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O objetivo do presente estudo foi investigar os possiveis mecanismos e mediadores
envolvidos no comportamento de cocar causado pela administracdo infradérmica (i.d.),
no dorso de camundongos, de agonistas do receptor ativado por proteinases-2 (PAR-2).
Ambos os agonistas do PAR-2, tripsina e SLIGRL-NH2, causaram comportamento de
cocgar, sugestivo de prurido, de maneira dependente da dose. Esse efeito foi bloqueado
pelo co-tratamento com o antagonista seletivo para o receptor PAR-2, FSLLRY-NH2, ou
pela dessensibilizacdo prévia deste receptor. A participacdo do sistema opidide foi
verificada pelo tratfamento com morfina ou naloxona, agonista e antagonista dos
receptores opidides, respectivamente, que inibiram a coceira induzida pela tripsina.
Além disso, o comportamento pruriginoso induzido por esta enzima foi previnido pelo
tfratamento com os antiinflamatdrios, celecoxibe (inibidor seletivo para a COX-2) ou
dexametasona (corticdide). A participacdo de mastdcitos também foi observada, uma
vez que o pré-fratamento com composto 48/80, degranulador de mastocitos, ou com
cromoglicato de sédio, estabilizador de mastdcitos, reduziu a prurido causado pela
friosina. Ademais, o modelo parece ser dependente da atfivacdo do receptor
histaminérgico H4, mas ndo dos receptores Hi, H2 ou Hs, ja que o antagonista ndo-
seletivo Hs/Hs4 (fioperamida), mas ndo os antagonistas seletivos Hi (pirilamina e
loratadina), Hz2 (cimetidina e ranitidina) ou H3 (iodofempropite), bloqueou o efeito
pruriginoso da tripsina. O antagonista misto dos receptores
histaminérgicos/serotoninérgicos, ciproeptadina, e o inibidor ndo seletivo de proteases,
gabexato mesilato, foram eficazes em reduzir o prurido causado pelos agonistas do PAR-
2, sugerindo o envolvimento da serofonina e da liberacdo de proteases.
Interessantemente, o fratamento neonatal com capsaicina, ou o fratfamento do adulto
com resiniferatoxina, estratégias que promovem desenssibilizacdo e/ou destruicdo de
fibras sensoriais, preveniram o comportamento pruriginoso evocado por ambos 0s
agonistas do PAR-2. Similarmente, o tratamento com o antagonista seletivo para o
receptor TRPV1, SB366791, ou a delecdo do gene para este receptor, inibiram o prurido
induzido pela ativacdo do PAR-2. Esta reposta também foi dependente dos
neuropeptideos substéncia P (SP), neurocinina B (NKB) e CGRP, uma vez que o
fratamento com os antagonistas seletivos para os receptores NK; (FK888, para SP), NKs
(SR142801, para NKB), ou CGRP; (fragmento CGRPs37, para o CGRP), reduziu a coceira
induzida pelos ativadores do PAR-2. Por fim, o pré-tratamento com antagonistas seletivos
para os receptores B2 (Hoe 140 ou FR173657) ou B1 (DALBK ou SSR240612) das cininas, ou
a delecdo génica destes receptores, preveniu a coceira induzida por ambos 0s
agonistas do PAR-2. Em conjunto, estes resulfados sugerem que a injecdo i.d. de
agonistas do PAR-2 constitui um modelo experimental reprodutivel para o estudo de
mecanismos e de possiveis abordagens terapéuticas, relacionados a promocdo da
coceira mediada pela liberacdo de proteases e atfivacdo do PAR-2. Diferentes
mediadores e tipos celulares liberados ou localizados na pele parecem conftribuir para
este processo. De relev@ncia, neste sentido ressalta-se o envolvimento de mediadores da
inflamacdo neurogénica, de fibras sensoriais, do receptor TRPV1, e de ambos os
receptores B2 e By para as cininas.
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RESUMO

O objetivo do presente estudo foi investigar os possiveis mecanismos e
mediadores envolvidos no comportamento de cocar causado pela
administracdo infradérmica (i.d.), no dorso de camundongos, de agonistas do
receptor atfivado por proteinases-2 (PAR-2). Ambos os agonistas do PAR-2,
tfripsina e SLIGRL-NH2, causaram comportamento de cocar, sugestivo de prurido,
de maneira dependente da dose. Esse efeito foi bloqueado pelo co-tratamento
com o antagonista selefivo para o receptor PAR-2, FSLLRY-NH2, ou pela
dessensibilizacdo prévia deste receptor. A participacdo do sistema opidide foi
verificada pelo tratamento com morfina ou naloxona, agonista e antagonista
dos receptores opidides, respectivamente, que inibiram a coceira induzida pela
tripsina. Além disso, o comportamento pruriginoso induzido por esta enzima foi
previnido pelo tratamento com os antiinflamatdrios, celecoxibe (inibidor seletivo
para a COX-2) ou dexametasona (corticdide). A participacdo de mastdcitos
também foi observada, uma vez que o pré-tratamento com composto 48/80,
degranulador de mastocitos, ou com cromoglicato de sédio, estabilizador de
mastdcitos, reduziu a prurido causado pela tripsina. Ademais, o modelo parece
ser dependente da atfivacdo do receptor histaminérgico Hs, mas ndo dos
receptores Hi, Hz ou Hz, ja que o antagonista ndo-seletivo Hz/H4 (tioperamida),
mas Nndo os antagonistas seletivos H; (pirlamina e loratadina), Hz (cimetidina e
ranitidina) ou Hz (iodofempropite), bloqueou o efeito pruriginoso da fripsina. O
antagonista misto dos receptores histaminérgicos/serotoninérgicos,
ciproeptadina, e o inibidor ndo seletivo de proteases, gabexato mesilato, foram

eficazes em reduzir o prurido causado pelos agonistas do PAR-2, sugerindo o



envolvimento da serotonina e da liberacdo de proteases. Interessantemente, o
fratfaomento neonatal com capsaicina, ou o fratamento do adulto com
resiniferatoxina, estratégias que promovem desenssibilizacdo e/ou destruicdo de
fibras sensoriais, preveniram o comportamento pruriginoso evocado por ambos
os agonistas do PAR-2. Similarmente, o tratamento com o antagonista seletivo
para o receptor TRPVI1, SB366791, ou a delecdo do gene para este receptor,
inibiram o prurido induzido pela ativacdo do PAR-2. Esta reposta também foi
dependente dos neuropeptideos substancia P (SP), neurocinina B (NKB) e CGRP,
uma vez que o tratamento com os antagonistas seletivos para os receptores NK;
(FK888, para SP), NKz (SR142801, para NKB), ou CGRP; (fragmento CGRPs.37, para
o CGRP), reduziu a coceira induzida pelos ativadores do PAR-2. Por fim, o pré-
fratamento com antagonistas seletivos para os receptores B, (Hoe 140 ou
FR173657) ou By (DALBK ou SSR240612) das cininas, ou a dele¢cdo génica destes
receptores, preveniu a coceira induzida por ambos os agonistas do PAR-2. Em
conjunto, estes resultados sugerem que a injecdo i.d. de agonistas do PAR-2
constitui um modelo experimental reprodutivel para o estudo de mecanismos e
de possiveis abordagens terapéuticas, relacionados a promocdo da coceira
mediada pela liberacdo de proteases e ativacdo do PAR-2. Diferentes
mediadores e tipos celulares liberados ou localizados na pele parecem
confribuir para este processo. De relevancia, neste senfido ressalta-se o
envolvimento de mediadores da inflamacdo neurogénica, de fibras sensoriais,

do receptor TRPV1, e de ambos os receptores B, € By para as cininas.



ABSTRACT

The aim of this study was to investigate some mechanisms and
mediators underlying the scratching behaviour induced by infradermal (i.d.)
injection of proteinase activated receptor-2 (PAR-2) agonists on the back of the
mouse neck. Both PAR-2 agonists, trypsin and SLIGRL-NH2, were able to evoke a
marked and dose-related scratching behaviour in mice. This response was widely
reduced by the co-treatment with the selective PAR-2 receptor antagonist,
FSLLRY-NH2, or by previous frypsin-induced PAR-2 receptor desensitization.
Opioidergic system involvement was evaluated by the treatment with morphine
or naloxone, a non-selective opioid receptors agonist and antagonist,
respectively, which were both effective against trypsin-induced itch. Moreover,
frypsin-induced scratching behaviour was blockaded by the pre-treatment with
celecoxib (a selective COX-2 inhibitor) or dexamethasone (a cortficoid). Also,
contribution of mast cells was evident as the scratching behaviour induced by
frypsin was prevented by the pre-tfreatment with compound 48/80, a mast cell
degranulator, or disodium cromoglycate, a mast cell stabilizer. Furthermore, PAR-
2 receptor activation-induced scratching behaviour seems to be dependent on
histamine H4 receptor activation, but not histamine Hi, H2 or Hz receptors, as the
pre-treatment with the dual histamine Hz/H4 receptors antagonist (thioperamide),
but not with the selective histamine H; (pyrilamine or loratadine), Hz (cimetidine
or ranitidine) or Hs (iodophenpropit) receptor antagonists, was able to interfere
with trypsin response. Pre-tfreatment with the mixed serotonergic/histaminergic
receptor antagonist, cyproheptadine, or the non-selective protease inhibitor,

gabexate mesylate, were capable of inhibiting trypsin-induced pruritus,



suggesting the participation of serotoninergic receptors and protease release.
Interestingly, both neonatal capsaicin freatment and  resiniferatoxin
administration to adult mice, to promote sensorial fiber desensitization and/or
destruction, were able to suppress the itching response induced by PAR-2
agonists. Similarly, the selective TRPV1 receptor antagonist, SB366791, or the
genetic deletion of TRPV1, greatly diminished the PAR-2-induced scratching
behaviour. The pruritogenic response induced by PAR-2 agonists in mice is widely
dependent on the release of neuropeptides substance P (SP), CGRP and
neurokinin B (NKB), as the treatment with the selective NK; (FK888, for SP), NKs
(SR142801, for NKB) or CGRP; (fragment CGRPs.37, for CGRP) receptor antagonists
caused a marked reduction of PAR-2-induced pruritus. Of note, the pre-
freatment with both kinin B, (Hoe 140 or FR173657) and B; (DALBK or SSR240612)
receptor antagonists, or the genetic ablation of kinin receptors, significantly
diminished the scratching behaviour evoked by PAR-2 agonists. Take together,
the results of the present study suggest that i.d. injection of PAR-2 agonists on the
back of the mouse neck seems to be a reproducible model to study the
mechanisms and therapeutic strategies, related to itch transmission caused by
proteinases release and PAR-2 activation. Besides, this response is widely
dependent on mast cell activation and subsequently release of neurokinins,

kinins and the TRPV 1 receptor activation.



INTRODUCAO

O prurido, ou coceira, € uma sensacdo cutdnea desagraddvel que
leva ao desejo imediato de cocar. Da mesma forma que outras sensacoes
cut@neas, como por exemplo a dor, o prurido atua como um mecanismo
fisioldgico de defesa contra a acdo de agentes nocivos externos (Sténder et al.,
2003). Apesar da sua funcdo auto-protetora, a coceira também é um sinfoma
comum que acompanha muitas doencas inflamatdrias da pele, incluindo
dermatite atépica e psoriase ou, até mesmo, algumas condicoes sistémicas, tais
como doenca renal crénica, colestase e infeccdo pelo virus HIV. Ademais, o
prurido pode ocorrer como um efeito adverso ao uso de determinados
medicamentos, como o antimaldrico cloroquina ou o analgésico morfina (para
revisGo, ver Paus et al., 2006; koma et al., 2006).

O ato de cocar, quando frequente e/ou intenso, pode levar ao
surgimento de lesdes na pele, favorecendo o aparecimento de infeccoes, além
da liberacdo de mediadores inflamatdrios, que potencialmente induzem ou
agravam o prurido, intensificando o ato de cocar (Steinhoff et al., 2006). Este
ciclo de "prurido-cocadura” é frequentemente resistente G terapia anti-
pruriginosa cldssica, que consiste principalmente no emprego sistémico de anti-
histaminicos (anfagonistas do receptor Hy para a histamina) ou de corticéides
topicos (Klein et al., 1999; para revisdo, ver Herman e Vender, 2003). Apesar de
inUmeras tentativas na busca de uma nova alternativa terapéutica, ndo existe
até o momento tratamento eficaz para a cura ou alivio da coceira em tais

circunst@ncias. O prurido crénico pode causar sérios prejuizos d qualidade de



vida, uma vez que pode estar associado a distUrbios psicoldgicos, tais como
privacdo de sono, ansiedade e depressdo (Sheehan-Dare et al., 1990; Hashiro e
Okumura, 1997). Neste sentido, a necessidade de compreender 0s mecanismos
envolvidos na neurotransmissdo da sensacdo pruriginosa tem como foco
principal a identificacdo de novos alvos moleculares destinados ao
desenvolvimento de fdrmacos anti-pruriginosos mais efetivos para o fratamento
de condicoes de coceira crénica que ndo respondem & farmacoterapia atual.
Embora existam algumas semelhancas com a transmissdo do estimulo
doloroso, evidéncias atuais indicam a ocorréncia de uma via sensorial
especializada na trasmissdo do estimulo pruriginoso, que conecta o tecido
cut@neo ao sistema nervoso central (SNC) (Schmelz, 2001). De fato, as respostas
comportfamentais provocadas por ambas as sensacoes sdo distintas: a dor induz
o reflexo de retirada e, o prurido, o reflexo de cocar (Schmelz e Handwerker,
2005; Schmelz et al., 2005). Sendo assim, ao contrdrio do que se pensava
anteriormente (de acordo com a teoria da intensidade (von Frey, 1922)), o
prurido ndo pode ser considerado simplesmente uma sub-modalidade menos
intensa de dor, mas sim uma sensacdo individual do sistema nervoso sensorial
(teoria da especificidade (Schmelz et al., 1997; Schmelz, 2001; Andrew e Craig
(2001)). Apesar disso, alguns estudos sugerem estreita interacdo entre estas duas
modalidades sensoriais, onde o prurido pode ser inibido por estimulos dolorosos
ou, contrariamente, causado pelo estado de analgesia. A coceira induzida pela
injecdo de histamina na pele de humanos sadios é reduzida pela aplicacdo de
diferentes estimulos nocivos, tais como: térmico (calor e frio nocivos), mecdanico,
guimico e elétrico. Isto ocorre, possivelmente, através de mecanismos de acdo

central (para revisdo, ver Schmelz, 2001; 2005; lkoma et al., 2006). Além disso,



estudos recentes tém demonstrado que o estado de analgesia, causado pela
administracdo de agonistas dos receptores opidides, promove prurido por meio
da degranulacdo local de mastdcitos, mas principalmente por mecanismos
centrais (Blunk et al., 2004 citado por Schmelz e Handwerker, 2005; Umeuchi et
al., 2003). Este fendbmeno ¢é particularmente relevante para agonistas do
receptor uy (mu) opidide administrados na medula espinhal, os quais induzem
analgesia segmental, frequentemente combinada com prurido (Andrew et al.,
2003, citado por Schmelz, 2005). Estudos da literatura demonstram a eficacia de
antagonistas do receptor y opidide contra o prurido associado d colestase biliar
(Jones, 2002). Desse modo, acredita-se que as vias neuronais pruriceptivas sejam
tonicamente inibidas pela atividade de neurdnios nociceptivos, localizados em
estruturas centrais e que agonistas opidides causam ou intensificam a coceira
por diminuirem a atividade destas Ultimas células sobre a via pruriceptiva
(Schmelz, 2001; 2005).

A sensacdo dolorosa é o produto da ativacdo periférica de alguns
subtipos de terminacdes nervosas livres, denominadas de nociceptores,
localizadas na pele, érgdos e tecidos internos, que transmitem as informacoes
nociceptivas da periferia para os neurdnios secunddrios do corno dorsal na
medula espinhal, pela liberacdo de neurofransmissores. Através das vias
ascendentes, o estimulo nociceptivo é retransmitido da medula espinhal para as
dreas supra-espinhais, responsdveis pela codificacdo da informacdo dolorosa,
gue incluem a formacdo reticular, o talamo e o cdrtex cerebral. Os impulsos
gerados nas terminacdes nervosas sGo propagados por quatro categorias de
neurdnios sensoriais, classificados de acordo com o diGmetro e estrutura da

fibra, e com a velocidade de conducdo do impulso gerado. As fibras sensoriais



primdrias do tipo Aa e AP apresentam grande di@metro, camada espessa de
mielina, alta velocidade de conducdo (30-100 m/s), sendo normalmente
responsdaveis pela fransmissdo das informacodes proprioceptivas, como toque
leve e pressdo. Por outro lado, a fransmissdo da informacdo nociceptiva ocorre
através da ativacdo de fibras AS e C. As fibras AS possuem di@metro médio, fina
bainha de mielina e sdo caracterizadas por conducdo semi-rapida
(aproximadamente 12-30 m/s). Contrariamente, as fibras C sdo de pequeno
di@metro, amielinizadas e responsdveis pela conducdo lenta do impulso
nervoso (aproximadamente 0,5-2 m/s). A estimulacdo de fibras A6 promove
resposta rdpida que resulta na 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 & dor aguda (para revisdo, ver Julius e Basbaum, 2001;
Almeida et al., 2004).

A maioria das fibras C podem responder a todos os estimulos nocivos,
ou seja, estimulos mecdénicos, térmicos, ou quimicos, e por esta razdo sdo
chamadas de fibras polimodais. As fibras sensoriqis polimodais possuem
receptores termosensiveis ativados por estimulos quentes ou  frios,
mecanorreceptores de baixo limiar e receptores especificos para substé@ncias
algogénicas, tais como prostaglandinas (PGs), bradicinina (BK), serotonina (5-HT
- 5-hidroxitriptamina), proteases e histamina (Julius e Basbaum, 2001; Aimeida et
al., 2004). No entanto, existem alguns subtipos de fibras C que, em condicdes
normais, sdo insensiveis a estimulos mecdnicos ou, ainda, a estimulos mecdnicos
e térmicos, que sdo chamadas de fibras silenciosas. Tais fibras sdo responsaveis

pela geracdo de eritema (reflexo axonal) e sensibilizacdo a estimulos mecdnicos



(Schmidt et al., 1995; Weidner et al., 1999; Klede et al., 2003). Além disso, as fibras
C podem ser agrupadas em duas classes de acordo com o padrdo de
expressdo de seus neurofransmissores e proteinas. A primeira populacdo,
chamada de fibras C peptidérgicas, contém como neurotransmissores os
peptideos substéncia P (SP) e o peptideo relacionado com o gene da
calcitonina (CGRP), e expressam o receptor de tirosina quinase A (TrkA), que
apresenta alta afinidoade para o fator de crescimento do nervo (NGF). A
segunda populacdo expressa o sitio de ligacdo para isolectina Bs (IB4) e
também receptores purinérgicos P2X3, um subtipo especifico de canal idnico
para o ATP. Porém, estas fibras ndo contém SP e CGRP e, por isso, sdo
chamadas de ndo-peptidérgicas. Apesar das diferencas quanto ao perfil de
expressdo de alguns neurotransmissores, o glutamato & o neurotfransmissor
excitatério predominante em todos os neurdnios nociceptivos. Além disso,
ambas as populacdes de fibras C respondem a estimulos nocivos semelhantes, e
expressam o receptor de potencial transitério vanildide tipo 1 (TRPV1), sensivel a
ativacdo por capsaicinag, prétons e calor (Julius e Basbaum, 2001; Almeida et al.,
2004 ).

Nas Ultimas décadas, muitos esforcos foram realizados na tentativa de
elucidar as bases neuronais da sensacdo de coceira (Schmelz, 2001). No
entanto, somente no final dos anos 90, Schmelz e colaboradores (1997)
demonstraram a existéncia de neurdnios especializados na conducdo do
estimulo pruriginoso. A partir de estudos de microneurografia, para mensurar a
atividade de fibras cutGneas em humanos, estes autores demonstraram que a
aplicacdo de histamina por iontoforese na pele de voluntdrios sadios € capaz

de ativar seletivamente uma populacdo de fibras ndo-mielinizadas, insensiveis a



estimulos mecdnicos, cuja ativacdo estd paralelamente associada com o
desencadeamento da sensacdo de coceira (Schmelz ef al., 1997). As “fibras do
prurido”, ou pruriceptores, correspondem a 5% das fibras C aferentes, e sdo
caracterizadas por baixa velocidade de conducdo (0,5 m/s), grandes territérios
de inervacdo, alto limiar elétrico cutdneo, ndo-responsividade a estimulos
mecdnicos, auséncia de atividade espontdnea, resposta sustentada d
aplicacdo de histamina e geracdo de eritema reflexo (Schmelz et al., 1997;
Schmelz et al., 2003a). Porém, embora de modo menos pronunciado, estas
fioras também respondem & PGE;, 5-HT, acetilcolina e BK, ao confrdrio dos
nociceptores (fibras polimodais) que sdo praticamente insensiveis, ou
respondem fracamente a histamina, mas apresentam altos padroes de disparo
apds aplicacdo de PGE,, BK ou capsaicina (Schmelz et al., 2003a). Ademais, por
meio de experimentos de microneurografia em um paciente com dermatite
atdopica, Schmelz e colaboradores (2003b) demonstraram a presenca de
atividade esponténea em algumas fibras aferentes primdrias, com
caracteristicas similares aos pruriceptores, sugerindo que a coceira em
individuos atdépicos pode ser causada pela ativacdo desta sub-populacdo de
fibras C.

Corroborando estes achados, Andrew e Craig (2001), utilizando a
medula espinhal de gatos, demonstraram a existéncia de neurdnios do trato
espino-taldmico, que respondem a aplicacdo por iontoforese de histamina na
pele, com um perfil temporal de resposta similar adquele obtido por Schmelz e
colaboradores (1997). Estes neurdnios se projetam da camada superficial do
corno dorsal da medula espinhal (IGmina |) para o tdlamo, e apresentam

caracteristicas similares aos pruriceptores descritos anteriormente, como ndo-



responsividade a estimulos mecdnicos, baixa velocidade de conducdo, alto
limiar elétrico e auséncia de atividade espontdnea (Andrew e Craig, 2001;
Schmelz, 2001).

Recentemente, alguns estudos conduzidos em roedores tém dado
base aos mecanismos envolvidos nas vias neurais responsdveis pela coceira. Em
uma recente publicacdo, Shim e colaboradores (2007) demonstraram que a
aplicacdo intradérmica (i.d.) de histamina no dorso de camundongos promove
comportamento sugestivo de prurido, caracterizado pelo aumento no numero
de acessos de coceira o sitio injetado. Esse efeito € mediado pelo receptor H;
para a histamina, localizado em fibras aferentes primdrias, e € dependente da
estimulacdo do receptor TRPVI, via ativacdo das enzimas fosfolipase Az e 12-
lipoxigenase (Shim et al., 2007). Além disso, foi previamente demonstrado que a
enzima fosfolipase CB, expressa em fibras aferentes ndo-mielinizadas, parece
desempenhar papel-chave no comportamento pruriginoso desencadeado pela
ativacdo do receptor Hy para a histamina em camundongos (Han et al., 2006).
Por fim, Sun e Chen (2007) verificaram que o peptideo liberador de gastrina
(GRP), expresso no corno dorsal da medula espinhal, medeia o comportamento
pruriginoso induzido pela aplicacdo i.d. de diferentes agentes em
camundongos, através do seu receptor (GRPR) localizado na medula espinhal.
Estes autores demonstraram ainda que animais com delecdo do gene para
GRPR (GRPR”7), ou fratados com o antagonista seletivo para este receptor,
apresentaram reducdo no comportamento pruriginoso, mas ndo no
comportamento nociceptivo, induzido por diferentes agentes em camundongos

(Sun e Chen, 2007).



O processamento supra-espinhal da coceira tem sido recentemente
investigado em humanos, através de estudos de imagens usando tfomografia de
emissdo de positrons (PET) e imagem de ressonéncia magnética funcional (fMRI)
(para revisdo, ver koma et al., 2006; Paus et al., 2006). A aplica¢cdo de histamina
por via i.d. ou através de punctura, na pele de humanos sauddveis, causa
ativacdo de diferentes estruturas cerebrais, incluindo cortex pré-frontal, cortex
cingulado anterior, cértex somatossensorial primdrio (S1), drea pré-motora, drea
motora suplementar e lobo parietal inferior (predominantemente no hemisfério
esquerdo) (Darsow et al., 2000; Mochizuki et al., 2003). Algumas diferencas no
padrdo de ativacdo de dreas centrais entre dor e prurido tém sido descritas. Ao
contrdrio da dor, a coceira parece ser caracterizada pela falta de ativacdo do
cortex somatossensorial secunddrio (S2) e pela ativacdo predominante da
dreas motoras ipsilaterais ao estimulo aplicado (Drzezga et al., 2001).

Apesar dos avancos na compreensdo dos mecanismos envolvidos nas
vias neuronais da transmissdo da coceira, obtidos através de estudos baseados
na responsividade a histamina, algumas evidéncias atuais sugerem a existéncia
de subtipos de fibras pruriceptivas que sdo insensiveis a este mediador (lkoma et
al., 2005; Jonahek et al., 2007; Davidson et al., 2007). Acredita-se que tais fibras
possam ser a explicacdo para as submodalidades de prurido que sdo insensiveis
ao fratamento com anti-histamimicos em diferentes condicdoes clinicas.
Recentemente, foi demonstrado que a estimulacdo elétrica cutdnea (de baixa
infensidade e alta frequéncia) em humanos sadios € capaz de gerar coceirq,
sem causar eritema reflexo, caracteristico da aplicacdo de histamina, sugerindo
que estas fibras ndo pertencem aos pruriceptores sensiveis a este mediador

(lkoma et al., 2005). Ademais, a sensacdo de coceira, sem a presenca de



eritema, pode ser gerada pela mucunaina, uma protease presente no
cowhage, espiculas obtidas da planta fropical Mucuna pruriens (Shelley e Arthur,
1955; Jonahek et al., 2007; Reddy et al., 2008). A coceira induzida pelo cowhage é
insensivel ao fratamento com anti-histamincios e parece ser mediada através de
aferentes primdrios, bem como por neurdnios espinotalémicos, distintos daqueles
que medeiam o prurido induzido pela histamina (Davidson et al., 2007; Jonahek
et al., 2007). Curiosamente, tem sido demonstrado que a aplicacdo cutdnea de
cowhage, em humanos ou animais de experimentacdo, causa ativacdo de
fibras C polimodais, mas ndo é capaz de estimular fibras insensiveis & estimulos
mecdanicos (Wei e Tuckett, 1991; Namer et al, 2008; Jonahek et al., 2008). De
modo relevante, a mucunaina, composto ativo do cowhage, foi recentemente
identificada como uma nova cisteino-protease, a qual € capaz de clivar e
estimular receptores ativados por proteinases (PARs) dos tipos 2 (PAR-2) e 4 (PAR-
4), sugerindo o envolvimento destes receptores no prurido induzido pela
aplicacdo cutd@nea de cowhage (Reddy et al., 2008). De fato, um grande
avanco na compreensdo dos mecanimos envolvidos na transmissdo da
sensacdo de coceira foi alcancado apds a demonstracdo de que os receptores
PAR-2 est@o envolvidos na fisiopatologia da coceira em pacientes atdpicos
(Steinhoff et al., 2003).

Os receptores PARs (Figura 1 e Tabela 1) representam uma classe
particular de receptores acoplados a proteina G (GPCR), que sdo ativados pela
clivagem proteolitica de um sitio especifico localizado na alca N-terminal do
receptor. Consequentemente, apds a protedlise, ocorre a exposicdo de um
novo fragmento N-terminal que atua como um ligante ancorado ao receptor,

ativando a molécula clivada e desencadeando uma resposta intracelular



(Figura 1) (para revisdo, ver Macfarlane et al., 2001; Vergnolle, 2003; Steinhoff et
al., 2005; Ramachandran e Hollenberg, 2008). A ativacdo dos receptores PARS
pelas proteases € um processo irreversivel e a ativacdo das vias de sinalizacdo
desencadeada por estas enzimas € finalizada por um mecanismo eficiente de
internalizacdo e dessensibilizacdo do receptor (Trejo, 2003). Até o momento,
quatro membros desta familia de receptores foram clonados a partir do
genoma de humanos e roedores, sendo denominados PAR-1 a PAR-4, de
acordo com a ordem de descoberta (Tabela 1) (Vu et al., 1991; Bohm ef al.,

1996; Ishihara et al., 1997; Xu et al., 1998).
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Figura 1 - Mecanismo de ativagcdo dos receptores ativados por proteinases (PARs): (A) As
proteinases (representadas pela seta) clivam o dominio N-termimal do receptor na superficie
celular, expondo um novo dominio N-terminal, o qual se liga e ativa o receptor,
desencadeando uma resposta intracelular. (B) Peptideos sintéticos com sequéncia de
aminodcidos correspondente ao dominio ligante N-terminal podem mimetizar os efeitos de
proteases sobre a ativacdo dos receptores PARs e levar a uma resposta intracelular.




Tabela 1 - Receptores ativados por proteinases (PARs):

estrutura, localizacdo, ligantes e

agonistas.
PAR-1 PAR-2 PAR-3 PAR-4
09
T D
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g S 425 aa 397 aa 374 aa 385 aa
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\D ]
25
Tecidos: TGle, vias Tecidos: TGI, pdncreas, rins, Tecidos: TG, Tecidos: TGl,
aéreas, e cérebro. | figado, vias aéreas, prostata, pulmdo e pdncreas e
ovdrio, olhos, cérebro e pele. figado. pulmao.
o Células: plagueta,
'S, | musculo liso, Células: epitélio, mastocitos, Células: Células:
_S endotélio, fibroblastos, queratindcitos, endotélio, plaquetas e
3 queratinécitos, glia, | células endoteliais, mUsculo astrécitos e leucdcitos.
§ astrocitos e liso, leucdcitos e glia, astrocitos | leucdcitos.
neurdénios. e neurénios.
- SFLLR-NHz2 (h) SLIGKV-NH2 (h) TFRGAP-NH2 (h) GYPGQV-NH2 (h)
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TFLLR-NH2 SLIGRL-NH2 SFNGGP-NH: GYPGQV-NH2
SFLLRN-NH2 SLIGKV-NH2 TFRGAP-NH- AYPGKF-NH2
SFLLR-NH2 S-Phe(p-F)-IGKV-NH2
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(h) humano; (r) rato; (c) camundongo; @ TGI — Trato gastrintestinal; PMMP-1 — Matrix metaloprotease 1; cHLE
- elastase de leucdcito humano; IMT-SP1 — serino-protease do tipo de membrana 1; eTF/FVIla — complexo
fator tecidual/fator Vlla.

Fonte: Mcfarlane et al., 2001; Steinhoff ef al., 2005; Barry et al., 2006.




Na Ultima década, uma série de proteases foram identificadas como
sendo capazes de clivar e ativar os diferentes receptores PAR (Tabela 1) (para
revisdo, ver Barry ef al., 2006). De grande relevdncia, a fripsina, uma serino-
protease de fonte pancredtica ou exira-pancredtica, pode clivar e ativar os
receptores PAR-1, PAR-2 e PAR-4; todavia, apresenta alguma seletfividade para
o receptor PAR-2 (Nystedt et al., 1994; Molino et al., 1997; Xu et al., 1998; Cotirell
et al., 2004). Embora a funcdo fisioldgica da tripsina seja principalmente
relacionada a digestdo de proteinas, descobertas recentes sugerem que esta
enzima € a principal ativadora enddgena do receptor PAR-2 no intestino e no
pdncreas (Ossovskaya e Bunnett, 2004). A tripsina tem sido utilizada em inUmeros
frabalhos da literatura que procuram caracterizar o envolvimento do receptor
PAR-2 em diferentes sistemas in vivo e in vitro, apresentando maior poténcia que
outros agonistas empregados nas mesmas condicoes (Steinhoff ef al., 2000; 2003;
Vergnolle et al., 2001; Amadesi et al., 2004; 2006). Além disso, o receptor PAR-2
pode ser ativado por outras proteinases (Tabela 1), entre elas destacam-se a
triptase (liberada por mastoctios) e os fatores Vila e Xa da coagulacdo (Corvera
et al.,, 1997; Molino et al., 1997; Bono et al., 2000; Camerer et al., 2000). As
proteases clivam este receptor entre os aminodcidos arginina (posicdo 36) e
serina (posicdo 37) para expor o novo dominio N-terminal (para revisdo, ver
Cottrell et al., 2003).

Com excecdo do receptor PAR-3, existem agonistas peptidicos
sintéticos e seletivos, compostos por 5 ou 6 aminodcidos, que mimetizam as
acodes das proteases sobre o receptores PAR e também podem gerar respostas
infracelulares (Figura 1 e Tabela 1) (para revisdo, ver Barry et al., 2006). Os

fragmentos peptidicos SFNGGP-NH, e TFRGAP-NH, foram desenvolvidos como



agonistas para o receptor PAR-3. No entanto, tem sido demonstrado que estes
peptideos também sdo capazes de ativar PAR-1 e PAR-2 (Barry et al., 2006). Os
agonistas sintéticos para os receptores PARs constituem importantes ferramentas
farmacoldgicas que podem ser utilizadas para a caracterizacdo das funcoes
bioldgicas desencadeadas pela ativacdo dos diferentes receptores desta
familia. Os peptideos SLIGRL-NH; e SLIGKV-NH,, agonistas seletivos para o
receptor PAR-2 de roedores e humanos, respectivamente, tem sido amplamente
empregados na caracterizacdo do envolvimento deste receptor em diferentes
sistemas in vitro e in vivo (Steinhoff et al., 2000; 2003; Vergnolle et al., 2001;
Amadesi et al., 2004; 2006). As evidéncias iniciqis sugerindo uma possivel
utilizacdo terapéutica destes peptideos, como agentes broncodilatadores ou no
tratamento de doencas inflamatdrias intestinais (Cottrell et al., 2003), levaram a
novos estudos de relacdo estrutura-atividade buscando moléculas mais eficazes
como agonistas do PAR-2. No entanto, apesar de inUmeras modificacdes na
estrutura do fragmento SLIGRL-NHz, ndo foram encontradas moléculas mais
potentes e seletivas do que este peptideo (para revisdo, ver Barry et al., 2006).
Nos Ultimos anos, vdarias estudos tém demonstrado os mecanismos
intfracelulares pelos quais os receptores PARs desencadeiam respostas funcionais
in vitro ou in vivo. Os receptores PAR-1 e PAR-2 sGo os mais estudados e os
principais avancos nesta drea foram alcancados através do emprego de
agonistas preferenciais destes receptores (tfrombina para o PAR-1, e tripsina ou
triptase para o PAR-2), ou pelo uso de agonistas seletivos sintéticos (TFLLR-NH2 ou
SLIGRL-NH2, para o PAR-1 e PAR-2, respectivamente). Em conjunto, estes estudos
tém demonstrado que a ativacdo dos receptores PAR resulta na ligacdo a

diferentes proteinas G, com consequente ativacdo de inUmeras vias de



sinalizacdo intracelular. Os receptores PAR-1 e PAR-2 sdo preferencialmente
acoplados as proteinas Gi, Gq € Giz/13, promovendo ativacdo direta ou indireta
de diversas enzimas de sinalizagcdo, tais como fosfatidilinositol-3-quinase (PIsK),
fosfolipase C (PLC)-B, PLC-y, proteina quinase C (PKC), proteina quinase A (PKA),
e proteinas quinases ativadas por mitdgenos (MAPK) (para revisdo, ver
Macfarlane et al., 2001; Cottrell et al., 2003; Steinhoff et al., 2005).

O receptor PAR-2 foi inicialmente isolado e clonado a partir de uma
biblioteca gendmica de DNA de camundongos e, posteriormente, de uma
biblioteca gendmica de DNA humano, utilizando uma sonda derivada da
sequéncia do gene para receptor PAR-2 de camundongos (para revisdo, ver
Metcalfe et al., 2001). Esta proteina € composta por 397 amindacidos e pode ser
enconfrada expressa no frato gastrointestinal, pdncreas, rins, figado, vias aéreas,
cérebro e pele, além de diferentes tipos celulares como células epiteliais,
mastocitos, fibroblastos, queratindcitos, células musculres  lisas, células
endoteliais, leucdcitos e neurénios (Tabela 1) (Metcalfe et al., 2001; Cottrell et al.,
2003; Vergnolle et al, 2003). Embora as fungdes fisioldgicas relacionadas a
ativacdo deste receptor ndo estejom completamente compreendidas,
importante participacdo em funcdes cardiovasculares, respiratdrias e
gastrintestinais tem sido fortemente sugerida (para revisdo, ver Metcalfe et al.,
2001; Bucci et al., 2005; Kawabata e Kawao, 2005; Bueno e Fioramonti, 2008).
Ademais, muitos estudos em roedores tém demonstrado efeitos pro-inflamatorios
e proé-nociceptivos de agonistas para os receptores PAR-2 (para revisdo, ver
MacFarlane et al., 2001; Cotirell et al., 2003; Vergnolle et al., 2003; Vergnolle,
2005). Uma vez estimulado, o receptor PAR-2 causa vasodilatacdo, hiperemia,

extravasamento plasmdatico, edema, secrecdo de citocinas pro-inflamatdrias e



migracdo de células polimorfonucleares para o sitio inflamado (Vergnolle, 1999;
Vergnolle et al., 1999; Seeliger et al., 2003). Além disso, o receptor PAR-2 estd
expresso em neurdnios sensoriais peptidérgicos, podendo promover ativacdo
e/ou sensibilizacdo de fibras aferentes sensoriais primdrias, com consequente
iberacdo de neuropeptideos, tais como SP e CGRP, ou de aminodcidos
excitatoérios, levando ao quadro de inflamacdo neurogénica, que contribui para
os fendmenos de nocicepcdo e hiperalgesia (Steinhoff et al., 2000; Vergnolle et
al., 2001; 2003; Hoogerwerf et al., 2001; Amadesi et al., 2004; Vergnolle, 2005;
Obreja et al., 2006; Paszcuk et al., 2008).

A inflamacdo neurogénica é caracterizada por um  processo
inflamatdrio decorrente da liberacdo de substdncias a partir de terminacoes
periféricas de neurdnios sensoridis (para revisdo, ver Holzer, 1998; Richardson e
Vasko, 2002; Peters et al., 2006; Zegarska et al., 2006). Estas substancias, depois
de liberadas, atuam de forma pardcrina sobre células periféricas, tais como
mastoctios, queratindcitos, neurdnios e células musculares lisas, promovendo
inflamacdo, a qual é caracterizada por calor e rubor (secunddrios a
vasodilatacdo), tumor (secunddrio ao extravasamento plasmdtico) e
hipersensibilidade (secunddria as alteracdes na excitabiidade de neurdnios
sensoriais) (Richardson e Vasko, 2002; Peters et al., 2006). Os neurdnios sensoriqis
de pequeno e médio didmetro, sensiveis d capsaicina, e que expressam o
receptor TRPV1, sdo de grande importdncia na génese da inflamacdo
neurogénica, uma vez que produzem e liberam numerosos mediadores que
podem confribuir para este processo, tais como glutamato, PGs e
neuropeptideos. Muitas evidéncias suportam a nocdo de que ©0s

neuropeptideos, SP e CGRP, sdo os principais responsdveis pela inflamacdo



neurogénica (Holzer et al., 1998). Estes neurotransmissores estdo localizados em
neurdnios do gdnglio da raiz dorsal (DRG) que ddo origem as fibras AS e C. A
estimulacdo de fibras C libera os neuropeptideos, SP e CGRP, perifericamente
(liberacdo antfidrébmica) e na medula espinhal (liberacdo ortodrémica),
enquanto que a destruicdo destas fibras pelo tratamento neonatal com
capsaicina é capaz de depletar o conteudo destes peptideos (Holzer, 1998).
Perifericamente, a liberacdo de CGRP promove dilatacdo arteriolar e
hiperemia, através da ativacdo do receptor CGRP;. J&, a SP ativa receptores
NK; em células endoteliais e vénulas pds-capilares, induzindo extravasamento
plasmdtico e edema, bem como degranulacdo de mastdcitos. A liberacdo
central destes neuropeptideos pode sensibilizar neurbnios ascendentes,
contribuindo para a hipersensibilidade (Zegarska et al., 2006).

Um membro relativamente novo e importante da inflamacdo
neurogénica €& o receptor TRPV1. Este receptor € um canal catiénico ndo-
seletivo, operado por ligante, presente em fibras A6 e C (Caterina et al., 1997) e,
quando ativado, pode levar a liberacdo de neuropeptideos (Richardson e
Vasko, 2002; Zegarska et al., 2006). O TRPV1 pode ser ativado por varios
estimulos, incluindo calor, prétons, mediadores lipidicos, como produtos da via
da lipoxigenase e anandamida, e por compostos vanildides, tais como a
capsaicina. Além disso, este receptor pode ser sensibilizado por alguns
mediadores inflamatdrios, como PGs, ATP, 5-HT, proteases e BK (para revisdo, ver
Caterina e Julius, 2001).

Steinhoff e colaboradores (2000) demonstraram que o edema de pata
induzido em roedores pelo agonista seletivo para o receptor PAR-2, SLIGRL-NH>,

¢ dependente da ativacdo de neurbnios sensoriais e da liberacdo



concomitante de SP e CGRP e que tais efeitos sGdo ausentes em animais com
delecdo do gene para o receptor PAR-2 (PAR-27-), para NK; ou para o precursor
da SP. Além disso, a inflamacdo cutdnea induzida pela tripsina em ratos
apresenta importante participacdo de mediadores da inflamacdo neurogénica
(Obreja et al., 2006). Vergnolle e colaboradores (2001) verificaram que a
administracdo infraplantar de tripsina ou do peptideo SLIGRL-NH; induz a
expressdo de c-fos em neurdnios espinhais de roedores, resulfando em
hiperalgesia térmica e mecdnica, as quais sdo ausentes em animais nocaute
para o PAR-2 ou para o precursor dos neuropeptideos SP e neurocinina (NK) A.
Corroborando estes achados, Amadesi e colaboradores (2004; 2006)
demonstraram que a ativacdo do receptor PAR-2 pode sensibilizar o receptor
TRPV1, através de mecanismo dependente das proteinas PKCe e PKA,
promovendo a liberacdo de SP e CGRP.

A hipdtese a respeito da participacdo de proteases em condicoes
pruriginosas € relativamente antiga. J& se sabe, hd algumas décadas, que a
papaina e a mucunaina, proteases presentes no mamdo e no cowhage,
respectivamente, sdo capazes de causar coceira (Shelley e Arthur, 1955;
Hagermark, 1973). No entanto, apenas recentemente, os mecanismos envolvidos
nesse fendbmeno comecaram a ser explorados, revelando uma importante
contribuicdo dos receptores PAR-2 para os eventos pruriginosos. Inicialmente, foi
demonstrado que a injecdo intradémica de fripsina em humanos sadios causa
sensacdo de coceira, sem a presenca de eritema ou edema, sugerindo o
envolvimento do receptor PAR-2 nesta resposta (Thomsen et al., 2002). De modo
relevante, Steinhoff e colaboradores (2003) demonstraram pela primeira vez o

envolvimento do receptor PAR-2 na coceira em pacientes com dermatite



atdpica, sugerindo uma nova via para o prurido na pele de humanos. A injecdo
i.d. do agonista seletivo para o PAR-2, peptideo SLIGKV-NH,, causou sensacdo
de coceira quando aplicado préximo as lesdes de pacientes atdpicos (Steinhoff
et al., 2003). Estes autores também verificaram aumento da liberacdo de triptase
na pele destes individuos, bem como a expressdo aumentada do receptor PAR-
2 em queratindcitos, vasos sanguineos e fibras aferentes primarias (Steinhoff et
al., 2003). Confirmando estes dados, foi previomente sugerido que o agonista
enddégeno do PAR-2, friptase, pode ativar queratinécitos na pele inflamada de
pacientes com dermatite atépica ou psoriase (Steinhoff et al., 1999). Além disso,
foi sugerido recentemente que a mucunaina, causa coceira afravés da
ativacdo do receptor PAR-2 (Reddy et al., 2008). Por fim, a injecdo i.d. de
agonistas para o receptor PAR-2, triptase ou peptideo SLIGRL-NH,, causa
comportamento sugestivo de prurido no dorso de camundongos (Shimada et
al.,, 2006; Ui et al., 2006; Sun et al, 2007). Recentemente, Nakano e
colaboradores (2008) sugeriram a existéncia de neurdnios no corno da raiz
dorsal de camundongos, que estdo associados com a coceira mediada pela
ativacdo do receptor PAR-2, e que parecem diferir daqueles neurdnios que
medeiam o comportamento pruriginoso induzido pela histamina. Apesar das
evidéncias acerca do envolvimento do receptor PAR-2 em eventos pruriginosos,
tanto em humanos quanto em roedores, os mecanismos relacionados &
participacdo deste receptor em tal fendmeno ndo foram investigados até o
momento.

Alguns trabalhos tém sugerido o envolvimento do sistema calicreina-
cininas na patofisiologia da coceira (Rajakulasingam et al., 1991; Hayashi e

Majima, 1999; Schmelz et al., 2003; Hosogi et al., 2006). As cininas sdo peptideos



biologicamente ativos formados a partir de a-globulinas, conhecidas como
cininogénios, através da acdo proteolitica de calicreinas, em resposta a
estimulos fisiolégicos ou durante o processo inflamatdério (Proud e Kaplan, 1988;
para revisdo, ver Marceau e Regoli, 2004). Uma vez liberadas, as cininas
exercem vdrios efeitos bioldgicos, incluindo vasodilatacdo, hiperemia, reducdo
da pressdo sanguinea, aumento da permeabilidade vascular e sensibilizacdo de
fibras aferentes sensoricis do tipo A6 e C, com consequente liberacdo de
neuropeptideos, tais como SP e CGRP, ou de aminodcidos excitatdrios
(Dendorfer et al. 1999; Calixto et al., 2000; 2001). As acdes das cininas sdo
mediadas através de dois subtipos de receptores acoplados a proteina G,
denominados receptores By (BiR) e B2 (B2R) para as cininas (Regoli e Barabé,
1980; Marceau e Regoli, 2004). Apesar da baixa homologia na sequéncia de
aminodcidos apresentada  pelos BiR e BoR, aproximadamente 36%
(dependendo da espécie estudada) (Hess, 1997), as vias de transducdo
acionadas pelos dois tipos de receptores sdo semelhantes. Os BiR e B2R sGo
preferencialmente acoplados a proteinas Gai e Gaqg (Liaco e Homcy, 1993) e
suas ativacoes podem estar relacionadas & estimulacdo direta ou indireta de
diversas vias de sinalizacdo intracelular (Schanstra et al., 1999; Liebmann e
B&hmer, 2000; Liebmann, 2001).

A principal diferenca entre os BiR e B2R estd no padrdo de expressdo
destas proteinas. Os BoR sdo expressos de forma constitutiva em vdrios tecidos
(Dendorfer et al., 1999; Marceau e Regoli, 2004), enquanto que os BiR estdo
geralmente ausentes em condicdes fisioldgicas, sendo rapidamente expressos
em diversos fipos celulares apds longos periodos de incubacdo in vitro, frauma

tecidual ou infeccdes, ou apds o tratamento com endotoxinas bacterianas,



adjuvante de Freund, citocinas pré-inflamatdérias, luz ultravioleta, estresse
térmico, dentre outros estimulos (Marceau et al., 1998; Calixto et al., 2000; 2001;
2004). Dessa forma, a maioria das acoes fisioldgicas das cininas € mediada pelos
BoR, enquanto que os BiR normalmente amplificam e perpetuam a sinalizacdo
iniciada pela estimulacdo dos BR (Marceau et al., 1998; Calixto et al., 2000;
2001; 2004).

No entanto, a presenca constfitutiva do BiR em fibras aferentes
nociceptivas e diferentes estruturas do SNC de humanos, macacos e roedores
tem sido demonstrada (para revisdo ver Calixto et al., 2004). A expressdo
constitutiva do RNA mensageiro (RNAmM) ou da proteina para o BiR foi
detectada no DRG ou ganglio frigémio de roedores e macacos,
predominantemente em neurdnios de pequeno diGmetro, co-localizados com
CGRP e isolectina B4 (Seabrook et al., 1997; Wothersponn e Winter, 2000; Ma et
al., 2001; Shughrue et al., 2003). Além disso, a presenca constitutiva do RNAmM e
da proteina do BiR foi verificada na medula espinhal de roedores, macacos e
humanos, confinados aos terminais de fibras aferentes primdrias (Wothersponn e
Winter, 2000; Ma e Heavens, 2001; Shughrue et al , 2003). Porém, estes receptores
ndo parecem ser funcionais, pois estudos in vifro demonstram que agonistas
para o BiR ndo sdo capazes de ativar diretamente terminais periféricos ou
corpos celulares de neurdnios sensoriais (Davis et al., 1996; Seabrook et al., 1997;
Brand et al., 2001). Ainda, niveis basais de expressdo do BiR em estruturas
relacionadas & transmissdo e modulacdo sensorial, tais como cortex
somatosensorial, amigdala, hipocampo, hipotdlamo e tdlamo, foram
encontrados (Ongali et al., 2003; Shughrue e Austin, 2003; Prediger et al., 2008;

Quintdo et al., 2008). Embora a funcdo deste receptor em estruturas cenftrais



ainda ndo seja completamente compreendida, muitos estudos tém sugerido
uma forte relacdo com os fendmenos de nocicepcdo e hiperalgesia (Corréa e
Calixto, 1993; Sufka e Roach, 1996; Ferreira et al., 2001; 2002; Beirith et al., 2003;
Calixto et al., 2004, Quintdo et al., 2008). De fato, a BK estd enfre os algdgenos
enddgenos mais potentes, e o seu papel, bem como os dos BiR e BoR, em
processos nociceptivos tem sido extensivamente revisado (Couture ef al., 20071;
Calixto et al., 2000; 2001; 2004).

Em relacdo ao envolvimento do sistema calicreinas-cininas na coceira,
sabe-se que a administracdo infranasal dos agonistas de B2R, calidina e BK, mas
ndo de des-Arg?- BK (DABK), agonista preferencial de BiR, causa sencdo de
coceira em alguns pacientes com rinite alérgica (Rajakulasingam et al., 1991).
No entanto, em uma segunda publicacdo, estes mesmos autores relataram que
a administracdo intranasal de BK em voluntdrios sadios causa dor ao invés de
coceira, quando comparada aos efeitos da aplicacdo de histamina nestes
mesmos individuos (Rajakulasingam et al., 1993). Recentemente, Hosogi e
colaboradores (2006) demonstraram que a aplicacdo de BK por iontoforese, em
locais proximos as lesdes de pacientes com dermatite atdpica, causa sensacdo
de coceira, um efeito que ndo € prevenido pelo fratamento com o anti-
histaminico (H1) olopatadina. Ademais, foi demonstrado anteriormente, por meio
de estudos de microneurografia, que a aplicacdo de BK na pele de voluntdrios
sadios pode ativar neurénios pruriceptivos, ou seja, fibras sensiveis a histamina e
insensiveis a estimulos mecdnicos, além de causar sensacdo de coceira em
alguns individuos, embora a sensacdo de dor tenha sido mais frequentemente
relatada (Schmelz et al., 2003). A partir de experimentos in vitfro com preparacdo

de nervos isolados da pele de ratos, outro estudo sugeriu que a BK poderia



contribuir para a coceira em condicdes inflamatdrias, por sensibilizar fibras
nervosas periféricas a histamina (Koppert et al., 1993 citado por Hosogi et al.,
2006). Hayashi e Majima (1999), em estudos com roedores, demonstraram que o
comportamento pruriginoso, induzido pela administracdo i.d. de deoxicolato de
sédio no dorso de camundongos depende de componentes do sistema
calicreinas-cininas. O fratamento com antagonistas seletivos de B;R (Hoe 140 ou
FR173657), mas ndo com o antagonista seletivo de BiR (DALBK), preveniu os
acessos de coceira induzidos pelo deoxicolato de sédio em camundongos.
Além disso, ratos deficientes em cininogénio (B/N-Katholiek) apresentaram
reducdo do comportamento pruriginoso induzido pelo deoxicolato, quando
comparados com ratos normais (B/N-Kitasato) (Hayashi e Majima, 1999).

Apesar dos avancos na compreensdo dos mecanismos envolvidos na
neurotransmissdo da coceira obtidos na Ultima década, ainda parece faltar
muito para o desenvolvimento de abordagens terapéuticas eficazes para o
tratamento de condicdes pruriginosas resistentes & farmacoterapia atual. Neste
sentido, melhor compreensdo acerca dos mecanismos envolvidos na
fransmiss@do do prurido torna-se extremamente relevante, especialmente dos
mecanismos relacionados ao prurido causado, ou intensificado, pela liberacdo
de proteases e consequente ativacdo do receptor PAR-2. Sendo assim, o
presente estudo procurou caracterizar os possiveis mecanismos farmacolodgicos
envolvidos no comportamento de cocar induzido pela administracdo i.d. de

agonistas do receptor PAR-2, quando administrados no dorso de camundongos.



OBJETIVOS

Objetivo geral

O presente frabalho teve como objetivo avaliar os mecanismos

farmacoldgicos envolvidos no comportamento de cocar induzido por agonistas

do PAR-2, quando administrados por via infradérmica na regido dorsal em

camundongos.

Objetivos especificos

Verificar o efeito comportamental desencadeado pela administracdo
infradérmica de tripsina ou do fragmento peptidico SLIGRL-NH», agonistas do
receptor PAR-2, no dorso de camundongos, em compara¢cdo ao
comportamento induzido pela administracdo de fripsina inativa, fragmento
inverso LRGILS-NHz, ou composto 48/80;

Andlisar o envolvimento do sistemma opioidérgico, de corticdides e
prostandides no comportamento de cocar e na nocicepcdo declarada
induzidos pela fripsina em camundongos, através do blogueio
farmacologico;

Avaliar a participacdo de mastdcitos, histamina, serotonina e proteases, no
comportamento de cocar induzido por afivadores do PAR-2, por meio do
emprego de distintas ferramentas farmacoldgicas;

Andalisar o envolvimento de fibras sensiveis & capsaicina na resposta
comportamental induzida pelos agonistas do PAR-2, pelo emprego de

diferentes estratégias farmacoldgicas;



e |Investigar a influéncia do receptor TRPV1 sobre a resposta pruriginosa
induzida por agonistas do PAR-2, através do seu blogueio farmacoldgico ou
pelo uso de animais com delecdo génica para este o receptor;

e Caracterizar o envolvimento dos neuropeptideos, substéncia P, CGRP ou
neurocininas A e B, na resposta pruriginosa induzida pelos ativadores do PAR-
2, afravés do uso de antagonistas seletivos;

e Analisar a participacdo das cininas e de mecanisos operados por B2R ou BiR
para cininas no comportamento pruriginoso induzido pelos agonistas do PAR-
2, por meio do emprego de antagonistas seletivos ou de animais nocaute

para estes receptores.



MATERIAIS E METODOS

Animais

Foram utilizados camundongos machos das linhagens Swiss (30-40 g)
provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Santa Catarina e,
C57BL/6 (25-30g), criados no biotério do Laboratério de Farmacologia
Experimental (LAFEX) do Departamento de Farmacologia/CCB-UFSC. Além disso,
foram utilizados animais nocaute para os BiR (BiR7-) ou B2R (B2R7-) das cininas,
criados no biotério do LAFEX. As matrizes dos animais nocautes para os
receptores cininérgicos foram gentimente cedidas pelo Professor Jodo Bosco
Pesquero (Departamento de Biofisica, Universidade Federal de Sdo Paulo). A
delecdo da sequéncia codificadora dos genes para o BiR (Pesquero et al.,
2000) ou B2R (Rupniak et al., 1997) foi realizada de acordo com metodologias
descritas na literatura. Os animais foram mantidos em ambiente com
temperatura (22 + 1 °C), umidade (60 — 80 %) e luminosidade (ciclo de
claro/escuro de 12 horas) controladas. Agua e comida foram providas ad
libitum, exceto durante os procedimentos experimentais.

Os procedimentos experimentais foram conduzidos de acordo com as
recomendacdes do Guia de Uso e Cuidado com Animais Laboratoriais do
National Institutes of Health dos Estados Unidos da América (NIH Publication No.
85-23, revisado em 1996). Todos os procedimentos empregados no presente
estudo foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal de Santa Catarina (Protocolo ne PPO0032).

Em alguns experimentos foram utilizados camundongos da linhagem

C57BL/6 machos e fémeos (25-30 g), selvagens ou com delecdo génica do



receptor TRPV1 (TRPV1-/). Estes experimentos foram realizados no laboratdrio da
Dre. Susan D. Brain (Cardiovascular Division, Waterloo Campus, King's College
London, Londres, Inglaterra). Os animais selvagens e nocaute para o receptor
TRPV1 foram gentimente doados pela Merck Sharp and Dohme (Harlow, UK). Os
animais TRPV 1/ foram gerados como descrito por Caterina et al. (2000). Estes
experimentos foram conduzidos de acordo com o Animals (Scientific
Procedures) Act (1986) e aprovados previamente pelo Comité de Etica daquela

instituicdo.

Comportamento de cogcar em camundongos

O comportamento de cocar induzido por agentes pruriginosos em
camundongos foi realizado de acordo com o método proposto originalmente
por Kuraishi e colaboradores (1995), com pequenas modificacdes (Hayashi e
Majima, 1999). Dois dias antes da realizacdo dos experimentos, os animais foram
tricotomizados na regido dorsal do pescoco (drea de aproximadamente 1,5
cm?) com o auxilio de um cortador elétrico (Panasonic® ER506 k). Para facilitar o
procedimento, os animais foram levemente anestesiados com isoflurano (2% em
100% de O», durante 3 min.). O teste do comportamento de cocar foi realizado
em funis de vidro invertidos (15 a 20 cm de didmetro), posicionados em frente a
um espelho em angulo de 75° para facilitar a completa visualizacdo dos
animais. Por pelo menos 30 min antes da injecdo do estimulo pruriginoso, os
animais foram habituados dentro do aparato experimental. Apds este periodo
de habituacdo, cada animal foi removido brevemente e injetado por via i.d., na
regido dorsal do pescoco, com 50 ul de salina (NaCl 0,9 %) contendo: tripsina

(30-500 ug/sitio, i.d.), o peptideo SLIGRL-NH; (25-100 ug/sitio, i.d.), deoxicolato de



sédio (100 pg/sitio, i.d.), cloroquina (200 ug/sitio, i.d.), ou composto 48/80
(C48/80; 10 ug/sitio, i.d.). Em alguns experimentos, afim de verificar um possivel
efeito inespecifico dos agonistas do PAR-2 sobre o comportamento de cocar,
alguns grupos de animais receberam salina (50 l/sitio, i.d.) contendo: tripsina
(200 pg/sitio, i.d.) inativada pelo calor (5 min a 100 °C) ou o fragmento inativo
LRGILS -NH. (100 pg/sitio, i.d.). Os animais controle receberam somente salina (50
ul/sitio, i.d.). Imediatamente apds a injecdo dos estimulos, os animais foram
recolocados sob o funil de vidro invertido e observados durante o periodo de 40
min. Com o auxilio de um contador manual, o comportamento de cocar foi
quantificado pela contagem do numero de acessos de coceira, com
movimentag¢cdo das patas dianteiras (~10-20% da reposta) e traseiras (~80-90%
da reposta), dirigidas a proximidades da regido injetada. Para as patas
dianteiras, foram considerados somente os acessos de coceira atrds da orelha
(regido do pescoco), mas ndo sobre a orelha ou a face. Os resultados foram
expressos como numero de acessos de coceira em 40 min ou a cada 10 min,

conforme especificado.

Nocicepgado espontanea induzida pela tripsina em camundongos

O teste de nocicepcdo espontdnea induzido pela fripsina em
camundongos foi realizado de acordo com o método proposto por Paszcuk e
colaboradores (2008). O teste de nocicepcdo esponténea foi realizado em funis
de vidro invertidos (15 a 20 cm de didmetro), posicionados em frente a um
espelho em dangulo de 75° para facilitar a completa visualizacdo dos animais.
Por pelo menos 30 min antes da injecdo de tripsina, os animais foram habituados

dentro do aparato experimental. Apds este periodo de habituacdo, cada



animal foi removido brevemente e injetado por via intraplantar (i.pl.), na pata
direita traseira, com 20 ul de salina (NaCl 0,9 %) contendo tripsina (300 pg/pata,
i.pl.). Os animais controle receberam o mesmo volume de salina (20 ul/pata,
i.pl.). Os camundongos foram observados individualmente, imediatamente apds
a injecdo de tripsina, por um periodo de 10 min. O tempo em que o0s animais
permaneceram lambendo a pata injetada (licking) foi cronometrado e

considerado como indicativo de nocicepcdo espontdnea.

Vias de administragcdo

1. Administracdo intratecal (i.t.) de drogas

A administracdo de drogas através da via i.t. foi realizada de acordo
com o método descrito por Hylden e Wilcox (1980), com algumas modificacoes.
As injecdes foram realizadas em animais conscientes, a fim de eliminar a possivel
interferéncia de anestésicos. Uma agulha conectada a uma microseringa (25
ul), por intermédio de uma cdanula de polietileno, foi inserida através da pele,
fixando-se entre as vértebras no espaco subdural entre os segmentos espinhais

L5-L6, para a administracdo de um volume de 5 ul das drogas ou veiculo.

2. Administracdo intracerebroventricular (i.c.v.) de drogas

A administracdo de drogas através da via i.c.v. foi realizada de
acordo com o método descrito por Laursen e Belknap (1986). Os animais foram
levemente anestesiados com isoflurano (2% em 100% de O, durante 3 min.) e
uma agulha (30 G; 4,2 mm de comprimento) conectada a uma microseringa

(25 pl) por intfermédio de uma cénula de polietileno foi inserida diretamente no



ventriculo lateral (coordenadas do bregma: 1 mm lateral; 1 mm rostral; 3 mm
vertical) para a administracdo lenta (em 1 min.) de um volume de 5 ul das

drogas ou veiculo.

3. Protocolo geral de administracdo de drogas

De acordo com cada protocolo experimental, diferentes grupos de
animais foram previomente tratados, ou co-tratados, com diversos inibidores ou
antagonistas, por diferentes vias de administracdo, antes da aplicacdo dos
estimulos pruriginosos ou nociceptivos, ou co-injetados por via i.d. com os
pruritdbgenos. Os animais confrole receberam o veiculo correspondente a cada
droga, de acordo com o protocolo utilizado. Os tratamentos pelas vias
infraperitoneal (i.p.) e subcut@nea (s.c.) foram realizados 30 min antes da
injecdo dos estimulos, com excessdo da dexametasona, que foi administrada 4
h antes, e do cromoglicato de sédio, que foi administrado durante alguns dias
antes dos experimentos (ver detalhes abaixo). As drogas administradas por via
oral (v.0.) foram aplicadas 1 h antes. Os tratamentos endovenoso (e.v.), i.f. e
i.c.v. foram realizados 15 mins antes dos estimulos. Os tratamentos e.v. foram
realizados por injecdo retro-orbital. J& os fratamentos i.d. foram relizados como
co-injecdo com o estimulo utiizado, com excessdo do composto 48/80
(fratamento crénico), que foi administrado durante alguns dias antes dos

experimentos (ver detalhes abaixo).



Andlise dos mecanismos farmacoldégicos envolvidos no comportamento de

cogar induzido por agonistas do receptor PAR-2 em camundongos

1. Verificacdo do envolvimento da atividade proteolitica da tripsind  _no

comportamento de cocar induzido por esta enzima em camundongos

Para avaliar a importéncia da atividade serino-proteolitica da fripsina
sobre o comportamento de cocar induzido por esta enzima (200 pg/sitio, i.d.),
camundongos Swiss foram co-tfratados por via i.d., juntamente com o estimulo
pruriginoso, com os seguintes inibidores: aprotinina (100 ug/sitio, i.d.), inibidor
ndo-seletivo de serino-proteases, € com o inibidor de fripsina de Phaseolus
limensis (lima bean) (100 e 500 ug/sitio), inibidor especifico de tripsina. As doses
dos inibidores foram selecionadas a partir de experimentos pilotos (dados ndo

mostrados).

2. Andlise da participacdo do receptor PAR-2 no comportamento de cocar

induzido por agonistas do PAR-2 em camundongos

A verificacdo do envolvimento do receptor PAR-2 na resposta
pruriginosa causada pela tripsina (200 ug/sitio, i.d.) ou pelo peptideo SLIGRL-NH-
(100 ug/sitio, i.d.) em camundongos Swiss, foi realizada através do emprego do
antagonista selefivo e peptidico para este receptor, FSLLRY-NH2 (100 ug/sitio),
que foi co-injetado por via i.d. juntamente com os estimulos pruriginosos. A dose
do FSLLRY-NHz foi selecionada a partir da literatura (Shimada et al., 2006).

Além disso, a participacdo do PAR-2 nas respostas induzidas pelos
agonistas foi confirmada através da dessensibilizacdo prévia do receptor PAR-2,

obtida pela administracdo repetida de tripsina (200 ug/sitio) por via i.d. na



regido dorsal do pescoco, por 7 dias consecutivos, antes da realizacdo dos

experimentos.

3. Avaliacdo do envolvimento do sistema opioidérgico no comportamento de

cocar e hocicepcdo espontdnea induzidos pela tripsina

Afim de verificar o envolvimento do sistema opioidérgico no
comportamento de cocar desencadeado pela tripsina (200 ug/sitio, i.d.) em
camundongos Swiss, diferentes grupos de animais foram pré-tratados por via i.p.
com morfina (5 mg/kg) ou naloxona (1 mg/kg), agonista e antagonista ndo
seletivos dos receptores opidides, respectivamente, administrados 30 min antes
do estimulo pruriginoso. Os animais controle receberam somente o veiculo
(salina, NaCl a 0,9%) por viai.p. (10 mi/kg, 30 min).

O envolvimento do sistema opioidérgico na nocicepcdo enpontdnea
induzida pela tripsina foi verificado pelo pré-tratamento i.p. com morfina (5 ou
10 mg/kg) ou naloxona (1 mg/kg), administrados 30 min antes da injecdo i.pl. de
tripsina (300 pg/pata). Os animais controle receberam somente o veiculo (salina)
por via i.p. (10 ml/kg, 30 min).

As doses de todas as drogas foram selecionadas a partir de dados da
literatura (Yamaguchi et al., 1999; Mendes et al., 2000; Umeuchi et al., 2003;

Trentin, 2006).

4. Verificacdo do efeito de anti-inflamatadrios esteroidal e nGo-esteroidais sobre o

comportamento de cocar e nocicepcdo espontdnea induzidos pela tripsina

O efeito de corticdides sobre as repostas pruriginosas induzidas pela

tripsina (200 ug/sitio, i.d.) ou pelo peptideo SLIGRL-NH, (100 ug/sitio, i.d.) em



camundongos Swiss, foi verificado através do pré-tfratamento por via s.c. com
dexametasona (0,5 mg/kg), 4 h anfes do estimulo pruriginoso. Os animais
confrole receberam solucdo salina (10 ml/kg, s.c., 4 h). Em outro grupo
experimental, apds 4 h do tratamento s.c. com dexametasona (0.5 mg/kg), ou
salina (10 mi/kg), os animais receberam injecdo i.pl. de tripsina (300 pg/sitio, i.pl.)
na pata direita, para avaliagcdo do comportamento nociceptivo.

A participacdo de produtos da via do dcido araquiddénico no
comportamento de cocar induzido pela ftripsina (200 ug/sitio, i.d.) foi avaliada
pelo pré-fratamento com os inibidores seletivos das enzimas COX-1, SC560 (5
mg/kg), ou COX-2, celecoxibe (10 mg/kg), administrados pelas vias i.p. (30 min
antes) e v.o. (1 h antes), respectivamente. Os animais controle receberam os
respectivos veiculos: salina com 1% de Tween-80 (10 ml/kg, i.p., 30 min) ou
somente salina (10 ml/kg, v.o., 1 h). Para avaliacdo do envolvimento de
prostandides no comportamento nociceptivo induzido pela tripsina (300 ug/sitio,
i.pl.), outros grupos de animais foram pré-tfratados com celecoxibe (10 mg/kg,
v.0.), ou salina 10 ml/kg, v.0.), 1 h antes da injec&o i.pl. da enzima.

As doses de todas as drogas foram selecionadas a partir de trabalhos

da literatura (Siqueira-Junior et al., 2003; Takeeda et al., 2003; Trentin et al., 2006).

5. Avaliacdo da participacdo de mastocitos no comportamento _de cocar

induzido pela tripsina em camundongos

Para verificar a participacdo de mastécitos no comportamento de
cocar induzido pela tripsina (200 ug/sitio, i.d.), camundongos Swiss foram pré-
tratados por via i.d. na regido dorsal, com o degranulador de mastocitos, o

composto 48/80, durante 4 dias (1, 3, 10 e 10 ug/sitio, no 1°, 2°, 3° e 4° diq,



respectivamente), para promover a deplecdo dos granulos intracelulares. Outro
grupo experimental recebeu cromoglicato de sédio (8 mg/kg. i.p.), um
estabilizador da membrana de mastdcitos, por via i.p. uma vez ao dia, durante 6
dias. Os animais controle receberam salina por via i.d. (50 ul) ou i.p. (10 ml/kg).
As doses de todas as drogas foram selecionadas a partir de dados da literatura

(Samoszuk e Corwin, 2003; Piovezan et al., 2004).

6. Verificacdo do envolvimento de receptores histaminérgicos e serotoninérgicos

no comportamento de cocar induzido por agonistas do PAR-2

O possivel envolvimento da histamina no comportamento pruriginoso
induzido pela fripsina (200 pg/sitio, i.d.) ou pelo peptideo SLIGRL-NH; (100 ug/sitio,
i.d) em camundongos Swiss, foi avaliado pelo pré-tratamento com os
antagonistas seletivos para os receptores histaminérgicos: H;, pirilamina (10
mg/kg. s.c.) ou loratadina (10 mg/kg, s.c.), Hz, cimetidina (20 mg/kg, s.c., 30 min)
ou ranitidina (10 mg/kg, s.c.), e Hs, iodofenpropite (10 mg/kg, i.p.), ou ainda pelo
emprego do antagonista ndo-seletivo de receptores Hz e Hs, tioperamida (20
mg/kg, i.p.), administrados 30 min antes dos estimulos. Os animais controle
receberam salina por via s.c. ou i.p. (10 mi/kg, 30 min). Para avaliacdo do
comportamento nociceptivo, outros grupos de animais foram pré-tratados por
via i.p. com iodofenpropite (10 mg/kg, 30 min), tioperamida (20 mg/kg, 30 min)
ou salina (10 ml/kg, 30 min), e injetados por via i.pl. com tripsina (300 ug/sitio).

A participacdo de receptores serotoninérgicos no comportamento
pruriginoso induzido pela tripsina (200 ug/sitio, i.d.) foi investigada pelo pré-
fratamento s.C. com o) antagonista misto de receptores

serotoninérgicos/histaminérgicos, ciproeptadina (20 mg/kg), injetados 30 min



antes da aplicacdo i.d. da enzima. Os animais controle receberam salina por via
s.C. (10 ml/kg, 30 min).

As doses de todas as drogas foram selecionadas a partir de dados da
literatura (Calixto et al., 2003; Bell et al., 2004; Harada et al., 2004; Trentin, 2006;

Dunford et al., 2007).

/. Avaliacdo da contribuicGo da liberacdo de proteases para o

comportamento de cocar induzido por agonistas do PAR-2 em camundongos

A contribuicdo de proteases para a coceira induzida pela tripsina (200
ug/sitio, i.d.) ou pelo peptideo SLIGRL-NH; (100 ug/sitio, i.d.) foi avaliada pelo pre-
fratamento s.c. com o inibidor ndo seletivo de proteases, gabexato mesilato (10
mg/kg), administrado 30 min antes da aplicacdo dos estimulos. Os animais
conftrole receberam salina por via s.c. (10 ml/kg, 30 min). As doses de todas as

drogas foram selecionadas a partir de dados da literatura (Chen et al., 2006).

8. Participacdo de fibras sensiveis a capsaicina no comportamento de cocar

induzido por agonistas do PAR-2 em camundongos

O tratamento neonatal com capsaicina, previamente descrito por
Gamse (1982) e reproduzido em nosso laboratério (Ferreira et al., 1999), foi
empregadao com o objetivo de verificar a participacdo de fibras sensiveis a
capsaicina (predominantemente fibras C) no comportamento de cocar
induzido pela frispina (200 ug/sitio, i.d.) em camundongos. Para isso,
camundongos Swiss machos, com dois dias de vida (neonatos), receberam
capsaicina (50 mg/kg em 20 ul de veiculo), ou somente veiculo (salina com 10%

de etanol e 10% de Tween-80, 20 ul), por via s.c. na regido dorsal. Os animais



foram usados entre 6 e 7 semanas apds o fratamento com capsaicina ou
veiculo (usado como controle).

Outro procedimento farmacoldégico empregado para avaliar o
envolvimento de fibras sensoriais na reposta comportamental de cocar induzida
pelo agonista SLIGRL-NHz (100 ug/sitio, i.d.), foi o tratamento com resiniferatoxina
(RTX), andlogo ultrapotente da capsaicina. Para tanto, camundongos Swiss
machos adultos (~30 gramas) receberam por via s.c. frés injecdes consecutivas
de RTX (30, 70 e 100 yg/kg). ou do veiculo (salina com 10% de etanol e 10% de
Tween-80), em diferentes dias subsequentes. Os animais foram utilizados cinco
dias apds o Ultimo tratamento com RTX ou veiculo (Sandor et al., 2007).

Para verificar a eficdcia do tratamento neonatal com capsaicina ou
RTX sobre a dessensibilizacdo e/ou degeneracdo de fibras aferentes primdrias,
24 horas antes dos experimentos, os animais foram submetidos ao teste de
esfregar os olhos (eye-wiping test). Para este propdsito, uma solucdo de 20 ul de
capsaicina 0,01% foi instilada em ambos os olhos dos animais € o nUmero de
movimentos de esfregar foi quantificado durante 1T min. Os animais que
esfregaram seus olhos ndo mais do que cinco vezes foram considerados
dessensibilizados e/ou desnervados pelo tratamento com capsaicina ou RTX

(Ferreira et al., 1999).

9. Avaliacdo do envolvimento de receptores TRPV1 no comportamento de

cocar induzido por agonistas do PAR-2 em camundongos

Para verificar o envolvimento de receptores vanildides na resposta
pruriginosa induzida pela tripsina (200 ug/sitio, i.d.), camundongos Swiss foram

pré-tratados com o antagonista seletivo do receptor TRPV1, SB366791, por via



i.p. (0,5 mg/kg, 30 min). Os animais controle receberam somente o veiculo
(salina com 2% de etanol) por via i.p. (10 mi/kg, 30 min). Em oufro grupo de
animais, com o objetivo de verificar a participacdo do receptor TRPV1 na
coceira induzida pelo SLIGRL-NH. (100 pg/sitio, i.d.), camundongos Swiss
receberam uma co-injecdo i.d. de SB3667%91 (1 nmol/sitio, i.d.), juntamente com
o fragmento peptidico. As doses do antagonista foram selecionadas a partir de
dados da literatura (Varga et al., 2005; Claudino ef al., 2006).

Afim de confirmar o envolvimento do receptor TRPV1 na cocadura
induzida pela ativacdo do PAR-2, camundongos da linhagem C57BL/6, com
delecdo génica para o receptor TRPV1 (TRPVI1+/) ou animais selvagens (WT),

foram injetados na regido dorsal com tripsina (200 ug/sitio, i.d.).

10. Andlise do envolvimento de neuropeptideos no comportamento de cocar

induzido por agonistas do PAR-2 em camundongos

Para analisar a relev@ncia de neuropeptideos no comportamento de
cocgar induzido pela tripsina (200 ug/sitio, i.d.) em camundongos Swiss, 0s animais
foram pré-tratados com os antagonistas seletivos dos receptores NK;, FK888 (1
mg/kg), NKz2, SR48968 (1 mg/kg) ou, NKs, SR140821 (3 mg/kg), respectivamente,
receptores para SP, NKA e NKB, ou com o antagonista seletivo para o receptor
do CGRP, fragmento CGRPg3s7 (0,3 mg/kg), todos administrados por via
endovenosa (e.v.), 15 min antes do estimulo pruriginoso. Os animais controle
receberam somente salina por via i.p. (10 ml/kg, 30 min). Em outros grupos de
animais, os camundongos receberam FK888 (1 nmol/sitio, i.d.) ou o fragmento
CGRPg37 (1 nmol/sitio, i.d.), co-injetados com o peptideo SLIGRL-NH; (100 ug/sitio,

i.d.). As doses utilizadas para todas as drogas foram selecionadas a partir de



dados da literatura (Veronesi et al., 1995; Inoue et al., 1996; Holland et al.,2005;

Claudino et al., 2006).

11. Caracterizacdo do envolvimento dos receptores B, e B; para as cininas no

comportamento de cocar e nocicepcdo espontdnea induzidos por agonistas

do PAR-2 em camundongos

Para caracterizar o envolvimento dos receptores cininérgicos na
resposta pruriginosa induzida pela tripsina (200 ug/sitio, i.d.) ou pelo peptideo
SLIGRL-NH2 (100 ug/sitio, i.d.), camundongos Swiss foram pré-tratados
sistemicamente com os antagonistas seletivos para o B2R, Hoe 140 (50 nmol/kg.
s.Cc.) ou FR173657 (30 mg/kg, i.p.), ou com os antagonistas seletivos para o BiR,
des-Arg?-[Leud]- BK (DALBK; 150 nmol/kg, s.c.) ou SSR240612 (1 mg/kg. s.c.),
administrados 30 min antes dos estimulos. Os animais controle receberam os
respectivos veiculos por via s.c. ou i.p. (10 ml/kg, 30 min).

Com o objetivo de verificar a contribuicGdo dos B2R localizados em
diferentes sitios na resposta pruriginosa evocada pelo peptideo SLIGRL-NH; (100
ug/sitio, i.d.), alguns grupos de camundongos foram tratados com o antagonista
seletivo para o B;R, Hoe 140, administrado por diferentes vias: i.d. (3 nmol/sitio,
co-injetado), i.t. (100 pmol/sitio, 15 min) ou i.c.v. (100 pmol/sitio, 15 min). O
envolvimento do BiR foi avaliado pelo fratamento por diferentes vias com o
antagonista seletivo para este receptor, DALBK: i.d. (0,3 nmol/sitio, co-injetado),
i.t. (25 pmol/sitio, 15 min) ou i.c.v. (25 pmol/sitio, 15 min). Os animais controle
receberam somente veiculo por via i.t. (5 pl/sitio, 15 min) ou i.c.v. (5 ul/sitio, 15
min). As doses de todas as drogas foram selecionadas a partir de dados da

literatura (Ferreira et al., 2001; 2002; 2005; 2008; Quintdo et al., 2008).



Afim de verificar ou confirmar o envolvimento dos B2R e BiR para as
cininas na coceira induzida por diferentes agentes pruriginosos, camundongos
da linhagem C57BL/6, com delecdo génica para o BzR (B2R”7-) ou By (BiR”), ou
animais selvagens (WT), receberam na regido dorsal os seguintes agentes:
tripsina (200 pg/sitio, i.d.), SLIGRL-NH2 (200 ug/sitio, i.d.), deoxicolato de sdédio (100
ug/sitio), cloroquina (200 ug/sitio), ou composto 48/80 (10 pg/sitio). Por fim, a
participacdo de receptores cininérgicos na nocicepcdo espontdnea induzida
pela tripsina (300 pg/sitio, i.pl.) foi verificada pelo emprego de animais com

delecdo génica para os B2R (B2R7/-) ou BiR (Bi1R7).

Drogas e reagentes

As seguintes drogas foram utilizadas: tripsina (de p&ncreas de porco),
inibidor de ftripsina de Phaseolus limensis (ima bean), aprotinina, pirilamina,
cimetidina, ranitidina, ciproeptadina, gabexato mesilato, dexametasona, SC560,
composto 48/80, cromoglicato de sédio, capsaicina, resiniferatoxina (RTX),
fragmento 8-37 do peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRPs37),
des-Arg?-[Leus]-bradicinia (BK) (DALBK), SB366791, todos obtfidos da Sigma
Chemical Company (St. Louis, MO, E.U.A). Celecoxibe foi obtfido da Merck (Rio
de Janeiro, Brasil). Morfina foi adquirida da Merck AG (Darmstadt, Alemanha).
Naloxona obfida da Research Biochemicals International (Natick, MA, E.U.A).
lodofenpropite e tioperamida foram obtidos da Tocris (Ellisville, Missouri, E.U.A).
Hoe 140 foi genfimente doado pela Sanofi-Aventis (Bridgewater, NJ, E.U.A).
SSR240612, SR48968 e SR142801 foram gentiimente fornecidos pela Sanofi-Aventis
R&D (Moontpellier, Franca). FR173657 e FK888 foram gentiimente doados pela

Fujisawa Pharmaceutical Co. (Osaka, Japdo). Os fragmentos peptidicos Phe-Ser-



Leu-Leu-Arg-Tyr-NH2 (FSLLRY-NH,), Ser-Leu-lle-Gly-Arg-Leu-NH2 (SLIGRL-NHz) e Leu-
Arg-Gly-lle-Leu-Ser-NHy  (LRGILS-NHz) foram sintetfizados pelo Dr. Luiz Juliano
(Universidade Federal de Sao Paulo, SGo Paulo, Brazil).

A maioria das drogas, exceto SB366791, SC560, capsaicina,
resiniferatoxina e SSR240612, foram diluidas em solucdo de NaCl 0,9% (p/v)
(salina) antes do uso. SB366791 foi diluido em salina com 2% de etanol. SC560 foi
diluido em salina com 1% de Tween-80. Capsaicina e resiniferatoxina foram
diluidas em salina com 10% de etanol e 10% de Tween-80. SSR240612 foi diluido
em salina com 5% de etanol e 5% de Tween-80. Os animais controle receberam

o veiculo correspondente ao protocolo experimental empregado.

Andlise estatistica

Os resultados sdo apresentados como a média * erro padrdo da
média (E.P.M.) de 6-10 animais, exceto os valores de DEsp (doses que produziram
50 % da resposta mdaxima), que sdo apresentados como a média geométrica
acompanhada de seus respectivos limites de confianca (95 %). As porcentagens
de inibicdo estdo apresentadas como a média * erro padrdo das inibicoes
obtidas para cada experimento individual. A andlise estatistica dos dados foi
realizada por meio de andlise de varidncia (ANOVA) de uma via, seguida pelo
teste de Dunneftt. Valores de P menores que 0,05 (*P < 0,05) foram considerados
como indicativos de significncia. O valor de DEs foi determinado por regressdo
linear a partir de experimentos individuais usando o programa GraphPad (San

Diego, CA, USA).



RESULTADOS

Comportamento de coc¢ar induzido por agonistas do receptor PAR-2 em
camundongos

Como observado na Figura 2, a administracdo i.d. de tripsina (30-500
ug/sitio) ou do fragmento peptidico SLIGRL-NH; (25-200 ug/sitio) no dorso de
camundongos promoveu acessos de coceira de maneira dependente da dose
no sitio injetado (Figura 2A e 2B). A dose efetiva de fripsina para esta resposta
variou de 100 a 500 pg/sitio, sendo mdaxima em 300 pg/sitio (Figura 2A). O valor
médio estimado para a DEsp (acompanhado pelo limite de confianca de 95 %)
para este efeito foi de 97 (67 — 140) pg/sitio. A dose de 200 ug/sitio foi escolhida
para os experimentos seguintes, uma vez que esta foi a dose mais proxima ao
valor da DEsp capaz de induzir efeitos reprodutiveis com menor variacdo. Os
acessos de coceira induzidos pela injecdo i.d. de tripsina (200 ug/sitio)
manifestaram-se predominantemente nos primeiros 20 min, com reducdo a
partir de 30 min, retornando aos niveis basais em 40 min apds a injecdo da
enzima (Figura 2C). No entanto, a administracdo de tripsina (200 ug/sitio, i.d.)
inativada pelo calor (5 min a 100 °C) ndo induziu alteracdes significativas no
comportamento de cocar em relacdo ao grupo salina (Figura 2B). Além disso, o
numero de acessos de coceira neste grupo foi significativamente menor em
comparacdo aos animais que receberam fripsina ndo fervida (reducdo de 82 +
15%) (Figura 2B).

A dose efetiva do peptideo SLIGRL-NH; variou entre 50 e 200 ug/sitio,
sendo mdxima em 200 pg/sitio (Figura 2D). O valor médio estimado para a DEsg

(acompanhado pelo limite de confianca de 95 %) para este efeito foi de 48 (37



— 74) ug/sitio. Assim, a dose de 100 ug/sitio foi usada nos experimentos
subsequentes. O numero de acessos de coceira induzido pelo SLIGRL-NH2 (100
ug/sitio) alcancou pico mdximo dentro de 20 min; no entanto, acessos de
coceira adicionais também foram observados durante o periodo restante de
observacdo (Figura 2F). Por outro lado, a administracdo do peptideo inativo
LRGILS-NH2 (100 ug/sitio, i.d.) ndo causou alteragdes significativas no
comportamento de cocar em comparacdo ao grupo salina (Figura 2E). Além
disso, o nUmero de acessos de coceira neste grupo foi significativamente menor
guando comparado aos animais que receberam o peptideo ativo SLIGRL-NH;
(reducdo de 75 = 15%) (Figura 2E). De maneira interessante, a injecdo i.d. do
agente degranulador de mastdcitos, composto 48/80 (10 ug/sitio, i.d.), também
foi capaz de induzir acessos de coceira ao sitio injetado (Figura 2D),
apresentando um perfil temporal de resposta similar ao obtido para os agonistas

do PAR-2 (Figura 2C e 2F).
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Figura 2 - Comportamento de cocar induzido por agonistas do PAR-2 ou pelo composto
48/80 em camundongos Swiss. (A) Curva dose-resposta para o comportamento de cocar
induzido pela tripsina (30-500 ug/sitio, i.d.). (B) Efeito da administracdo i.d. de tripsina (200
ug/sitio, i.d.) inativada pelo calor (5 min & 100°C) sobre o comportamento de cocar. (C)
Curva tempo-resposta para o comportamento de cocar induzido pela tripsina (200 ug/sitio,
i.d.). (D) Curva dose-resposta para o comportamento de cocar induzido pelo peptideo
SLIGRL-NH2 (25-200 pg/sitio, i.d.). (E) Efeito da administracdo i.d. do peptideo inativo LRGILS-
NH2 (100 ug/sitio, i.d.) sobre o comportamento de cocar. (F) Curva tempo-resposta para o
comportamento de cocgar induzido pelo SLIGRL-NH2 (100 ug/sitio, i.d.) e para o composto
48/80 (10 ug/sitio, i.d.). Cada coluna ou cada pondo da curva representa a média de 6-10
animais e as barras verticais demonstram os E.P.M. Os asteriscos indicam o nivel de
significncia em comparacdo ao grupo salina, *P<0,05, ou ao grupo controle (tripsina ou
SLIGRL-NH2), #P<0,05 (ANOVA de uma via, seguida do Teste de Dunnet).



A importdncia da preservacdo da atividade proteolitica da tripsina
sobre o comportamento de cocar, foi confirmada através da co-injecdo i.d. de
tripsina (200 ug/sitio, i.d.) em associacdo com aprotinina (100 pg/sitio, i.d.),
inibidor ndo seletivo de serino-proteases, ou com o inibidor de ftripsina de
Phaseolus limensis (lima bean), inibidor especifico da tripsina. Os dados da Figura
3 mostram que o co-fratamento com aprotinina reduziu significativamente o
comportamento de cocar induzido pela enzima (inibicdo de 54 + 9%) (Figura
3A). Do mesmo modo, a co-injecdo do inibidor especifico da fripsina, na maior
dose, aboliu completamente a resposta da tripsina (inibicdo de 106 + 8%) (Figura
3B).

A fim de confirmar o envolvimento do receptor PAR-2 na resposta
pruriginosa cut@nea causada pela tripsina (200 ug/sitio, i.d.) ou pelo peptideo
SLIGRL-NH2 (100 pg/sitio, i.d.), foi avaliado o efeito da co-injecdo i.d. do
antagonista peptidico e seletivo para o receptor PAR-2, o FSLLRY-NH,;. Como
esperado, o fratamento com o antagonista FSLLRY-NH2 (100 ug/sitio, i.d.) reduziu
significativamente o nUmero de acessos de coceira induzido por ambos 0s
ativadores do receptor PAR-2, com 91 = 7% de inibicdo para a trispina (Figura
3C) e 88 £ 10% de inibicdo para o SLIGRL-NH2 (Figura 3D). De maneira similar, a
dessensibilizacdo do receptor PAR-2, pela administracdo repetida de ftripsina
(200 ug/sitio, i.d) durante 7 dias antes da redlizacdo dos experimentos,
promoveu reducdo significativa do comportamento de cocar induzido tanto
pela tripsina (Figura 3E) quanto pelo peptideo SLIGRL-NH. (Figura 3F), com

inibicoes de 80 £ 12% e 83 + 10%, respectivamente.
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Figura 3 - Envolvimento da atividade proteolitica da tripsina e do receptor PAR-2 no
comportamento de cocar induzido pelos agonistas do PAR-2 em camundongos Swsis. (A)
Efeito da co-injecdo de aprotfinina (100 ug/sitio, i.d.), inibidor ndo seletivo de serino-
proteases, ou (B) do inibidor de tripsina de Phaseolus limensis (ima bean) (100 e 500 ug/sitio,
i.d.) sobre o comportamento de cocar induzido pela tripsina (200 pg/sitio, i.d.) em
camundongos. (C) Efeito da co-injecdo do antagonista peptidico e seletivo para o receptor
PAR-2, FSLLRY-NH2 (100 ug/sitio, i.d.), sobre o comportamento de cocar induzido pela tripsina
(200 ug/sitio, i.d.) ou (D) pelo peptideo SLIGRL-NH2 (100 ug/sitio, i.d.). (E) Efeito da
administracdo repetida de tripsina (200 ug/sitio, i.d., durante 7 dias) sobre o comportamento
de cocar induzido pela tripsina (200 ug/sitio) ou (F) pelo peptideo SLIGRL-NH2 (100 pg/sitio,
i.d.). Cada coluna representa a média de 6-10 animais e as barras verticais demonstram os
E.P.M. Os asteriscos indicam o nivel de significGincia em comparacdo ao grupo salina (salina
+ veiculo), *P<0.05, ou controle (tripsina + veiculo ou SLIGRL-NH2 + veiculo), #P<0.05 (ANOVA
de uma viq, seguida do Teste de Dunnet).



Envolvimento do sistema opioidérgico no comportamento de cogar e
nocicep¢ao espontanea induzidos pela tripsina

Inicialmente, foi avaliado o envolvimento de receptores opidides no
comportfamento de cocar e na nocicepcdo espontdnea induzidos pela tripsing,
através do uso de agonistas e antagonistas destes receptores. Como
demonstrado na Figura 4, camundongos Swiss pré-tratados com morfina (5
mg/kg, i.p., 30 min), agonista ndo seletivo dos receptores opidides,
apresentaram menor nimero de acessos de coceira apds a administracdo de
tripsina (200 ug/sitio, i.d.) (Figura 4A), quando comparados aos animais que
receberam somente salina (79 £ 17% de inibicdo). Aléem disso, o pre-tratamento
com morfina, na dose de 10 mg/kg (i.p., 30 min), mas ndo na dose de 5 mg/kg
(i.p., 30 min), inibiu substancialmente a nocicepcdo esponté@nea induzida pela
injecdo i.pl. de ftripsina (300 ug/pata; 86 + 8% de inibicdo) (Figura 4D).
Curiosamente, o pré-fratamento com naloxona (1 mg/kg, i.p., 30 min),
antagonista ndo seletivo dos receptores opidides, também foi capaz de prevenir
0 nUmero de acessos de coceira induzidos pela enzima (Figura 4A; 56 £ 12% de
inibicdo). Porém, a naloxona ndo foi capaz de interferir com a nocicepcdo

espont@nea evocada por este agente (Figura 4D).

Efeito do tratamento com antiinflamatoérios esteroidal e ndo-esteroidais sobre o
comportamento de cog¢ar e nocicepgdo espontanea induzidos pela tripsina

O efeito de antiinflamatdrios esteroidal e ndo esteroidais sobre as
respostas pruriginosas e nociceptivas evocadas pela fripsina foi avaliado pelo
pré-fratamento com dexametasona ou, celecoxibe e SC 560, respectivamente.

O ftratamento com dexametasona (0,5 mg/kg, s.c., 4 h) preveniu



expressivamente o comportamento pruriginoso induzido tanto pela fripsina (200
ug/sitio, i.d.) (Figura 4B; inibicdo de 107 + 11%), quanto pelo SLIGRL-NH; (100
ug/sitio, i.d.) (dados ndo demonstrados; inibicdo de 76 = 13%). Contudo, o
tratamento com dexametasona (0,5 mg/kg. s.c., 4 h) ndo foi capaz de interferir
com a hocicepcdo espontdnea induzida pela enzima (300 ug/pata, i.pl.) (Figura
4E). Resultados similares foram obtidos para o inibidor seletivo da COX-2,
celecoxibe (10 mg/kg, v.o., 1 h), que preveniu significativamente o
comportamento de cocar induzido pela ftrispina (Figura 4C; 65 * 12% de
inibicdo), mas ndo alterou a nocicepcdo espontdnea induzida pela protease
(Figura 4F). No entanto, assim como para a nocicepcdo espontdnea (Paszcuk et
al., 2008), o inibidor seletivo para a COX-1, SC 560 (5 mg/kg, i.p., 30 min), ndo foi

eficaz sobre a resposta pruriginosa provocada pela tripsina (Figure 4C).
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Figura 4 - Efeito do fratamento com agonista e antagonista opioidérgicos, ou

antiinflamatdérios esteroidal e ndo esteroidais sobre o comportamento de cocar e
nocicepcdo espont@nea induzidos pela fripsina em camundongos Swiss. (A) Efeito do
tfratamento com morfina (5 ou 10 mg/kg, i.p.. 30 min.) ou naloxona (1 mg/kg, i.p., 30 min.)
sobre o comportamento de cocar (200 ug/sitio, i.d.) e (D) nocicepcdo esponténea (300
ug/pata, i.pl.) induzidos pela tripsina. (B) Efeito do tratamento com dexametasona (0,5
mg/kg, s.c., 4 h) sobre o comportamento de cocar e (E) nocicepcdo espont@nea induzidos
pela tripsina. (C) Efeito do tratamento com SC 560 (5 mg/kg, i.p., 30 min), inibidor seletivo da
COX-1, ou celecoxibe (10 mg/kg, v.o., 1 h), inibidor seletivo da COX-2, sobre o
comportamento de cocar ou (F) nocicepcdo espont@nea induzidos pela tripsina. Cada
coluna representa a média de 6-10 animais e as barras verticais demonstram os E.P.M. Os
asteriscos indicam o nivel de significGncia em comparacdo ao grupo salina (salina +
veiculo), *P<0.05, ou controle (tripsina + veiculo ou SLIGRL-NHz + veiculo), #P<0.05 (ANOVA de
uma via, seguida do Teste de Dunnet).



Papel dos mastécitos e de mediadores mastocitdrios no comportamento de
cogar induzido por agonistas do PAR-2

Para verificar a participacdo de mastdctios no compotamento de
cogar induzido pela tripsina (200 pg/sitio, i.d.), camundongos Swiss foram prée-
tradados com o estabilizador da membrana de mastdcitos, cromoglicato de
sodio (8 mg/kg, s.c., uma vez ao dia, durante é dias), ou com o agente depletor
de mastdcitos, composto 48/80 (uma vez ao dia, durante 4 dias, nas doses de 1,
3. 10 e 10 ug/sitio, no 1°, 2°, 3° e 4° dia, respectivamente). O pré-tfratamento com
cromoglicato de sédio ou com o composto 48/80 preveniu significativamente o
numero de acessos de coceira induzido pela ftripsina (Figura 5A e 5B). As
percentagens de inibicdo foram de 59 + 18 % e 73 = 10 % para o cromoglicato

de sodio e composto 48/80, respectivamente.
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Figura 5 - Participacdo de mastdcitos no comportamento de cocar induzido pela tripsina
em camundongos Swiss. (A) Efeito do pré-tratamento com cromoglicato de sédio (8 mg/kg,
s.c., uma vez ao dia, durante é dias), estabilizador de membrana de mastdcitos, sobre o
comportamento de cocar induzido pela tripsina (200 ug/sitio, i.d.). (B) Efeito do pré-
fratamento com o composto 48/80 (uma vez ao dia, durante 4 dias, nas doses de 1, 3, 10 e
10 upg/sitio, no 1°, 2°, 3° e 4° dia, respectivamente), depletor de mastdcitos, sobre o
comportamento de cocar induzido pela tripsina (200 pg/sitio, i.d.). Cada coluna representa
a média de 6-10 animais e as barras verticais demonstram os E.P.M. Os asteriscos indicam o
nivel de significncia em comparacdo ao grupo salina (salina + veiculo), *P<0.01, ou
conftrole (tripsina + veiculo), #P<0.05 (ANOV A de uma via, seguida do Teste de Dunnet).

O possivel envolvimento da histamina na resposta pruriginosa induzida
pelos agonistas do PAR-2 foi avaliado através do uso de antagonistas seletivos
para os seus receptores. O pré-tratfamento com pirlamina (10 mg/kg, s.c., 30
min), antagonista seletivo para o receptor Hi, ndo alterarou as respostas
induzidas por ambos os agonistas do PAR-2 (Figura 6A e 6B). Confirmando estes
resultados, o pré-tratamento com loratadina (10 mg/kg, s.c., 30 min), outro
antagonista do receptor H;, ndo inibiu o comportamento de cocar induzido

pela tripsina (Figura 6A). Do mesmo modo, o pré-tratamento com ambos os

antagonistas do receptor Ho, ranitidina (10 mg/kg, s.c., 30 min) ou cimetidina (20



mg/kg, s.c., 30 min), ndo interfeririu de modo significativo com a resposta
pruriginosa induzida pela enzima (Figura 6C). Interessantemente, o pré-
frataomento com o antagonista ndo-selefivo dos receptores Hz e Hyg,
tioperaminda (20 mg/kg, i.p., 30 min), mas ndo com o antagonista seletivo para
o0 Hs, iodofenpropite (10 mg/kg, i.p., 30 min), preveniu expressivamente o0s
acessos de coceira induzidos pela tripsina (Figura 6D), com inibicdo de 85 + 12%.
Além disso, o tratamento com iodofenpropite (10 mg/kg, i.p., 30 min), ou com
tioperaminda (20 mg/kg, i.p., 30 min), ndo foi capaoz de interferr com @
nocicepcdo espontdnea induzida pela administracdo i.pl. de ftripsina (300
ug/pata, i.pl.) (Figura éE).

Através do emprego do antagonista misto de receptores
histaminérgicos/serotoninérgicos, ciproeptadina, foi investigado o possivel
envolvimento de receptores serotoninérgicos no comportamento de cocar
induzido pela trispina (200 ug/sitio, i.d.). A Figura éF ilustra que o pré-tfratamento
com ciproeptadina (20 mg/kg, s.c., 30 min) preveniu de forma significativa os

acessos de coceira induzidos pela tripsina, com 52 + 9% de inibicdo.
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Figura 6 — Participacdo de receptores histaminérgicos e serotoninérgicos no comportamento
de cocar induzido por agonistas do PAR-2 em camundongos Swiss. (A) Efeito do pré-
fratamento com loratadina (10 mg/kg, s.c., 30 min) ou pirlamina (10 mg/kg, s.c., 30 min),
antagonistas seletivos para o receptor Hi histaminérgico, sobre o comportamento de cocar
induzido pela ftripsina (200 pg/sitio, i.d.). (B) Efeito do pré-tratamento com pirlamina (10
mg/kg, s.c., 30 min.) sobre o comportamento de cocar induzido pelo SLIGRL-NH2 (100
ug/sitio, i.d.). (C) Efeito do pré-tratfamento com cimetidina (20 mg/kg, s.c.. 30 min) ou
ranifidina (10 mg/kg, s.c., 30 min), antagonistas seletivos para o receptor Hz histaminérgico,
sobre o comportamento de cocar induzido pela tripsina (200 ug/sitio, i.d.). (D) Efeito do pré-
fratamento com iodofenpropite (10 mg/kg, s.c.. 30 min), antagonista seletivo para o
receptor Ha histaminérgico, ou com tioperamida (20 mg/kg, s.c., 30 min), antagonista ndo-
seletivo de receptores Hs/Ha4, sobre o comportamento de cocar induzido pela tripsina (200
ug/sitio, i.d). (E) Efeito do pré-tratamento com iodofenpropite (10 mg/kg. s.c., 30 min.) ou
fioperamida (20 mg/kg, s.c., 30 min.) sobre a nocicepcdo espont@nea induzida pela tripsina
(300 ug/pata, i.pl.). (F) Efeito do pré-tratamento com ciproeptadina (20 mg/kg, s.c., 30 min),
antagonista misto de receptores histaminérgicos/serotoninérgicos, sobre o comportamento
de cocar induzido pela tripsina (200 ug/sitio, i.d). Cada coluna representa a média de 6-10
animais e as barras verticais demonstram os E.P.M. Os asteriscos indicam o nivel de
significGncia em comparacdo ao grupo salina (salina + veiculo), *P<0.05, controle (tripsina +
veiculo ou SLIGRL-NH2 + veiculo), #P<0.05, ou tratado (tripsina + iodofenpropite), °p<0,05
(ANOVA de uma via, seguida do Teste de Dunnet ou Bonferroni).



A contribuicdo da liberacdo de proteases para as respostas
pruriginosas induzidas pela fripsina (200 ug/sitio, i.d.) ou pelo peptideo SLIGRL-NH-
(100 pg/sitio, i.d.) em camundongos Swiss foi avaliada através do emprego do
inibidor ndo seletivo de proteases, gabexato mesilato. Como demonstrado na
Figura 7, tanto a resposta induzida pela fripsina quanto pelo SLIGRL-NH2 foram
prevenidas pelo tratamento com o gabexato mesilato (10 mg/kg, s.c., 30 min)
(Figura 7A e 7B), obtendo 72 £ 9% e 53 £ 20% de inibicdo para a tripsina e SLIGRL-

NH», respectivamente.
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Figura 7 — Participacd&o de proteases no comportamento de cocar induzido por agonistas do
PAR-2 em camundongos Swiss. (A) Efeito do pré-tratamento com o inibidor ndo-seletivo de
proteases, gabexato mesilato (10 mg/kg, s.c., 30 min.), sobre o comportamento de cogar
induzido pela tripsina (200 ug/sitio, i.d.) ou (B) pelo SLIGRL-NH2 (100 pg/sitio, i.d.). Cada coluna
representa a média de 6-10 animais e as barras verticais demonstram os E.P.M. Os asteriscos
inducam o nivel de significGncia em comparacdo ao grupo salina (salina + veiculo), *P<0.01,
ou confrole (tripsina + veiculo ou SLIGRL-NH2 + veiculo), #P<0.05 (ANOVA de uma via, seguida
do Teste de Dunnet).



Papel de fibras sensiveis a capsaicina e do receptor TRPV1 no comportamento
de cogar induzido por agonistas do receptor PAR-2 em camundongos

Para verificar o papel de fibras sensiveis d capsaicina na resposta
induzida pela administracdo i.d. de agonistas do PAR-2, camundongos Swiss
foram submetidos ao protocolo de dessensibilizacdo neonatal com capsaicina
(50 mg/kg, s.c.) ou ao fratamento adulto com RTX (30, 70 e 100 pg/kg. s.c.,
durante 3 dias consecutivos), que causam degeneracdo irreversivel de fibras C.
Conforme ilustra a Figura 8A, animais que receberam o fratamento neonatal
com capsaicina apresentaram reducdo significativa no nimero de acessos de
coceira induzido pela fripsina (200 ug/sitio, i.d.), em comparacdo aos animais
que receberam somente veiculo no periodo neonatal (Figura 8A; inibicdo de 74
+ 11%). Similarmente, o pré-tfratamento com RTX, bloqueou significativamente os
acessos de coceira induzidos pelo peptideo SLIGRL-NH; (Figura 8B; reducdo de
62 £ 16%).

A participacdo do receptor TRPV1I no comportamento de cocar
induzido pela fripsina (200 pg/sitio) foi avaliada através de abordagens
farmacoldgica, pelo uso do antagonista seletivo para o receptor TRPVI,
SB366791 (0.5 mg/kg, s.c., 30 min), e, genética, através do uso de animais com
auséncia no gene para o TRPV1 (TRPV1+/). Ambas as estratégias, farmacoldgica
e genética, preveniram de forma significativa os acessos de coceira induzido
pela administracdo i.d. de tripsina (76 £ 10% e 95 + 19% de inibicdo,
respectivamente). Além disso, a resposta pruriginosa induzida pelo peptideo
SLIGRL-NH> (100 pg/sitio, i.d.) foi significativamente reduzida quando co-injetado

com o0 SB366791 (1 nmol/sitio, i.d.) (Figura 8D; 64 + 7% de inibicdo).
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Figura 8 — Papel de fibras sensiveis a capsaicina e do receptor TRPV1 no comportamento de
cogar induzido por agonistas do recepotor PAR-2 em camundongos. (A) Efeito do
fratamento neonatal com capsaicina (50 mg/kg, s.c.) sobre o comportamento de cocar
induzido pela trispina (200 ug/sitio, i.d.). (B) Efeito do fratamento com resiniferatoxina (RTX; 30,
70 e 100 pg/kg. s.c.. no 1°, 2° e 3° dig, respectivamente) sobre o comportamento de cogar
induzido pelo SLIGRL-NH2 (100 pg/sitio, i.d.). (C) Efeito do tratamento com o antagonista
seletivo para o receptor TRPV1, SB366791 (0,5 mg/kg, s.c., 30 min), sobre o comportamento
de cocar induzido pela trispina (200 ug/sitio, i.d.). (D) Efeito do co-tratamento com o
antagonista seletivo para o receptor TRPVI1, SB366791 (1 nmol/sitio, i.d.), sobre o
comportamento de cocar induzido pelo peptideo SLIGRL-NHz2 (100 ug/sitio, i.d.). (E)
Comportamento de cocar induzido pela tripsina (200 ug/sitio, i.d.) em animais com ausénica
no gene para o receptor TRPV1 (TRPV1+-). Cada coluna representa a média de 6-10 animais
e as barras verticais demonstram os E.P.M. Os asteriscos indicam o nivel de significGncia em
comparacdo ao grupo salina (salina + veiculo), *P<0.05, ou controle (tripsina + veiculo),
#P<0.05 (ANOVA de uma via, seguida do Teste de Dunnet).



Participagdo de neuropeptideos no comportamento de cocgar induzido por
agonistas do receptor PAR-2 em camundongos

O envolvimento do receptor para o CGRP e dos receptores NK;, NK2 e
NK3, respectivamente, receptores para SP, NKA e NKB, na resposta pruriginosa
induzida pela ftripsina (200 ug/sitio, i.d.) foi investigado através do emprego de
antagonistas seletivos para estes receptores. O pré-tratamento com os
antagonistas para os receptores NK; ou NKsz, respectivamente, FK888 (1 mg/kg,
e.v., 15 min) ou SR142801 (3 mg/kg, e.v., 15 min), preveniu significativamente o
comportamento de cocar induzido pela tripsina (Figura ?A e 9C; inibicoes de 84
t14% e 79 + 5%, respectivamente). Do mesmo modo, o pré-tratamento com o
antagonista seletivo para o receptor de CGRP, o fragmento CGRPss; (0,3
mg/Kg, i.v., 15 min), bloqueou significativamente o efeito pruriceptivo da tripsina
(Figura 9D; inibicdo de 70 = 19%). Por outro lado, o pré-fratamento com o
antagonista seletivo para o receptor NKz, SR48968 (1 mg/Kg, i.v., 15 min), em
dose adequada, ndo foi capaz de interferir com a resposta da enzima (Figura
9B). Além disso, o co-tratamento pela via i.d. com os antagonistas seletivos para
o receptor NK;, FK888 (1 nmol/sitio, i.d.), ou para o receptor de CGRP, fragmento
CGRPg37 (1 nmol/sitio, i.d.), preveniu significativamente os acessos de coceira
induzidos pelo peptideo SLIGRL-NHz (100 ug/sitio, i.d.) (Figura 9E e 9F; inibicoes de

66+ 16% e 64 + 7%, respectivamente).
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Figura 9 — Papel de neuropeptideos no comportamento de cocar induzido por agonistas do
recepotfor PAR-2 em camundongos Swiss. (A) Efeito do fratfamento com os antagonistas
seletivos para os receptores NKi, FK888 (1 mg/kg, e.v., 15 min), (B) NKz, SR48968 (1 mg/Kg,
e.v., 15 min), (C) NKs, SR142801 (3 mg/kg. e.v., 15 min), e (D) para o receptor do CGRP,
fragmento CGRPs37 (0,3 mg/kg, i.v., 15 min), sobre o comportamento de cocar induzido pela
tripsina (200 ug/sitio, i.d.). (E) Efeito do co-tratamento com os antagonistas seletivos para o
receptor NKi, FK888 (1 nmol/sitio, i.d.), ou para o receptor do CGRP, fragmento CGRPsga7 (1
nmol/sitio, i.d), sobre o comportamento de cocar induzido pelo SLIGRL-NH2 (100 ug/sitio, i.d.).
Cada coluna representa a média de 6-10 animais e as barras verticais demonstram os E.P.M.
Os asteriscos indicam o nivel de significGncia em comparacdo ao grupo salina (salina +
veiculo), *P<0.01, ou controle (tripsina + veiculo ou SLIGRL-NHz + veiculo), #P<0.05 (ANOVA de
uma via, seguida do Teste de Dunnet).



Envolvimento dos receptores B2 e Bi1 para as cininas no comportamento de
cogar induzido por agonistas do receptor PAR-2 em camundongos

Nesta série de experimentos foram avaliados os possiveis efeitos do
blogueio dos BR ou BiR para cininas na prevencdo do comportamento de
cocar induzido por agonistas do receptor PAR-2 em camundongos. Para tal,
camundongos Swiss foram previamente fratados com os antagonistas seletivos
do BoR, Hoe 140 (50 nmol/Kg, s.c.) e FR173657 (30 mg/Kg, i.p.), ou com o0s
antagonistas seletivos do BiR, DALBK (150 nmol/Kg, s.c.) e SSR240612 (1 mg/Kg,
i.p.), e apds 30 min foram injetados por via i.d. com tripsina (200 ug/sitio) ou
SLIGRL-NH> (100 ug/sitio). Os animais pre-tratados com Hoe 140 ou com FR173657
apresentaram reducdo expressiva do niUmero de acessos de coceira induzidos
pela tripsina no sitio injetado (Figura 10A; 65 £ 7% e 70 £ 16% de inibicdo,
respectivamente). Do mesmo modo, o tratamento com FR173657 preveniu a
resposta pruriginosa induzida pelo peptideo SLIGRL-NH2 (Figura 10C; 56 = 16% de
inibicdo). Por outro lado, a administracdo prévia de DALBK ndo alterou de
maneira significante o comportamento de cocar induzido pela fripsina (Figura
11A). No entanto, o tratamento com o SSR240612 foi eficaz sobre o
comportamento de cocar induzido por ambos 0s agentes pruriginosos, tripsina
(Figura 11A; 60 + 9% de inibicdo) e SLIGRL-NH2 (Figura 11C; 62 + 11% de inibicdo).
Posteriormente, estes dados foram confirmados atfravés de experimentos
realizados em animais com delecdo do gene para o BR (B2R/) ou By (BiR/).
Como ilustrado nas Figuras 10B e 10D, os animais nocaute para o BgR
apresentaram reducdo expressiva no nuUmero de acessos de coceira induzido
pela inje¢cdo local de fripsina (200 ug/sitio, i.d.) (Figura 10B; 83 + 18% de inibicdo)

ou do peptideo SLIGRL-NH2 (100 ug/sitio, i.d.) (Figura 10D; 84 = 9% de inibicdo)



em comparacdo aos animais da linhagem selvagem (C57BL/6, BoR**). De modo
similar, porém em menor magnitude, a auséncia no gene para o BiR também
preveniu de forma significativa os acessos de coceira induzidos pela
administracdo de tripsina (Figura 11B; 53 + 9% de inibicdo) ou SLIGRL-NH; (Figura

11D; 42 £ 14% de inibicdo).
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Figura 10 - Efeito do bloqueio do B2R para cininas sobre comportamento de cocar induzido
por agonistas do receptor PAR-2 em camundongos. (A) Efeito do pré-tratamento com
antagonistas seletivos para o B2R, Hoe 140 (50 nmol/Kg, s.c., 30 min.) e FR173657 (30 mg/Kg,
i.p.. 30 min.) sobre o comportamento de cocar induzido pela tripsina (200 ug/sitio, i.d.). (C)
Efeito do pré-tfratamento com o antagonista seletivo para o B2R, FR173657 (30 mg/Kg, i.p., 30
min.), sobre o comportamento de cocar induzido pelo SLIGRL-NH2> (100 pg/sitio, i.d.). (B)
Comportamento de cocar induzido pela tripsina (200 ug/sitio, i.d.) ou (D) pelo SLIGRL-NH2
(100 pg/sitio, i.d.) em animais selvagem (B2R*/*) ou com delecdo génica para o B2R (B2R-).
Cada coluna representa a média de 6-10 animais e as barras verticais demonstram os
E.P.M. Os asteriscos indicam o nivel de significGncia em comparacdo ao grupo salina (salina
+ veiculo), *P<0.05, ou controle (tripsina + veiculo ou SLIGRL-NHz + veiculo), #P<0.05 (ANOVA
de uma via, seguida do Teste de Dunnet).
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Figura 11 - Efeito do bloqueio do BiR para cininas sobre comportamento de cocar induzido
por ativadores do receptor PAR-2 em camundongos. (A) Efeito do pré-tratamento com
antagonistas seletivos para o BiR, DALBK (150 nmol/Kg, s.c., 30 min.) e SSR240612 (1 mg/Kg.
i.p.. 30 min.) sobre o comportamento de cocar induzido pela tripsina (200 ug/sitio, i.d.). (C)
Efeito do pré-tratamento com o antagonista seletivo para o B1R, SSR240612 (1 mg/Kg, i.p., 30
min.), sobre o comportamento de cocar induzido pelo SLIGRL-NH2 (100 pg/sitio, i.d.). (B)
Comportamento de cocar induzido pela tripsina (200 pg/sitio, i.d.) ou (D) pelo peptideo
SLIGRL-NH2 (100 pg/sitio, i.d.) em animais selvagem (B2R*/*) ou com delecdo génica para BiR
(Bi1R/"). Cada coluna representa a média de 6-10 animais e as barras verticais demonstram
os E.P.M. Os asteriscos indicam o nivel de significGncia em comparacdo ao grupo salina
(salina + veiculo), *P<0.05, ou conftrole (tripsina + veiculo ou SLIGRL-NH2 + veiculo), #P<0.05
(ANOVA de uma via, seguida do Teste de Dunnet).



Posteriormente, ainda através do emprego de animais nocaute para o
BoR (B2R7-) ou By (B1R7), foi analisado o possivel envolvimento dos receptores
cininérgicos na nocicepcdo espondnea causada pela tripsina (300 pg/sitio, i.pl.).
De acordo com os dados da Figura 12, é possivel observar que o
comportamento nociceptivo desencadeado pela trispsina envolve a ativacdo
de ambos os receptores cininérgicos, B2 (Figura 14A) e By (Figura 14B), uma vez
que a delecdo destes receptores causou reducdo expressiva do
comportfamento nociceptivo induzido pela adminisfracdo i.pl. da enzima

(reducdo de 55 + 15% e 73 + 8% para BoR7/- e BIR /-, respectivamente).
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Figura 12 - Envolvimento dos receptores cininérgicos na nocicepcdo esponténea induzida
pela ativacdo do receptor PAR-2 em camundongos. (A) Nocicep¢do espontdnea induzida
pela tripsina (300 ug/pata, i.pl.) em animais com delecdo génica para o B2R (B2R7) ou (B) BiR
(BiR-) para as cininas. Cada coluna representa a média de 6-10 animais e as barras
verticais demonstram os E.P.M. Os asteriscos indicam o nivel de significGncia em
comparacdo ao grupo salina, *P<0.05, ou tripsina, #P<0.05 (ANOVA de uma via, seguida do
Teste de Dunnet).



Ademais, com o objetivo de verificar a participacdo de receptores
cininérgicos localizados em diferentes sitios na resposta pruriceptiva induzida
pelo peptideo agonista do PAR-2, camundongos Swiss foram tratados com os
antagonistas  seletivos para estes receptores por diferentes vias de
administracdo. Os resultados apresentados na Figura 13 demonstram que o
tratamento local (3 nmol/sitio, i.d.) (Figura 13A) ou i.t. (100 pmol/sitio, i.f., 15 min)
(Figura 13B) com o Hoe 140 (antagonista para o BsR) foi capaz de reduzir a
resposta pruriceptiva evocada pelo peptideo SLIGRL-NH2 (100 ug/sitio, i.d.), com
inibicoes de 51 £ 15% e 76 £ 13%, respectivamente. No entanto, o tratamento por
viai.c.v. (100 pmol/sitio, 15 min) ndo afetou a resposta pruriginosa evocada pela
injecdo i.d. do peptideo (Figura 13C). A administracdo por via i.t. do antagonista
seletivo para o BiR, DALBK (25 pmol/sitio, 15 min), inibiu significativamente o
comportamento pruriginoso induzido pelo SLIGRL-NH; (Figura 13E; 54 =+ 17% de
inibicdo). Por outro lado, o tratamento local (0,3 nmol/sitio, i.d.) ou i.c.v. (25
pmol/sitio, 15 min) ndo foi capaz de interferir de maneira significativa com o

comportamento de cocar induzido pela ativacdo do PAR-2 (Figura 13D e 13F).
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Figura 13 - Efeito do fratamento com antagonistas dos receptores cininérgicos administrados
por diferentes vias sobre o comportamento de cocar induzido pleo SLIGRL-NH2 (100 ug/sitio,
i.d.). (A) Efeito do tratamento i.d. (3 nmol/sitio, i.d.), (B) L.t. (25 pmol/sitio, i.t., 15 min) ou (C)
i.c.v. (25 pmol/sitio, i.c.v, 15 min) com Hoe 140 (antagonista para o B2R). (D) Efeito do
tratamento i.d. (0,3 nmol/sitio, i.d.), (E) i.t. (100 pmol/sitio, i.t., 15 min) ou (F) i.c.v. (100
pmol/sitio, i.c.v, 15 min) com DALBK (antagonista para o BiR). Cada coluna representa a
media de 6-10 animais e as barras verticais demonstram os E.P.M. Os asteriscos indicam o
nivel de significGncia em comparacdo ao grupo salina (salina + veiculo), *p<0.05, ou
controle (tripsina + veiculo ou SLIGRL-NH2 + veiculo), #p<0.05 (ANOVA de uma via, seguida
do Teste de Dunnet).



Envolvimento dos receptores cininérgicos e do receptor PAR-2 no
comportamento de cocgar induzido por diferentes agentes pruriginosos em
camundongos

Em uma segunda abordagem, a fim de investigar o envolvimento dos
receptores cininérgicos na resposta pruriginosa desencadeada por outros
estimulos pruriginosos, animais com deficiéncia dos genes para o BoR ou BiR
foram injetados por via i.d. na regido dorsal do pescoco com trés diferentes
agentes pruriginosos: deoxicolato de soédio (100 ug/sitio, i.d.), cloroquina (200
ug/sitio, i.d.) ou composto 48/80 (10 ug/sitio, i.d.). Os dados expressos na Figura
14 demonstram que a delecdo génica do B:R interferiu com o comportamento
de cocar desencadeado pelos trés agentes testados, deoxicolato de sddio
(Figura T4A; 96 + 13% de inibicdo), cloroquina (Figura 14B; 78 £ 8% de inibi¢do),
ou composto 48/80 (Figura 14C; 92 + 9% de inibicdo). Por outro lado, animais
nocaute para o BiR apresentaram reducdo apenas na resposta induzida pelo
composto 48/80 (Figura 14C; 50 = 17% de inibicdo). Em seguida, foi avaliada a
sensibilidade dos trés modelos ao fratamento com o antagonista seletfivo para o
receptor PAR-2, FSLLRY-NH (100 ug/sitio, i.d.). Curiosamente, somente a coceira
induzida pelo composto 48/80 (10 ug/sitio, i.d.) foi prevenida pelo co-tratamento

com o FSLLRY-NH2 (Figura 14 F; 59 £ 15% de inibicdo).
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Figura 14 - Envolvimento dos receptores cininérgicos e do receptor PAR-2 no

comportamento de cocar induzido por diferentes agentes pruriginosos em camundongos
C57BL/6. (A) Comportamento de cocar induzido pelo deoxicolato de sddio (100 ug/sitio,
i.d.), (B) cloroguina (200 pg/sitio, i.d.) ou (C) composto 48/80 (10 ug/sitio, i.d.) em animais
selvagem (B2R*/* e BiR*/*) ou com delecdo génica do B2R (B2R/-) ou BiR (BiR/-) para as
cininas. (D) Efeito do co-tratamento com o antagonista seletivo para o receptor PAR-2,
FSLLRY-NH2 (100 pg/sitio, i.d.) sobre o comportamento de cogar induzido pelo deoxicolato de
sodio (100 ug/sitio, i.d.), (E) cloroquina (200 ug/sitio, i.d.) ou (F) composto 48/80 (10 ug/sitio,
i.d.). Cada coluna representa a média de 6-10 animais e as barras verticais demonstram os
E.P.M. Os asteriscos indicam o nivel de significGncia em comparacdo ao grupo salina (salina
+ veiculo), *P<0.05, ou conftrole (tripsina + veiculo ou SLIGRL-NH2 + veiculo), #P<0.05 (ANOV A
de uma via, seguida do Teste de Dunnet).



DISCUSSAO

Estudos recentes indicam a participacdo do receptor PAR-2 na
fransmissdo da sensacdo pruriginosa (Thomsen et al., 2002; Steinhoff et al., 2003;
Paus et al., 2006; Shimada et al., 2006; Ui et al., 2006). De fato, a administra¢cdo
de agonistas do PAR-2 na pele € capaz de causar sensacdo de coceira, tanto
em humanos sauddveis, quanto em pacientes com dermatite atdpica (Thomsen
et al., 2002; Steinhoff et al., 2003). Além disso, foi demonstrado que a
administracdo i.d. de agonistas do PAR-2 é capaz de elicitar comportamento de
cocar em animais de experimentacdo (Shimada et al., 2006; Ui et al., 2006, Sun e
Chen, 2007; Nakano et al., 2008; Tsujii et al., 2008). De maneira interessante,
confirmando e estendendo os dados da literatura, o presente estudo
demonstrou que a injecdo i.d. de ativadores do PAR-2, na regido dorsal do
pescoco de camundongos, causa comportamento de cocar, sugestivo de um
efeito pruriginoso. Estes dados mostram que a injecdo de ftripsina ou do
fragmento peptidico SLIGRL-NH2, mas ndo de tripsina inativada pelo calor ou do
fragmento inverso LRGILS-NH,, foi capaz causar aumento dependente da dose
Nno numero de acessos de coceira ao sitio injetado. Ademais, € importante
salientar que este efeito foi observado em duas linhagens diferentes de
camundongos, Swiss e C57BL/6. Além disso, confirmando dados prévios da
literatura (Kuraishi ef al., 1995; Inagaki et al., 2002), a administracdo i.d. do
degranulador de mastdcitos, composto 48/80, causou comportamento de
cocar em camundongos, um efeito que parece ser dependente da liberacdo

de histamina (Sugimoto ef al., 1998; Han et al., 2006; Trentin, 2006) e de outros



agentes pruriginosos derivados de mastdcitos, como a 5-HT (Inagaki et al., 2002).
Curiosamente, o perfil temporal de resposta obtido para o comportamento de
cocar induzido pelo composto 48/80 foi semelhante ao observado para os
agonistas do PAR-2. Em conjunto, estes dados nos permitem sugerir que a
injecdo i.d. de agonistas do receptor PAR-2 pode ser usada como um modelo
experimental reprodutivel para o estudo de mecanismos relacionados d
fransmissdo da sensacdo de coceira em animais de experimentacdo, mas
principalmente como um modelo de triagem (screening) de possiveis
abordagens terapéuticas destinadas ao fratamento de condicdes pruriginosas.
A tripsina € uma serino-protease que pode clivar e ativar os receptores
PAR-1, PAR-2 e PAR-4; no entanto, apresenta maior seletividade para o receptor
PAR-2 (Nystedt ef al., 1994; Molino et al., 1997; Xu et al., 1998; Coftrell et al., 2004;
Barry et al., 2006). Neste estudo, foi demonstrado que o efeito pruriginoso da
tripsina € dependente da preservacdo da atividade serino-proteolitica, uma vez
que animais injetados com ftripsina inativada pelo calor ou que foram co-
fratados com os inibidores enzimdticos, aprotinina ou inibidor de fripsing,
apresentaram menor nimero de acessos de coceira em comparacdo ao grupo
confrole. Apesar da capacidade da fripsina em ativar receptores PAR-1 e PAR-4,
Nossos resultados sugerem fortemente que a coceira induzida por esta protease
€ mediada principalmente pela clivagem e posterior ativacdo do receptor PAR-
2, j& que o co-tratamento com o antagonista seletivo para o PAR-2, fragmento
FSLLRY-NH2, ou a dessensibilizacdo do receptor PAR-2, pela administracdo
repetida de ftripsina na pele, bloquearam expressivamente a resposta
pruriceptiva da enzima. E importante mencionar que estudos in vitro

demonstraram que a atividade proteolitica da tripsina ndo € alterada na



presenca do peptideo antagonista FSLLRY-NH2 (Al-Ani et al., 2002). Como
esperado, o co-tratfamento com o FSLLRY-NH2, ou a dessensibilizacdo prévia do
PAR-2, interferiram com a resposta comportamental evocada pelo peptideo
SLIGRL-NHa2. Estudos recentes tém demonstrado que a injecdo i.d. de triptase, ou
do agonista seletivo para o PAR-2, SLIGRL-NH;, é capaz de induzr
comportamento pruriginoso em camundongos (Shimada et al., 2006; Ui et al.,
2006; Sun e Chen, 2007; Nakano et al., 2008; Tsujii et al., 2008). Além disso, Ui e
colaboradores (2006) demonstraram que a acdo pruriginosa da triptase é
blogueada de maneira dependente da dose pelo co-tfratamento com o FSLLRY-
NH2. Embora os resultados do presente trabalho sugiram fortemente que os
efeitos da ftripsina sobre o comportamento de cocar sdo essencialmente
dependentes da clivagem serino-proteolitica do PAR-2 e ativacdo subsequente
do receptor, as acdes desta enzima em outros sitios ndo podem ser totalmente
excluidas. Recentemente, Tsujii e colaboradores (2008) demonstraram que a
apliacdo i.d. de agonistas para os receptores PAR-1 ou PAR-4, mas ndo para o
PAR-3, € capaz de gerar comportamento de cocar em camundongos. Nesse
sentido, estudos adicionais empregando antagonistas seletivos para os
receptores PAR-1 € PAR-4 sobre as acdes pruriginosas da tripsina, poderiam
confirmar o sitio preferencial de acdo da enzima neste modelo.

Embora os efeitos da administracdo de agonistas do PAR-2 no dorso
de camundongos levem ao surgimento de um comportamento sugestivo de
prurido, uma publicacdo recente do nosso grupo demonstrou que a
administracdo de tripsina na pata de camundongos é capaz de gerar
comportfamento aceito como nociceptivo, caracterizado predominantemente

pelo comportamento de lamber a pata (licking) (Paszcuk et al., 2008). Este



efeito & predominantemente mediado pela ativacdo do receptor PAR-2, uma
vez que a delecdo do gene para este receptor (PAR-27/-) praticamente abole o
comportamento nociceptivo (Paszcuk et al., 2008). Ademias, foi previomente
demonstrado que o peptideo agonista do PAR-2, SLIGRL-NH2, causa
comportamento nociceptivo quando injetado na pata de ratos (Kawabata et
al., 2001a; 2002). Sendo assim, a fim de verificar as possiveis diferencas enfre os
modelos de nocicepcdo e coceira induzidos pela fripsina em camundongos,
foram avaliados os efeitos do tratamento com drogas utilizadas no estudo da
dor e/ou prurido sobre o comportamento de cocar induzido pela tripsing,
comparando estes resultfados com os efeitos obtidos sobre a nocicepcdo
espontdnea induzida pela enzima. Os efeitos do agonista (morfina) e antagonita
(naloxona) opididés, ou de antiinflamatdrios esteroidal (dexametasona) e ndo-
estereoidais (celecoxibe e SC 560), foram avaliados sobre ambas as respostas
induzidas pela fripsina.

Alguns estudos recentes sugerem que as vias neuronais que conduzem
a sensacdo pruriginosa sdo tonicamente inibidas pela atividade de neurdnios
nociceptivos (para revisdo, ver Schmelz, 2005). De fato, tém sido verificado que
o estado de analgesia segmental, causado pela administracdo de agonistas do
receptor y opidide na medula espinhal, € acompanhado de prurido (Andrew et
al., 2003, citado por Schmelz, 2005). Curiosamente, os resultados do presente
trabalho demonstram que o pré-tratamento com morfina, agonista preferencial
de receptores opidides do tipo y, que induz analgesia por mecanismos centrais
e periféricos, blogqueou tanto o comportamento pruriginoso, quanto o
nociceptivo desencadeado pela tripsina. No entanto, a dose necessdria de

morfina para interferir significativamente com a nocicepcdo induzida pela



tripsina & maior do que aquela capaz de inibir o comportamento pruriginoso.
Corroborando com estes resultados, Kawabata e colaboradores (2002)
demonstraram que a nocicepcdo espontdnea induzida pelo agonista do PAR-2,
SLIGRL-NH2, em ratfos € inibida pelo tratamento com o agonista selefivo do
receptor u opidide, DAMGO. Estes resultados preliminares sugerem que 0s
acessos de coceira causados pela tripsina apresentam um componente
nociceptivo. Contudo, tem sido demonstrado que agonistas do receptor
opidide do tipo k apresentam efeito anti-pruriginoso em macacos Rhesus e
roedores (Yamaguchi et al., 1999; Ko et al., 2003; Wakasa et al., 2004; Inagaki et
al., 2006); além disso, também aliviam o prurido em pacientes com coceira
cronica (Wikstrom et al., 2005; Dawn e Yosipovitch, 2006). Além disso, foi
reporfado que antagonistas k opidides causam prurido em animais de
experimentacdo (Kamei e Nagase, 2001). Desse modo, pode-se especular que
o efeito anti-pruriginoso observado para a morfina seja mediado pela ativacdo
de receptores k opidides localizados em estruturas centrais. Curiosamente, os
resultfados do presente estudo demonstram também que o fratamento com
naloxona, antagonista ndo seletivo para os receptores opioidérgicos, preveniu
significativamente os efeitos comportamentais da tripsina quando administrada
no dorso, mas ndo interferiu com a resposta da enzima quando aplicada na
pata. Estes achados sdo suportados por dados prévios da literatura,
demonstrando que antagonistas do receptor y opidide apresentam eficdcia
contra o prurido induzido experimentalmente (Heyer et al., 1997; Ko et al., 2004)
e também em pacientes com coceira associada a colestase (Jones, 2002).
Sendo assim, estes resultados confirmam e fornecem maior base aos dados da

literatura acerca do envolvimento dos receptores opioidérgicos no prurido



experimental, permitindo sugerir que o comportamento gerado pela
administracdo de fripsina no dorso de camundongos envolve preferencialmente
componentes pruriceptivos, ao invés de causar nocicepcdo.

Embora os efeitos adversos do uso prolongado de corticdides sejam
bem conhecidos, a importdncia e eficdcia do uso tépico desta classe de
antiinflamatdérios no fratamento ou alivio dos sintomas de condicoes
inflamatdrias e/ou pruriginosas da pele é bem aceita. No entanto, estudos em
animais de experimentacdo ufilizando diferentes modelos de coceira tém
sugerido um papel pouco relevante para a dexametasona na reducdo desta
resposta comportamental (Takano et al., 2003; Trentin, 2006; Inagaki et al., 2006).
O tratamento com dexametasona ndo influenciou a coceira aguda induzida
pela histamina, composto 48/80 ou endotelina em camundongos (Takano et al.,
2003; Trentin, 2006). Ainda, apesar do seu potente efeito antiinflamatdrio, este
corticéide parece ser pouco efetivo sobre o prurido envolvido nos modelos de
dermatite atépica induzida por ovaloumina ou hapteno em camundongos
previamente sensibilizados, ou ainda pela dieta modificada em camundongos
nude HR-1 (HR-T hairless mice) (Takano et al., 2003; Inagaki et al., 2006; Fujii et al.,
2005; Yamashita et al., 2007). Ao contrdrio dos dados da literatura, os resultados
do presente trabalho demonstram que o pré-fratamento com dexametasona,
previne significativamente os acessos de coceira induzidos pela tripsina, sem
interferr com a nocicepcdo induzida por este agente. Corroborando estes
resultados, tem sido demonstrado que o tratamento com dexametasona
apresenta eficdcia anti-pruriginosa em estudos com camundongos NC/Nga,
uma linhagem de camundongos que sob condicdes convencionais, mas ndo

na condicdo SPF (specific-pathogen-free), desenvolvem espontaneamente



sinais de dermatite atdpica, semelhantes aos sintomas observados em pacientes
atdpicos, como por exemplo, prurido e lesdes na pele (Takano et al., 2003).
Sendo assim, pode-se sugerir que o efeito anti-pruriginoso da dexametasona
observado neste estudo seja decorrente da sua acdo antinflamatdria,
possivelmente por inibir a sintese de proteinas com acdo pruriginosa em células
residentes da pele. De fato, células neuronais, queratindcitos, mastdcitos, células
endoteliais, células de Langerhans, células Merkel e fibroblastos sdo células
presentes na pele que expressam e liberam uma grande variedade de
mediadores e proteinas, com potencial nociceptivo ou pruriginoso. Dentre estas
moléculas destacam-se: citocinas pré-inflamatérias  (INFa e IL-1B),
neuropeptideos (SP, NKA e CGRP), neurotrofinas (NGF, BDNF e neurotrofina 4),
ciclooxigenase (COX)-2 e seus produtos (PGEz), horménio liberarador de
corticotropina (CRH), polipeptideo ativador da adenilato ciclase pituitdria
(PACAP), pré-opiomelanocortina (POMC), polipeptideo intestinal vasoativo (VIP),
endotelinas e proteases (para revisdo, ver Paus et al., 2006; Steinhoff et al., 2006).

As enzimas COX-1 e COX-2 sdo responsdveis pela producdo de
prostandides a partir do dcido araquidénico. No entanto, estas enzimas
apresentam diferencas no perfil de expressdo na maioria dos fecidos do
organismo. Engquanto a COX-1 é geralmente encontrada expressa de forma
constfitutiva na maioria dos tecidos, a enzima COX-2 pode ter sua expressdo
induzida em uma grande variedade de células pela acdo de diferentes
estimulos inflamatdrios (para revisdo, ver Dubois et al., 1998). Alguns estudos tém
demonstrado que a estimulacdo de receptores PAR em tecidos periféricos
causa a ativacdo de enzimas COXs (Macfarlane et al., 2001; Koetzer et al.,

2004). Koetzer e colaboradores (2004) demonstraram que a injecdo i.t. de



agonistas dos receptores PAR-1 e PAR-2 causa liberacdo de PGE2 na medula
espinhal de ratos, contribuindo para a hiperalgesia térmica. Porém, os resultados
do presente trabalho demonstraram que a nocicepcdo espontdnea induzida
pela tripsina parece ndo depender da ativacdo da enzima COX-2. Estes
resultfados confirmam dados prévios da literatura demonstrando que o
fratomento com indometacina (inibidor COX1/COX-2), celecoxibe (inibidor
seletivo da COX-2) ou SC 560 (inibidor seletivo da COX-1) ndo foi capaz de inibir
a nocicepcdo espont@nea induzida pela fripsina injetada por via i.pl. (Paszcuk,
2007; Paszcuk et al., 2008). Confrariomente aos resultados obtidos na
nocicepcdo, o comportamento pruriginoso induzido pela fripsina, no presente
frabalho, foi prevenido pelo pré-tfratamento com celecoxibe, mas ndo com o
inibidor seletivo da COX-1 (SC 560). Em conformidade com estes resultados, foi
demonstrado recentemente que a trombina e tripsina induzem aumento da
expressdo do RNAmM e da proteina para a enzima COX-2, sem interferir com @
expressdo da COX-1, em células endoteliais e pulmonares humanas (Chambers
et al., 2003; Syeda et al., 2006).

Previamente, foi relatado que a PGE; é capaz de causar sensacdo de
coceira quando aplicada por iontoforese na pele de pacientes com dermatite
atépica, ou até mesmo em voluntdrios sauddveis (Neisius et al., 2002). Além
disso, afravés de estudos de microneurografia, foi verificado que a aplicacdo de
PGE; na pele de voluntdrios sadios pode ativar fibras sensiveis a histamina e
insensiveis a estimulos mecdnicos, causando sensacdo de coceira (Schmelz et
al., 2003). Ademais, tem sido descrito que a PGE, pode induzr liberacdo de
neurotfrofinas a partir queratindcitos, um evento que € importante para a

fransmissdo da sensacdo de coceira para o sistema nervoso (Kanda et al., 2005;



Steinhoff et al., 2006). No entanto, a injecdo i.d. deste prostandide em
camundongos ndo é capaz de causar comportamento pruriginoso, € o pré-
fratamento com o inibidor ndo seletivo de COX, indometacina, ndo foi efetivo
sobre a coceira induzida pelo composto 48/80 ou histamina em camundongos
(Inagaki et al., 2002; Arai et al., 2004). Todavia, a aplicacdo tépica de PGE; ou
de PGDz nos olhos de cobaias promove reflexo de cocar, uma resposta também
evocada pela administracdo de histamina, mas ndo de dcido acético, neste
mesmo modelo (Woodward et al., 1995). Estudos em camundongos NC/Nga
com dermatite espontdnea ou induzida por hapteno, verificaram aumento
expressivo nos niveis cut@neos de alguns prostandides (PGE;, 6-queto-PGFiq €
PGF2q); no entanto, foi observada diminuicdo na concentracdo PGD; (Sugimoto
et al., 2005). Alguns estudos tém sugerido papel importante para a PGD; e seu
receptor DP1, na prevencdo do comportamento pruriginoso em modelos de
dermatite atépica em camundongos (Arai et al., 2004; Takaoka et al., 2006).
Dados recentes demonstraram que o bloqueio farmacoldégico, empregando
inibidores seletivos, ou genético, utilizando RNA de interferéncia (RNAIi) da
enzima COX-1, aumenta a coceira em camundongos NC/Nga, sugerindo uma
relacdo deste fendbmeno com a diminuicdo da producdo de PGD2 na pele
(Sugimoto et al., 2006; Inoue et al., 2007).

Os resultados obtidos no presente estudo com os antiinflamatdrios
esteroidal e ndo-esteroidais nos comportamentos pruriginoso e nociceptivo
induzidos pela tripsina, indicam a existéncia de diferencas farmacoldgicas entre
estes dois modelos, uma vez que o tfratamento com ambas as classes de
antiinflamatdrios foi eficaz sobre a coceira, porém ndo interferiu com a

nocicepcdo induzida pela enzima. E possivel inferir que a auséncia de efeito



para ambas as classes de antiinflamatdrios sobre a nocicepcdo esteja
relacionada com a curta duracdo desta reposta, pois em um periodo de 10 min
seria pouco provAvel haver sintese expressiva de novas proteinas inflamatdrias,
como por exemplo da COX-2, ao passo que no modelo de prurido a
probabilidade de tal fendbmeno ocorrer € muito maior. No entanto, pode-se
sugerir ainda que as diferencas observadas entre os dois modelos sejam
resultantes da presenca de diferentes tipos de células residentes, mediadores
celulares e/ou subtipos de neurbnios sensoriqis, na derme (dorso) e tecido
subcutdneo (pata), o que poderia diferenciar o perfil de ambas as respostas.
Desse modo, estes resultados corroboram aqueles obtidos com as drogas que
interferem com o sistema opioidérgico e sustentam a hipdtese a respeito do
envolvimento preferencial de componentes pruriceptivos no comportamento
de cocar induzido pela tfripsina em camundongos.

Os mastocitos sdo células imunes residentes da pele implicadas no
desencadeamento de processos nociceptivos e pruriginosos (Sugimoto et al.,
1998; Parada et al., 2001; Rukwied et al., 2000; Yamashita et al., 2005; Barbara et
al., 2007; Paszcuk et al., 2008; Marotta et al., 2009). E importante mencionar que
estas células podem expressar o receptor PAR-2 (D'Andrea et al., 2000), cuja
ativacdo induz a degranulacdo e a liberacdo de mediadores mastocitdrios. Os
mastocitos estocam e liberam de seus grénulos intracelulares uma grande
variedade de subst@ncias com expressiva acdo pruriginosa e/ou nociceptiva,
como histamina, 5-HT, SP, prostandides, catepsinas, triptase e quimase. Além
disso, perifericamente, os mastécitos estdo localizados proximos a  vasos
sanguineos e terminacdes nervosas livres, o que favorece o envolvimento de

seus mediadores em processos inflamatdrios, dolorosos ou pruriginosos (Toyoda



et al., 2000; Barbara et al., 2007; para revisdo, ver Yong et al., 1997; Metcalfe et
al., 1997). Uma vez liberados, os produtos de degranulacdo de mastocitos
podem causar ativacdo e/ou sensibilizacdo de fibras nervosas sensoriqis, com
consequente liberacdo de neuropeptideos, tais como SP e CGRP, levando ao
quadro de inflamacdo neurogénica (para revisdo, ver Zegarska et al., 2006).
Desse modo, os mastécitos podem desempenhar um papel central na
patofisiologia da sensagcdo de coceira. Confirmando estas evidéncias, os
resultados do presente trabalho sugerem um papel crucial para os mastoctios
no comportamento de cocar induzido pela tripsina em camundongos, uma vez
que o pré-tratamento didrio com o estabilizador da membrana de mastocitos,
cromoglicato de sdédio, ou com o degranulador de mastdcitos, composto 48/80,
foi capaz de bloquear parcialmente a resposta pruriginosa da enzima. Estes
resultfados confirmam dados prévios demonstrando o envolvimento de
mastoécitos no comportamento de cocar induzido por diferentes agentes em
roedores (Sugimoto et al., 1998; Yamashita et al., 2005; Trentin, 2006; Yamashita
et al., 2007). Curiosamente, a nocicepcdo espont@nea induzida pelo fragmento
SLIGRL-NH2, em ratos € um evento independente da degranulacdo de
mastocitos (Kawabata et al., 2001a; 2002). No entanto, um estudo recente do
Nosso grupo demonstrou que os efeitos nociceptivos da tripsina administrada na
pata de camundongos, sdo reduzidos pelo pré-tratamento com composto
48/80 ou com cromoglicato de sédio (Paszcuk et al., 2008).

A histamina é o mediador mastdcitdrio melhor conhecido por causar
coceira em humanos (Schmelz et al., 1997; 2003; Rukwied et al., 2000; Andrew e
Craig, 2001) e em animais de experimentacdo (Kuraishi et al., 1995; Han et al.,

2006; Shim et al., 2007; Shimada et al., 2008). A participacdo do receptor Hy para



a histamina na coceira tem sido extensivamente estudada e caracterizada em
diferentes condicdes experimentais, tanfo em humanos quanto em roedores
(para revisdo, ver Shim e Oh, 2008). Os antagonistas do receptor Hi, 0s
chamados anti-histaminicos, sdo amplamente usados no alivio da coceira
associada com algumas condicdes clinicas, apesar da ineficiéncia do
fratamento para alguns pacientes (para revisdo ver Klein ef al., 1999; Herman e
Vender, 2003; Cies e Giamalis, 2007). Além disso, a eficdcia destes compostos é
controversa, uma vez que alguns estudos sugerem que estes efeitos sejam
dependentes da acdo sedativa dos anti-histaminicos, enquanto que outros
frabalhos mostram que moléculas incapazes de atravessar a barreira
hematoencefdlica (BBB) sdo igualmente eficazes (Klein et al., 1999). Em modelos
animais de prurido agudo, o bloqueio farmacolégico do receptor Hi, pelo
emprego de antagonistas seletivos capazes de atravessar a BBB, mas ndo pelo
uso de compostos ndo-sedativos, foi capaz de interferir com o comportamento
de cocar induzido pela histamina ou composto 48/80 (Sugimoto et al., 1998; Bell
et al., 2004; Dunford et al., 2007). Ainda, € importante mencionar que a
administracdo i.d. do agonista seletivo para o receptor Hi (HTMT) produz
comportamento de cocar em camundongos, uma resposta que depende da
atfivacdo de receptores H; localizados em fibras sensoriqis do tipo C e da
ativacdo da FLCB3 (Bell et al., 2004; Han et al., 2006). Os resultados do presente
tfrabalho indicam que o comportamento pruriginoso deflagrado pelos agonistas
do PAR-2 é independente do receptor H; para a histamina, uma vez que o pré-
tratamento com os anti-histaminicos, pirlamina (sedativo) ou loratadina (ndo-
sedativo), ndo foi capaz de interferir com a resposta aos agonistas. Confirmando

estes resultados, dados recentes da literatura demonstram que o tratamento



com antagonistas seletivos para o receptor H; histaminérgico é ineficaz sobre a
coceira induzida pelo fragmento agonista do PAR-2, SLIGRL-NH2 (Shimada et al.,
2006; Tsujii et al., 2008). Além disso, outros modelos experimentais de prurido
agudo em roedores parecem ser independentes de mecanismos
histaminérgicos, mediados pelo receptor H; (Hayashi et al., 2001; Andoh et al.,
2002). Cabe destacar que a nocicepcdo esponté@nea induzida pela injecdo i.pl.
de tripsina em camundongos é independente do receptor H; histaminérgico
(Paszcuk, 2007). Com base nestes resultados, € possivel inferir que a
administracdo i.d. de agonistas do PAR-2 pode ser utilizada como um modelo
experimental de prurido, visando a triagem de novas abordagens terapéuticas
destinadas a condicdes clinicas onde os anti-histaminicos ndo apresentam
eficacia desejada.

A principal funcdo fisiolégica do receptor Hp para a histamina é regular
a liberacdo de dcido gdastrico no estbmago (Parsons e Ganellin, 2006), embora
alguns estudos também tenham sugerido o envolvimento deste receptor no
prurido (Hagermark et al., 1979; Davies et al., 1980). No entanto, a administracdo
i.d. de dimaprite, agonista seletivo para o receptor Hz, ndo causou
comportamento sugestivo de prurido em camundongos (Bell et al., 2004). Além
disso, 0os antagonistas seletivos para os receptores Hp, cimetidina ou ranitiding,
ndo sdo capazes de blogquear o comportamento pruriginoso induzido pela
administracdo i.d. de histamina (Bell et al., 2004; Dunford et al., 2007). Estes
dados da literatura sugerem uma participacdo inexpressiva do receptor H, na
fransmiss@o da coceira em roedores, bem como ddo suporte para os resultados
aqui apresentados. Desta forma, no presente trabalho foi verificado que ambos

os antagonistas Hz, cimetidina e ranitidina, em doses apropriadas, ndo foram



eficazes sobre o comportamento de cocar induzido pela tripsina, sugerindo que
esta resposta é independente da ativacdo deste receptor.

Recentemente, alguns trabalhos demonstraram o envolvimento do
recepfor Hsz histaminérgico em modelos de prurido agudo em animais de
experimentacdo. No entanto, esta resposta € causada pelo blogueio, e ndo
pela ativacdo, do receptor Hs (Sugimoto ef al., 2000; 2004; Hossen et al., 2003;
2006). No presente trabalho, o pré-tratamento sistémico com iodofenpropite,
antagonista seletivo para o receptor Hs histaminérgico, em dose adequada,
ndo foi capaz de interferir significativamente com a resposta pruriceptiva
evocada pela fripsina. Dados da literatura tem demonstrado que a
administracdo i.d. no dorso de camundongos de antagonistas seletivos para o
receptor Hi, mas ndo do agonista seletivo, causa acessos de coceira ao sitio
injetado, uma resposta que parece ser independente de mastdcitos e de
histamina (Sugimoto et al., 2000; 2004; Hossen et al., 2003), mas que envolve a
participacdo de SP e do seu receptor NK; (Hossen et al., 2006). Além disso,
Hossen e colaboradores (2004) reportaram que o tratamento sistémico com o
agonista seletivo para o receptor Hs (a-metil-histamina) previne de maneira
dependente da dose o comportamento de cocar induzido pelos antagonistas
Hs, tioperamida e AQO0145. Uma possivel explicacdo para este fendmeno
consiste no fato de que o receptor Hs, expresso em células neuronais e
localizado pré-sinapticamente, atua como um auto-receptor regulando a
liberacdo de histamina e de outros neurotransmissores (Parsons e Ganellin, 2006;
Thurmond et al., 2008). Desse modo, a participacdo do receptor Hz na resposta
pruriginosa induzida pelos agonistas do PAR-2 ndo pode ser completamente

descartada, uma vez que o emprego de um agonista seletivo para este



receptor ndo foi averiguado e parece ser uma estratégia farmacoldgica
adequada para se estudar a participacdo deste receptor em respostas
pruriginosas.

A descoberta de um novo subtipo de receptor para a histamina, o
receptor Hs, foi recentemente descrita (Oda et al., 2000). Este receptor vem
sendo considerado como um alvo promissor no desenvolvimento de novos anti-
histaminicos para o tratamento de condicdes inflamatdrias, alérgicas e
pruriginosas (para revisdo, ver Thurmond et al., 2008). Os dados do presente
estudo sugerem o envolvimento do receptor Hs histaminérgico no
comportamento de cocar induzido pelos agonistas do PAR-2, uma vez que o
pré-tratamento com tioperamida, antagonista ndo-seletivo dos receptores Hz e
Hs, mas ndo com iodofenpropite, antagonista seletivo para o receptor Hs,
interferiu significativamente com a resposta pruriginosa causada por estes
agentes. Previamente, Bell e colaboradores (2004), utilizando tioperamida como
ferramenta  farmacoldgica, sugeriram o envolvimento do receptor Hg
histaminérgico no comportamento de cocar induzido pela histamina em
camundongos. Posteriormente, Dunford e colaboradores (2007) verificaram a
eficacia do antagonista seletivo para o receptor Hs, JNJ7777120, no prurido
experimental induzido pela histamina ou pelo composto 48/80. Além disso,
animais com delecdo génica para o receptor Hs apresentaram menor resposta
pruriginosa em comparacdo aos animais selvagens apds a injecdo i.d. de
histamina ou composto 48/80 (Dunford et al., 2007). Em uma publicacdo atual,
Rossbach e colaboradores (2008) verificaram que o tratamento com JNJ7777120
foi eficaz em prevenir o prurido associado ao modelo de dermatite atdpica

induzida por hapteno. Além disso, estes estudos tém sugerido que a



combinacdo entre antagonistas para os receptores Hy e Hs pode constituir uma
alternativa mais eficaz sobre o comportamento pruriginoso deflagrado por
diferentes agentes, em comparacdo ao monotratamento (Dunford et al., 2007;
Rossbach et al., 2008).

A 5-HT, também encontrada em mastocitos, pode causar excitacdo
de fibras sensorias do tipo C (Beck e Handwerker, 1974, citado por StGnder et al.,
2003), contribuindo para estados nociceptivos (Kayser et al., 2007). Além disso,
este mediador pode causar prurido quando injetado ou aplicado por
iontoforese em humanos ou, quando administrado por via i.d. em camundongos
(Yamaguchi et al., 1999; Thomsen et al., 2001; 2002). No entanto, este efeito da
5-HT em roedeores parece ndo depender de fibras sensoriqis que expressam
receptores TRPV1 (Shim et al., 2007). Em humanos, a coceira induzida pela 5-HT
parece ser mediada pela ativacdo de receptores 5-HTz; apesar disso,
antagonistas selefivos para este receptor ndo apresentaram eficdcia em
estudos clinicos (Murphy et al., 2003; Weisshaar et al., 2003, citados por Sténder
et al., 2003). Curiosamente, o efeito pruriginoso da 5-HT em roedores parece ser
dependente de receptores 5-HT, cut@neos, mas ndo do subtipo 5-HTs
(Yamaguchi et al., 1999; Nojima et al., 2003). De fato, o pré-tfratamento com
ciproeptadina, antagonista misto de receptores serotoninérgicos (5-HT2/5-HTic) e
histaminérgicos (Hi), bloqueou a resposta pruriceptiva induzida por diferentes
estimulos em camundongos (Inagaki et al., 2002; Yamashita et al., 2007; Kim et
al., 2008). Neste estudo, também observamos um possivel envolvimento da 5-HT
no prurido induzido pela ftripsina, uma vez que o pré-tratamento com
ciproeptadina, mas ndo com pirlamina ou loratadina, preveniu de modo

significativo a resposta da enzima. Assim, os resultados do presente trabalho



confrmam e estendem os dados da literatura acerca do envolvimento de
receptores 5-HT, serofoninérgicos na resposta pruriginosa em camundongos.

A liberacdo proteases mastocitdrias, como quimase, catepsina G,
calicreinas e principalmente triptase, pode contribuir para a coceira (Steinhoff
et al., 2003; Ui et al., 2006). Previamente, foi demonstrado que a administracdo
de quimase na pele pode causar sensacdo de coceira em humanos
(Hagermark et al., 1972). Do mesmo modo, a injecdo i.d. de ftripsina em
voluntdrios sauddveis causa prurido, ainda que em menor intensidade que a
histamina (Thomsen et al., 2002). Os resultados deste estudo indicam o
envolvimento de proteases no comportamento de cocar induzido por ambos 0s
ativadores do PAR-2, uma vez que o fratamento sistémico com o inibidor ndo
seletivo de proteases, gabexato mesilato, inibiu a coceira induzida por estes
agentes. Inicialmente, seria possivel sugerir que o efeito do gabexato sobre o
modelo da ftripsina estaria associado com a inibicdo do préprio agente
pruriginoso. No entanto, a eficdcia deste inibidor contra a agcdo pruriginosa do
agonista SLIGRL-NH2, sugere o envolvimento da liberacdo adicional de
proteases, possivelmente de origem mastocitdria. Ui e colaboradores (2006)
verificaram que a administracdo i.d. de triptase, mas ndo de quimase, no dorso
de camundongos produziu comportamento sugestivo de coceira e que essa
resposta é inibida pelo pré-tratamento sistémico um inibidor de serino-proteases.
Além disso, estes autores também sugeriram um importante papel para
proteases liberadas por mastdcitos, via ativacdo do PAR-2, na génese do
comportamento pruriginoso induzido pelo composto 48/80 (Ui ef al., 2006).
Recentemente, foi sugerido o potencial anti-pruriginoso de inibidores para a

quimase em um modelo de dermatite atdpica em camundongos (Terakawa et



al., 2008). Por fim, o envolvimento de calicreinas na coceira induzida por
deoxicolato de sdédio em ratos foi previamente proposto (Hayashi e Majima,
1999). Curiosamente, foi demonstrado que algumas isoformas de calicreinas,
presentes na epiderme de humanos, podem ativar o receptor PAR-2 in vifro
(Stefansson et al., 2006). Ademias, camundongos frangénicos super-expressando
a cadalicreina-7 epidérmica apresentam comportamento pruriginoso (Hy e
Egelrud, 2004). Em conjunto com os dados da literatura, os resultados do
presente estudo sugerem a existéncia de um fenémeno ciclico de liberacdo de
proteases que contribui para o processo pruriginoso. Nesse sentido, pode-se
propor que a liberacdo ou aplicacdo de proteases na pele, principalmente de
triptase de mastdcitos, leva a degranulacdo destas células, possivelmente via
clivagem e ativacd@o do PAR-2, com consequente liberacdo adicional de outras
enzimas proteoliticas que intensificam a resposta pruriginosa.

O receptor PAR-2 € expresso em neurdnios sensoriais ndo-mielinizados
de pequeno e médio didmetro, co-localizado com o receptor TRPV1 e com
neuropeptideos, tais como SP e CGRP (Steinhoff et al., 2000; Amadesi et al.,
2004). Recentemente, foi demonstrado que agonistas do PAR-2 podem
sensibilizar o receptor TRPV1 e causar excitacdo neuronal (Amadesi et al., 2004;
2006). Estes achados ddo suporte para o envolvimento do PAR-2 nos fendmenos
de nocicepcdo e hiperalgesia descritos previamente (Hoogerwerf et al., 2001;
Kawabata et al., 2001a; Vergnolle et al., 2001). Além disso, estudos em humanos
e em animais de experimentacdo sugerem a existéncia de um subftipo de fibra
C especializada na conducdo da sensacdo de coceira (Schmelz et al., 1997;
Andrew e Craig, 2001). Sendo assim, neste estudo, a fim de verificar o

envolvimento de fibras sensoriais do fipo C na resposta comportamental de



cocar causada pelos agonistas do PAR-2, camundongos foram submetidos ao
protocolo de dessensibilizacdo neonatal com capsaicina ou ao tratamento
adulto com RTX, um andlago ultrapotente da capsaicina. Ambas estratégias
farmacoldgicas causam dessensibilizacdo de fibras sensorias que expressam o
receptor TRPV1 (predominantemente fibras C), podendo até mesmo ocorrer
degeneracdo irreversivel de ferminais nervosos. Os achados do presente
trabalho fornecem evidéncias sugerindo o envolvimento de fibras sensiveis &
capsaicina na resposta pruriginosa induzida pelos agonistas do PAR-2 em
camundongos, uma vez que a dessensibilizacdo neonatal preveniu 0s acessos
de coceira induzidos pela tripsina, assim como o fratamento com RTX reduziu o
prurido induzido pelo SLIGRL-NH,. Estes resultados estdo de acordo com dados
prévios demonstrando que a dessensibilizacdo neonatal com capsaicina
preveniu o comportamento pruriginoso induzido pela histamina, composto 48/80
e endofelina em camundongos (Trentin, 2006). Além disso, a resposta pruriginosa
evocada pela histamina em roedores € dependente de receptores H;
localizados em fibras C sensoriais (Han et al., 2006).

O papel de fibras sensoriais do tipo C no prurido desencadeado pela
ativacdo do receptor PAR-2 também foi confirmado pela caracterizacdo do
envolvimento do receptor TRPV1 neste modelo. O tratamento sistémico ou local
com SB366791, antagonista seletivo para o receptor TRPVI, reduziu
significativamente as respostas induzidas pela tripsina ou pelo fragmento
pepftidico SLIGRL-NH,. Confirmando estes resultados, animais com delecdo
génica para o receptor TRPV1 (TRPV1/-) apresentaram menor comportamento
pruriginoso em comparacdo ao grupo confrole selvagem (TRPV1+/+). De maneira

relevante, Shim e colaboradores (2007), através do emprego ferramentas



farmacoldgicas e genéticas (animains TRPV1+/-), demonstraram que o prurido
provocado pela histamina em camundongos € mediado pelo receptor TRPVI,
via ativacdo de fosfolipase Az e lipoxigenase. Além disso, estes autores também
demonstraram que a atfivacdo do TRPV1 pela histamina em neurdnios sensoriqis
€ mediada pela sintese do dcido 12-hidroperoxieicosatetraenoico (12-HPETE),
um metabdlito da 12-lipoxigenase e ativador enddgeno do TRPV1 (Hwang et al.,
2000; Shim et al., 2007). Concordando com estes achados, foi previomente
demonstrado que a injecdo i.d. de 12-HPETE evocou comportamento de cocar
em camundongos (Kim et al., 2007). Enfretanto, esta relacdo entre TRPV1 e 12-
HPETE & contfroversa, uma vez que o prurido induzido por 12-HPETE ndo foi
blogueado pelo fratamento com capsazepina, um antagonista para o TRPV1
(Kim et al., 2008). Porém, o tratamento tépico com capsaicina reduz 0s acessos
de coceira induzidos por 12-HPETE (Kim et al., 2007), possivelmente pela
dessensibilizacdo do TRPVI1. A aplicacdo topica de cremes a base de
capsaicina tém sido utilizada como uma alternativa para o alivio da coceira
associada com algumas condicoes clinicas (Stander et al., 2001). Ainda, é
relevante mencionar que o comportamento nociceptivo gerado pela injecdo
i.pl. de tripsina em camundongos € dependente da ativacdo do receptor
TRPVI1, j&@ que o antagonista seletivo para este receptor, SB366791, reverte
parcialmente a nocicepcdo espont@nea induzida pela enzima. Todavia, em
confronto com estes dados, Kawao e colaboradores (2002) demonstraram que
o comportamento nociceptivo gerado pela administracdo i.pl. do peptideo
SLIGRL-NH2 em ratos ndo foi alterado pelo tratamento com capsazepina. Os
resultados aqui apresentados confirmam e ampliaom dados prévios da literatura

relacionados com o envolvimento de fibras sensoriais do tipo C e do receptor



TRPV1 na resposta comportamental desencadeada por agentes pruriginosos em
roedores, € mais uma vez demonstram a participacdo do TRPV1 nas respostas
sensoriais desencadeadas pela ativacdo do receptor PAR-2.

Estd bem documentado na literatura o envolvimento de mediadores
da inflamacdo neurogénica, como SP e CGRP, nas respostas inflamatdrias e
nociceptivas mediadas pelo recepotor PAR-2 (Steinhoff et al., 2000; Kawabata
et al., 2001a; Hoogerwerf et al., 2001; Amadesi et al., 2004; 2006; Su et al., 2005;
Obreja et al., 2006). Em uma recente publicacdo do nosso grupo, Paszcuk e
colaboradores (2008) demonstraram que o licking induzido pela ftripsina é
dependente dos neuropeptideos NKA e NKB, SP e CGRP. Além disso, a
contribuicdo de neuropetideos para coceira associada a diferentes condicoes
clinicas, como dermatite atdpica ou psoriase, tém sido extensivamente
estudada (Glinski et al., 1994; Ostlere et al., 1995; Thomsen et al., 2002; Remrdd et
al., 2007). Ainda, a participacdo destes mediadores em modelos experimentais
de prurido em roedores também foi relatada recentemente (Costa et al., 2005;
Yamaoka et al., 2007; Yamaoka e Kawana, 2007a; 2007b). Em conformidade
com os dados da literatura, os resultados do presente frabalho demonstram que
o pré-tfratamento sistémico com antagonistas dos receptores para SP (receptor
NK1), NKB (receptor NK3z) e CGRP (receptor CGRP;), mas ndo para NKA (receptor
NK2), preveniu os acessos de coceira induzidos pela tripsina em camundongos.
Estes neuropetideos parecem estar envolvidos localmente, j& que o co-
tratamento i.d. com os antagonistas dos receptores NK; ou CGRP; também
inibiram a cocadura induzida pelo fragmento peptidico SLIGRL-NH,. Estes dados
estdo de acordo com resultados prévios demonstrando que ativadores de

receptores PAR, fripsina e trombina, podem estimular diretamente a liberacdo



de NKs e CGRP a partir da pele de ratos (Obreja et al., 2006). Vale mencionar
que tripsina e friptase, atuando sobre receptores PAR-2, estimulam a liberacdo
de neuropeptideos a partir de fatias da medula espinhal de roedores (Steinhoff
et al., 2000; Hoogerwerf et al., 2001; Amadesi et al., 2004; 2006).

Diversos trabalhos tém demonstrado que a administracdo i.d. de SP
causa comportamento pruriginoso em camundongos € coceira em humanos
(Kuraishi et al., 1995; Andoh e Kuraishi, 2003; Thomsen et al., 2002; Takubo et al.,
2006; Hosogi et al., 2006). Em roedores, esse efeito € mediado pelo receptor NK;
e parece depender da producdo de leucotrieno B4, via atfivacdo da 5-
lipoxigenase, bem como da producdo de oxido nitrico (Andoh et al., 2001;
Andoh e Kuraishi, 2003; 2006). Além disso, o efeito pruriginoso da SP em
camundongos é dependente de receptores opoidides do tipo u e k localizados
em nivel supraespinhal (Togashi et al., 2002; Umeuchi et al., 2003). O papel da SP
também foi demonstrado em modelos de coceira em camundongos induzida
pela injecdo i.d. de 5-HT, do veneno da aranha Phoneutria nigriventer, de
antagonistas do receptor Hs histaminérgico, ou ainda pela estimulacdo
mecanica da pele (Cuellar et al., 2002; Costa et al., 2005; Hossen et al., 2006;
Yamaoka e Kawana, 2007a; 2007b; Yamaoka et al., 2007). Além disso, o
envolvimento deste neuropeptideo no prurido relacionado ao modelo de
dermatite atopica em camundongos NC/Nga fambém foi previamente
demonstrado (Ohmura et al., 2004).

Embora SP e CGRP normalmente atuem em conjunto em estados
inflamatdrios e nociceptivos, j& que estdo co-localizados em fibras sensoriais
peptidérgicas e a liberacdo de um é frequentemente acompanha da liberacdo

do outro (para revisdo ver Zegarska et al., 2006), e apesar de algumas



evidéncias sugerindo um papel relevante para o CGRP em condicoes
pruriginosas em humanos (Abadia-Molina et al., 1992), poucos trabalhos
demonstram o envolvimento deste neuropeptideo em modelos animais de
prurido (Stander et al., 2006; Yamaoka et al., 2007). Além disso, ao que parece,
estudos avaliando os efeitos da administracdo i.d. de CGRP sobre a coceira em
humanos ou comportamento de cocar em camundongos ainda ndo foram
realizados. No entanto, foi sugerido recentemente que a liberacdo de CGRP,
em combinacdo com SP, pode ser responsdvel pelo prurido inicial (efeito
adverso) observado apds a aplicacdo tépica dos inibidores da calcineuring,
pimecrolimus e facrolimus (Stdnder et al., 2006), uma nova classe de
antiinflamatdrios eficientes no tratamento da inflamagdo e prurido associados
com a dermatite atdpica. Curiosamente, foi demonstrado que a estimulacdo
mecdnica da pele é capaz de gerar comportamento pruriginoso em
camundongos, acompanhado de aumento da imuno-reatividade para SP e
CGRP (Yamaoka et al., 2007). No entanto, apesar da resposta pruriginosa neste
modelo ser reduzida pelo tratamento com o antagoninsta para o receptor NKj,
L-703606, a administracdo do antagonista seletivo para o receptor CGRP;,
fragmento CGRPg37, ndo altera o comportamento de cocar induzido pelo atrito
da pele (Yamaoka e Kawana, 20074a).

Um papel menos relevante para as NKA e NKB no prurido tem sido
relatado, e estudos em animais de experimentacdo relacionando o
envolvimento destas taquicininas com o comportamento pruriginoso ndo foram
demonstrados. Apesar da falta de eficdcia do tratamento com o antagonista
seletivo para o receptor NKz, observada neste estudo, a premissa do

envolvimento da NKA nas acdes pruriginosas desencadeadas pela ativagcdo do



PAR-2 é sustentada por dados prévios demonstrando o envolvimento do
receptor NKz na resposta contrdtil da musculatura lisa intestinal (in vitro) induzida
pela tripsina ou pelo SLIGRL-NH2, ou na secrecdo gdstrica em ratos induzida pelo
peptideo agonista do PAR-2 (Kawabata et al., 2001b, Zhao e Shea-Donohue,
2003). Além disso, Thomsen e colaboradores (2002) relataram que a
administracdo i.d. de NKA na pele ndo inflamada de humanos causa coceirq,
embora esse efeito seja menos pronunciado do que aquele obtido para a
histamina ou SP. No entanto, estes autores também demonstraram que a
aplicacdo de NKB ndo é capaz de causar os mesmos efeitos (Thomsen et al.,
2002). Contudo, os resultados deste trabalho demonstram um papel relevante
para a NKB na coceira desencadeada pela ativacdo do PAR-2 em
camundongos, e parecem ser os primeiros dados da literatura sugerindo a
participacdo deste peptideo, e do seu receptor NKs, nos efeitos celulares
mediados por este receptor.

Trabalhos tém sugerido o envolvimento do sistema calicreina-cininas
na fisiopatologia da coceira (Rajakulasingam et al., 1991; Hayashi e Majima,
1999; Schmelz ef al., 2003; Hosogi et al., 2006). Estudos em camundongos,
realizados por Hayashi e Majima (1999), demonstraram que o comportamento
pruriginoso induzido pela administracdo i.d. de deoxicolato de sédio no dorso de
camundongos conta com a importante participacdo de componentes do
sistema calicreinas-cininas. Estes autores verificaram que o tratamento com
antagonistas seletivos para o B2R, Hoe 140 ou FR173657, previne os acessos de
coceira induzidos pelo deoxicolato de sddio. Ainda, o envolvimento de
cininogénios, calicreina tecidual e cininases também foi sugerido por estes

autores (Hayashi e Majima, 1999). No presente trabalho, foi verificado que o pré-



fratamento sistémico de camundongos Swiss com os antagonistas seletivos
pepftidico e ndo-peptidico do BR para as cininas, Hoe 140 e FR173657,
respectivamente, foi capaz de prevenir os acessos de coceira induzidos pelos
distinfos agonistas do receptor PAR-2. Confirmando estes resultados, animais
com delecdo do gene para o BoR (B2R/7) apresentaram diminuicdo expressiva
do comportamento pruriginoso induzido por estes mesmos agentes, quando
comparados aos animais selvagens (BaR*/*).

Os resultados do presente trabalho constataram também a
participacdo do B2R na nocicepcdo espontdnea induzida pela administracdo
i.pl. de fripsina, uma vez que animais nocaute para este receptor apresentaram
reducdo no tempo de lamber a pata injetada quando comparados ao grupo
confrole. Estes resultados confirmam os dados de uma publicacdo recente do
Nnosso grupo, demonstrando que o tratamento com FR173657, antagonista
selefivo do BoR, inibiu 0 comportamento nociceptivo induzido pela fripsina em
camundongos (Paszcuk et al., 2008). De modo relevante, o envolvimento do B2R
para as cininas na hiperalgesia colénica induzida por agonistas do PAR-2 foi
previamente sugerido (Kawabata et al., 2006). Ademais diversos trabalhos da
literatura tém demonstrado a confribuicdo do B;R cininérgico para a
nocicepcdo induzida por diferentes agentes em roedores (Corréa et al., 1996;
Griesbacher et al., 1998; Campos et al., 1999; Chichorro ef al., 1999; Ferreira et
al., 2005). De modo interessante, estudos utilizando animais nocaute para os B2R,
verificaram a participacdo deste receptor no comportamento nociceptivo
induzido pela injecdo i.pl. de agonistas do B2R, mas ndo de formalina (primeira e

seguda fases), em camundongos (Boyce et al., 1996; Rupniak et al., 1997).



No presente trabalho, o tfratamento com, Hoe 140, antagonista seletivo
para o BoR, administrado por diferentes vias (i.d., i.t. oui.c.v.), revelou importante
confribuicdo destes receptores localizados na pele (via i.d.) e, principalmente
na medula espinhal (via i.t.), mas ndo em niveis supra-espinhais (via i.c.v.), na
resposta pruriginosa desencadeada pelo agonista do PAR-2. Embora estudos
investigando o possivel efeito pruriginoso da injecdo i.d. de agonistas do B2R em
animais de experimentacdo ainda ndo tenham sido realizados, a injecdo i.pl. de
BK ou de Tyr8-BK, agonistas seletivos para o B2R, causou nocicepcdo esponténea
em camundongos ou ratos, uma resposta que parece ser mediada por BsR
constitutivos na periferia (Boyce et al., 1996; Griesbacher et al., 1998; Campos et
al., 1999; Ferreira et al., 2004). O comportamento nociceptivo induzido pela
injecdo de formalina ou PMA na pata de camundongos também parece ser
mediado por B;R constitutivos localizados na pele (Corréa et al., 1996; Ferreira et
al., 2005).

Existem evidéncias demonstrando que a BK pode ser produzida, a
partir do cininogénio, pela acdo proteolitica da triptase de mastocitos (Kozik et
al., 1998), e de promover degranulacdo mastocitaria. Os mastdcitos, células
importantes nos processos pruriginosos, também podem liberar calicreinas
(Imamura et al., 2004), as quais também podem ser responsdveis pela producdo
local de BK. Vdrios estimulos inflamatdrios podem levar a liberacdo e/ou
producdo local de BK ou calidina que, atuando sobre BoR constitutivos presentes
em fibras C e AS, podem ativar e/ou sensibilizar diretamente os nociceptores ou,
ainda, através da liberacdo de outros mediadores de células neuronais € ndo-
neuronais, como PGs, citfocinas ou oxido nifrico. Ainda, as cininas atuando sobre

os aferentes primdrios podem causar a liberacdo de neuropeptideos tais como



SP e CGRP, favorecendo o desenvolvimento de inflamacdo neurogénica.
Estudos eletrofisioldgicos demonstraram que a bradicininag, via ativacdo do BoR,
pode sensibilizar o receptor TRPV; indiretamente, por meio da producdo de
substancias enddgenas, como produtos da lipoxigenase e cicloxigenase, ou
ainda por ativar a proteina quinase C (Dray e Perkins, 1997; Calixto et al., 2000;
2001; Couture et al., 2001). Corroborando estes resultados in vitro, Ferreira e
colaboradores (2005) demonstraram que a nocicepc¢do espontdnea induzida
pela injecdo i.pl. de bradicinina em camundongos € mediada pela estimulacdo
do B2R, via ativacdo de fosfolipase C e formacdo de produtos da lipoxigenase.
Os resultados do presente estudo demonstraram que a injecdo i.t. de
Hoe 140, antagonista seletivo para o BzR, causou reducdo expressiva no nimero
de acessos de coceira no sitio injetado com SLIGRL-NHz, uma resposta
compardvel aos efeitos da delecdo génica deste receptor sobre o
comportamento pruriginoso. Estes dados indicam que os B2R localizados na
medula espinhal parecem ser importantes alvos para o desencadeamento da
resposta pruriginosa induzida pela afivacdo do PAR-2 na periferia. De acordo
com estes resultados, foi demostrado previamente por Dray e colaboradores
(1988), a partir de estudos in vitro, que a BK causa despolarizacdo de neurénios
na medula espinhal isolada de ratos neonatos através de BoR. Recentemente,
Ferreira e colaboradores (2004) verificaram que a injecdo it. de agonistas
seletivos dos B2R, BK ou Tyr8-BK, causa hiperalgesia térmica em camundongos.
Além disso, a injecdo i.t. do antagonista seletivo para o B2R Hoe 140 é capaz de
inibir a segunda fase na nocicepcdo espontdnea induzida pela formalina em
ratos, e ambas as fases em camundongos (Chapman e Dickenson, 1992; Ferreira

et al., 2002).



Apesar da eficdcia obtida para os antagonitas do BR sobre o
comportamento pruriginoso desencadeado pelo deoxicolato de sédio em
camundongos (Hayashi e Majima, 1999), este mesmo estudo demonstrou que o
fratamento local com DALBK, antagonista seletivo para o BiR, ndo foi efetivo
sobre a coceira induzida por este agente, excluindo o envolvimento do BiR
nesta resposta comportamental (Hayashi e Majima, 1999). De modo conftrdrio,
os resultados apresentados aqui demonstram o envolvimento do BiR para as
cininas no prurido induzido pelos ativadores do PAR-2, ja que o pré-tratamento
sistémico com SSR24612, antagonista seletivo e ndo-peptidico para o BiR,
embora ndo com DALBK, antagonista seletivo e peptidico, reduziu o nUmero de
acessos de coceira ao sitio injetado com tripsina ou SLIGRL-NH,. Considerando a
natureza peptidica da DALBK pode-se sugerir que a falta de eficacia deste
antagonista seja devido a sua maior instabilidade e suscetibilidade a
degradacdo in vivo. Posteriormente, os resultados farmacoldgicos foram
confirmados pelo emprego de animais nocaute para o BiR (B1R7), nos quais a
administracdo i.d. de agonistas do PAR-2 gerou menor niUmero de acessos de
coceira em comparacdo aos animais selvagens.

Outro resultado interessante obtido neste estudo foi a constatacdo do
envolvimento do BiR para as cininas na nocicepcdo esponténea induzida pela
administracdo i.pl. de fripsina, onde animais nocaute para este BiR (BiR7)
apresentaram reducdo no tempo de lambida da pata injetada quando
comparados aos camundongos controle selvagens. Sendo assim, do mesmo
modo que para o BoR, estes resultados demonstram o envolvimento do BiR ndo
somente no comportamento pruriginoso, mas também na resposta nociceptiva,

desencadeada pela ativacdo do PAR-2. Em uma publicacdo recente do nosso



grupo, Paszcuk e colaboradores (2008) demonstraram que o pré-tratamento
com o antagonista seletivo e ndo-peptidico para os BiR (SSR240612) ndo foi
eficaz sobre o comportamento nociceptivo induzido pela fripsina em
camundongos. A discrepdncia entfre os resulfados acerca do envolvimento do
BiR no licking induzido pela tripsina em ambos os trabalhos, poderia ser atribuida
as diferentes linhagens de camundongos utilizadas, ou seja, animais C57BL/6é
selvagens e nocautes para os receptores cininérgicos, no presente estudo, e
camundongos Swiss no trabalho anteriormente publicado (Paszcuk et al., 2008).
O envolvimento do BiR para as cininas em modelos experimentais
agudos de nocicepcdo tem sido sugerido (para revisdo ver Calixto et al., 2004).
O fratamento com antagonistas seletivos para este receptor foram eficazes
sobre a nocicepcdo orofacial induzida pela formalina em ratos (Chichorro et al.,
1999), e também foram capazes de reduzir a nocicepcdo esponténea induzida
pela injecdo i.pl. de capsaicina, glutamato, formalina (primeira e segunda fase)
ou PMA (Sufka e Roach, 1996; Rupniak et al., 1997; Shibata et al., 1999; Beirith et
al., 2003; Gougat et al., 2004; Ferreira et al., 2008). Ainda, animias nocaute para
o BiR apresentaram comportameno nociceptivo reduzido a aplicacdo i.pl. de
capsaicina, formalina ou PMA (Pesquero et al., 2000; Ferreira et al., 2008). Desde
que o comportamento nociceptivo desencadeado pela maioria destes agentes
tem uma curta duracdo (ndo mais do que 10 min), e pelo fato da administracdo
periférica de agonistas para o BiR raramente causar nocicepcdo em animais
naive (Perkins e Kelly, 1994; Fox et al., 2003; Ferreira et al., 2004), parece
improvavel que a participacdo deste receptor nestes modelos agudos dependa
da sinfese de novo ou de BiR expressos localmente. Sendo assim, pode-se

sugerir o envolvimento de BiR expressos constitutivamente no sistema nervoso



central. A presenca constitutiva do BiR em fibras aferentes nociceptivas, e
diferentes estruturas do sistema nervoso cenftral, relacionadas & transmissdo e a
modulacdo sensorial, tem sido amplamente reportada em diferentes espécies
(para revisdo ver Calixto et al., 2004).

Com base no exposto, pode-se especular que no atual estudo, tanto a
nocicepcdo espont@nea quanto o comportamento pruriginoso evocados pelos
agonistas do PAR-2, sejam mediados por BiR expressos constitutivamente no
sistema nervoso central, particularmente na medula espinhal. Os resulfados aqui
apresentados demonstram ainda que a injecdo i.t., mas ndo i.d. ou i.c.v, do
antagonista seletivo para o BiR (DALBK), reduziu significativamente a coceira
induzida pelo peptideo agonista do PAR-2, sugerindo o envolvimento de BiR
localizados na medula espinhal, mas ndo na periferia ou no cérebro, nesta
resposta comportamental. A administracdo i.t. de agonistas para o BiR induz
hiperalgesia apds estimulacdo térmica ou mecdanica em roedores (Ferreira et al.,
2002; Fox et al., 2003). Além disso, a administracdo i.t. de DALBK inibiu a segunda
fase da nocicepcdo espontdnea induzida pela formalina em camundongos
(Ferreira et al., 2002). De modo relevante, Pesquero e colaboradores (2000)
demonstraram, a partir estudos in vifro usando preparacdo de medula espinhal,
que o BiR atua especificamente em sinapses nociceptivas, e que este receptor
pode estar envolvido com algumas formas de sensibilizacdo central.
Camundongos com deficiéncia no BiR apresentaram hipoalgesia em modelos
guimicos de nocicepcdo, provavelmente relacionada com uma reducdo da
facilitacdo dependente de afividade (Wind-up) dos reflexos espinhais

nociceptivos (Pesquero et al., 2000).



Apesar dos resultados apresentados aqui sugerirem, em conjunto com
os dados da literatura, a participacdo de BiR constitutivos localizados no SNC na
resposta pruriginosa mediada pelo PAR-2, o aumento da expressdo periférica
desta proteina ndo pode ser descartado até que técnicas de biologia
molecular sejam empregadas para confirmar os dados farmacoldgicos. Neste
sentido, cabe destacar que a administracdo de PMA, um ativador da proteina
quinase C, na pata de camundongos causa aumento da proteina, mas ndo do
RNAmM, para o BiR dentro de 30 min apds sua inje¢cdo (Ferreira et al., 2008). Além
disso, a injecdo i.pl. de PMA é capaz de promover comportamento nociceptivo
(licking)., uma resposta que € abolida pelo co-tratfamento com DALBK ou pela
delecdo do gene para o BiR (Ferreira et al., 2008).

Por fim, com o infuito de verificar o envolvimento dos receptores
cininérgicos na resposta comportamental de cocar induzida por outros agentes,
avaliou-se o efeito da administracdo i.d. de frés diferentes pruritbgenos:
deoxicolato de sédio, cloroquina ou composto 48/80, em animais selvagens ou
nocautes para os B2R ou BiR. Os modelos de coceira induzidos pelos dois
primeiros agentes procuram mimetizar o prurido em humanos associado a
colestase, devido ao acumulo de sais de bile na pele, ou causado pelo uso de
cloroguina, um efeito adversso ao uso deste antimaldrico, respectivamente
(Hayashi e Majima, 1999; Sun et al., 2007). Ambas as condicdes sdo insenssiveis
ao tratamento com anti-histaminicos e parecem depender do sistema
opioidérgico. De modo interessante, os resultados do atual estudo indicam que
0s B2R mediam grandemente o comportamento de cocar induzido pelos trés
agentes testados, uma vez que animais com delecdo génica para este receptor

apresentaram reducdo expressiva da cocadura induzida pelos diferentes



agentes. Anteriormente, j& havia sido descrito o envolvimento deste receptor,
mas ndo do BiR, no comportamento pruriginoso evocado pelo deoxicolato de
sédio em camundongos (Hayashi e Majima, 1999). Neste trabalho, animais
nocaute para o BiR apresentaram menor comportamento pruriginoso somente
no modelo do composto 48/80, mas ndo na resposta induzida pelo deoxicolato
de sédio ou cloroquina. Curiosamente, o comportamento de cocar induzido
pelo composto 48/80, mas ndo por deoxicolato de sédio ou cloroquina, parece
depender também da ativacdo do PAR-2, j& que o antagonista selefivo para
este receptor inibiu a resposta pruriginosa evocada por este agente,
confirmando dados prévios da literatura (Ui et al., 2006). De fato, estudos tém
demonstrado que a degranulacdo de mastdcitos pode levar a liberacdo de
proteases, que atuando sobre receptores PAR-2, contribuem para a coceira
(Steinhoff et al., 2003; Ui ef al., 2006). Sendo assim, estes resultados sugerem que
os BiR para as cininas parecem mediar preferencialmente o comportamento
pruriginoso depentende da ativacdo do PAR-2, ao contrdrio do BzR, que
demonstrou estar envolvido na coceira experimental induzida por diferentes
agentes.

No presente frabalho, foi demonstrado que a administracdo i.d. de
agonistas para o receptor PAR-2 no dorso de camundongos parece promover a
ativacdo de células neuronais € ndo-neuronais localizadas na pele, com
consequente producdo ou liberacdo de diferentes mediadores celulares. Tal
efeito parece confribuir predominantemente para a ativacdo de vias sensoriqis
envolvidas na fransmissdo de estimulos pruriginosos para estruturas centrais,
desencadeando o reflexo de cocar a pele. Através de ferramentas

farmacoldgicas e moleculares foi claramente demonstrada a participacdo de



produtos da degranulacdo de mastdcitos, mediadores da inflamacdo
neurogénica e do receptor TRPV1 na resposta comportamental desencadeada
pela ativacdo do PAR-2. Finalmente, o presente estudo apresenta dados
consistentes acerca da participacdo dos B2R € BiR para as cininas na cocadura
mediada pelo PAR-2. Nossos dados sugerem uma sequéncia de eventos (Figura
15A e 15B), onde a injecdo de trispina ou do fragmento peptidico SLIGRL-NHz,
ativa receptores PAR-2 localizadoes em células neuronais (fibras C), fibroblastos,
gueratindcitos ou mastocitos, levando a liberacdo de diferentes moléculas, tais
como proteases, 5-HT, histamina (via receptor H4), SP, NKB, CGRP, PGs (via
ativacdo de COX-2) e cininas, que atuam em conjunto para ativar e/ou
sensibilizar nervos sensoriais, tfrasmintindo a sensacdo de coceira para estruturas
centrais. Os resultados do deste frabalho sugerem que a injecdo id. de
agonistas do receptor PAR-2 no dorso de camundongos pode ser utilizada como
um modelo experimental reprodutivel para o estudo de alguns mecanismos
envolvidos na coceira mediada pela ativacdo do receptor PAR-2 em roedores,
e principalmente como um modelo de triagem farmacoldégica de novas

abordagens terapéuticas para o tfratamento do prurido em humanos.
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Figura 15 - Representacdo esquemdtica dos possiveis mecanismos, periféricos (A) e centrais
(B), envolvidos no comportfamento de cocar induzido por agonistas do PAR-2 em
camundongos. (1) A injecdo i.d. dos agonistas para o PAR-2 pode promover ativacdo destes
receptores localizados em diferentes células residentes da pele, tais como: fibroblastos,
queratindcitos, mastécitos e terminacdes nervosas sensoriais (pruriceptores). (2) A ativacdo
do PAR-2 em mastdcitos estimula a liberacdo de varios mediadores mastocitdrios, incluindo:
histamina, serotonina (5-HT), prostaglandinas (PGs), subst@ncia P (SP) e proteases. (3) A



triptase liberada por mastocitos ativa receptores PAR-2 em terminacdes nervosas ou em
outras células residentes, como os proprios mastocitos. (4) Mediadores mastocitdrios ou de
outras células inflamatdrias (tais como, bradicinina (BK), triptase, SP, 5-HT, histamina, e/ou
PGs) podem sensibilizar e/ou ativar o receptor TRPV1 nas terminagcdes nervosas sensoriais, (5)
gerando um potfencial de acdo. (6) Consequentemente, pode ocorrer a liberacdo
ortodrémica de mediadores na medula espinhal, tais como neuropeptideos (SP, CGRP e
NKB), PGs e glutamato (Glu), e possivelmente agonistas para os B2R e BiR para as cininas.
Estes mediadores, atuando sobre receptores especificos localizados no proprio aferente
primdrio, em neurdnios espinotal@micos (ou interneurdnios), ou talvez até mesmo em céluas
da glia, podem regular a sua prépria liberacdo (auto-regulacdo), ou a liberacdo de outros
neurotransmissores; (7) facilitando e/ou controlando a fransmisséo do estimulo pruriginoso
para estruturas supraespinhais, resultando no reflexo de cocar a pele. (8) A ativacdo de
terminacdes nervosas sensoriais também pode promover a liberacdo antidrémica de SP e
CGRP, os quais interagem com seus receptores especificos localizados em mastdcitos
(promovendo degranulacdo mastocitdria) e/ou (9) vasos sanguineos (causando hiperemia
e extravasamento plasmdtico), estabelecendo o quadro de inflamagdo neurogénica.
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ANEXOS

Uma parte dos resultados da presente dissertacdo estd publicada em:

Costa R, Marotta DM, Manjavachi MN, Fernandes ES, Lima-Garcia JF, Paszcuk AF,
Quintdo NL, Juliono L, Brain SD, Calixto JB (2008). Evidence for the role of
neurogenic inflammation components in trypsin-elicited scratching behaviour
in mice. Br J Pharmacol 154: 1094-103.

Parte dos demais resultados integram um trabalho, que estd em fase

de redacdo, a ser submetido ¢ publicacdo:

Costa R et al. (2009). Involvement of both kinin By and B2 receptors in the
scratching behaviour induced by proteinase activated receptor-2 (PAR-2)
agonists in mice. Br J Pharmacol.

Além deste frabalho, durante o curso de Mestrado foram
desenvolvidos outros estudos que resultfaram no aceite para publicacdo do

seguinte trabalho:

Marotta DM, Costa R, Motta EM, Fernandes ES, Medeiros R, Quintdo NLM, Campos
MM, Calixto JB (2009). Mechanisms underlying the nociceptive responses induced
by platelet-activating factor (PAF) in the rat paw. Biochem Pharmacol (Aceito
para publicacdo).



