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Resumo

A medula espinhal é conhecida por ser um centro de
controle ortodrémico (nocicepgdo), bem como antidrémico
(vasodilatagdo) na via nociceptiva. Os receptores de histamina
participam da transmisséo nociceptiva na medula espinhal, assim, é
concebivel que a histamina possa também desempenhar um papel
no controle medular da vasodilatagdo periférica. O objetivo deste
estudo foi avaliar o papel da via histaminérgica medular na
incapacitagdo, no edema articular e na migracédo celular induzida
pela injecdo da carragenina na articulagdo do joelhos de ratos. Os
animais receberam todos os farmacos por via intratecal 20 min antes
da injecao intraarticular de carragenina (50 mg). A incapacitagéo
articular foi medida pela contagem do tempo de elevagédo da pata
(TEP), durante 1 min de caminhada for¢gada a cada hora, num total
de 6 horas. O edema foi avaliado pela mensuragcdo do diametro
articular (DA). Apds 6 h, o liquido sinovial foi coletado para a
avaliagdo do infiltrado de leucécitos. A histamina foi hiponociceptiva
e pro-edematogenica, diminuindo dessa forma o TEP (20 nmol) e
aumentando o DA (0,002 nmol). Da mesma forma, 2-PEA diminuiu o
TEP (1 nmol), e aumentou o DA (0,001 nmol). Cetirizina aumentou o
TEP (0,126 pmol), e diminuiu do edema (12,6 nmol). O dimaprit
diminuiu incapacitagdo, mas aumentou edema (18 pmol). Da mesma
forma, ranitidina aumentou a incapacitagéo e diminuiu o edema (38
pmol). Immepip diminuiu a incapacitagéo (8 nmol), mas aumentou o
edema (32 nmol). A tioperamida foi hipernociceptiva (4 nmol), e pro-
edematogenica (0,04 nmol). A morfina inibiu incapacitagdo e edema
(5, 45 nmol). A co-administracdo de morfina (0,5 nmol) com
cetirizina (12,6 nmol) e immepip (16 pmol) causou hiponocicepgéo.
Cetirizina e thioperamide aumentou o conteudo sinovial leucécitos. A
histamina pode atuar na medula espinhal por receptores H; e Hj
causando hiponocicepgado, mas sua agao também pode aumentar a
inflamacao periférica.

Palavras Chaves: dor, inflamagdo, histamina, morfina e medula
espinhal.






Abstract

Spinal cord is known to be a center that controls ortodromic
(nociception) as well as antidromic traffic (vasodilation) in the
nociceptive pathway. Histamine receptors are known to participate in
the spinal cord nociceptive transmission, thus it is conceivable that
histamine may also play a role in the spinal cord control on the
peripheral vasodilation. The aim of this study was evaluate the role
of spinal cord histamine in the articular incapacitation, edema and
cell migration induced by carrageenan injection into rat knee-joints.
The animals received intrathecal injection with drugs 20 min before
knee-joint carrageenan injection (50 ug). Articular incapacitation was
measured by counting the paw elevation time, during 1-min periods
of forced walk hourly. Edema was accessed by the metering of the
articular diameter. After 6 h, synovial fluid was collected for the
evaluation of leukocyte infiltration. Histamine decreased the
incapacitation (20 nmol), while increased the edema (0.002 nmol).
Similarly, 2-PEA decreased the incapacitation (1 nmol), and
increased the edema (0.001 nmol). Cetirizine increased the
incapacitation (0.126 pmol), and decreased edema (12,6 nmol).
Dimaprit decreased incapacitation, but increased edema (18 pmol).
Similarly, Ranitidine increased incapacitation and decreased edema
(38 pmol). Immepip decreased the incapacitation (8 nmol), but
increased the edema (32 nmol). Thioperamide increased the
incapacitation (4 nmol), and the edema (0.04 nmol). Morphine
inhibited incapacitation and edema (5; 45 nmol). The co-
administration of morphine (0.5 nmol) with cetirizine (12,6 nmol) and
immepip (16 pmol) decreased incapacitation. Cetirizine and
thioperamide increased the synovial leukocyte content. Histamine
may act in the spinal cord by Hy and Hj; receptors to cause
hyponociception, but this action may also increase peripheral
inflammation.

Keywords: pain, inflammation, histamine, morphine and spinal cord.
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1. INTRODUCAO
1.1 Medula espinhal e a modulacédo da nocicepcéao

A fisiopatologia da dor envolve muitas interacdes em
diferentes estruturas centrais e periféricas que se estendem desde a
superficie da pele e das articulagbes até o cortex cerebral.
Nocicepgdo é o mecanismo por meio do qual os estimulos nocivos
sdo transmitidos ao sistema nervoso central (SNC). O sinal
nociceptivo é gerado por estimulos intensos, podendo esse estimulo
ser quimico, mecanico ou térmico, geralmente conduzido por fibras
nervosas especializadas do tipo C ou A5 (FURST 1998).

Devido as limitagdes das técnicas eletrofisiolégicas, a
maioria dos estudos se concentram nos tipos aparentemente mais
comuns de fibras nociceptoras. Fibras mielinizadas Ad de grosso
calibre com velocidade de condugdo de 5 a 30m/s e fibras C
amielinizadas de pequeno calibre com velocidade de condugéo de
0,5 a 2 m/s. Ambos os grupos, transmitem a informacdo dos
receptores periféricos para a medula espinhal. O corno dorsal é a
regido da medula espinhal que recebe a maioria desses aferentes
primarios originados na pele, viscera, articulagbes e musculos, e
transmite a informagdo dos receptores sensoriais para o SNC
(TODD e KOEBERG, 2006).

O estimulo nociceptivo chega de maneira altamente
organizada no corno dorsal da medula espinhal, com as fibras Ad
terminando principalmente nas laminas | e V e as fibras C na l[amina
II (MILLAN, 2002). As laminas mais profundas IlI-VI também tém um
papel importante na dor: alguns aferentes nociceptivos primarios
terminam nesta regido, e muitos dos neurdnios destas laminas
(incluindo algumas células de projecao) sao ativados por estimulos
nocivos (CAMPBELL et al.,, 1988). A conexdo sinaptica entre as
fibras aferentes primarias e os neurdnios do corno dorsal envolve
neurotransmissores como o glutamato e a substéncia P (MILLAN,
2002).

Assim os aferentes primarios nociceptivos terminam quase
exclusivamente no corno dorsal, e que dessa forma, € o local da
primeira sinapse das vias ascendentes que transmitem ao cérebro
informagdes sensoriais da percepg¢ao da dor (TODD e KOEBERG,
2006).
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A acédo de substancias algogénicas nas fibras aferentes
primarias, resulta na sua despolarizagdo e na transmissao
ortodrémica dos impulsos para o corno dorsal da medula, porém
essa atividade pode estimular ramos colaterais de outros
nociceptores, produzindo potenciais de acdo antidrébmicos, essa
descarga direta para tras através dos aferentes primarios é relatada
como reflexo da raiz dorsal (RRD).

O mecanismo de deflagracdo do RRD envolve um processo
de despolarizagdo das fibras aferentes primarias na medula
espinhal, denominado PAD (Primary afferent depolarization). Essa
despolarizagdo causa uma inibigdo pré-sinaptica através da
inativagcao de canais de sédio, calcio e 0 aumento da condutancia
aos ions cloreto e potassio, essas agdes culminam com a redugao
da amplitude dos potenciais de agdo que invadem os terminais pré-
sinapticos. A redugcdo do tamanho do potencial de acido pré-
sinaptico pode resultar em um menor influxo de célcio para dentro
do terminal pré-sinaptico e, assim, diminuir a quantidade de
neurotransmissor liberado (WILLIS, 2006).

Embora a PAD seja normalmente um evento inibitério, pode
ser convertido em um mecanismo excitatério se o RRD for
deflagrado. Por exemplo, durante um processo inflamatorio
periférico, o processo de PAD ¢ intensificado para evocar um
potencial de agcdo que pode ser conduzido de forma antidrémica.
Esse fendbmeno promove uma liberagdo periférica de aminoacidos
excitatorios, por exemplo, substéncia P e outros mediadores que
aumentam a nocicepcado tanto por acdo de feedback sobre os
aferentes primarios quanto por agao de outros tecidos envolvidos no
processo nociceptivo e inflamatério (WILLIS, 1999). Disto resulta
que a modulagdo da transmissdo nociceptiva na medula espinhal
tenha também influéncia sobre eventos inflamatérios periféricos.

1.2 Histamina e seus receptores

A histamina é uma amina biogénica enddgena, sintetizada
pela primeira vez em 1907 pelos pesquisadores Adolf Windaus e
Karl Vogt. Trés anos depois Henry Dale e George Barger isolaram a
histamina a partir de uma bactéria contaminada com o extrato de
ergot. Desde sua descoberta ha 100 anos, ela tem sido muito
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estudada pela medicina, devido seu amplo espectro de atividades,
incluindo seu funcionamento como neurotransmissor (THURMOND,
2011).

A histamina é sintetizada em diversos tipos de células no
sistema nervoso central e periférico, sabe-se que essa amina
praticamente ndo ultrapassa a barreira hematoencefalica (SUZUKI,
et al.,, 2005), o que serve de protecdo ao cérebro dos possiveis
efeitos da histamina via corrente sanguinea. Ela é principalmente
encontrada em mastocitos, onde ¢é estocada em granulos
citoplasmaticos e liberada por exocitose para exercer suas agdes
em resposta a varios estimulos imunolégicos e n&o-imunoldgicos
(KASKAVAS et al., 2006). A histamina ndo derivada de mastdcitos é
oriunda de diversas fontes, como células enterocromafins do trato
gastrointestinal (PRINZ et al., 2003), e neurdnios (PANULA et al.,
1984).

A histamina é sintetizada a partir do aminoacido histidina. A
histidina é transportada para o fluido cérebroespinhal e os neurénios
através do transportador L-aminoacido presente na membrana
celular (HASS e PANULA 2003). Uma vez no citoplasma, a L-
histidina ¢é descarboxilada pela enzima especifica histidina
descarboxilase (HDC) (Figura 1.1) dando origem ent&o a histamina.
A HDC apresenta atividade elevada no hipocampo, onde se
localizam os corpos celulares dos neurdnios histaminérgicos, mas
existe também atividade da HDC nos terminais nervosos
(WATANABE et al.,, 1983). O fator limitante para a sintese da
histamina é a biodisponibilidade do seu precursor histidina. Apds
sua sintese ela é rapidamente captada pelo transportador vesicular
de monoaminas 2 (VMAT-2) que utiliza o gradiente eletroquimico de
prétons para transporta-la ao interior das vesiculas onde s&o
estocadas (KUKKO-LUKJANOV e PANULA, 2003; MERICKEL e
EDWARDS, 1995). Apés a ocorréncia do potencial de agdo gera-se
um influxo de calcio pelos canais de calcio sensiveis a voltagem, as
vesiculas contendo a histamina fundem-se a membrana pré-
sinaptica liberando-a. No espaco extracelular, ela € metilada pela
enzima histamina metil-transferase, localizada nas regides pos
sinapticas e na glia. Dessa metilagao resulta a tele-metil-histamina,
um metabdlito sem atividade histaminérgica. Além dos neurénios,
outras fontes de histamina s&o encontradas no SNC, como
mastocitos (REIT, 1972) e possivelmente células da glia (ALMEIDA
e BEAVEN, 1981).
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Figura 1.1: Sintese, transporte e metabolismo da histamina em neurdnios
(HAAS e PANULA, 2003).

A histamina é amplamente distribuida no SNC de mamiferos
(ADAM e HYE, 1966) e apresenta um papel de neurotransmissor e
neuromodulador (PRELL e GREEN, 1986). Em humanos (PANULA
et al., 1990) e roedores (PANULA et al.,, 1984) essa amina é
produzida em neurbnios que estdo localizados no nucleo tubero
mamilar (TM), no hipotalamo posterior. Dessa area originam-se as
projecdes dos neurdnios histaminérgicos que sao emitidas através
de duas vias, uma via ascendente que se direciona para diferentes
areas como coértex, amigdala, substancia negra, estriado, tdlamo e
retina, e outra via descendente para o tronco cerebral e a medula
espinhal. Na medula espinhal as fibras histaminérgicas sao
encontradas no corno ventral nas laminas VII-IX (PANULA et
al.,1989).

O carater regulatério pleiotrépico da histamina em eventos
celulares é atribuido a sua ligagdo a quatro subtipos distintos de
receptores acoplados a proteina G, designados H4, H,, € H; e 0
recentemente descoberto Hy.

O receptor Hy (H1R) em mamiferos é encontrado em células
musculares lisas, células endoteliais, trato gastrointestinal, sistema
genitourinario, sistema cardiovascular, medula adrenal, linfocitos e
SNC (HILL, 1990), seu papel fisiolégico inclui vasodilatagao,
broncoconstricao, modulagéo da fungéo da barreira endotelial, dor e
prurido. Os antagonistas do H{R sdo comumente utilizados para o
tratamento de rinite alérgica e irritacado de pele (HILL et al., 1997).
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A interacdo do agonista com o H{R ocorre através da
ativagdo de um receptor acoplado a proteina Gg11 (HILL et al., 1990;
BAKKER et al., 2004; BROWN et al., 2002; ERIKSSON et al., 2001)
que leva a ativagado da enzima fosfolipase C (FLC). A enzima FLC
promove a formagao de dois segundos mensageiros, o diacilglicerol
(DAG), sensivel a ativagado da proteina quinase C (PKC), e o inositol
trifosfato (IP3). O IP; libera calcio (Ca2+) da reserva intracelular
(MATSUMOTO et al., 1986; KOTLEKOFF et al., 1987; HALL e HILL
1988) promovendo quatro processos dependentes do ca”, 1) a
abertura de canais de cation voltagem dependente, o que resulta em
uma despolarizagdo (BROWN et al., 2002), 2) ativacdo do trocador
eletrogénico Na*-Ca®’, o que resulta na despolarizagdo (SMITH E
ARMSTRONG 1996, ERIKSSON et al., 2001), 3) formacdo de 6xido
nitrico e GMP ciclico (RICHELSON, 1978; PRAST e PHILIPPU
2001) e 4) abertura de canais de potassio (K'), resultando na
hiperpolarizagdo (WEIGER et al., 1997). Outro efeito da via do H/R &
a producdo de acido araquiddnico (SNIDER, et al., 1984) (Figura
1.2).

O receptor de histamina H, (H2,R) é localizado em varios
tecidos incluindo cérebro, células gastricas e tecido cardiaco (HILL
et al., 1997). A localizagdo desses receptores no SNC é muito
difusa, esse receptor &€ encontrado no ganglio basal, na amigdala,
no hipocampo, e no cortex (McCORMICK e WILLIAMSON 1989)
bem como cerebelo, tronco cerebral, medula espinhal. Este receptor
esta presente também em células da glia (HOsli e Hosli, 1984). Uma
de suas fungdes é a secre¢do do acido gastrico, desta forma os
antagonistas do H,R s&o usados clinicamente no tratamento de
Ulceras pépticas (SCHBERT e PEURA 2008).

Os H,R sao preferencialmente acoplados a uma proteina Gg
que ativam a enzima adenilato ciclase (AC) e subsequentemente
leva ao aumento do AMPc intracelular e a ativagdo da proteina
quinase A (PKA), que fosforila e ativa a proteina de ligagdo ao
elemento de resposta do AMP (CREB) (HAAS e KONNERTH, 1983)
(figura 1.2). Todos esses eventos apresentam um papel fundamental
na fisiologia e plasticidade neural (ATZORI et al., 2000; PEDARZANI
e STORM 1995).

O receptor H; (H3R) é encontrado de forma difusa no SNC,
este receptor esta presente também no ganglio da raiz dorsal,
medula espinhal e tecidos periféricos (HERON et al., 2001; PILLOT
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et al 2002), mas na medula espinhal esses receptores estdo
presentes em baixa densidade, particularmente nas camadas
externas do corno dorsal (POLLARD et al., 1993). O H;R
primeiramente foi descrito sendo um autoreceptor inibitério pré-
sinaptico do SNC (ARRANG et al., 1983; ARRANG et al., 1987).
Posteriormente estudos revelaram a existéncia desse receptor como
heteroreceptores inibitérios em neurdnios pos-sinapticos (POLLARD
et al., 1993). Os H3;R estdo localizados no corpo celular, nos
dendritos e nos axdnios (varicosidades), onde por meio de um
feedback negativo diminuem a sintese e liberagdo da histamina
(SCHLICKER et al., 1994) e a |liberagdo de varios
neurotransmissores, como glutamato (BROWN e HAAS, 1999),
acetilcolina, e noradrenalina no SNC e periférico (ESBENSHADE et
al., 2008). A ativagdo do H;R periférico inibe a liberagdo de
peptideos, sugerindo sua localizagdo em fibras sensoriais (OHKUBO
et al., 1995; IMAMUTA et al., 1996; NEMMAR et al., 1999). Estudos
de imunohistoquimica confirmaram a sua existéncia em neurdnios
sensoriais, no ganglio da raiz dorsal e em fibras sensoriais da pele e
medula espinhal (CANNON et al., 2007). Estes receptores sao
acoplados a uma proteina Gy, € a canais de calcio de alta voltagem,
um mecanismo basico de liberagdo de neurotransmissores. A sua
transdugéo inibe a adenilato ciclase e consecutivamente a formagéao
de cAMP e estimula a via das proteinas quinases ativadas por
mitégenos (MAPK) (DRUTEL et al., 2001) (figura 1.2).
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Figura 1.2: Vias de sinalizagéo ativadas pelos receptores de histamina. Os
receptores de histamina e a proteina G que cada um desses estdo
acoplados sao representados a esquerda. A direita esta representado o alvo
de ativagédo do receptor sobre a membrana. Na parte interna do quadrado
apresenta-se as vias de sinalizagbes e os alvos intracelulares. AA, o acido
araquidonico; AC, adenilato ciclase; CREB, proteina de ligagéo ao elemento
de resposta do AMP; DAG, diacilglicerol; GC, guanilato ciclase; HVACC
corrente Ca®* ativado por alta voltagem; lanp, corrente de K* ativado por
Ca® ; In, corrente catiéns ativado por hiperpolarizagao; Ik eak, vazamento,
canais de K em repouso; Ins(1,4,5)P3, inositol-1,4,5-trifosfato; MAPK,
proteinas quinases ativadas por mitégenos; NCX, trocador eletrolitico Na'-
Ca? ; NMDA, N-metil-D-aspartato; NO, éxido nitrico; PKA, proteina quinase
A; PKC, proteina quinase C; PLA, fosfolipase A; PLC, fosfolipase C.
(Adaptado de HAAS e PANULA, 2003).
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1.3 Neurdnios histaminérgicos e a modulacdo da dor

Embora a histamina seja um componente familiar do
processo inflamatério, sua acédo ainda é pouco entendida. Sabe-se
que em altas concentragcbes ela pode causar dor, acredita-se que
seja devido a capacidade da histamina liberar substancia P e CGRP
nos terminais das fibras aferentes primarias (BELEVECIUTE et
al.,1997) ativando neurdnios responsivos ao estimulo doloroso no
corno dorsal de uma maneira semelhante ao observado com o
estimulo nocivo cutaneo (YAO et al., 1992). Além disso, canais
centrais de K' parecem estar envolvidos na modulagdo da dor,
através da abertura desses canais observou-se antinocicepgao em
animais (WELCK e DUNLOW, 1993; NARITA et al., 1993). Ja foi
descrito na literatura que a histamina exerce efeito sobre a
modulagdo das correntes de K" nos neurénios, causando o aumento
da corrente de K’ e hiperpolarizacdo da célula (HAAS e
KONNERTH, 1983).

Os neurdnios histaminérgicos descendentes originados no
nucleo tubero mamilar projetam-se para areas relacionadas com a
percepgao da dor (BASBAUM E FIELDS, 1984) como nucleos da
rafe, regido cinzenta periaquedutal, e o corno dorsal da medula
espinhal (PALULA et al., 1984; PANULA et al., 1989; PANULA et al.,
1989). Varios estudos tém demonstrado que a histamina aplicada
diretamente no SNC induz antinociceptgdo (PAROLARO et al.,1989;
MALMBERG-AIELLO et al.,, 1994), um exemplo disso, é a sua
administragao intraventricular causando analgesia através dos H/R
(HOUGH e NALWALK 1992). Seguindo essa linha, a reducdo da
histamina no cérebro através da alfa-fuorometilhistamina ou com a
ativagdo dos H3zR geram nocicepgdo (MALMBERG-AIELLO et al.
1994; MALMBERG-AIELLO et al. 1998). Estudos usando ligantes
histaminérgicos ou camundongos knock-out para receptores H, e H,
(MOBARAKEH, et al., 2005) sugerem que sao esses os receptores
responsaveis pela mediacao dos efeitos da histamina na percepgao
da dor.

Fibras peptidérgicas sdo conhecidas pelo seu envolvimento
na nocicepgao (MILLAN, 1999; FURST, 1999). A inibicdo da
atividade destas fibras, por agonistas do H3;R pode estar envolvido
com a modulacao da transmiss&o da dor, atenuando alguns tipos de
transmissao nociceptiva. A administragdo oral de agonista do H3R,
BP 2-94, reduziu em camundongos a resposta a fenilbenzoquinona
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no teste da formalina, mas falhou na reducdo da nocicepgao no
teste da placa quente (ROULEAU et al., 1997).

Estudos recentes utilizando camundongo knock-out para
HsR vém fortalecendo a hipdtese do envolvimento desses
receptores espinhais na antinocicepgdo (CANNON et al.,, 2007;
CANNON et al.,, 2003). Sabe-se que a ativagdo dos H3R inibe
somente certos tipos de dor como a induzida por estimulo mecénico
de baixa intensidade (CANNON e HOUGH, 2005). A antinocicepgao
produzida por antagonistas Hy; (CORUZZI et al., 2007) e a recente
descricdo da expressao de H4;R na medula espinhal (CANNON e
HOUGH, 2005) sugere um papel do receptor H, na percepgao da
dor.

1.4 Histamina e opioides.

Os receptores opidides sao amplamente expressos no
sistema nervoso central e sua ativagao resulta em potente analgesia
via inibigdo da transmissdo nociceptiva ascendente excitatoria e
ativacéo de sistemas de inibicdo descendentes (STAMFORD, 1995).
Existem trés tipos principais de receptores opidides: g (mu), K
(kappa) e & (delta) que estdo presentes no hipotalamo, substancia
cinzenta periaquedutal, corno dorsal da medula e nos nervos
aferentes periféricos (STAMFORD, 1995; HOLDEN et al., 2005). Na
periferia os receptores estdo localizados nos corpos celulares do
ganglio da raiz dorsal das fibras aferentes primarias (WANG e
WESSENDORF, 2001) com expressao também nos terminais
periféricos dos neurbnios aferentes primarios (STEIN, 2001).

Evidéncias tém demonstrado que a morfina aumenta a
liberacdo de histamina nos terminais nervosos (ONODERA et al.,
1994). Ja foi relatado o aumento da liberagado de histamina e da sua
concentragdo na substdncia cinzenta periaquedutal apds
administragdo de morfina (NISHIBORI et al., 1983) sugerindo que o
sistema histaminérgico esta envolvido nos efeitos da morfina. Porém
pouco € conhecido sobre o envolvimento desse sistema na
modulagcdo dos efeitos induzidos pela morfina e muitos resultados
ainda s&o controversos. Suzuki (1991) demonstrou que os efeitos
antinociceptivos induzidos pela morfina sdo atenuados por
antagonistas do receptor H,, e potencializados pelos antagonistas
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do receptor Hy, de forma contraria o proprio Suzuki demonstrou que
antagonista H, e H, potencializou o efeito da morfina (SUZUKI et al.,
1995).

Pelo exposto acima, a possivel agdo da histamina e seus
receptores sobre a transmissao nociceptiva na medula espinhal
também pode modificar o processo inflamatério periférico, sendo
portanto, fundamental a compreensao dos eventos que ocorrem na
periferia mediante manipulagdo farmacoldgica da regido medular.
Assim, uma melhor compreensao da fungdo dos receptores de
histamina medulares sobre a inflamacao periférica, bem como sua
influéncia na mediagao do efeito dos opidides, pode contribuir para o
aperfeigoamento dos procedimentos analgésicos e antiinflamatorios.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

O objetivo geral desse estudo foi compreender o efeito da
histamina no canal medular lombar sobre a dor e a inflamacgéao
articular induzida por carragenina intra-articular e sua possivel
contribuicdo na acdo analgésica da morfina.

2.1.2 Objetivos Especificos

Avaliar o efeito da injegdo intratecal de histamina na
incapacitagdo, no edema articular e no acumulo de leucdcitos no
fluido sinovial, induzido por carragenina.

Avaliar o papel dos receptors H; medular na incapacitagao,
no edema articular e no acumulo de leucdcitos no fluido sinovial,
induzido por carragenina intra-articular.

Avaliar o papel do receptor H, medular na incapacitagao, no
edema articular € no acumulo de leucécitos no fluido sinovial,
induzido por carragenina intra-articular.

Avaliar o papel do receptor H3 medular na incapacitagao, no
edema articular e no acumulo de leucdcitos no fluido sinovial,
induzido por carragenina intra-articular.

Avaliar o efeito da injecdo intratecal de morfina na
incapacitagdo, no edema articular e no acumulo de leucdcitos no
fluido sinovial, induzido por carragenina.

Verificar o efeito da interagdo da via histaminérgica com a
morfina sobre a incapacitagdo, o edema articular e o acumulo de
leucdcitos no fluido sinovial, induzido por carragenina intra-articular.

Avaliar as respostas comportamentais expressas pelos
animais logo apoés a injegao intratecal de histamina ou salina.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Os experimentos foram realizados com ratos Wistar da
linhagem Rattus norvegicus, machos e pesando entre 250-350
gramas. Os ratos foram criados no Biotério do Centro de Ciéncias
Biolégicas da Universidade Federal de Santa Catarina (CCB,
UFSC), transferidos para o Biotério do Departamento de
Farmacologia apdés o desmame e, posteriormente, para o biotério do
Laboratério de Neurobiologia da Nocicepgdo (LANEN). No LANEN
os ratos foram agrupados em caixas contendo 5 animais e mantidos
sob temperatura controlada (21 + 2 °C), ciclo claro / escuro (12
horas claro / 12 horas escuro) e livre acesso a agua e ragéo. Os
experimentos foram realizados entre as 8:00 e 18:00 horas, apds
ambientacdo prévia de pelo menos uma hora na sala onde os
experimentos seriam realizados. Todos os experimentos foram
realizados seguindo os preceitos éticos definidos pela Associagéo
Internacional para Estudos da Dor (IASP, 1983) e aprovados pelo
Comité de Etica para Uso de Animais (CEUA) sob o protocolo
23080.034306/2009-69, todos os esforgos foram realizados para
minimizar o numero de ratos utilizados nos experimentos.

3.2 Farmacos reagentes e solucdes

— Carragenina (kappa/lambda, BDH Chemist Ltda., UK).
Veiculo: solugéo fisioldgica 0.9%;

— Histamina (Sigma, EUA): Veiculo: solugéo fisiolégica 0.9%;
— Ranitidina (Tocris, EUA): Veiculo: solugéo fisiolégica 0.9%;

— Tioperamida (Sigma, EUA): Veiculo: solucdo fisiolégica
0.9%;

— Cetirizina (Galena Quimica Farmacéutica Ltda., Brasil):
Veiculo: solugéo fisiolégica 0.9%;
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— Immepip (Sigma, EUA): Veiculo: solucgéo fisiolégica 0.9%;

— 2-Pyridylethylamine dihydrochloride: (Tocris, EUA): Veiculo:
solucéo fisioldgica 0.9%;

— Dimaprit (Tocris, EUA): Veiculo: solugao fisiolégica 0.9%;

— Sulfato de Morfina (Dimorf®; Cristalia, Brasil): veiculo
solugao fisiolégica 0.9%;

— Anestésico inalatério Isoflurano (Abbott, argentina);
— Solugdo salina 0.9% (Aster, Brasil);

— Cloral hidratado (Vetec Quimica Fina Ltda, Brasil). Veiculo:
solugéo fisiologica 0.9%.

3.3 Modelo experimental da incapacitagdo induzida pela
carragenina

A carragenina é um mucopolissacarideo sulfatado extraido
do Chondrus crispus, quando injetada na articulagdo de coelho e
cobaia desencadeia um quadro agudo de sinovite mono articular
(GARDER et al.,, 1960), cujas alteragdes articulares mimetizam
alguns dos sinais e sintomas da artrite reumatdide, incluindo o
edema, a dor, infiltrado leucocitario e alteragdes morfologicas e
bioquimicas da sindvia. Além disso, a carragenina induz
incapacitacao articular durante o deambular (VAN ARMAN et al.,
1970; TONUSSI e FERREIRA, 1992), sensibilizagdo da articulagao,
manifestada pela retirada do membro quando a articulagdo
inflamada ¢é pressionada, sintese e liberacdo de mediadores
inflamatérios que produzem edema e infiltracdo leucocitaria
(SANTER et al., 1983). Sabe-se que a carragenina nao é antigénica,
nao induz efeitos sistémicos e tem um alto grau de reprodutividade,
além disso, é de facil manuseio, portanto, uma substancia adequada
para o estudo do processo inflamataério.

Para a injecdo intra-articular (i.a.) o animal foi imobilizado
cuidadosamente com uma flanela, de um modo que apenas o tergo
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inferior do abdémen permaneceu livre. O animal foi posicionado em
decubito dorsal com a perna direita fletida, em seguida o joelho
direito foi tricotomizado e imediatamente apds foi realizado a anti-
sepsia do local com solugdo de alcool iodado. Com o joelho
tricotomizado foi possivel observar o tendao infrapatelar, uma faixa
esbranquicada longitudinal que ancora a patela ao fémur e a tibia, a
injecdo i.a. de carragenina foi realizada através desse tendao para
dentro da cavidade sinovial. Para a realizacdo da injecdo uma
agulha (BD Ultra fine; comprimento 8 mm; calibre 0,33 ou 29 gauge)
foi introduzida perpendicularmente em cerca de 1/3 do seu
comprimento (figura 3.1).

Figura 3.1: Figura ilustrativa da injegéo intra articular. O diagrama mostra o
local da inser¢do da agulha.

A carragenina foi diluida em solugdo salina e fervida por
poucos minutos, apoés foi deixada em temperatura ambiente e entao
injetada na articulagdo 20 minutos apds a injegdo intratecal das
drogas. O volume maximo injetado na cavidade articular foi de 50 ul.

3.4 Testes comportamentais
3.4.1 Teste algesimétrico

A nocicepcgao articular foi avaliada pelo sistema de registro
da nocicepcao articular descrito por Tonussi e Ferreira em 1992 que
consiste de um aparato eletrénico que permite avaliar o estado
funcional das articulagbes. O equipamento consiste de: 1) um
cilindro (30 cm de altura e 30 cm de diametro) revestido por malha
trangada em ago inox (2 mm). 2) Sapatilhas metalicas
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(confeccionadas em folhas de flandres). 3) Microcomputador. O
animal foi submetido a deambulacgéao forgada no cilindro pelo periodo
de 1 minuto. Para que o computador registre a incapacitacao
articular, uma sapatilha metalica foi acoplada em cada uma das
patas traseiras do animal, mas apenas uma era conectada ao
computador através de um fio condutor. Desse modo, o computador
registrou a perda de fungao de apoio do membro afetado, ou seja,
tempo total que a pata sensibilizada ficou sem tocar a superficie do
cilindro durante o periodo de 1 minuto, o que é denominado de
tempo de elevagao da pata (TEP; segundos) e constitui a medida de
incapacitacao articular (figura 3.2). O TEP foi avaliado uma hora
apos a injegédo de carragenina e subsequentemente a cada hora por
um periodo total de 6 horas. No dia anterior a cada experimento os
animais foram ambientados e treinados no sistema de registro de
incapacitagao articular a fim de aprenderem a deambular sem cair
do cilindro e a se adaptarem ao uso das sapatilhas. Nesse momento
foi realizado o registro dos valores basais de cada animal.

Figura 3.2: Aparelho para avaliagdo da incapacitagéo articular. Um cilindro
em rotacdo constante permite a deambulacdo dos ratos e o registro do
tempo de TEP, ou seja, a medida da incapacitagéo articular.

Neste modelo, o TEP de animais sem estimulagao articular
varia em torno de 10 segundos, enquanto a injeg¢ao intra-articular de
substancias algogénicas causa elevacao deste valor indicando o
desenvolvimento de incapacitagao articular.
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3.4.2 Mensuracao do edema articular

O edema articular induzido pela carragenina foi quantificado
através da medida do didmetro articular fémuro-tibial (eixo médio-
lateral), com auxilio de um paquimetro nao digital. As medidas foram
realizadas imediatamente apds cada registro de TEP, ou seja, a
cada hora por um periodo de 6 horas. A medida basal foi realizada
imediatamente antes da injecdo i.a. de carragenina. Para isso os
animais foram imobilizados cuidadosamente em uma flanela apenas
pelo periodo necessario para a medida do diametro articular, foram
realizadas 3 medidas e a maior foi registrada (figura 3.3). Os dados
sdo apresentados como a diferenca entre o diametro articular
imediatamente antes da injecdo i.a. de carragenina e as medidas
subsequientes obtidas ao longo das 6 horas de avaliagdo (DA; mm).

Figura 3.3: Foto ilustrativa da medida do didmetro articular com auxilio de
um paquimetro nao digital.

3.4.3 Caixa de observagao comportamental

Para a avaliagdo dos comportamentos expressados pelos
animais, imediatamente apds a injecdo da histamina intratecal
(0,002 ou 20 nmol/20 pl) ou salina (20 pl) os animais foram
colocados individualmente numa caixa de acrilico transparente
(29X29X35 cm) onde eram filmados por 20 minutos (figura 3.4).
Posteriormente na analise das filmagens foram contabilizados os
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numeros de lambidas, sacudidas e mordidas das patas posteriores
traseiras

Figura 3.4 — Foto ilustrativa da caixa de observagdo comportamental.

Os animais foram previamente familiarizados durante 10
minutos as caixas.

3.5 Métodos
3.5.1 Injecgéo intratecal

As drogas foram injetadas na medula espinhal no nivel da
coluna lombar, utilizando o método previamente descrito por Mestre
e colaboradores (1994). Neste procedimento, os animais serédo
previamente anestesiados com isoflurano (2% em oxigénio
hospitalar) e uma agulha (BD Ultra fine; comprimento 12,7 mm;
calibre 0,33 ou 29 gauge) foram cuidadosamente inserida
perpendicularmente no espacgo intervertebral L5 e L6, até atingir o
espago subaracnéide (figura 3.5). Uma movimentacdo rapida da
cauda (flick) deve ser percebida, indicando que o espago
subaracnoide foi atingido corretamente e dessa forma a injegéo foi
concluida. Os animais que ndo apresentaram o movimento rapido
de cauda foram descartados. O volume maximo injetado pela via
intratecal foi de 20 pl.
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Figura 3.5: Figura ilustrativa da injegéo intratecal. O diagrama mostra o local
de insergédo da agulha no espaco intervertebral entre L5 e L6.

3.5.2 Avaliacdo da migragao leucocitaria

Logo apds a ultima medida do didmetro articular, os animais
foram submetidos a eutanasia por aprofundamento anestésico de
hidrato de cloral (15%) seguido de deslocamento cervical. Foi
coletado 5 ul do fluido sinovial da articulagdo inflamada para o
preparo de uma lamina de esfregago, com desse esfregago foi
realizado a contagem diferencial dos leucécitos (mononucleares e
polimorfonucleares) em microscopio optico e objetiva de 100x (figura
3.6). Os corantes utilizados para corar esses esfregacos foram may-
grunwald e giemsa. Para a contagem total da migracéo leucocitaria
foi realizada uma lavagem articular com uma solugdo de 100 pl de
solugao fisiolégica 0,9 % com 4 pl de E.D.T.A 5%, a coleta do liquido
sinovial foi feita com auxilio de uma pipeta. Dessa coleta, 20 ul foi
entao diluido em liquido de Turk (acido acético glacial 2 ml, azul de
metileno 1% e agua destilada 98 ml) e a contagem das células totais
foi realizada numa camara de Neubauer (células/mm?®).
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Figura 3.6: Leucdcitos presentes no infiltrado sinovial. MON, mononucleares
e PMN, polimorfonucleares.

3.6 Protocolo Experimental

O esquema a seguir (figura 3.7) representa o protocolo
experimental adotado no presente estudo.

@i B W R -
\

Figura 3.7: Protocolo experimental. Ratos Wistar macho naive receberam
inicialmente a injecéo i.t. dos farmacos (1), 20 minutos depois foi realizada a
injecdo intra-articular de carragenina 50 pg/50 pl (2). Uma hora apds a
carragenina, iniciou-se as medidas do tempo de elevagdo da pata e do
diametro articular (3). Apds 6 horas de avaliagdo do TEP e do DA coletou-se
o fluido sinovial (F.S.) e foi processada a contagem das células.
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3.7 Andlise Estatistica

A anadlise estatistica foi realizada utilizando o software
GraphPad Prism 5.0°. Para analise das curvas de incapacitagao e
diametro articular, utilizou-se ANOVA de uma via para medidas
repetidas. Assim, apenas as variabilidades entre os diferentes
grupos experimentais foram avaliadas. Realizou-se a comparagao
das curvas, como um todo, entre os diferentes grupos
experimentais. O relevante nesse estudo foi verificar o efeito dos
farmacos sobre a intensidade da nocicepcdo ou diametro articular
durante um determinado periodo de tempo como um todo.
Entretanto, quando comparado somente dois grupos experimentais
foi utilizado o test t ndo pareado, e o resultado foi considerado
estatistico quando um nivel de significancia de pelo menos p < 0,05
foi detectado. No caso da contagem de leucécitos sinoviais utilizou-
se ANOVA de uma via para medidas simples. O pés teste Dunnett
foi aplicado sempre que a diferenca de p < 0,05 foi detectada. Os
grupos experimentais foram compostos de 6 animais e os dados
foram representados como a média + erro padrdo da media (E.P.M).
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4. RESULTADOS

4.1 Efeitos da carragenina na incapacitacdo, edema articular e
migracao leucocitaria em ratos.

Inicialmente, uma curva dose resposta de carragenina (50;
150 ou 300 pg / 50ul) foi realizada com o intuito de estabelecer a
concentracdo ideal de carragenina a ser usa nos proximos
experimentos, concentracdo desejada era uma que permitisse a
observagdo tanto da potencializagdo quanto da inibicdo das
variaveis analisadas.

A incapacitagao articular foi avaliada através do tempo de
elevagdo da pata (TEP, s), uma hora apds a administracdo das
doses de carragenina. Foi observado o desenvolvimento de uma
hipernocicepgdo nos animais com a administragdo das doses de
carragenina, com o aumento do TEP em forma dose dependente em
relagdo ao grupo controle salina (50 pg; p<0,01, 150 e 300 ug;
p<0,001) (figura 4.1 A). O edema articular é representado através da
diferenca entre o valor da mensuragdo do diametro articular
realizado antes e depois da injegcdo de carragenina, nessa curva
dose resposta observamos que todas as doses de carragenina
aumentaram o didmetro articular em forma dose dependente (50,
150 e 300 pg; p<0,001 para todos) (figura 4.1 B). A linha vermelha
no eixo da abscissa representa o periodo em horas utilizado para a
realizacdo da analise estatistica.

O infiltrado de leucdcitos no fluido sinovial foi avaliado
através da contagem de leucdcitos totais (LT/mm3), mononucleares
(MON/mm3) e polimorfonucleares (PMN/mms). A carragenina
promoveu um aumento na migragao celular de leucdcitos totais (50
e 300 ug; p<0,001 e p<0,05, respectivamente), foi observado um
aumento também no numero de mondcitos (300 ug; p<0,05) e
polimorfonucleares (50 e 300 pjg; p< 0,001 e p<0,05,
respectivamente) (figura 4.1 C).

A partir dessa avaliagdo inicial, definimos que a
concentracdo de 50 pg/50ul apresenta melhor perfil para o
seguimento desse estudo, por ter provocado resposta mediana das
variaveis analisadas.
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Figura 4.1: Curva do efeito dose crescente da carragenina i.a. na
incapacitagdo (A), edema articular (B) e migragao leucocitaria (C) em ratos.
Os dados representam a meédia + E.P.M. (n=8). Para analise da
incapacitacdo e do edema (2-5 horas, linha vermelha), ANOVA de uma via
para medidas repetidas seguida do pos teste de Dunnett. Para migragéo de
leucocitos ANOVA de uma via seguida do pos teste de Dunnett. *, ** e ***
representam a diferenga estatistica em relagdo ao controle com p<0,05,
0,01 e 0,001, respectivamente.
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4.2 Efeito da Histamina i.t. na incapacitacdo, edema articular e
migracgao leucocitaria em ratos sensibilizados com carragenina.

A primeira etapa desse estudo foi avaliar o efeito da
histamina administrada por via intratecal na incapacitagdo, no
edema articular e na migragéo leucocitaria. Tanto a incapacitagao
articular como o edema articular, foram avaliados a cada hora
durante seis horas, sendo o primeiro registro realizado uma hora
apos a administragao de carragenina. As doses de histamina (0,002;
0,2; 2; 20 nmol/20 pl) ou salina (controle/20 pl) foram administradas
por via it. 20 minutos antes da aplicacdo da carragenina na
articulagdo do joelho direito (50 pg/50 ul). No que diz respeito a
incapacitagdo articular a histamina em alta dose apresentou um
papel hiponociceptivo (20 nmol), de forma contraria, em baixas
doses a histamina apresentou um papel hipernociceptivo (0,002 e
0,2 nmol) (figura 4.2 A). No que diz respeito ao edema articular, a
histamina em baixa dose (0,002 nmol) foi pré-edematogénica (fig.
42 B). Tanto a incapacitagdo quanto o edema articular
apresentaram diferenga significativa entre duas e cinco horas da
coleta de dados do experimento. Nao foi observada diferenca
significativa no perfil leucocitario com a administragéo de histamina
i.t. (figura 4.2 C).
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Figura 4.2: Efeitos da histamina administrada por via i.t. na incapacitagéo
(A), edema articular (B) e migracdo de leucécitos (C) em ratos
sensibilizados com carragenina. Os dados representam a média + E.P.M.
(n=8). Para andlise da incapacitacdo e do edema (2-5 horas, linha
vermelha), ANOVA de uma via para medidas repetidas seguida do pds teste
de Dunnett. Para migracéo de leucécitos ANOVA de uma via seguida do
pos teste de Dunnett. * e ** representam a diferenga estatistica em relagéo
ao controle com p<0,05 e 0,01 respectivamente.
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4.3 Efeito do antagonista H;, Cetirizina, na incapacitacdo, edema
articular e migracdo leucocitaria em ratos sensibilizados com
carragenina.

Visto a participagdo da histamina no teste de incapacitagao
articular e edema, passamos a discriminar a participagdo de cada
receptor histaminérgico possivelmente envolvido na modulagéo
desses eventos na medula espinhal.

O primeiro receptor estudado foi o receptor Hy, através do
seu antagonista Cetirizina. A escolha das doses testadas (0,126;
1,26; 12,6 e 126 pmol) baseou-se pela constante de inibigdo (Ki) dos
receptores H; (GILLARD 2001), objetivou-se com esse experimento
determinar o papel da histamina endogena sobre o receptor Hy.

Com a administragdo na medula espinhal do antagonista H,
noés obtivemos um efeito hiponociceptivo com a menor dose (0,126
pmol) e um afeito hipernociceptivo com a maior dose (126 pmol)
(figura 4.3 A). No didmetro articular, as maiores doses (12,6 pmol e
126) conseguiram inibir a formagdo do edema pela carragenina
(figura 4.3 B). Com a menor dose (0,126 pmol) obtivemos um
aumento da migracdao leucocitaria total e de células
polimorfonucleares (figura 4.3 C).
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Figura 4.3: Efeito da Cetirizina administrada por via i.t. na incapacitagao (A),
edema articular (B) e migragdo de leucocitos (C) em ratos sensibilizados
com carragenina. Os dados representam a média + E.P.M. (n=8). Para
analise da incapacitacdo e do edema (2-5 horas, linha vermelha), ANOVA
de uma via para medidas repetidas seguida do pds teste de Dunnett ou
teste t de student. Para migragéo de leucécitos ANOVA de uma via seguida
do pos teste de Dunnett. * e ** representam a diferenga estatistica em
relagdo ao controle com p<0,05 e 0,01 respectivamente, # representa
diferenca estatistica em relagdo ao controle salina estéril com valor de
p<0,05 para teste t de student.
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4.4 Efeito do agonista H;, 2-Pyridylethylamine dihydrochloride
(2-PEA), na incapacitacdo, edema articular e migracdo
leucocitaria em ratos sensibilizados com carragenina.

Apdés a observacdo de que os receptores H; possuem
participagdo nos efeitos causados pela carragenina intra-articular,
verificamos a possivel influéncia do agonista H;, 2-PEA, na
incapacitacdo, edema articular e migragao de células. A escolha das
doses testadas (0,001; 0,01; 0,1 e 1 nmol) baseou-se pela constante
de dissociagéo (Kd) dos receptores H, (HILL et al., 1997).

O 2-PEA foi hiponociceptivo quando injetado por via i.t., foi
obtido uma diminuicdo da incapacitagdo articular causada pela
carragenina apos a sensibilizagéo (0,01 nmol e 1 nmol) (figura 4.4
A). Quanto ao didmetro articular o 2-PEA demonstrou-se pro-
edematogénico nas trés menores doses (0,001 nmol; 0,01 nmol e
0,1 nmol) (Figura 4.4 B) apds quatro horas da sensibilizagdo com a
carragenina.

Nao foi observado diferenga na migragéo celular (Figura 4.4
C) em comparagéo com o controle.
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Figura 4.4: Curva dos efeitos do 2-PEA administrado por via intratecal na
incapacitagao (A), edema articular (B) e migracédo de leucdcitos (C) em ratos
sensibilizados com carragenina. Os dados representam a média + E.P.M.
(n=7). Para andlise da incapacitagdo e do edema (4-6 horas, linha
vermelha), ANOVA de uma via para medidas repetidas seguida do pds teste
de Dunnett. Para migracdo de leucocitos ANOVA de uma via seguida do
pos teste de Dunnett. *, ** e *** representam a diferenca estatistica em
relagdo ao controle com p<0,05, 0,01 e 0,001, respectivamente.
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4.5 Efeito do antagonista H,, Ranitidina, na incapacitacdo,
edema articular e migracao leucocitaria em ratos sensibilizados
com carragenina.

Com o objetivo de avaliar a participagdo do receptor H,
utilizamos o antagonista ranitidina i.t. A escolha das doses testadas
(0,38; 3,8; 38 e 380 pmol) baseou-se na constante de inibicao (Ki)
dos receptores H, (AGUT et al., 1997).

Dentre as doses testadas somente a dose mediana (38
pmol) promoveu hipernocicepcdo em relagdo ao grupo controle
(figura 4.5 A). Da mesma forma, somente essa dose foi capaz de
provocar diminuicdo do didmetro articular causado pela carragenina
(Figura 4.5 B). Nenhuma das doses foi capaz de promover alteracéo
significante no perfil de migracao celular (figura 4.5 C).



50

301
S
@
L
o
w
'_
10+
@ Salina
— = 0,38 pmol
E -+ 3,8 pmol
S g2 - 38 pmol **
= -+~ 380 pmol
S
o
8
g
o
= 0.1
@
E
o=
=}
o ] i i i : :
Tempo apés carragenina (horas)
W Salina
= 0,38 pmol C
- 3,8 pmoal
£ 5] M 38 pmol
E I 380 pmol
°
¢ 000+
w
©
2
3 o]

Figura 4.5: Efeitos da ranitidina administrada por via i.t. na incapacitagao
(A), edema articular (B) e migragdo de leucécitos (C) em ratos
sensibilizados com carragenina. Os dados representam a média + E.P.M.
(n=7). Para analise da incapacitagdo e do edema (2-6 horas, linha
vermelha), ANOVA de uma via para medidas repetidas seguida do pds teste
de Dunnett. Para migracédo de leucécitos ANOVA de uma via seguida do
pés teste de Dunnett. ** representam a diferencga estatistica em relagao ao
controle com o valor de p<0,01.
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4.6 Efeito do agonista H,, Dimaprit, na incapacitacdo, edema
articular e migracdo leucocitaria em ratos sensibilizados com
carragenina.

Apdés a observagdo de que os receptores H, também
possuem participagao nos efeitos causados pela carragenina intra-
articular, verificamos a possivel influéncia do agonista H,, Dimaprit,
na incapacitacdo, edema articular e migracao de células. A escolha
das doses testadas (0,6; 2; 6 e 18 pmol) foi de acordo com a
constante de dissociacdo (Kd) dos receptores H, (JANSEN et al.,
1994).

O dimaprit foi hiponociceptivo na maior dose (18 pmol)
quando injetado na medula espinhal e comparado com o grupo
controle salina (figura 4.6 A). No didametro articular o dimaprit foi
capaz de gerar um aumento do volume da articulagao,
demonstrando-se pro-edematogénico nas duas maiores doses (6 e
18 pmol) (Figura 4.6 B) comparado com o seu controle salina.

Nenhuma das doses testadas foi eficaz em alterar a
migracao dos leucdcitos no fluido sinovial (figura 4.6 A).
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Figura 4.6: Efeitos do dimaprit administrado por via i.t. na incapacitagéo (A),
edema articular (B) e migragdo de leucécitos (C) em ratos sensibilizados
com carragenina. Os dados representam a média + E.P.M. (n=8). Para
analise da incapacitacdo e do edema (2-6 horas, linha vermelha), ANOVA
de uma via para medidas repetidas seguida do pos teste de Dunnett. Para
migragéo de leucocitos ANOVA de uma via seguida do pos teste de
Dunnett. *, ** e *** representam a diferenga estatistica em relacdo ao
controle com p<0,05, 0,01 e 0,001, respectivamente.
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4.7 Efeito do agonista inverso Hjz Tioperamida, na
incapacitacéo, edema articular e migracéo leucocitaria em ratos
sensibilizados com carragenina.

Objetivando-se avaliar a participagdo do receptor Hj
utiizamos o antagonista tioperamida administrado na medula
espinhal. A escolha das doses testadas (0,0004; 0,04 € 4 nmol)
baseou-se na constante de inibigcdo (Ki) dos receptores H; (HILL,
1997).

Entre as doses utilizadas, no que se refere a incapacitagao
as doses mais altas (0,04 e 4 nmol) foram capazes de potencializar
a nocicepgao gerada pela carragenina (figura 4.7 A). Da mesma
forma no didmetro articular, a dose mediana (0,04 nmol) apresentou
a capacidade de potencializar o edema originado pela carragenina
(figura 4.7 B). Quanto a migracdo de leucdcitos, a menor dose
(0,0004 nmol) demonstrou-se capaz de aumentar o numero de
leucdcitos totais, células mononucleares e polimorfonucleares no
fluido sinovial dos ratos sensibilizados por carragenina (figura 4.7 C).
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Figura 4.7: Efeitos da tioperamida i.t. na incapacitagéo (A), edema articular
(B) e migracado de leucdcitos (C) em ratos sensibilizados com carragenina.
Os dados representam a média + E.P.M. (n=8). Para analise da
incapacitacdo e do edema (3-6 horas, linha vermelha), ANOVA de uma via
para medidas repetidas seguida do pos teste de Dunnett. Para migragéo de
leucécitos ANOVA de uma via seguida do pds teste de Dunnett. *, ** e ***
representam a diferenga estatistica em relagdo ao controle com p<0,05,
0,01 e 0,001, respectivamente.
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4.8 Efeito do agonista Hz, Immepip, na incapacitacdo, edema
articular e migracdo leucocitaria em ratos sensibilizados com
carragenina.

Apdés a observagdo de que os receptores H; também
possuem participagao nos efeitos causados pela carragenina intra-
articular, verificamos a possivel influéncia do agonista Hz, immepip,
na incapacitacdo, edema articular e migracao de células. A escolha
das doses testadas (4; 8; 16 e 32 nmol) baseou-se na constante de
dissociacao (Kd) dos receptores H; (VOLLINGA et al, 1994).

As menores doses testadas (4 e 8 nmol) do agonista Hs
demonstraram ser hiponociceptiva, diminuindo o tempo de elevagéao
da pata dos animais comparados com o controle salina (figura 4.8
A). No edema articular, observamos que a maior dose (32 nmol)
aumentou o didmetro articular, quando comparado com o controle
(figura 4.8 B). O agonista H; immepip nao foi capaz de alterar o perfil
celular do fluido sinovial (figura 4.8 C).
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Figura 4.8: Efeitos do immepip i.t. na incapacitagédo (A), edema articular (B)
e migragéo de leucdcitos (C) em ratos sensibilizados com carragenina. Os
dados representam a média + E.P.M. (n=8). Para analise da incapacitagéo
e do edema (4-6 horas, linha vermelha), ANOVA de uma via para medidas
repetidas seguida do pds teste de Dunnett. Para migracdo de leucécitos
ANOVA de uma via seguida do pos teste de Dunnett. ** e *** representam a
diferenga estatistica em relagdo ao controle com p<0,01 e 0,001,
respectivamente.
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4.9 Efeito da Morfina i.t. na incapacitacdo, edema articular
migracgao leucocitaria em ratos sensibilizados com carragenina.

Passamos a investigar o papel modulatério da histamina na
analgesia promovida pela morfina. No primeiro momento realizamos
uma curva dose resposta da morfina com o objetivo de identificar
uma dose sub-efetiva de morfina, que pudesse ser co-administrada
com agonistas e antagonistas histaminérgicos, a fim de se observar
a potencializagdo ou a inibigdo dos possiveis efeitos da morfina na
incapacitacado, edema e migragao leucocitaria

Morfina (0,5, 5 ou 45 nmol; 20 pl) ou salina (controle; 20 ul)
foram administradas por via intratecal 20 minutos antes da
administracdo de carragenina intra-articular. As maiores doses de
morfina (45 e 5 nmol) promoveram a inibicdo do aumento da
incapacitacao articular e a inibicdo do aumento do didmetro articular
sem promover alteragdo na migragao leucocitaria (figura 4.9 A, B e
C). Assim sendo, a dose de 0,5 nmol foi a escolhida para a
continuidade o trabalho.
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Figura 4.9: Curva dos efeitos da morfina i.t. na incapacitagdo (A), edema
articular (B) e migragdo de leucécitos (C) em ratos sensibilizados com
carragenina. Os dados representam a média + E.P.M. (n=8). Para analise
da incapacitagdo e do edema (2-6 horas, linha vermelha), ANOVA de uma
via para medidas repetidas seguida do pds teste de Dunnett. Para migragédo
de leucocitos ANOVA de uma via seguida do pds teste de Dunnett. * e ***
representam a diferenga estatistica em relagdo ao controle com p<0,05 e
0,001, respectivamente.
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4.10 Potencializacdo do efeito da morfina através do bloqueio
do receptor H; e ativacdo do receptor Hs espinhais observados
em ratos sensibilizados com carragenina.

A fim de se analisar as possiveis interagdes da morfina com
os antagonista Hi e a agonista H; combinamos a morfina com a
cetirizina e o immepip. Quando administrados de forma isolada,
morfina (0,5 nmol), cetirizina (12,6 pmol) e immepip (16 pmol), ndo
foram capazes de alterar a nocicepgéo induzida pela carragenina. A
combinagdo da morfina com a cetirizina e a morfina com immepip
inibiu de forma significativa a hiperalgesia induzida pela carragenina
(figura 4.10 A). Somente morfina foi capaz de inibir o aumento do
edema inflamatério (figura 4.10 B) e nenhuma das drogas alterou a
migracao celular (figura 4.10 C).
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Figura 4.10: Resposta da morfina combinada com cetirizina e immepip na
incapacitagao (A), edema articular (B) e migracéo de leucdcitos (C) em ratos
sensibilizados com carragenina. Os dados representam a média + E.P.M.
(n=7). Para analise da incapacitagdo e do edema (3-6 horas, linha
vermelha), ANOVA de uma via para medidas repetidas seguida do pds teste
de Dunnett. Para migracédo de leucécitos ANOVA de uma via seguida do
pos teste de Dunnett. * representam a diferenga estatistica em relagdo ao
controle salina com p<0,05, e # representa diferenga estatistica em relagéo
a morfina.
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4,11 Avaliacdo dos comportamentos nociceptivos expressos
pelos animais na caixa de observacdo comportamental

Estudos relatam que a administragao intratecal de histamina
em doses semelhantes as utilizadas nos nossos estudos gera
padrdes de comportamento como morder, lamber e cogar a regiao
lombar e patas posteriores de camundongos, comportamentos
esses que os autores relatam como uma forma de dor esponténea
(SAKURADA et al., 2003; SAKURADA et al., 2004). Com o objetivo
de excluirmos dos nossos resultados os comportamentos descritos
acima e demonstrarmos que o0 comportamento nociceptivo
observado no nosso experimento sao desencadeados pela
sensibilizagdo de carragenina, realizamos a filmagem dos animais
imediatamente apos a administragio i.t. da histamina (0,002 nmol ou
20 nmol/20 pl) e salina (20 pl), posteriormente essas imagens foram
analisadas. N&o observamos nenhum dos padrbes de
comportamento anteriormente relatados.
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5. DISCUSSAO

Inicialmente demonstramos neste estudo que a histamina
exdégena administrada por via intratecal em animais sensibilizados
com carragenina intra-articular, apresentou dois padrées de
resposta sobre a incapacitagdo, sendo em baixas doses
hipernociceptiva (0,002 nmol) e em altas doses hiponociceptiva (20
nmol). Quanto ao edema articular, obtivemos o aumento do mesmo
com a administracdo da histamina intratecal na dose de 0,002 nmol.
Vaérios estudos ja demonstram o efeito hipernociceptivo da histamina
intratecal (SAKURADA et al., 2003; YOSHIDA et al., 2005) o que
corrobora nosso achado. Por outro lado, uma nova linha de
pesquisa demonstrou que a histamina quando administrada no
joelho de ratos (20 nmol) causou hiponocicepgdo no teste da
formalina (SOUZA-SILVA, 2009).

A inflamagdo € um mecanismo basico disponivel para a
recuperacdo do tecido apds uma lesdo e &€ composto por uma
cascata de eventos microvasculares e celulares. Esta cascata inclui
edema, aumento da permeabilidade microvascular e a migracéo de
varios tipos de células para o tecido (SCHMID-SCHONBEIN, 2006).
A formacdo do edema ocorre devido a uma série de eventos que
atuam na microcirculagdo. Estes compreendem uma leve
vasoconstricdo, seguida de dilatacdo, aumento do fluxo local e da
permeabilidade vascular, que culmina no extravasamento do
conteudo protéico do plasma para o intersticio (GARCIA-LEME et
al., 1973). Associados a esses eventos periféricos a atividade
antidrémica em fibras aferentes primarias que secretam mediadores
neurogénicos também esta presente durante a inflamacgao periférica.
Os neurbnios sensoriais conduzem informacdo do tecido para o
sistema nervoso central e funcionam como eferentes
neurosecretores, com a liberacdo de substancia P e CGRP pelos
terminais dos aferentes primarios (MAGGI e MELLI, 1988; WILLIS,
1999). Esse componente neurogénico da inflamagao pode ter sido
responsavel por parte da amplificagdo do edema articular observado
apos a aplicacdo da carragenina no joelho dos animais.

Camundongos knock-out para o receptor H; demonstraram
uma menor resposta aos trés tipos de estimulos nocivos (quimico,
térmico e mecanico), quando comparados a camundongos Wild-
type, com isso foi demonstrado que a agao do H4R pode aumentar a
sensibilidade a estimulos dolorosos (MOBARAKEH et al., 2000).
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Esse resultado vai ao encontro de nossos achados, quando
demonstramos que ao antagonizar o receptor H; com o seu
antagonista cetirizina (126 nmol), obtivemos a diminuicdo da
incapacitagao articular.

A enzima fosfolipase C (PLC) através da fosforilagao lipidica
gera o diacilglicerol (DAG), um ativador da proteina cinase C (PKC).
A PKC é amplamente relacionada com mecanismos subjacentes ao
desenvolvimento da dor aguda e persistente (ZIMMERMANN, 2001;
KAMEI et al., 1999). O receptor H; é acoplado a PLC/PKC (HILL
1997). A administragao i.c.v. de agonistas do receptor H; ativa a via
PLC/PKC o que resulta em hiperalgesia (GALEOTTI et al., 2004). A
resposta da histamina é bloqueada por antagonistas dos receptores
H:. Recentemente, foi reportado que a antinocicepgao induzida por
antagonistas do receptor H; esta relacionada a ativagcdo do
mecanismo de transdugdo operado por uma proteina G;
(GALLEOTTI et al,, 1996; 1999). A  administragdo
intracerebroventricular (i.c.v.) da toxina pertussis, um composto que
inativa seletivamente a proteina Gi, impediu o aumento do limiar de
dor induzido por farmacos antagonistas do receptor Hy,
difenidramida, prometazina e pirilamina, no teste da placa quente
em camundongos (GALEOTTI et al., 1996, 1999). A reducéo da
percepcao da dor também tem sido observada em camundongos
knock-out para o gene que codifica os subtipos da familia das
proteinas Gy, (JIANG et al., 1998). Existem evidéncias do
envolvimento de canais de potassio ativados por calcio na
antinocicepgao por anti-histaminicos H4. O bloqueio do receptor Hy
parece aumentar a corrente de K° (GALEOTTI et al., 1999). Os
antagonistas do receptor H4, prometazina e difenidramina impediram
o aumento do limiar da dor apés a administracdo i.c.v. de um
bloqueador de canais de potassio ativado por calcio, proveniente do
veneno de abelha (RUDY, 1988). Ja foi demonstrado que o aumento
da expressdao de RNAm da proteina cFOS na dor inflamatéria é
suprimida por administracdo de antagonistas H; no teste da
formalina (ASHIMAWI et al., 2003).

Em 1927 Lewis e Marvin apresentaram evidéncias que o
impulso antidrébmico proveniente do corno dorsal da medula espinhal
liberava na pele uma substéncia que seria a responsavel pela
vasodilatagdo antidrémica. Em 1951 o grupo de pesquisa liderado
por Ibrahim confirmou a hipétese de Lewis e Marvin, demonstrando
que a substancia responsavel pela vasodilatagao era a histamina.
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Atualmente esta bem definido que durante a inflamagao
induzida por carragenina ocorre liberagdo de substancias
farmacologicamente ativas como a histamina, as cininas e
prostaglandina E (WILLIS, 1969). A histamina & um potente
vasodilatador enddégeno, que causa o aumento da permeabilidade
vascular com a formacgao de papula e vermelhidao (flare) este efeito
vasodilatador é mediado por receptores H; localizados no endotélio
vascular, que possuem a capacidade de aumentar a permeabilidade
vascular (EHRINGER et al., 1996).

No presente trabalho quando administramos o bloqueador
do receptor H4, cetirizina (12,6 e 126 pmol), obtivemos a diminuigéo
do edema articular confirmamos esse resultado quando
administramos o agonista H,, 2-PEA por via intratecal (0,001, 0,01 e
1 nmol) e obtivemos potenciagdo do edema induzido pela
carragenina. Ja é bem relatado que estimulos na parte distal das
fibras aferentes primarias evocam vasodilatagdo antidrémica na pele
(LANGLEY 1922, 1923). Essa vasodilagdo pode ser originada
através de estimulos em fibras Ad e C que geram o aumento da
permeabilidade vascular e a formagédo do edema (KROLTZENBERG
et al.,, 1990) através da liberacdo de substancias vasoativas na
regido terminal do aferente primario (LEWIS, 1927). As principais
substancias liberadas s&o substancia P, neurocinina A (NKA) e
peptideo relacionado o gene da calcitonina (CGRP), além da
histamina (WILLIS, 1999).

Com a analise dos resultados referentes ao receptor H,
observamos que esse receptor € possivelmente responsavel pela
modulagdo medular da dor e do edema, confirmando nossa hipétese
de que a histamina enddgena atua sobre H4R de forma a causar
hipernocicepgéo e efeitos pro-edematogenico. Quanto ao resultado
contraditério da diminuicdo da incapacitagdo articular com a
administracéo de altas doses de 2-PEA, acreditamos que a oferta de
histamina exégena possa estar saturando os receptores H; e
atuando em outros receptores, ndo determinados, camuflando o real
efeito do receptor Hj.

Sabe-se que os receptores H, também estao envolvidos na
formacao do edema. O bloqueio desses receptores realizado com a
cimetidina administrado de forma sistémica causou a supressao do
edema de pata induzido por carragenina, de forma semelhante, a
cimetidina administrada no edema da artrite adjuvante induzida pelo
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complexo adjuvante de freund foi eficaz na supressdo do aumento
do volume do membro (AL-HABOUDI e ZEITLIN 1979). Nos
observamos me nosso trabalho uma diminuigdo do edema induzido
por carragenina com o bloqueio realizado do receptor H, pela
ranitidina (38 pmol) intratecal. Ainda sdo escassas as informacgdes
sobre a agéo do receptor H, medular, mas podemos observar pelo
nosso trabalho que aparentemente esse receptor também esta
envolvido na modulagao da inflamacgao periférica.

Quanto ao aumento da incapacitagdo articular e da
diminuicdo do edema articular observada no bloqueio medular do
receptor H,, com seu antagonista ranitidina (38 pmol), somando-se
ao achado da diminuicdo da incapacitacdo e aumento do edema
articular com a administragdo medular do agonista H,, dimaprit (18
pmol), concluimos que a histamina enddégena que atua sobre o
receptor medular H, possui a caracteristica de ser hiponociceptiva
na incapacitacdo articular, e pro-edematogenica no processo
inflamatério periférico.

Quanto ao receptor H, e a modulagdo da nocicepgéo, foi
demonstrado que a impromidina, um agonista H,, administrado por
via i.c.v. causou antinocicep¢do, enquanto o antagonista desse
mesmo receptor a burimamide causou hipernocicepgéo a estimulos
mecanicos, quimicos e térmicos nos modelos de pressdo na pata,
contorcao abdominal e teste da placa quente (LAMBERTI et al.,
1996).

Constatamos que o bloqueio do receptor H; com o seu
antagonista, tioperamida, desencadeou o aumento tanto na
incapacitagdo (0,04 e 4 nmol) quanto no edema articular (0,04
nmol), sugerindo que a fungdo medular exercida por esse receptor é
responsavel pela diminuicdo da nocicep¢ao e da inflamagao.
Tioperamida administrada i.c.v. ou por via sistémica produz efeito
antinociceptivo aos estimulos térmicos, quimicos e mecanicos
(MALMBERG-AIELLO et al 1994).

Ao administrarmos o agonista do receptor H; obtivemos a
diminuigéo da incapacitagéo articular (4 e 8 nmol), reforgando assim
a ideia da fungdo moduladora desse receptor na nocicepgao. Esse
resultado é corroborado com o estudo de Cannon (2003), no qual o
immepip em baixas doses por via intratecal demonstrou atenuar a
nocicepg¢ao mecanica.
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A possivel explicagado para esses achados, é que o receptor
H; pode estar localizado no terminal da fibra aferente primaria, onde
poderia inibir a sintese e/ou a liberagdo de neurotransmissores
(OHKUBO et al., 1995).

Neurdnios histaminérgicos estdo sob um controle tbnico
inibitério da liberagdo de histamina através dos autoreceptores Hs.
Esses receptores possuem sua via de transdugao acoplada a uma
proteina G, que quando ativada inibe a atividade da adenilato
ciclase (AC) diminuindo a sintese e liberacdo de histamina do
terminal sinaptico por inibicdo de proteinas quinase dependentes do
AMPc (AMPc/PKA) e inibigao da via célcio calmodulina (GOMEZ-
RAMIREZ et al., 2002; TORRENT et al., 2005). O tratamento dos
neurdnios do nucleo tubero mamilar (TM) in vitro com antagonista do
receptor H; tioperamida, demonstrou um aumento da taxa de
disparo desses neurdnios, enquanto que a administracao da proépria
histamina reduz a frequiéncia dos disparos sem nenhuma alteragao
no seu potencial (STEVENS et al., 2001). Estudos demonstraram
que o efeito inibitério na liberagdo de histamina foi eliminado quando
a concentragdo de Ca* extracelular foi aumentada (ARRANG et al.,
1985). Os canais de calcio ativados por alta tensdo (HVA) dos
neurdnios histaminérgicos do TM sao suprimidos por histamina, este
efeito inibitério & completamente bloqueado pelo antagonista
competitivo do receptor Hs, tioperamida, e pode ser mimetizado pelo
agonista R-a-metilhistamina, demonstrando assim que o receptor Hj
restringe a corrente de calcio, que é essencial para a liberagdo de
histamina (ARRANG et al., 1985; TAKESHITA et al,. 1998).

A inibicdo dos canais de calcio HVA ocorre através da
ativagdo de uma proteina G (DOLPHIN 1990). Foi demonstrado que
o canal de calcio HVA dos neurbnios histaminérgicos do TM séo
regulados por uma proteina G, a qual é ativada por receptor Hs;
(TAKESHITA et al,. 1998).

De forma contraditdria, quando o agonista do receptor Hg,
immepip, foi administrado obtivemos um aumento do edema
articular. Como esse aumento foi evidenciado na maior dose
utilizada (32 nmol), talvez tal resultado possa ser explicado pela
interacdo da droga com alvos n&o-especificos, sabemos que a
droga exerce sua agdo primaria através da interagdo com seus alvos
moleculares especificos, altas concentragbes da droga podem gerar
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uma interacdo com uma ampla variedade de moléculas biolégicas e
resultar em alteragdes funcionais.

Os opidides exercem sua analgesia através de mecanismos
periféricos, bem como mecanismos centrais (COGGESHALL e
CARLTON, 1997; WANG e WESSENDORF, 2001). Dentro da
medula espinhal, um grande numero de receptores opidides sao
encontrados nas laminas | e Il do corno dorsal (NINKOVIC et al.,
1981). Opidides inibem a liberacdo de substéncia P da medula
espinhal. Quanto a localizagao desses receptores, sabe-se que eles
sdo encontrados no axoénio terminal pré-sinaptico do aferente
primario € nos neurénios pos-sinapticos.

Muitos estudos tém sugerido que os receptores de histamina
estdo envolvidos com algumas ag¢bes farmacolégicas da morfina. O
estudo de Mobarakeh e colaboradores em 2002 sugeriram que a
histamina pode ser liberada por estimulos nociceptivos e que o
bloqueio da agao da histamina poderia mudar a percepgao da dor
nas vias de transmissao espinhal da dor.

No presente trabalho, observamos que o bloqueio do
receptor H; com cetirizina (12,6 pmol), provocou a potencializagdo
do efeito hiponociceptivo da morfina (0,5 nmol), doses essas que
quando administradas sozinhas ndo apresentavam efeito.

Previamente foi mostrado que antagonismo do receptor H
possui um importante papel no desenvolvimento e na
potencializagdo da analgesia dos opidides (HUI, et al 1983). Mais
recentemente, foi demonstrado que camundongos knock-out para o
receptor H; apresentam uma reducdo da resposta a dor para
estimulos nocivos térmicos, quimicos e mecéanicos quando
comparados com camundongos normais (MOBARAKEH, 2002).

A histamina estd envolvida na regulagdo da antinocicep¢ao
induzida por opidides. Por exemplo, a antinocicepgéo induzida por
morfina foi neutralizada por injegdo i.c.v. ou sistémica, de
antagonistas do receptor H, (GOGAS et al.,, 1989; HOUGH e
NALWALK 1992) da histamina no teste de retirada da cauda. Foi
demonstrado também que microinje¢des de antagonistas dos
receptores H, na substancia cinzenta periaquedutal atenuou a
antinocicepgao induzida por morfina em ratos (HOUGH e
NALWALK, 1992).
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Estudos recentes tém mostrado que os receptores Hj
espinhais desempenham um papel importante na percepg¢ao da dor,
assim como os receptores H; e H,, sugerindo que a histamina
exerca um papel inibitério na analgesia induzida por morfina através
do receptores H; espinhais (FARZIN et al, 2002; CANNON e
HUGHT 2005; BRABANT et al, 2005).

No nosso trabalho obtivemos a potencializagdo da analgesia
obtida pela morfina (0,5 nmol) através da ativagdo dos receptores
H;, com o agonista immepip (16 nmol). Doses essas que nao
apresentaram efeito quando administradas sozinhas na medula
espinhal. Corroborando nossos achados, estudos com camundongo
knock-out tem mostrado que receptores Hz no cérebro e na medula
espinhal possuem um papel na modulagédo da dor. Foi demonstrado
que administragao i.t. de immepip, produziu antinocicepg¢ao no teste
compressdo da cauda em camundongos normais, mas nao em
camundongos knock-out para HzR (CANNON et al., 2003) em outro
estudo o immepip atenuou resposta nociceptiva térmica e quimica
(ROULEAU et al.,, 1997). De forma conflitante, Mobarakeh e
colaboradores de 2009 demonstraram que a associagao de morfina
com tioperamida resultou numa significativa diminuicdo dos
comportamentos de dor nos testes de placa quente, “tail-flick”,
retirada da pata e teste da formalina, atenuando dessa forma a
antinocicepgao induzida pela morfina (MOBARAKEH et al., 2009).

Recentemente foi relatado que antagonistas dos receptores
H; a nivel espinhal, GSK 189254 e GSK 334429, sao eficazes na
reversdo da hipersensibilidade neuropatica induzido por modelos
cirdrgicos de dor neuropatica em ratos (MEDHURST et al., 2008).
Acredita-se que esses resultados sao devido ao bloqueio do
receptor H; que gera um aumento da liberacdo de
neurotransmissores como acetilcolina, noradrenalina, dopamina e
histamina (SCHLICKER et al., 1994; BROWN e HAAS, 1999).
Postula-se que a administragcdo de morfina causa a liberagdo de
histamina e aumenta o nivel da histamina na substancia cinzenta
periaquedutal (NICHIBORI et al., 1983).

Essa discrepancia observada dos estudos citados para o
nosso, pode ser devido a diferenca de espécies utilizadas, os tipos
de testes analgésicos e os agonistas e antagonistas utilizados.
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O perfil celular da reacdo inflamatéria é representado pelos
leucécitos polimorfonucleares (neutrdfilos, eosindfilos e basdfilos),
mononucleares (mondcitos e linfécitos) que migram dos vasos para
o local da lesdo (FLOREY, 1979). A migragao celular na inflamagao
aguda apresenta um perfil temporal, nas primeiras 24 a 48 horas
observa-se a migragdo dos neutrofilos e posteriormente mondcitos
(COTRAN; KUMAR; ROBBINS, 1992).

Observamos que a habilidade da histamina em alterar o
perfil celular ainda é controverso, no presente trabalho obtivemos
aumento na migragdo celular com o bloqueio dos receptores Hq e
Hs, efeito esse que é contrario ao que a literatura relata. A revisédo
da literatura nos mostra que a cetirizina possui a capacidade de
inibir o infiltrado de eosindfilos e neutréfilos na sexta, sétima e oitava
hora apds a administragcdo intradermica do extrato da ambosia
americana (CHARLESWORTH et al., 1989). Sugere-se ainda, que o
mecanismo pelo qual a cetirizina exerca suas agdes seja
proveniente da inibicdo da degranulagao de mastécitos e da inibigao
de mediadores provenientes dos préprios eosindfilos (FADEL et al.,
1987).

O receptor Hy possui um papel importante nas patologias
inflamatérias. Sabe-se que esse receptor esta envolvido na
amplitude dos sintomas alérgicos, bem como na manutengido da
inflamagdo (JABLONOWSKI et al, 2004). Recentemente foi
descoberto que o agonista inverso tioperamida apresenta afinidade
também pelo receptor H, (GBAHOU et al., 2006). Tendo em vista
essa informacdo ndo podemos garantir que os resultados
observados com o farmaco tioperamida sejam somente por bloqueio
de Hj;, ainda mais quando observamos que as doses que
apresentaram o efeito hipernociceptivo (0,04 e 4 nmol) e 0 aumento
do edema (0,04 nmol) sdo muito mais elevadas que as doses
seletivas para o receptor H; (12 pmol) e o receptor H, (8,6 pmol)
considerando o Ki de 43 nmol/l e 60 nmol/l respectivamente
(LIGNEAU et al., 2000).

Quanto aos comportamentos de hiperalgesia relatados com
a administragdo da histamina intratecal em camundongos
(SAKURADA et al., 2003; SAKURADA et al., 2004). No presente
trabalho, ndo observamos nenhum comportamento relacionado a
nocicepgao com a administragdo da histamina intratecal em ratos.
Tendo em vista os diferentes comportamentos observados com a
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administragdo da histamina intratecal, em diferentes espécies
utilizadas, ratos no presente trabalho e camundongos no de
Sakurada, podemos concluir que a histamina intratecal ndo se
comporta de maneira igual nas duas espécies de animais.
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6. CONCLUSAO

— Analisando o exposto até aqui, acreditamos que a histamina
endogena atuando sobre os receptores H; da medula espinhal
apresenta um efeito hipernociceptivo. Quando essa histamina
endogena atua sobre os autoreceptores Hj; espinhais temos como
efeito hiponocicepcgao.

— Podemos ainda concluir que a histamina endégena atua de
forma pré-edematogénica sobre os receptores H; espinhais e
antiedematogénica sobre receptores H; espinhais.

— Nossos resultados sugerem que o receptor H, é
hiponociceptivo e pré-edematogénico

— Quanto a migracdo celular, parece nado existir uma relagao
direta entre a nocicepgdo e o edema articular com a migracéo de
células para o liquido sinovial, nés ndo conseguimos quantificar
esses eventos de forma a correlaciona-los. Nossos resultados nao
s&o conclusivos, necessitando de mais experimentos.

— O bloqueio de H; e a ativagao de Hj; potencializou o efeito
hiponociceptivo da morfina, sugerindo que o sistema histaminérgico
espinhal pode ser explorado clinicamente para diminuir a
concentragdo de morfina intratecal.

— A administracdo de morfina associada ao bloqueio de H; e
ativagcdo de Hj; parece nao alterar o efeito edematogénico do
processo inflamatério originado pela sensibilizacdo da carragenina.
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A figura 6.1 esquematiza os efeitos dos neurdnios
histaminérgicos na medula espinhal sobre a inflamagéo articular.
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Figura 6.1: Esquema da modulagdo da inflamagédo articular por receptores
de histamina medulares. (1) Lesdo e/ou inflamac&o dos tecidos articulares
resulta em sensibilizagdo periférica, um processo que envolve a ativagéo
dos nociceptores e transmissao do impulso nociceptivo para o corno dorsal
da medula espinhal; (2) A ativacdo do H:R presente na fibra do aferente
primario leva ao aumento da produgdo de IP3;, DAG e da permeabilidade
dos canais de K o que gera hiperalgesia. (3) Uma vez ativado, o aferente
primario contribui para o reflexo da raiz dorsal liberando neuropeptidios no
terminal periférico gerando aumento da vasodilatagdo e do extravasamento
plasmatico, contribuindo com a formacdo do edema; (4) A ativagdo do
autoreceptor Hs pré-sinaptico inibe a sintese e a liberagdo da histamina,
gerando a diminuigcdo da excitabilidade dos neurénios da medula espinhal
com a inibi¢cdo do reflexo da raiz dorsal e consequente diminuigdo da dor e
do edema articular. (5) O bloqueio do H1R e a ativagdo do H3R associados a
ativagdo dos receptores medulares de morfina gera a potencializagdo dos
efeitos hiponociceptivos da morfina, demonstrando assim, que a diminuigédo
da excitabilidade neural através da diminuigdo da concentragdo de
histamina medular pode potencializar o efeito da morfina.
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