidas momentos antes dos experimentos com 0 mesmo
veiculo. O dicloridrato de histamina foi diluido em solugdo de NaCl 0,9
%.

3.11. Analise Estatistica

Todos os resultados sdo apresentados como a média t erro
padrao da média (E.P.M.) de 6-8 animais, por grupo experimental. Para
analise estatistica dos resultados, foi utilizada anilise de variincia
(ANOVA) de uma via, seguido pelo teste de Newman-Keuls, quando
pertinente. Em todas as andlises estatisticas utilizadas, as diferencgas
entre os grupos foram consideradas significativas quando p < 0.05.
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4. RESULTADOS

A injecdo i.d. de histamina (5, 10, 20 e 50 pg) na bochecha
esquerda de camundongos induziu acessos de coceira, caracterizados por
movimentos repetidos das patas traseiras dirigidos a bochecha tratada,
cuja quantidade foi proporcional a dose administrada (Figura 2A). A
resposta maxima a histamina ocorreu com a dose de 50 pg (40 acessos em
média). Camundongos tratados da mesma forma com capsaicina (1, 10 e
40 pg) apresentaram comportamento de limpeza facial, com movimentos
dos membros anteriores dirigidos as bochechas em quantidade
proporcional a dose (Figura 2D). A maior dose testada de capsaicina (40
png) causou 49 movimentos de limpeza em média. Por outro lado, a
administragdo de histamina nas mesmas doses nao foi efetiva em induzir
movimentos de limpeza facial (Figura 2C). Da maneira andloga, porém
inversa, a capsaicina ndo promoveu acessos de coceira de forma
significativa (Figura 2D).

A co-administragdo i.d. de histamina (50 pg) juntamente com
capsaicina (10 pg) promoveu um nimero menor de acessos de coceira do
que o observado em resposta a administracio isolada de histamina (Figura
3A). Na presenca de capsaicina, os acessos de coceira foram inibidos em
59 %. De maneira semelhante, a co-administragdo i.d. de capsaicina (10
lLg) juntamente com histamina (50 pg) induziu um nimero menor de
movimentos de limpeza promoveu um ndmero menor que a capsaicina
sozinha (inibi¢do de 45%; Figura 3B). Estes resultados demonstram que,
ao serem co-injetadas, tanto a capsaicina é capaz de interferir na resposta
pruritoceptiva, quanto a histamina na resposta nociceptiva.
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Figura 2: Efeitos comportamentais da injecio intradérmica de histamina e capsaicina na
bochecha de camundongos. Os painéis A e B mostram curvas dose-resposta para a promog¢ao de
acessos de coceira e os painéis C e D mostram curvas andlogas para o nimero movimentos de
limpeza causados por histamina e capsaicina, respectivamente. Os tratamentos foram feitos por
inje¢do i.d. na bochecha esquerda de animais. Os controles foram tratados com salina (veiculo
histamina) ou 7% Tween 80 em PBS (capsaicina). O volume das injeg¢des foi de 20 pL. Os
valores representam a média * erro padrdo da média (n = 6 — 8 animais por grupo). Asteriscos
indicam P < 0,05 em relacdo ao grupo controle (ANOVA de uma via seguida do teste de
Newman-Keuls).
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Figura 3: Comparacio dos efeitos da administracio intradérmica isolada ou combinada de
histamina e/ou capsaicina na bochecha, sobre o comportamento de cocar e limpar de
camundongos. Os painéis A e B mostram o nimero de acessos de coceira e de movimentos de
limpeza causados pela administracio isolada ou combinada de histamina (Hist, 50 pg) e/ou
capsaicina (Caps, 10 pg), respectivamente. Os tratamentos foram feitos por administracdo
intradérmica na bochecha esquerda dos animais. Os controles foram tratados com salina (veiculo
histamina) ou para capsaicina (7% Tween 80 em PBS), sendo o volume total da solucdo injetada
de 20 pL. Os valores representam a média £ erro padrdo da média do nimero de acessos de
coceira e de limpeza (n = 6 — 8 animais por grupo). Asteriscos indicam P < 0,05 em relagdo ao
grupo controle tratado com o veiculo correspondente. Cerquilhas indicam P < 0,05 em relag@o ao
grupo tratado com histamina (A) ou capsaicina (B) (ANOVA de uma via seguida do teste de
Newman-Keuls).
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A injecdo i.d. de ET-1 (3, 10, 30, 60 pmol) na bochecha induziu
tanto acessos de coceira, quanto movimentos de limpeza facial, sendo que
ambas as respostas se mostraram dependentes da dose administrada
(Figura 4A e 4B). Na maior dose testada, a ET-1 induziu em média, 60
acessos de coceira e 27 movimentos de limpeza. Ambas as respostas
comportamentais promovidas pela ET-1, coceira e limpeza, manifestaram-
se principalmente nos primeiros 20 minutos apds a injecdo, ainda que
fossem ainda observados, em menor freqii€ncia, no transcorrer do restante
do perfodo de observacdo de 40 minutos (Figura 4C e 4D).

Com o propésito de caracterizar os possiveis receptores
responsaveis tanto pelo efeito pruriginoso quanto nociceptivo da ET-1, no
modelo experimental adotado neste estudo, testou-se, em outra série de
experimentos, a influéncia de antagonistas seletivos dos receptores ET4 e
ETg. Observou-se que a administracdo i.d. do antagonista peptidico
seletivo para receptor ET4 BQ-123 (10 nmol), 5 minutos antes da injecio
de ET-1 (30 pmol), reduziu marcadamente a incidéncia de acessos de
coceira (89% de inibi¢do; Figura SA). Contudo, o tratamento local prévio
com BQ-123 ndo modificou o nimero de movimentos de limpeza facial
induzido pela ET-1 (Figura 5B). Por outro lado, a injecdo local de BQ-788
(10 nmol), um antagonista peptidico seletivo para receptores ETjg,
aumentou em 72% o efeito pruritogénico da ET-1 (Figura 5A), e também
foi capaz de potencializar a resposta nociceptiva ao peptideo, aumentando
em 108% o nimero de movimentos de limpeza (Figura 5B). A co-inje¢do
de BQ-123 mais BQ-788 (ambos a 10 nmol, 5 minutos), foi efetiva em
reduzir os acessos de coceira e os movimentos de limpeza induzidos por
ET-1, para valores semelhantes aos observados nos animais tratados
previamente com BQ-123, de modo que ambos os comportamentos
apresentaram-se inibidos em 90 e 70%, quando comparados aos valores
observados no grupo tratado com BQ-788 antes de ET-1, respectivamente.
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Figura 4: A injecdo intradérmica de ET-1 induz acessos de coceira e movimentos de
limpeza em camundongos. Os painéis A e B mostram curvas dose-resposta para a promogdo de
acessos de coceira e movimentos de limpeza promovidos pela aplicagdo i.d. de ET-1 (3 a 60
pmol) na bochecha esquerda de camundongos, respectivamente. Os Painéis C ¢ D mostram o
decurso temporal da manifestacdo dos acessos de coceira e movimentos de limpeza induzidos nos
primeiros 40 minutos apds a administragdo de ET-1 (30 pmol). Os controles foram tratados com
PBS (20 pL). Os valores representam a média + erro padrdo da média (n = 6 — 8 animais por
grupo). Asteriscos indicam P < 0,05 em relacdo ao valor correspondente do grupo controle
(ANOVA de uma via seguida do teste de Newman-Keuls).
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Figura 5: Influéncia do tratamento com antagonistas de receptores ET, e/ou ETg sobre os
acessos de coceira (painel A) e movimentos de limpeza (painel B) induzidos pela ET-1. Os
animais receberam, na bochecha esquerda, injecdo i.d. de ET-1 (30 pmol), 5 min apds a
administracdo i.d. de veiculo (PBS), BQ-123 (antagonista de receptores ET,, 10 nmol), BQ-788
(antagonista de receptores ETg, 10 nmol) ou ambos os antagonistas (BQ-123 + BQ-788). Os
controles foram tratados com PBS. O volume total injetado foi de 20 uL. Os valores representam
a média t erro padrao da média do nimero de acessos de coceira ou movimentos de limpeza
observados nos primeiros 40 minutos apés a injecdo de ET-1 (n = 6 - 8 animais por grupo).
Asteriscos, cerquilhas e ¢ indicam P < 0,05 em relagdo ao grupo tratado apenas com PBS, ao
grupo tratado com ET-1 + PBS ou ao grupo tratado com ET-1 + BQ-788, respectivamente
(ANOVA de uma via seguida do teste de Newman Keuls).
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Em outra série de experimentos, avaliou-se a influéncia da co-
administragdo i.d. de diferentes antagonistas de receptores opidides sobre
os efeitos pruritoceptivos e nociceptivos da ET-1. Neste sentido, foi
observado que a co-injecdio de ET-1 mais naltrexona (5 pg), um
antagonista nao-seletivo de receptores opidides, ndo promoveu mudangas
significativas do efeito pruritogénico da ET-1 (30 pmol; Figura 6A), mas
potencializou em 94 % o efeito nociceptivo causado pelo peptideo (Figura
6B). Por outro lado, a co-injecdo local do antagonista seletivo para os
receptores p opidides, CTOP (20 nmol), juntamente com ET-1 (30 pmol),
foi capaz de aumentar os acessos de coceira (54 % de aumento; Figura
7A), sem contudo modificar o nimero de movimentos de limpeza (Figura
7B). Da mesma forma, o tratamento andlogo com Nor-BNI (68 nmol), um
antagonista seletivo para receptores k opidides, potencializou em 24% os
acessos de coceira induzidos por ET-1, sem alterar o ntimero de
movimentos de limpeza (Figura 7C e 7D respectivamente). A
administragdo intradérmica de Nor-BNI causou acessos de coceira per se
(27 acessos em média), porém, ndo foi capaz de induzir movimentos de
limpeza por ET-1(Figura 7C). Em contraste com os efeitos causados pelos
antagonistas seletivos |l e K, o antagonista seletivo & opidide naltrindole
(80 nmol) ndo alterou o nimero de acessos de coceira induzidos por ET-1,
porém reduziu o nimero de movimentos de limpeza em 26% (Figura 7E e
7F, respectivamente).
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Figura 6: Influéncia do antagonista nio seletivo de receptores opidides naltrexona sobre o
comportamento de cocar (painel A) e de limpeza (painel B) induzidos por ET-1. Naltrexona
(5 ng) ou PBS foi co-injetada com ET-1 (30 pmol) por via i.d. na bochecha esquerda de cada
animal. O volume total das inje¢des foi de 20 puL. Os valores representam a média * erro padrio
da média do nimero de acessos de coceira (A) ou de movimentos de limpeza (B) (n = 6 a 8
animais). Os asteriscos e a cerquilha denotam P < 0,05 em rela¢@o ao grupo controle ou tratados
com ET-1 + PBS, respectivamente (ANOVA de uma via seguida do teste de Newman-Keuls).
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Figura 7: Influéncia dos antagonistas seletivos de receptores opidides p (CTOP), k (Nor-
BNI) e 8 (Naltrindole) sobre os efeitos pruritoceptivo e nociceptivo da ET-1. A figura ilustra
o comportamento de cocar e movimentos de limpeza em resposta a inje¢do i.d. de ET-1 (PBS ou
PBS + DMSO, para Naltrindole) co-administrado com CTOP (20 nmol; painéis A e B,
respectivamente), Nor-BNI (68 nmol; painéis C e D, respectivamente) Naltrindole (80 nmol;
painéis E e F, respectivamente). As inje¢oes foram aplicadas na bochecha esquerda de
camundongos em um volume total de 20 puL. Os valores representam a média * erro padrdo da
média do nimero de acessos de coceira e de movimentos de limpeza nos 40 min que seguiram a
inje¢do (n = 6 - 8 animais). Asteriscos e cerquilhas indicam P < 0,05 em relagcdo ao grupo
controle (PBS ou PBS + DMSO, para Naltrindole) ou ET-1 + PBS, respectivamente (ANOVA de
uma via seguida do teste de Newman-Keuls).
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Complementando esta série de experimentos, foi testado ainda o
efeito da co-injecdo i.d. de ET-1 juntamente com um agonista seletivo dos
receptores opidides | ou kK, DAMGO e UH-50488H, respectivamente. O
DAMGO (100 nmol) reduziu os acessos de coceira em 50% (Figura 8A),
bem como o nimero de movimentos de limpeza em 87% (Figura 8B). J4 o
UH-50488H (100 nmol) afetou de forma significativa somente o nimero
de movimentos de limpeza, que foi reduzido em 36% (Figura 8A e 8B). A
administragdo intradérmica de DAMGO (100 nmol) n3o promoveu
alteracdes em nenhuma das respostas comportamentais per se.

Como a histamina € o mediador implicado no prurido mais
estudado, verificou-se o possivel envolvimento dos receptores H; para
histamina nas respostas pruritogénicas e nociceptivas promovidas pela
ET-1. O tratamento prévio sistémico com loratadina (10 mg/kg, i.p., 1
hora antes), um antagonista de receptores H;, promoveu reducdo discreta
do efeito pruritoceptivo da ET-1 (22% de inibicdo Figura 9A). Por outro
lado, o mesmo tratamento foi capaz de reduzir mais efetivamente os
movimentos de limpeza facial induzidos pela ET-1 (61% de inibicdo,
Figura 9B).

Os mastécitos sdo células que tém sido implicadas na
patofisiologia do prurido, uma vez que seus granulos s@o ricos em
histamina, serotonina e outras substincias envolvidas em processos
pruriginosos. Desta forma, foi verificada se a resposta pruritoceptiva a
administragdo de ET-1 (30 pmol) seria acompanhada de alteracdo nas
caracteristicas da populacdo local de mastdcitos. Conforme mostram as
imagens tipicas de micrografias de seccdes da pele da bochecha de
camundongos ap0s a injecao i.d. de PBS ou de ET-1 (Figura 10 A-D) e os
resultados médios dispostos na Figura 10E, a ET-1 causou aumentos
significativos no nimero de mastdcitos degranulados, de mastdcitos
intactos, bem como no numero total destas células.
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Figura 8: Influéncia dos agonistas seletivos para receptores opidides p (DAMGO) e x (U-
50488H) sobre os efeitos pruritoceptivo e nociceptivo da ET-1. A figura ilustra o
comportamento de cogar (painel A) e movimentos de limpeza (painel B) em resposta a injegdo
i.d. de ET-1 (ou PBS) co-administrado juntamente com DAMGO ou U-50488H (100 nmol em
ambos os casos). Outro grupo experimental recebeu apenas DAMGO (100 nmol) co-injetado i.p.
com PBS. As injecoes foram aplicadas na bochecha esquerda de camundongos em um volume
total de 20 pL. Os valores representam a média * erro padrdo da média do niimero de acessos de
coceira e de movimentos de limpeza nos 40 min que seguiram a injecdo (n = 6 - 8 animais).
Asteriscos e cerquilhas indicam P < 0,05 em relacdo ao grupo PBS controle ou ET-1 + PBS,
respectivamente (ANOV A de uma via seguida do teste de Newman-Keuls)
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Figura 9: Influéncia da loratadina sobre o comportamento de cocar e movimentos de
limpeza induzidos pela administracdo i.d. de ET-1 na bochecha de camundongos. Os
Painéis A e B mostram o nimero de acessos de coceira e movimentos de limpeza, promovidos
por ET-1 na bochecha esquerda, respectivamente. Os animais foram tratados, por via i.p. e uma
hora antes da ET-1, com loratadina (10 mg/kg) ou (PBS. + Twen 7 %) Os valores representam
a média * erro padrdo da média do nimero de acessos de coceira e de movimentos de limpeza
(n = 6 — 8 animais por grupo). Os asteriscos e a cerquilha indicam P < 0,05 em relacdo ao
grupo controle tratado com PBS ou com ET-1 + PBS, respectivamente (ANOVA de uma via
seguida do teste de Newman-Keuls).
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Figura 10: Efeitos da injecao intradérmica de ET-1 no nimero de mastdcitos. Os painéis
de A até D mostram o perfil histol6gico de micrografias opticas de cortes da pele da bochecha
de camundongos ap6s injecdo i.d. de PBS, ou 10, 15 e 30 minutos apds administracio similar
de ET-1 (30 pmol), respectivamente. A cabeca de seta branca no painel B identifica um
mastdcito degranulado. A cabeca de seta preta no painel D identifica um mastdcito intacto. O
painel E mostra os nimeros médios de mastdcitos intactos ou degranulados, bem como o total
de mastdcitos aos 10, 15 ou 30 min da injecdo. Os valores representam a média * erro padrdo
da média do nimero de células encontradas (n = 6 a 8 animais). Asteriscos indicam P < 0,05
em relacdo ao grupo PBS correspondente (ANOVA de uma via seguida do teste de Newman
Keuls).
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Figura 11: Modificacoes histologicas apés exposicdes repetidas ao TMA. Os painéis de (A)
e (B) mostram o perfil histolégico de micrografias dpticas de cortes da pele da bochecha de
camundongos, 24 horas apds a 3° re-exposi¢do ao TMA 5% ou veiculo do TMA (8° dia do
protocolo experimental), respectivamente. A chave branca nos painéis identifica a espessura da
epiderme.

"
o

Figura 12: Alteracoes morfoldgicas externas apés exposicoes repetidas ao TMA. O painel
de (A) mostram o perfil morfolégico da pele da bochecha de camundongos apds tratamento
topico com o veiculo do TMA (acetona e miristato de isopropila, 4:1). Os Painéis (B) e (C)
mostram a morfologia da pele apds a 3* e a 7* re-exposicdo ao TMA (8° e 11° dias do
protocolo experimental).
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Figura 13: Influéncia do tratamento com antagonistas de receptores ET, sobre os acessos
de coceira e movimentos de limpeza induzidos por TMA. Os painéis (A) e (B) mostram o
nimero de acessos de coceira ou movimentos de limpeza, apds os desafios didrios com TMA 5
%, respectivamente. Os painéis (C) e (D) mostram o ndmero de acessos de coceira ou
movimentos de limpeza apés administragdo i.p. de atrasentan (10 mg/kg) ou PBS, uma hora
antes do sétimo desafio (11° dia) com TMA 5 %. Os valores representam a média * erro
padrdo da média do nimero de acessos de coceira ou movimentos de limpeza observados na
primeira hora apés a aplicac@o tépica de TMA 5 % (n = 6 - 8 animais por grupo). Asteriscos
indicam P < 0,05 em relagcdo ao grupo tratado apenas com veiculo (acetona e miristato de
isopropila, 4:1) (ANOVA de uma via com medidas repetidas).
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Em um grupo final de experimentos, investigou-se a possivel
participacdo do sistema das endotelinas na coceira e nocicep¢do
associadas ao modelo de dermatite atdpica causada por TMA. Neste
modelo, a bochecha esquerda do animal é tratada topicamente com
TMA 5%. A partir do quinto dia, a bochecha foi desafiada, diariamente,
com a mesma dose do composto. Conforme ilustra a Figura 11, a
exposicdo repetida ao TMA por 3 dias induziu a modificacdes
histolégicas em cortes da pele, caracteristicas de um quadro de
dermatite. A Figura 12 ilustra modifica¢cdes na morfologia externa da
pele, também caracteristicas de um quadro de dermatite, dos animais
expostos repetidamente ao TMA 24 horas apds o 8° e 11° dias (Figura
12B e 12C, respectivamente). Observou-se que os nimeros de acessos
de coceira e de movimentos de limpeza facial aumentam
proporcionalmente a quantidade de re-exposi¢des ao TMA, sendo que o
aumento da incidéncia do comportamento pruritoceptivo parece
anteceder o do comportamento nociceptivo (Figura 13A e 13B). A
administracdo i.p. de um antagonista ndo-peptidico seletivo de
receptores ET, para endotelinas, o atrasentan (10 mg/kg), uma hora
antes do sétimo desafio didrio com TMA (11° dia do protocolo), ndo foi
efetivo em reduzir quaisquer dos dois comportamentos avaliados
durante primeira hora ap6s o desafio (Figura 13C el13D).
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5. DISCUSSAO

O primeiro objetivo do trabalho foi o de reproduzir o modelo
descrito por Shimada e Lamotte (2008), o qual utiliza a bochecha de
camundongos como sitio de administra¢do de substincias pruritogénicas
ou algogénicas a fim de diferenciar respostas comportamentais
pruriginosas de nociceptivas. Os resultados que foram obtidos
confirmaram que a injec¢do i.d. de histamina na bochecha foi capaz de
induzir acessos de coceira com a pata traseira de maneira dose -
dependente, em doses que ndo causaram movimentos de limpeza facial
com a pata dianteira dirigidas ao mesmo local. Ao contrério, a
capsaicina, quando injetada na bochecha mostrou ser capaz de causar
movimentos de limpeza facial de maneira dependente da dose sem
induzir acessos de coceira.

Além de Shimada e Lamotte (2008), recentemente Akiyama et
al., (2010), utilizaram este mesmo modelo para avaliar as respostas
comportamentais evocadas por diferentes substancias pruritogénicas e
algogénicas. Neste trabalho os autores, além de testarem histamina e
capsaicina, observaram que mediadores pruritogénicos como serotonina,
espiculas de Mucuna pruriens (cowhage), e agonistas de receptores
PAR; e PAR,, causaram acessos de coceira de maneira dose-dependente
e poucos movimentos de limpeza facial. Em contraste, mediadores
algogénicos como a bradicinina, promoveram movimentos de limpeza
facial de maneira dose dependente e poucos acessos de coceira.
Surpreendentemente, a formalina reconhecida por evocar uma resposta
comportamental sugestiva de nocicep¢do, quando administrada na pata
de camundongos, neste modelo, causou mais acessos de coceira do que
movimentos de limpeza facial. Desta forma, nossos resultados,
associados aos dados da literatura, demonstram que, além de ser
reprodutivel o modelo experimental desenvolvido por Shimada e
Lamotte (2008), é capaz de diferenciar de maneira clara e precisa
respostas comportamentais distintas para as sensag¢des de dor ou coceira.

Ward et al.,, (1996) observaram , em voluntdrios, que a
nocicep¢do € capaz de interferir na percep¢do da sensacio pruriginosa,
reduzindo-a, mas a sensacdo pruriginosa ndo afetou a nocicepgio.
Nossos experimentos, utilizando o modelo de Shimada e Lamotte
(2008), parecem comprovar que a sensacdo pruriginosa interfere na
resposta pruritoceptiva dos comundongos pois, ao co-administrarmos
histamina e capsaicina, observamos que a capsaicina foi capaz de
reduzir a resposta pruritogénica. Contudo a histamina reduziu a resposta



36

nociceptiva a capsaicina, quando sdo comparadas as respostas
produzidas pela combina¢do aquelas induzidas por estas drogas
isoladamente.

De modo interessante, nosso grupo demonstrou pela primeira
vez que a administragdo intradérmica de ET-1 no dorso de camundongos
foi capaz de induzir acessos de coceira sugestivos de efeito pruriginoso
(Trentin et al., 2006). No entanto, como a ET-1 € um mediador peptidico
conhecido tanto por suas a¢des pruritogénicas quanto nociceptivas, nos
sentimos instigados a estudar as agdes da ET-1 neste novo modelo.
Nossos resultados demonstram que a ET-1 foi capaz de induzir tanto
acessos de coceira com a pata traseira quanto movimentos de limpeza
facial com a pata dianteira, quando injetada por via intradérmica na
bochecha esquerda de camundongos. Estes resultados somam-se aos
dados da literatura que demonstraram que ET-1 € capaz de induzir
acessos de coceira de maneira dose - dependente quando administrada
por via i.d. no dorso de camundongos (McQueen et al., 2007; Liang et
at., 2010).

Trabalhos realizados até o momento comprovam que a coceira
causada por ET-1 é mediada por receptores ET,, uma vez que o
bloqueio desses receptores com antagonistas seletivos foi capaz de inibir
os acessos de coceira. Diferentemente, o bloqueio dos receptores ETg
potencializou a resposta pruritogénica de ET-1, indicando um possivel
papel antipruriginoso desses receptores (Trentin et al., 2006; Liang et
al., 2009). Ademais, também foi demonstrado que o prurido causado por
ET-1 através da ativacdo de receptores ET, requer a participacido de
PKC por via adenil ciclase e pode ser reduzido pela inibicdo de
fosfolipase C. Contribuindo com esses estudos, lamamachi et al., (2009)
demonstraram que o prurido elicitado por ET-1 no dorso de
camundongos ndo dependem da ativagdo de um tipo especifico de
fofolipase C, a isoforma [; Curiosamente, estes autores também
observaram que canais TRPV1 embora presentes nas fibras sensoriais
periféricas implicadas na a¢@o pruriginosa de ET-1, ndo participam na
mediacdo deste efeito.

Nossos resultados indicaram que os acessos de coceira
induzidos pelo peptideo foram prevenidos pelo tratamento local com
BQ-123 (antagonista seletivo de receptores ET,), indicando o
importante papel dos receptores ET, nesta resposta. Além disso, a
administragdo local de BQ-788 (antagonista seletivo de receptores ETg)
aumentou pronunciadamente o nimero de acessos de coceira induzidos
pela ET-1. Estes resultados reforcam a importincia primordial dos



37

receptores ET, na mediacdo da coceira e evidenciam o papel
antipruriginoso dos receptores ETg.

Dados da literatura demonstram que a estimulacdo dos
receptores ET, causa nocicep¢do por via de sinalizacdo celular que
envolve a abertura de canais de sddio resistentes a tetrodotoxina (TTX)
ativacdo de canais TRPV1 e por eventos intracelulares como a ativacio
de PKC (Plant et al., 2007; Motta et al., 2009). Além disso, € importante
ressaltar, que esta ativacdo de canais TRPVI1, via receptores ETa,
também pode ocorrer no sistema trigeminal, onde foi observada a co-
localizagdo dos canais TRPV1 em neurdniso que expressam receptores
endotelinérgicos ET s ou ETg (Chichorro et al., 2010).

Apesar dos receptores ET, serem primordiais na nocicepg¢do
induzida por ET-1, nossos resultados demonstraram que a administragdo
local de BQ-123 nio foi capaz de reduzir o nimero de movimentos de
limpeza induzidos pelo peptideo. Na seqiiéncia, ao estudarmos o
antagonismo do receptor ETy na nocicep¢do, verificamos que a
utilizagdo do BQ-788 causou aumento na resposta nociceptivaa ET-1.
Mediante esse resultado realizamos o experimento de co-administragdo
de BQ-123 + BQ-788, o qual preveniu o aumento da nocicepc¢do
induzida por BQ-788, demonstrando, desta forma, a importancia dos
receptores ET4 no processo nociceptivo. Dessa forma, acreditamos que,
na regido facial, o bloqueio dos receptores ETy promove uma resposta
hipernociceptiva a ET-1 possivelmente resultante da ativagdo dos
receptores ETa, possivelmente por supressdo da analgesia periférica por
ativacdo dos receptores ETg (Khodorova et al., 2003; Verri et al., 2006).

O sistema opidide enddgeno na pele inclui a expressdo dos
receptores opidides (U, k e 8) e de peptideos opidides como encefalinas,
endorfinas, dinorfinas e endomorfinas, presentes em células epidérmicas
como queratindcitos e fibras sensoriais periféricas (Kieffer BL e
Gaveriaux-Ruff C, 2002). Alguns integrantes deste sistema parecem
estar intimamente relacionado com o sistema de endotelinas pois,
Khodorova et al., (2003) demonstraram a co-localiza¢do de receptores
ETg e B-endorfina em queratindcitos, adjacentes a terminagdes de fibras
sensoriais nociceptivas na superficie plantar da pata de ratos. Ademais, o
mesmo estudo mostrou que a ativacdo dos receptores ETy desencadeia a
liberagdo de p-endorfina de queratindcitos a qual interage com
receptores opidides acoplados a canais de potdssio sendo capazes de
suprimir a nocicep¢do causada por ET-1. Estes dados podem ser
correlacionados com nossos resultados, que demonstram a
potencializagdo do efeito nociceptivo da ET-1 pelo bloqueio seletivo de
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receptores ETg com BQ-788. Por outro lado, outros estudos demonstram
que os receptores ETp também podem desempenhar um papel
pronociceptivo e hiperalgésico no sistema trigeminal de ratos (Motta et
al., 2009; Chichorro et al., 2009).

Com o intuito de estudar o possivel papel do sistema opidide na
modulacdo das respostas comportamentais pruritoceptivas e
nociceptivas promovidas por ET-1, no modelo experimental utilizado
neste estudo, verificamos a acdo de alguns antagonistas e agonistas
opidides. Nossos resultados demonstraram que a co-injecdo local i.d. de
naltrexona (antagonista nao - seletivo de receptores opidides) com ET-1,
ndo foi capaz de alterar os acessos de coceira. Contudo, recentemente
Akiyama et al., (2010) utilizando o mesmo modelo descrito por Shimada
e Lamotte, (2008) evidenciaram que o mesmo antagonista administrado
por via i.p. foi capaz de inibir os poucos acessos de coceira provocados
por capsaicina e aqueles promovidos por histamina, agonista PAR,,
agonista PAR,. Provavelmente, o fato da naltrexona nio ter alterado os
acessos de coceira promovidos por ET-1 em nosso estudo, pode estar
relacionado com a via de administracao utilizada.

A possivel modulacdo dos receptores p opidides no prurido
induzido por ET-1 foi avaliada em dois grupos experimentais diferente;
um tratado com antagonista seletivo e outro com agonista seletivo deste
subtipo de receptor. Dessa maneira, a co-inje¢do local de ET-1 com o
antagonista CTOP promoveu aumento no nimero de acessos de coceira;
diferentemente do agonista seletivo p DAMGO que foi capaz de reduzir
o efeito pruritogénico da ET-1. Estes resultados podem ser explicados
pelo fato de que a administragdo i.d. de ET-1 disponibiliza este peptideo
junto as células epidérmicas e desta forma, ET-1 pode ativar receptores
ETg presentes em queratinécitos, promovendo a liberacdo de -
endorfina que por sua vez poderia estar limitando o efeito pruritogénico,
da mesma forma pela qual limita a resposta nociceptiva ja descrita por
Khodorova e colaboradores, (2003). Embora, em um estudo recente
Yamamoto e Sugimoto, (2010) tenham demonstrado que o agonista p
opidde, DAMGO (100 nmol), fosse capaz de causar comportamento de
cogcar quando administrado no dorso de camundongos, no modelo
experimental utilizado em nosso estudo, este mesmo agonista, na mesma
dose, ndo teve efeito pruritogé€nico.

Alguns estudos tem apontado um efeito antipruritogénico dos
receptores k opidides. Um agonista seletivo dos receptores k opidides, o
nalfurafine (agonista seletivo k) previne a coceira causada por
5’guanidinonaltrindole um antagonista seletivo k (Kamei e Nagase,
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2001). Além disso, o U-50488H outro agonista seletivo k também
conseguiu reverter o prurido causado, por Nor-BNI outro antagonista
seletivo k e por DAMGO, um agonista seletivo de receptores u opidide,
(Yamamoto e Sugimoto, 2010; Inan et al., 2009). Entretanto, o papel dos
receptores K na coceira induzida por ET-1, foi paradoxal em nosso
estudo quando comparado com os dados da literatura. Apesar do
antagonista Nor-BNI ter aumentado o nimero de acessos de coceira
promovidos pela co-injecdo local com ET-1 (o que confirmou os dados
da literatura), inesperadamente, o agonista seletivo U-50488H na
respectiva dose utilizada, ndo alterou a resposta comportamental. A
respeito dos receptores 6 opidides, nossos resultados indicam que estes
parecem ndo estar relacionados com o efeito pruritogénico da ET-1,
visto que o antagonista seletivo para estes receptores o naltrindole, ndo
alterou os acessos de coceira induzidos por ET-1.

Diferentemente da resposta observada para o prurido, a resposta
nociceptiva a ET-1 foi potencializada pela co-injecdo local de
naltrexona juntamente com ET-1. Estes resultados podem sugerir que o
bloqueio concomitante de ambos os receptores u ou k opidides pela
naltrexona é capaz de prevenir a analgesia promovida pela ativacio de
receptores ETg localizados em queratindcitos, como descrito por
Khodorova et al., (2003). Porém, diferentemente do demonstrado pelo
trabalho citado anteriormente, a co-inje¢do local dos antagonistas
seletivos 1 ou k, na dose utilizada, ndo alterou a resposta nociceptiva
induzida por ET-1. Contudo este resultado ndo exclui a participagdo de
ambos os receptores opidides na nocicep¢do induzida por ET-1 neste
modelo, pois a co-adminstracdo local do agonista seletivo p (DAMGO)
inibiu os movimentos de limpeza facial induzidos por ET-1 e também o
agonista k (U-50488H) foi capaz de reduzir parcialmente a resposta.

Inesperadamente, ao investigarmos neste modelo a via de
sinalizagdo & opidide, observamos que a co-injecdo local de naltrindole
(antagonista seletivo o opidide) com ET-1 reduziu a resposta
nociceptiva. Pelo fato de ndo existirem dados na literatura indicando que
a ativacdo destes receptores pode causar nocicep¢do, pode-se sugerir
que, talvez, o efeito antinociceptivo observado em nossos resultados,
com o bloqueio dos receptores d, decorra da ativagdo de receptores
opidides p e k por opidides endégenos (Machelska, 2007), liberados de
queratindcitos, mediante a acdo direta de ET-1 sobre receptores ETg
localizados nestas células. Esta especulacio pode ser refor¢ada por
nossos resultados, ji4 comentados anteriormente, em que a co-
administracdo i.d dos agonistas seletivos para os receptores U e K
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opidides com ET-1, causou um efeito analgésico sobre a nocicepg¢io
induzida pelo peptideo. Ademais, esses dados, podem ser
correlacionados com os resultados obtidos por Akiyama e
colaboradores, (2010), utilizando o mesmo modelo experimental
adotado em nosso estudo, estes autores observaram que a administragao
sisttmica de morfina, foi capaz de inibir a resposta nociceptiva a
capasaicina, que a exemplo da ET-1, induz nocicep¢do via ativacio de
receptores TRPV1 em fibras trigeminais (Chichorro, et al., 2010).

Conforme descrito na introdu¢do, dor e prurido sdo resultantes
da ativagdo de terminacdes nervosas livres que podem ser ou nio
compartilhadas para a transmissdo das respectivas sensagcOes. Este
aspecto depende essencialmente ndo s6 do tipo de mediador
pruritogénico ou algogénico envolvido, mas também da localizacdo e
dos tipos de fibras sensoriais. Tem sido demonstrado, que em
camundongos, neur6nios da regido superficial da medula espinhal
respondem tanto a histamina, quando a agonistas PAR, e capsaicina
(Akiyama et al., 2009). A presenca de neurénios com este perfil sugere
que capsaicina (mediador algogénico cldssico) seja capaz de produzir
nao somente dor, mas comportamento de coceira. Desse modo, em
experimentos futuros serd de extrema importancia determinar se existem
populagdes separadas de neurdnios no subnticleo caudal trigeminal, que
passam a responder seletivamente as substincias pruritogénicas ou
algogénicas injetadas na bochecha de camundongos.

Sabe-se que a histamina € um importante mediador do prurido e
exerce suas acdes principalmente através dos receptores H; presentes em
subpopulacdes especificas de fibras C (Thurmond et al., 2008). O
envolvimento da histamina no prurido é confirmado pela acdo
antipruriginosa de anti-histaminicos, H; cldssicos, como a loratadina e a
cetirizina os quais sdo a op¢do mais comum de tratamento, apesar de em
alguns casos, como na urticdria cronica, doses até quatro vezes maiores
que a regular ndo serem efetivas (Zurbier et al., 2009; Metz et al.,
2010). Observamos no presente estudo que o comportamento
pruriginoso induzido pela ET-1 foi discretamente reduzido pelo pré-
tratamento com a loratadina um potente antagonista de receptores H;.

Dados da literatura descrevem que a ET-1 € capaz de degranular
mastdcitos provenientes da medula dssea, da pele fetal ou da cavidade
peritoneal de camundongos, sendo que esta acdo parece ser mediada
pela ativacdo de receptores ET, e ETg presentes nestas células
(Yamamura et al., 1995; Matsushima et al., 2004). Além disso, através
de testes in vitro, em que mensurando a liberacdo de serotonina, Metz e
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colaboradores, (2007), demonstraram que mastdcitos provenientes da
pele de camundongos sofrem degranulacdo quinze minutos apds a
estimulacio com ET-1, e esta acdo foi inibida de maneira dose-
dependente pelos antagonistas peptidicos seletivos para receptores ETx
(BQ-123) e ETg (BQ-788). Ainda, estes autores observaram intensa
degranulagdo de mastdcitos em cortes de pele de camundongo seis horas
apés a administracdo i.d. de ET-1. Estes dados podem ser
correlacionados com nossos resultados, nos quais observamos um
aumento temporal na degranulacdo destas células em 15 e 30 minutos
apos a injecdo i.d de ET-1 na bochecha de camundongo.

Quando procuramos na literatura cientifica trabalhos
associados a migracdo de mastdcitos nos deparamos muitas vezes, com
estudos relacionados a ativagdo e degranulacdo como o reportado
anteriormente. Essa capacidade de recrutamento de mastdcitos foi
reportada recentemente por Nguyen e colaboradores (2011), neste
trabalho foi demonstrado que o aumento de citocinas inflamatérias é
responsavel por induzir a migracdo de mastdcitos apds noventa minutos
de exposi¢do a luz UVB, na pele de pacientes com lupus eritematoso.
Contudo a migrac¢do de mastdcitos pode ocorrer de acordo com o agente
inflamatério envolvido. Aung et al., (2010), demonstraram que a
catestatina, um peptideo neuroenddécrino com agdo antimicrobiana,
encontrada principalmente em queratindcitos da pele humana, é capaz
de induzir a migracdo e degranulacdo de mastdcitos apds noventa
minutos de estimulagdo com este neuropeptideo.

Frente a acdo da ET-1, tem sido sugerido que parte dos seus
efeitos pré-inflamatdrios na pele estejam diretamente relacionados com
a presenca de mastocitos. Metz e colaboradores 2006, demonstraram
que animais nocautes para mastdcitos, apresentaram significativa
reducdo do edema de orelha, uma hora depois da administragcdo
intradérmica de ET-1. Nossos resultados demonstraram que, hd um
aumento temporal na migracdo de mastdcitos apds 15 e 30 minutos da
injecdo i.d de ET-1 na bochecha de camundongo. O recrutamento destas
células 15 minutos apds a injec¢do i.d. de ET-1, parece ser muito mais
rapido do que os tempos até entdo referidos apds a exposicdo a outros
mediadores inflamatérios. Este dado nos faz pensar na importancia deste
peptideo e a sua extrema relagio com a migragdo celular,
principalmente, no recrutamento de mastocitos.

Dessa forma sugerimos que a resposta de acessos de coceira
causada por ET-1 na bochecha de camundongos seja dependente de
mastécitos e mediada, ao menos em parte, pela histamina, pois
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conforme ja comentado na introdugdo, os mastdcitos também sintetizam
e liberam outros mediadores como, serotonina e leucotrieno B4, os quais
estdo associados 4 inducdo de prurido (Andoh et al., 2001).

O comportamento nociceptivo induzido por ET-1 na face foi
significativamente reduzido pelo tratamento prévio com loratadina.
Estes dados correlacionam-se com estudos anteriores realizados em
nosso grupo, no qual Frighetto, (2004) demonstrou que o efeito
nociceptivo hiperalgésico (a dor causada por capsaicina) e
edematogénica da injecdo de ET-1 na superficie plantar da pata de
camundongos foram todas bloqueadas pela pirilamina (antagonista
seletivo de receptores H;), bem como apds deplecdo da populagio local
de mastdcitos com injecdes repetidas de composto 48/80. Além disso, a
resposta nociceptiva induzida por inje¢cdo de ovalbumina na pata de
camundongos sensibilizados ao antigeno demonstrou ser mediada em
grande parte por endotelinas e também foi prevenida por injecdes
repetidas do composto 48/80 (Piovezan et al., 2004). Assim, quando
relacionados com os dados da literatura descritos acima, nossos
resultados sugerem que semelhante ao que ocorre com coceira, o
comportamento nociceptivo induzido por inje¢des intradérmicas de ET-
1 na bochecha de camundongos, pode ser dependente de mastdcitos e
mediado por histamina.

A dermatite atépica (DA) € uma doenca inflamatdria de pele
comum e de grande interesse na dermatologia clinica, especialmente por
ser prevalente em paises industrializados e afeta principalmente criancas
(20%). Sua sintomatologia € caracterizada por prurido intenso e
inflamag@o cronica da pele, que pode ocorrer devido a fatores genéticos,
hiper-reatividade cutdnea a fatores ambientais ou alteracdes
imunoldégicas (Homey et al., 2006). Pelo fato das terapias existentes
ainda serem insatisfatdrias, faz-se necessdria a utilizacdo de modelos
animais que consigam reproduzir as caracteristicas fisiopatoldgicas
macroscéopicas, microscopicas, a participagdo de diferentes células do
sistema imune (linfécitos T, eosindfilos, mastdcitos), a expressdo de
citocinas TH,, o aumento nos niveis de IgE e a cronicidade (Homey et
al., 2006).

O modelo que utiliza 0 TMA (anidrido trimelitico), um agente
sensibilizador de vias aéreas, como indutor de dermatite atopica é capaz
de desencadear reagdes cutineas em camundongos associadas a
infiltracdo de eosindfilos, producdo de citocinas TH, e aumento nos
niveis de imunoglobulina E (IgE), ou seja, consegue mimetizar as



43

caracteristicas fisiopatoldgicas mais importantes da DA (Dearmam et
al., 2002).

H4é algum tempo estudos vem caracterizando a participacdo da
ET-1 em diferentes patologias que afetam a pele, demonstrando que o
peptideo pode contribuir para estimulacio de melandcitos, induzindo
uma resposta inflamatdria na pele de camundongos apds radiagdo por
UV-B, que estd associada ao aumento na expressdo de ET-1 e seus
receptores ET, e ETg (Imokawa et al, 1995; Ahn et al.,, 1998).
Ademais, Metz et al., (2006), demonstraram que a resposta inflamatéria
de pele provocada por luz UV-B ¢ parcialmente dependente de ET-1 e
mastécitos. Mediante esses dados, em nosso estudo, nos preocupamos
em avaliar se haveria alguma participacdo do sistema das endotelinas na
coceira € na nocicepcio associadas ao modelo de dermatite atépica
causada por TMA.

Observamos que a re-exposicdo ao TMA por 3 dias induziu
modificacdes histolégicas em cortes da pele caracteristicas de um
quadro de dermatite, conforme descrito por Schneider et al., (2008).
Além disso, os nimeros de acessos de coceira e de movimentos de
limpeza facial aumentaram proporcionalmente a quantidade de
exposicdes ao TMA, sendo que o aumento da incidéncia do
comportamento pruritoceptivo parece anteceder o do comportamento
nociceptivo. Porém, a administragdo i.p. de atrasentan (antagonista nao-
peptidico seletivo de receptores ET, para endotelinas), uma hora antes
do sétimo desafio diario com TMA, ndo foi efetivo em reduzir quaisquer
dos comportamentos avaliados durante a primeira hora.

Apesar de negativo, este resultado ndo descarta, a possivel
participacdo do sistema de endotelinas no modelo de dermatite atépica
causada por TMA. A inefetividade do tratamento com atrasentan pode
ter ocorrido pelo fato de que o protocolo experimental por nés adaptado,
re-exp0s os animais muitas vezes ao TMA (sete desafios didrios), sem
que houvesse diminui¢do na concentracdo utilizada. Desta forma,
acreditamos que tenhamos induzido um processo inflamatdrio
exacerbado, mais intenso do que o referido por Schneider et al., (2008),
o qual provavelmente dificultou a demonstragcdo de efeitos
significativos do antagonista utilizado. Talvez nosso protocolo de
tratamento com atrasentan escolhido pode ter sido inadequado. No
entanto destacamos que até o momento, esta foi a primeira vez em que o
comportamento de coceira e nocicep¢do foi investigado no modelo de
DA por TMA.
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Em conclusio, este estudo reproduziu e confirmou o modelo
experimental descrito por Shimada e Lamotte, (2008) que distingue o
comportamento sugestivo de prurido do de nocicepc¢do. Através da
padronizacdo deste modelo foi possivel a diferenciagdo e a quantificagio
das respostas puritoceptivas e nociceptivas induzidas por ET-1. Ademais
evidenciamos também que os comportamentos induzidos pela ET-1 na
bochecha de camundongos sdo mediados principalmente pela ativagio
de receptores ET,, provavelmente localizados em fibras sensoriais
presentes na derme, e limitados por receptores ETg, possivelmente
presentes em queratindcitos. Esses achados provavelmente estdo
relacionados a liberagcdo local de opidides endégenos os quais podem
estar agindo preferencialmente em receptores p e K opidides. A injecdo
intradérmica de ET-1 na bochecha de camundongos mostrou ser capaz
de induzir a degranulac@o e migracdo de mastdcitos. Adicionalmente, as
resposta pruritoceptiva e nociceptivas parecem ser e mediadas, pelo
menos em parte, por histamina. Este trabalho tentou pela primeira vez
avaliar a participacdo da endotelina em um modelo de DA, pois é
conhecida na literatura a participacdo da ET-1 na inflamacdo de pele
induzida por UV-B. Contudo, embora os resultados tenham sido
negativos, a investigacdo da participacdo do sistema de endotelinas na
DA induzida por TMA necessita de outros experimentos, que tenham
em vista a identificar o momento mais apropriado para a avaliacio das
respostas comportamentais € uma possivel intervencdo terapéutica
baseada no sistema endotelinérgico.
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Esquema 2: Representacido esquematica do possivel mecanismo de inducdo das
respostas pruritoceptivas e nociceptivas pela ET-1, quando administrada por via
intradérmica na bochecha de camundongos. Os receptores ET, localizados em fibras
sensoriais sdo ativados por endotelina-1 promovendo prurido e nocicepgdo. Os receptores ETg
sdo ativados por endotelina-1 e induzem a liberacdo de opidides endégenos de queratindcitos.
Os receptores p - opidides, localizados em fibras sensoriais, causam um efeito antipruriginoso
e antinociceptivo, quando ativado por opidides enddgenos liberados de queratindcitos, via
ativacdo de receptores ETg por ET-1. O receptor k- opidide, localizado na fibra sensorial, causa
um efeito antinociceptivo quando ativado por opidides endégenos, liberados de queratindcitos.
Os receptores 1 e k também sdo encontrados em queratindcitos. A endothelina-1 parece
estimular a migracdo de mastdcitos. Além de induzir a degranulacdo destas células por ativar
receptores ET4. Além da histamina outros mediadores liberados de mastdcitos, podem ativar
receptores seus respectivos receptores localizados nas fibras sensoriais, contribuindo para o
prurido e nocicepgao causados por endotelina-1. Os canais TRPV1, sdo encontrados em fibras
sensoriais, podendo ser ativados por endotelina-1, via receptores ETs. Estes canais também
estdo presentes em queratindcitos e mastdcitos.
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6. CONCLUSOES
Com base neste trabalho foi possivel concluir que:

e O modelo experimental descrito por Shimada e Lamotte (2008),
distingue prurido de nocicepcao.

e Através da utilizacdo do modelo descrito por Shimada e Lamotte
(2008) € possivel distinguir as respostas comportamentais induzidas por
ET-1, pruriginosas de nociceptivas, bem como quantifica-las.

e As respostas comportamentais pruritoceptivas ou nociceptivas
induzidas por ET-1 na bochecha de camundongos sdo mediadas pela
ativacdo de receptores ET,, provavelmente localizados em fibras
sensoriais presentes na derme.

® A acdo da ET-1 sobre os receptores ETg, possivelmente presentes em
queratindcitos, promove um efeito antinociceptivo e antipruriginoso,
provavelmente por induzir a liberagdo local de opidides enddgenos, que
podem estar agindo preferencialmente em receptores p e k opidide
localizados em fibras sensoriais periféricas.

o A ET-1 parece ser capaz ndao s6 de promover a degranulacdo de
mastdcitos residentes na derme da pele da bochecha de camundongos,
mas também de induzir a migracdo destas células para este local.

® O mecanismo envolvido na gé€nese das respostas comportamentais
induzidas pela ET-1 na face de camundongos parecem ser, mediados por
mastdcitos e dependentes, a0 menos em parte, da liberacdo de histamina.

e Outros experimentos ainda sdo necessdrios para caracterizar o papel
funcional do sistema endotelinérgico, na dermatite atdpica induzida por
TMA.
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