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O objetivo do presente estudo foi investigar os possíveis mecanismos e mediadores 
envolvidos no comportamento de coçar causado pela administração intradérmica (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 
coçar, 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 dessensibilização prévia deste receptor. A participação do sistema opióide foi 
verificada pelo tratamento com morfina ou naloxona, agonista e antagonista dos 
receptores opióides, respectivamente, que inibiram a coceira induzida pela tripsina. 
Além disso, o comportamento pruriginoso induzido por esta enzima foi previnido pelo 
tratamento com os antiinflamatórios, celecoxibe (inibidor seletivo para a COX-2) ou 
dexametasona (corticóide). A participação de mastócitos também foi observada, uma 
vez que o pré-tratamento com composto 48/80, degranulador de mastócitos, ou com 
cromoglicato de sódio, estabilizador de mastócitos, reduziu a prurido causado pela 
tripsina. Ademais, o modelo parece ser dependente da ativação do receptor 
histaminérgico H4, mas não dos receptores H1, H2 ou H3, ja que o antagonista não-
seletivo H3/H4 (tioperamida), mas não os antagonistas seletivos H1 (pirilamina e 
loratadina), H2 (cimetidina e ranitidina) ou H3 (iodofempropite), bloqueou o efeito 
pruriginoso da tripsina. O antagonista misto dos receptores 
histaminérgicos/serotoninérgicos, ciproeptadina, e o inibidor não seletivo de proteases, 
gabexato mesilato, foram eficazes em reduzir o prurido causado pelos agonistas do PAR-
2, sugerindo o envolvimento da serotonina e da liberação de proteases. 
Interessantemente, o tratamento neonatal com capsaicina, ou o tratamento do adulto 
com resiníferatoxina, estratégias que promovem desenssibilização e/ou destruição 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 TRPV1, SB366791, ou a deleção do gene para este receptor, inibiram o prurido 
induzido pela ativação do PAR-2. Esta reposta também foi dependente dos 
neuropeptídeos substância P (SP), neurocinina B (NKB) e CGRP, uma vez que o 
tratamento com os antagonistas seletivos para os receptores NK1 (FK888, para SP), NK3 
(SR142801, para NKB), ou CGRP1 (fragmento CGRP8-37, 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 deleção gênica destes receptores, preveniu a coceira induzida por ambos os 
agonistas do PAR-2. Em conjunto, estes resultados sugerem que a injeção i.d. de 
agonistas do PAR-2 constitui um modelo experimental reprodutível para o estudo de 
mecanismos e de possíveis abordagens terapêuticas, relacionados à promoção da 
coceira mediada pela liberação de proteases e ativação do PAR-2. Diferentes 
mediadores e tipos celulares liberados ou localizados na pele parecem contribuir para 
este processo. De relevância, neste sentido ressalta-se o envolvimento de mediadores da 
inflamação neurogênica, de fibras sensoriais, do receptor TRPV1, e de ambos os 
receptores B2 e B1 para as cininas. 
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RESUMO 

O objetivo do presente estudo foi investigar os possíveis mecanismos e 

mediadores envolvidos no comportamento de coçar causado pela 

administração intradérmica (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 coçar, 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 

dessensibilização prévia deste receptor. A participação do sistema opióide foi 

verificada pelo tratamento com morfina ou naloxona, agonista e antagonista 

dos receptores opióides, respectivamente, que inibiram a coceira induzida pela 

tripsina. Além disso, o comportamento pruriginoso induzido por esta enzima foi 

previnido pelo tratamento com os antiinflamatórios, celecoxibe (inibidor seletivo 

para a COX-2) ou dexametasona (corticóide). A participação de mastócitos 

também foi observada, uma vez que o pré-tratamento com composto 48/80, 

degranulador de mastócitos, ou com cromoglicato de sódio, estabilizador de 

mastócitos, reduziu a prurido causado pela tripsina. Ademais, o modelo parece 

ser dependente da ativação do receptor histaminérgico H4, mas não dos 

receptores H1, H2 ou H3, ja que o antagonista não-seletivo H3/H4 (tioperamida), 

mas não os antagonistas seletivos H1 (pirilamina e loratadina), H2 (cimetidina e 

ranitidina) ou H3 (iodofempropite), bloqueou o efeito pruriginoso da tripsina. O 

antagonista misto dos receptores histaminérgicos/serotoninérgicos, 

ciproeptadina, e o inibidor não seletivo de proteases, gabexato mesilato, foram 

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



  

   

envolvimento da serotonina e da liberação de proteases. Interessantemente, o 

tratamento neonatal com capsaicina, ou o tratamento do adulto com 

resiníferatoxina, estratégias que promovem desenssibilização e/ou destruição 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 TRPV1, SB366791, ou a deleção do gene para este receptor, 

inibiram o prurido induzido pela ativação do PAR-2. Esta reposta também foi 

dependente dos neuropeptídeos substância P (SP), neurocinina B (NKB) e CGRP, 

uma vez que o tratamento com os antagonistas seletivos para os receptores NK1 

(FK888, para SP), NK3 (SR142801, para NKB), ou CGRP1 (fragmento CGRP8-37, 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 deleção gênica destes 

receptores, preveniu a coceira induzida por ambos os agonistas do PAR-2. Em 

conjunto, estes resultados sugerem que a injeção i.d. de agonistas do PAR-2 

constitui um modelo experimental reprodutível para o estudo de mecanismos e 

de possíveis abordagens terapêuticas, relacionados a promoção da coceira 

mediada pela liberação de proteases e ativação do PAR-2. Diferentes 

mediadores e tipos celulares liberados ou localizados na pele parecem 

contribuir para este processo. De relevância, neste sentido ressalta-se o 

envolvimento de mediadores da inflamação neurogênica, de fibras sensoriais, 

do receptor TRPV1, e de ambos os receptores B2 e B1 para as cininas. 



  

   

ABSTRACT 

The aim of this study was to investigate some mechanisms and 

mediators underlying the scratching behaviour induced by intradermal (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 trypsin-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, 

trypsin-induced scratching behaviour was blockaded by the pre-treatment with 

celecoxib (a selective COX-2 inhibitor) or dexamethasone (a corticoid). Also, 

contribution of mast cells was evident as the scratching behaviour induced by 

trypsin was prevented by the pre-treatment 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 H1, H2 or H3 receptors, as the 

pre-treatment with the dual histamine H3/H4 receptors antagonist (thioperamide), 

but not with the selective histamine H1 (pyrilamine or loratadine), H2 (cimetidine 

or ranitidine) or H3 (iodophenpropit) receptor antagonists, was able to interfere 

with trypsin response. Pre-treatment 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 treatment 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 NK1 (FK888, for SP), NK3 

(SR142801, for NKB) or CGRP1 (fragment CGRP8-37, for CGRP) receptor antagonists 

caused a marked reduction of PAR-2-induced pruritus. Of note, the pre-

treatment with both kinin B2 (Hoe 140 or FR173657) and B1 (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 TRPV1 receptor activation. 

 



  

   

INTRODUÇÃO 

 

O prurido, ou coceira, é uma sensação cutânea desagradável que 

leva ao desejo imediato de coçar. Da mesma forma que outras sensações 

cutâneas, como por exemplo a dor, o prurido atua como um mecanismo 

fisiológico de defesa contra a ação de agentes nocivos externos (Ständer et al., 

2003). Apesar da sua função auto-protetora, a coceira também é um sintoma 

comum que acompanha muitas doenças inflamatórias da pele, incluindo 

dermatite atópica e psoríase ou, até mesmo, algumas condições sistêmicas, tais 

como doença renal crônica, colestase e infecção pelo vírus HIV. Ademais, o 

prurido pode ocorrer como um efeito adverso ao uso de determinados 

medicamentos, como o antimalárico cloroquina ou o analgésico morfina (para 

revisão, ver Paus et al., 2006; Ikoma et al., 2006). 

O ato de coçar, quando frequente e/ou intenso, pode levar ao 

surgimento de lesões na pele, favorecendo o aparecimento de infecções, além 

da liberação de mediadores inflamatórios, que potencialmente induzem ou 

agravam o prurido, intensificando o ato de coçar (Steinhoff et al., 2006). Este 

ciclo de “prurido-coçadura” é frequentemente resistente à terapia anti-

pruriginosa clássica, que consiste principalmente no emprego sistêmico de anti-

histamínicos (antagonistas do receptor H1 para a histamina) ou de corticóides 

tópicos (Klein et al., 1999; para revisão, ver Herman e Vender, 2003). Apesar de 

inúmeras tentativas na busca de uma nova alternativa terapêutica, não existe 

até o momento tratamento eficaz para a cura ou alívio da coceira em tais 

circunstâncias. O prurido crônico pode causar sérios prejuízos à qualidade de 



  

   

vida, uma vez que pode estar associado a distúrbios psicológicos, tais como 

privação de sono, ansiedade e depressão (Sheehan-Dare et al., 1990; Hashiro e 

Okumura, 1997). Neste sentido, a necessidade de compreender os mecanismos 

envolvidos na neurotransmissão da sensação pruriginosa tem como foco 

principal a identificação de novos alvos moleculares destinados ao 

desenvolvimento de fármacos anti-pruriginosos mais efetivos para o tratamento 

de condições de coceira crônica que não respondem à farmacoterapia atual. 

Embora existam algumas semelhanças com  a transmissão do estímulo 

doloroso, evidências atuais indicam a ocorrência de uma via sensorial 

especializada na trasmissão do estímulo pruriginoso, que conecta o tecido 

cutâneo ao sistema nervoso central (SNC) (Schmelz, 2001). De fato, as respostas 

comportamentais provocadas por ambas as sensações são distintas: a dor induz 

o reflexo de retirada e, o prurido, o reflexo de coçar (Schmelz e Handwerker, 

2005; Schmelz et al., 2005). Sendo assim, ao contrário do que se pensava 

anteriormente (de acordo com a teoria da intensidade (von Frey, 1922)), o 

prurido não pode ser considerado simplesmente uma sub-modalidade menos 

intensa de dor, mas sim uma sensação individual do sistema nervoso sensorial 

(teoria da especificidade (Schmelz et al., 1997; Schmelz, 2001; Andrew e Craig 

(2001)). Apesar disso, alguns estudos sugerem estreita interação entre estas duas 

modalidades sensoriais, onde o prurido pode ser inibido por estímulos dolorosos 

ou, contrariamente, causado pelo estado de analgesia. A coceira induzida pela 

injeção de histamina na pele de humanos sadios é reduzida pela aplicação de 

diferentes estímulos nocivos, tais como: térmico (calor e frio nocivos), mecânico, 

químico e elétrico. Isto ocorre, possivelmente, através de mecanismos de ação 

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



  

   

estudos recentes têm demonstrado que o estado de analgesia, causado pela 

administração de agonistas dos receptores opióides, promove prurido por meio 

da degranulação local de mastócitos, mas principalmente por mecanismos 

centrais (Blunk et al., 2004 citado por Schmelz e Handwerker, 2005; Umeuchi et 

al., 2003). Este fenômeno é particularmente relevante para agonistas do 

receptor µ  (mu) opióide 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 eficácia de 

antagonistas do receptor µ opióide contra o prurido associado à colestase biliar 

(Jones, 2002). Desse modo, acredita-se que as vias neuronais pruriceptivas sejam 

tonicamente inibidas pela atividade de neurônios nociceptivos, localizados em 

estruturas centrais e que agonistas opióides causam ou intensificam a coceira 

por diminuírem a atividade destas últimas células sobre a via pruriceptiva 

(Schmelz, 2001; 2005). 

A sensação dolorosa é o produto da ativação periférica de alguns 

subtipos de terminações nervosas livres, denominadas de nociceptores, 

localizadas na pele, órgãos e tecidos internos, que transmitem as informações 

nociceptivas da periferia para os neurônios secundários do corno dorsal na 

medula espinhal, pela liberação de neurotransmissores. Através das vias 

ascendentes, o estímulo nociceptivo é retransmitido da medula espinhal para as 

áreas supra-espinhais, responsáveis pela codificação da informação dolorosa, 

que incluem a formação reticular, o tálamo e o córtex cerebral. Os impulsos 

gerados nas terminações nervosas são propagados por quatro categorias de 

neurônios sensoriais, classificados de acordo com o diâmetro e estrutura da 

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



  

   

primárias do tipo Aα e Aβ apresentam grande diâmetro, camada espessa de 

mielina, alta velocidade de condução (30–100 m/s), sendo normalmente 

responsáveis pela transmissão das informações proprioceptivas, como toque 

leve e pressão. Por outro lado, a transmissão da informação nociceptiva ocorre 

através da ativação de fibras Aδ e C. As fibras Aδ possuem diâmetro médio, fina 

bainha de mielina e são caracterizadas por condução semi-rápida 

(aproximadamente 12-30 m/s). Contrariamente, as fibras C são de pequeno 

diâmetro, amielinizadas e  responsáveis pela condução lenta do impulso 

nervoso (aproximadamente 0,5-2 m/s). A estimulação de fibras Aδ promove 

resposta rápida que resulta na dor aguda, ou dor de primeira fase, que 

frequentemente desencadeia o reflexo de retirada, enquanto que a ativação 

de fibras C leva a uma resposta duradoura, responsável por dor difusa, 

geralmente secundária à dor aguda (para revisão, ver Julius e Basbaum, 2001; 

Almeida et al., 2004). 

A maioria das fibras C podem responder a todos os estímulos nocivos, 

ou seja, estímulos mecânicos, térmicos, ou químicos, e por esta razão são 

chamadas de fibras polimodais. As fibras sensoriais polimodais possuem 

receptores termosensíveis ativados por estímulos quentes ou frios, 

mecanorreceptores de baixo limiar e receptores específicos para substâncias 

algogênicas, tais como prostaglandinas (PGs), bradicinina (BK), serotonina (5-HT 

- 5-hidroxitriptamina), proteases e histamina (Julius e Basbaum, 2001; Almeida et 

al., 2004). No entanto, existem alguns subtipos de fibras C que, em condições 

normais, são insensíveis a estímulos mecânicos ou, ainda, a estímulos mecânicos 

e térmicos, que são chamadas de fibras silenciosas. Tais fibras são responsáveis 

pela geração de eritema (reflexo axonal) e sensibilização a estímulos mecânicos 



  

   

(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 padrão de 

expressão de seus neurotransmissores e proteínas. A primeira população, 

chamada de fibras C peptidérgicas, contém como neurotransmissores os 

peptídeos substância P (SP) e o peptídeo relacionado com o gene da 

calcitonina (CGRP), e expressam o receptor de tirosina quinase A (TrkA), que 

apresenta alta afinidade para o fator de crescimento do nervo (NGF). A 

segunda população expressa o sítio de ligação para isolectina B4 (IB4) e 

também receptores purinérgicos P2X3, um subtipo específico de canal iônico 

para o ATP. Porém, estas fibras não contém SP e CGRP e, por isso, são 

chamadas de não-peptidérgicas. Apesar das diferenças quanto ao perfil de 

expressão de alguns neurotransmissores, o glutamato é o neurotransmissor 

excitatório predominante em todos os neurônios nociceptivos. Além disso, 

ambas as populações de fibras C respondem a estímulos nocivos semelhantes, e 

expressam o receptor de potencial transitório vanilóide tipo 1 (TRPV1), sensível à 

ativação por capsaicina, prótons e calor (Julius e Basbaum, 2001; Almeida et al., 

2004 ). 

Nas últimas décadas, muitos esforços foram realizados na tentativa de 

elucidar as bases neuronais da sensação de coceira (Schmelz, 2001). No 

entanto, somente no final dos anos 90, Schmelz e colaboradores (1997) 

demonstraram a existência de neurônios especializados na condução do 

estímulo pruriginoso. A partir de estudos de microneurografia, para mensurar a 

atividade de fibras cutâneas em humanos, estes autores demonstraram que a 

aplicação de histamina por iontoforese na pele de voluntários sadios é capaz 

de ativar seletivamente uma população de fibras não-mielinizadas, insensíveis a 



  

   

estímulos mecânicos, cuja ativação está paralelamente associada com o 

desencadeamento da sensação de coceira (Schmelz et al., 1997). As “fibras do 

prurido”, ou pruriceptores, correspondem a 5% das fibras C aferentes, e são 

caracterizadas por baixa velocidade de condução (0,5 m/s), grandes territórios 

de inervação, alto limiar elétrico cutâneo, não-responsividade a estímulos 

mecânicos, ausência de atividade espontânea, resposta sustentada à 

aplicação de histamina e geração de eritema reflexo (Schmelz et al., 1997; 

Schmelz et al., 2003a). Porém, embora de modo menos pronunciado, estas 

fibras também respondem à PGE2, 5-HT, acetilcolina e BK, ao contrário dos 

nociceptores (fibras polimodais) que são praticamente insensíveis, ou 

respondem fracamente à histamina, mas apresentam altos padrões de disparo 

após aplicação de PGE2, BK ou capsaicina (Schmelz et al., 2003a). Ademais, por 

meio de experimentos de microneurografia em um paciente com dermatite 

atópica, Schmelz e colaboradores (2003b) demonstraram a presença de 

atividade espontânea em algumas fibras aferentes primárias, com 

características similares aos pruriceptores, sugerindo que a coceira em 

indivíduos atópicos pode ser causada pela ativação desta sub-população de 

fibras C. 

Corroborando estes achados, Andrew e Craig (2001), utilizando a 

medula espinhal de gatos, demonstraram a existência de neurônios do trato 

espino-talâmico, que respondem a aplicação por iontoforese de histamina na 

pele, com um perfil temporal de resposta similar àquele obtido por Schmelz e 

colaboradores (1997). Estes neurônios se projetam da camada superficial do 

corno dorsal da medula espinhal (lâmina I) para o tálamo, e apresentam 

características similares aos pruriceptores descritos anteriormente, como não-



  

   

responsividade a estímulos mecânicos, baixa velocidade de condução, alto 

limiar elétrico e ausência de atividade espontânea (Andrew e Craig, 2001; 

Schmelz, 2001). 

Recentemente, alguns estudos conduzidos em roedores têm dado 

base aos mecanismos envolvidos nas vias neurais responsáveis pela coceira. Em 

uma recente publicação, Shim e colaboradores (2007) demonstraram que a 

aplicação intradérmica (i.d.) de histamina no dorso de camundongos promove 

comportamento sugestivo de prurido, caracterizado pelo aumento no número 

de acessos de coceira ao sítio injetado. Esse efeito é mediado pelo receptor H1 

para a histamina, localizado em fibras aferentes primárias, e é dependente da 

estimulação do receptor TRPV1, via ativação das enzimas fosfolipase A2 e 12-

lipoxigenase (Shim et al., 2007). Além disso, foi previamente demonstrado que a 

enzima fosfolipase Cβ, expressa em fibras aferentes não-mielinizadas, parece 

desempenhar papel-chave no comportamento pruriginoso desencadeado pela 

ativação do receptor H1 para a histamina em camundongos (Han et al., 2006). 

Por fim, Sun e Chen (2007) verificaram que o peptídeo liberador de gastrina 

(GRP), expresso no corno dorsal da medula espinhal, medeia o comportamento 

pruriginoso induzido pela aplicação i.d. de diferentes agentes em 

camundongos, através do seu receptor (GRPR) localizado na medula espinhal. 

Estes autores demonstraram ainda que animais com deleção do gene para 

GRPR (GRPR-/-), ou tratados com o antagonista seletivo para este receptor, 

apresentaram redução no comportamento pruriginoso, mas não 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 tomografia de 

emissão de pósitrons (PET) e imagem de ressonância magnética funcional (fMRI) 

(para revisão, ver Ikoma et al., 2006; Paus et al., 2006). A aplicação de histamina 

por via i.d. ou através de punctura, na pele de humanos saudáveis, causa 

ativação de diferentes estruturas cerebrais, incluindo córtex pré-frontal, córtex 

cingulado anterior, córtex somatossensorial primário (S1), área pré-motora, área 

motora suplementar e lobo parietal inferior (predominantemente no hemisfério 

esquerdo) (Darsow et al., 2000; Mochizuki et al., 2003). Algumas diferenças no 

padrão de ativação de áreas centrais entre dor e prurido têm sido descritas. Ao 

contrário da dor, a coceira parece ser caracterizada pela falta de ativação do 

córtex somatossensorial secundário  (S2) e pela ativação predominante da 

áreas motoras ipsilaterais ao estímulo aplicado (Drzezga et al., 2001). 

Apesar dos avanços na compreensão dos mecanismos envolvidos nas 

vias neuronais da transmissão da coceira, obtidos através de estudos baseados 

na responsividade à histamina, algumas evidências atuais sugerem a existência 

de subtipos de fibras pruriceptivas que são insensíveis a este mediador (Ikoma et 

al., 2005; Jonahek et al., 2007; Davidson et al., 2007). Acredita-se que tais fibras 

possam ser a explicação para as submodalidades de prurido que são insensíveis 

ao tratamento com anti-histamímicos em diferentes condições clínicas. 

Recentemente, foi demonstrado que a estimulação elétrica cutânea (de baixa 

intensidade e alta frequência) em humanos sadios é capaz de gerar coceira, 

sem causar eritema reflexo, característico da aplicação de histamina, sugerindo 

que estas fibras não pertencem aos pruriceptores sensíveis a este mediador 

(Ikoma et al., 2005). Ademais, a sensação de coceira, sem a presença de 



  

   

eritema, pode ser gerada pela mucunaína, uma protease presente no 

cowhage, espículas obtidas da planta tropical Mucuna pruriens (Shelley e Arthur, 

1955; Jonahek et al., 2007; Reddy et al., 2008). A coceira induzida pelo cowhage é 

insensível ao tratamento com anti-histamíncios e parece ser mediada através de 

aferentes primários, bem como por neurônios espinotalâmicos, distintos daqueles 

que medeiam o prurido induzido pela histamina (Davidson et al., 2007; Jonahek 

et al., 2007). Curiosamente, tem sido demonstrado que a aplicação cutânea de 

cowhage, em humanos ou animais de experimentação, causa ativação de 

fibras C polimodais, mas não é capaz de estimular fibras insensíveis à estímulos 

mecânicos (Wei e Tuckett, 1991; Namer et al, 2008; Jonahek et al., 2008). De 

modo relevante, a mucunaína, composto ativo do cowhage, foi recentemente 

identificada como uma nova cisteíno-protease, a qual é 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 

aplicação cutânea de cowhage (Reddy et al., 2008). De fato, um grande 

avanço na compreensão dos mecanimos envolvidos na transmissão da 

sensação de coceira foi alcançado após a demonstração de que os receptores 

PAR-2 estão envolvidos na fisiopatologia da coceira em pacientes atópicos 

(Steinhoff et al., 2003). 

Os receptores PARs (Figura 1 e Tabela 1) representam uma classe 

particular de receptores acoplados a proteína G (GPCR), que são ativados pela 

clivagem proteolítica de um sítio específico localizado na alça N-terminal do 

receptor. Consequentemente, após a proteólise, ocorre a exposição 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 revisão, ver Macfarlane et al., 2001; Vergnolle, 2003; Steinhoff et 

al., 2005; Ramachandran e Hollenberg, 2008). A ativação dos receptores PARs 

pelas proteases é um processo irreversível e a ativação das vias de sinalização 

desencadeada por estas enzimas é finalizada por um mecanismo eficiente de 

internalização e dessensibilização do receptor (Trejo, 2003). Até o momento, 

quatro membros desta família 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 et al., 

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

 



    

Tabela 1 – Receptores ativados por proteinases (PARs): estrutura, localização, ligantes e 
agonistas. 
 
 PAR-1 PAR-2 PAR-3 PAR-4 

N
ú
m
e
ro
 d
e
 

a
m
in
o
á
c
id
o
s 

425 aa 397 aa 374 aa 385 aa 

Lo
c
a
liz
a
ç
ã
o
 

Tecidos: TGIa, vias 
aéreas, e cérebro. 
 
Células: plaqueta, 
músculo liso, 
endotélio, 
queratinócitos, glia, 
astrócitos e 
neurônios. 

Tecidos: TGI, pâncreas, rins, 
fígado, vias aéreas, próstata, 
ovário, olhos, cérebro e pele. 
 
Células: epitélio, mastócitos, 
fibroblastos, queratinócitos, 
células endoteliais, músculo 
liso, leucócitos e glia, astrócitos 
e neurônios. 

Tecidos: TGI, 
pulmão e 
fígado. 
 
Células: 
endotélio, 
astrócitos e 
leucócitos. 

Tecidos: TGI, 
pâncreas e 
pulmão. 
 
Células: 
plaquetas e 
leucócitos. 

S
e
q
u
ê
n
c
ia
 

lig
a
n
te
 

SFLLR-NH2 (h) 
SFLLR-NH2 (r)(c) 

SLIGKV-NH2 (h) 
SLIGRL-NH2 (r)(c) 

TFRGAP-NH2 (h) 
SFNGGP-NH2 
(r)(c) 

GYPGQV-NH2 (h) 
GYPGKF-NH2 
(r)(c) 

P
ro
te
in
a
se
s 
a
ti
v
a
d
o
ra
s 

Catepsina G 
Fator Xa 
Granzima A 
MMP-1b 
Plasmina 
Tripsina 
Trombina 

Acrosina 
Catepsina G 
Fator Xa 
HLEc 
MT-SP1d 
Mucunaína 
Proteinase 3 
TF/FVIIae 
Tripsina 
Triptase 

Trombina Catepsina G 
Mucunaína 
Plasmina 
Tripsina 
Trombina 

A
g
o
n
is
ta
s 

TFLLR-NH2 
SFLLRN-NH2 
SFLLR-NH2 
AFLLR-NH2 
SFALR-NH2 
A-Phe(p-Cl)-LLR-
NH2 
S-Phe(p-F)-LLRNP-
NH2 
 

SLIGRL-NH2 
SLIGKV-NH2 
S-Phe(p-F)-IGKV-NH2 
SL-Cha-Cha-RL-NH2 
trans-cinnamoyl-LIGRLO-NH2 
2-furoyl-LIGRL-OH 
2-furoyl-LIGKV-NH2 

SFNGGP-NH2 
TFRGAP-NH2 

GYPGQV-NH2 
AYPGKF-NH2 

 
(h) humano; (r) rato; (c) camundongo; a TGI – Trato gastrintestinal; bMMP-1 – Matrix metaloprotease 1; cHLE 
– elastase de leucócito humano; dMT-SP1 – serino-protease do tipo de membrana 1; eTF/FVIIa – complexo 
fator tecidual/fator VIIa. 
 
Fonte: Mcfarlane et al., 2001; Steinhoff et al., 2005; Barry et al., 2006. 



 

   

Na última década, uma série de proteases foram identificadas como 

sendo capazes de clivar e ativar os diferentes receptores PAR (Tabela 1) (para 

revisão, ver Barry et al., 2006). De grande relevância, a tripsina, uma serino-

protease de fonte pancreática ou extra-pancreática, pode clivar e ativar os 

receptores PAR-1, PAR-2 e PAR-4; todavia, apresenta alguma seletividade para 

o receptor PAR-2 (Nystedt et al., 1994; Molino et al., 1997; Xu et al., 1998; Cottrell 

et al., 2004). Embora a função fisiológica da tripsina seja principalmente 

relacionada à digestão de proteínas, descobertas recentes sugerem que esta 

enzima é a principal ativadora endógena do receptor PAR-2 no intestino e no 

pâncreas (Ossovskaya e Bunnett, 2004). A tripsina tem sido utilizada em inúmeros 

trabalhos da literatura que procuram caracterizar o envolvimento do receptor 

PAR-2 em diferentes sistemas in vivo e in vitro, apresentando maior potência que 

outros agonistas empregados nas mesmas condições (Steinhoff et 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 mastóctios) e os fatores VIIa e Xa da coagulação (Corvera 

et al., 1997; Molino et al., 1997; Bono et al., 2000; Camerer et al., 2000). As 

proteases clivam este receptor entre os aminoácidos arginina (posição 36) e 

serina (posição 37) para expor o novo domínio N-terminal (para revisão, ver 

Cottrell et al., 2003). 

Com exceção do receptor PAR-3, existem agonistas peptídicos 

sintéticos e seletivos, compostos por 5 ou 6 aminoácidos, que mimetizam as 

ações das proteases sobre o receptores PAR e também podem gerar respostas 

intracelulares (Figura 1 e Tabela 1) (para revisão, ver Barry et al., 2006). Os 

fragmentos peptídicos SFNGGP-NH2 e TFRGAP-NH2 foram desenvolvidos como 



 

   

agonistas para o receptor PAR-3. No entanto, tem sido demonstrado que estes 

peptídeos também são capazes de ativar PAR-1 e PAR-2 (Barry et al., 2006). Os 

agonistas sintéticos para os receptores PARs constituem importantes ferramentas 

farmacológicas que podem ser utilizadas para a caracterização das funções 

biológicas desencadeadas pela ativação dos diferentes receptores desta 

família. Os peptídeos SLIGRL-NH2 e SLIGKV-NH2, agonistas seletivos para o 

receptor PAR-2 de roedores e humanos, respectivamente, tem sido amplamente 

empregados na caracterização 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 evidências iniciais sugerindo uma possível 

utilização terapêutica destes peptídeos, como agentes broncodilatadores ou no 

tratamento de doenças inflamatórias intestinais (Cottrell et al., 2003), levaram a 

novos estudos de relação estrutura-atividade buscando moléculas mais eficazes 

como agonistas do PAR-2. No entanto, apesar de inúmeras modificações na 

estrutura do fragmento SLIGRL-NH2, não foram encontradas moléculas mais 

potentes e seletivas do que este peptídeo (para revisão, ver Barry et al., 2006). 

Nos últimos anos, várias estudos têm demonstrado os mecanismos 

intracelulares pelos quais os receptores PARs desencadeiam respostas funcionais 

in vitro ou in vivo. Os receptores PAR-1 e PAR-2 são os mais estudados e os 

principais avanços nesta área foram alcançados através do emprego de 

agonistas preferenciais destes receptores (trombina 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 

têm demonstrado que a ativação dos receptores PAR resulta na ligação a 

diferentes proteínas G, com consequente ativação de inúmeras vias de 



 

   

sinalização intracelular. Os receptores PAR-1 e PAR-2 são preferencialmente 

acoplados às proteínas Gi, Gq e G12/13, promovendo ativação direta ou indireta 

de diversas enzimas de sinalização, tais como fosfatidilinositol-3-quinase (PI3K), 

fosfolipase C (PLC)-β, PLC-γ, proteína quinase C (PKC), proteína quinase A (PKA), 

e proteínas quinases ativadas por mitógenos (MAPK) (para revisão, 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 genômica de DNA de camundongos e, posteriormente, de uma 

biblioteca genômica de DNA humano, utilizando uma sonda derivada da 

sequência do gene para receptor PAR-2 de camundongos (para revisão, ver 

Metcalfe et al., 2001). Esta proteína é composta por 397 aminóacidos e pode ser 

encontrada expressa no trato gastrointestinal, pâncreas, rins, fígado, vias aéreas, 

cérebro e pele, além de diferentes tipos celulares como células epiteliais, 

mastócitos, fibroblastos, queratinócitos, células músculres lisas, células 

endoteliais, leucócitos e neurônios (Tabela 1) (Metcalfe et al., 2001; Cottrell et al., 

2003; Vergnolle et al, 2003). Embora as funções fisiológicas relacionadas a 

ativação deste receptor não estejam completamente compreendidas, 

importante participação em funções cardiovasculares, respiratórias e 

gastrintestinais tem sido fortemente sugerida (para revisão, ver Metcalfe et al., 

2001; Bucci et al., 2005; Kawabata e Kawao, 2005; Bueno e Fioramonti, 2008). 

Ademais, muitos estudos em roedores têm demonstrado efeitos pró-inflamatórios 

e pró-nociceptivos de agonistas para os receptores PAR-2 (para revisão, ver 

MacFarlane et al., 2001; Cottrell et al., 2003; Vergnolle et al., 2003; Vergnolle, 

2005). Uma vez estimulado, o receptor PAR-2 causa vasodilatação, hiperemia, 

extravasamento plasmático, edema, secreção de citocinas pró-inflamatórias e 



 

   

migração de células polimorfonucleares para o sítio inflamado (Vergnolle, 1999; 

Vergnolle et al., 1999; Seeliger et al., 2003). Além disso, o receptor PAR-2 está 

expresso em neurônios sensoriais peptidérgicos, podendo promover ativação 

e/ou sensibilização de fibras aferentes sensoriais primárias, com consequente 

liberação de neuropeptídeos, tais como SP e CGRP, ou de aminoácidos 

excitatórios, levando ao quadro de inflamação neurogênica, que contribui para 

os fenômenos de nocicepção 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 inflamação neurogênica é caracterizada por um processo 

inflamatório decorrente da liberação de substâncias a partir de terminações 

periféricas de neurônios sensoriais (para revisão, ver Holzer, 1998; Richardson e 

Vasko, 2002; Peters et al., 2006; Zegarska et al., 2006). Estas substâncias, depois 

de liberadas, atuam de forma parácrina sobre células periféricas, tais como 

mastóctios, queratinócitos, neurônios e células musculares lisas, promovendo 

inflamação, a qual é caracterizada por calor e rubor (secundários à 

vasodilatação), tumor (secundário ao extravasamento plasmático) e 

hipersensibilidade (secundária as alterações na excitabilidade de neurônios 

sensoriais) (Richardson e Vasko, 2002; Peters et al., 2006). Os neurônios sensoriais 

de pequeno e médio diâmetro, sensíveis à capsaicina, e que expressam o 

receptor TRPV1, são de grande importância na gênese da inflamação 

neurogênica, uma vez que produzem e liberam numerosos mediadores que 

podem contribuir para este processo, tais como glutamato, PGs e 

neuropeptídeos. Muitas evidências suportam a noção de que os 

neuropeptídeos, SP e CGRP, são os principais responsáveis pela inflamação 



 

   

neurogênica (Holzer et al., 1998). Estes neurotransmissores estão localizados em 

neurônios do gânglio da raiz dorsal (DRG) que dão origem às fibras Aδ e C. A 

estimulação de fibras C libera os neuropeptídeos, SP e CGRP, perifericamente 

(liberação antidrômica) e na medula espinhal (liberação ortodrômica), 

enquanto que a destruição destas fibras pelo tratamento neonatal com 

capsaicina é capaz de depletar o conteúdo destes peptídeos (Holzer, 1998). 

Perifericamente, a liberação de CGRP promove dilatação arteriolar e 

hiperemia, através da ativação do receptor CGRP1. Já, a SP ativa receptores 

NK1 em células endoteliais e vênulas pós-capilares, induzindo extravasamento 

plasmático e edema, bem como degranulação de mastócitos. A liberação 

central destes neuropeptídeos pode sensibilizar neurônios ascendentes, 

contribuindo para a hipersensibilidade (Zegarska et al., 2006). 

Um membro relativamente novo e importante da inflamação 

neurogênica é o receptor TRPV1. Este receptor é um canal catiônico não-

seletivo, operado por ligante, presente em fibras Aδ e C (Caterina et al., 1997) e, 

quando ativado, pode levar à liberação de neuropeptídeos (Richardson e 

Vasko, 2002; Zegarska et al., 2006). O TRPV1 pode ser ativado por vários 

estímulos, incluindo calor, prótons, mediadores lipídicos, como produtos da via 

da lipoxigenase e anandamida, e por compostos vanilóides, tais como a 

capsaicina. Além disso, este receptor pode ser sensibilizado por alguns 

mediadores inflamatórios, como PGs, ATP, 5-HT, proteases e BK (para revisão, 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-NH2, 

é dependente da ativação de neurônios sensoriais e da liberação 



 

   

concomitante de SP e CGRP e que tais efeitos são ausentes em animais com 

deleção do gene para o receptor PAR-2 (PAR-2-/-), para NK1 ou para o precursor 

da SP. Além disso, a inflamação cutânea induzida pela tripsina em ratos 

apresenta importante participação de mediadores da inflamação neurogênica 

(Obreja et al., 2006). Vergnolle e colaboradores (2001) verificaram que a 

administração intraplantar de tripsina ou do peptídeo SLIGRL-NH2 induz a 

expressão de c-fos em neurônios espinhais de roedores, resultando em 

hiperalgesia térmica e mecânica, as quais são ausentes em animais nocaute 

para o PAR-2 ou para o precursor dos neuropeptídeos SP e neurocinina (NK) A. 

Corroborando estes achados, Amadesi e colaboradores (2004; 2006) 

demonstraram que a ativação do receptor PAR-2 pode sensibilizar o receptor 

TRPV1, através de mecanismo dependente das proteínas PKCε e PKA, 

promovendo a liberação de SP e CGRP. 

A hipótese a respeito da participação de proteases em condições 

pruriginosas é relativamente antiga. Já se sabe, há algumas décadas, que a 

papaína e a mucunaína, proteases presentes no mamão e no cowhage, 

respectivamente, são capazes de causar coceira (Shelley e Arthur, 1955; 

Hägermark, 1973). No entanto, apenas recentemente, os mecanismos envolvidos 

nesse fenômeno começaram a ser explorados, revelando uma importante 

contribuição dos receptores PAR-2 para os eventos pruriginosos. Inicialmente, foi 

demonstrado que a injeção intradémica de tripsina em humanos sadios causa 

sensação de coceira, sem a presença 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 



 

   

atópica, sugerindo uma nova via para o prurido na pele de humanos. A injeção 

i.d. do agonista seletivo para o PAR-2, peptídeo SLIGKV-NH2, causou sensação 

de coceira quando aplicado próximo às lesões de pacientes atópicos (Steinhoff 

et al., 2003). Estes autores também verificaram aumento da liberação de triptase 

na pele destes indivíduos, bem como a expressão aumentada do receptor PAR-

2 em queratinócitos, vasos sanguíneos e fibras aferentes primárias (Steinhoff et 

al., 2003). Confirmando estes dados, foi previamente sugerido que o agonista 

endógeno do PAR-2, triptase, pode ativar queratinócitos na pele inflamada de 

pacientes com dermatite atópica ou psoríase (Steinhoff et al., 1999). Além disso, 

foi sugerido recentemente que a mucunaína, causa coceira através da 

ativação do receptor PAR-2 (Reddy et al., 2008). Por fim, a injeção i.d. de 

agonistas para o receptor PAR-2, triptase ou peptídeo SLIGRL-NH2, 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 existência de neurônios no corno da raiz 

dorsal de camundongos, que estão associados com a coceira mediada pela 

ativação do receptor PAR-2, e que parecem diferir daqueles neurônios que 

medeiam o comportamento pruriginoso induzido pela histamina. Apesar das 

evidências acerca do envolvimento do receptor PAR-2 em eventos pruriginosos, 

tanto em humanos quanto em roedores, os mecanismos relacionados à 

participação deste receptor em tal fenômeno não foram investigados até o 

momento. 

Alguns trabalhos têm sugerido o envolvimento do sistema calicreína-

cininas na patofisiologia da coceira (Rajakulasingam et al., 1991; Hayashi e 

Majima, 1999; Schmelz et al., 2003; Hosogi et al., 2006). As cininas são peptídeos 



 

   

biologicamente ativos formados a partir de α-globulinas, conhecidas como 

cininogênios, através da ação proteolítica de calicreínas, em resposta a 

estímulos fisiológicos ou durante o processo inflamatório (Proud e Kaplan, 1988; 

para revisão, ver Marceau e Regoli, 2004). Uma vez liberadas, as cininas 

exercem vários efeitos biológicos, incluindo vasodilatação, hiperemia, redução 

da pressão sangüínea, aumento da permeabilidade vascular e sensibilização de 

fibras aferentes sensoriais do tipo Aδ e C, com consequente liberação de 

neuropeptídeos, tais como SP e CGRP, ou de aminoácidos excitatórios 

(Dendorfer et al. 1999; Calixto et al., 2000; 2001). As ações das cininas são 

mediadas através de dois subtipos de receptores acoplados à proteína G, 

denominados receptores B1 (B1R) e B2 (B2R) para as cininas (Regoli e Barabé, 

1980; Marceau e Regoli, 2004). Apesar da baixa homologia na sequência de 

aminoácidos apresentada pelos B1R e B2R, aproximadamente 36% 

(dependendo da espécie estudada) (Hess, 1997), as vias de transdução 

acionadas pelos dois tipos de receptores são semelhantes. Os B1R e B2R são 

preferencialmente acoplados a proteínas Gαi e Gαq (Liao e Homcy, 1993) e 

suas ativações podem estar relacionadas à estimulação direta ou indireta de 

diversas vias de sinalização intracelular (Schanstra et al., 1999; Liebmann e 

Böhmer, 2000; Liebmann, 2001). 

A principal diferença entre os B1R e B2R está no padrão de expressão 

destas proteínas. Os B2R são expressos de forma constitutiva em vários tecidos 

(Dendorfer et al., 1999; Marceau e Regoli, 2004), enquanto que os B1R estão 

geralmente ausentes em condições fisiológicas, sendo rapidamente expressos 

em diversos tipos celulares após longos períodos de incubação in vitro, trauma 

tecidual ou infecções, ou após o tratamento com endotoxinas bacterianas, 



 

   

adjuvante de Freund, citocinas pró-inflamatórias, luz ultravioleta, estresse 

térmico, dentre outros estímulos (Marceau et al., 1998; Calixto et al., 2000; 2001; 

2004). Dessa forma, a maioria das ações fisiológicas das cininas é mediada pelos 

B2R, enquanto que os B1R normalmente amplificam e perpetuam a sinalização 

iniciada pela estimulação dos B2R (Marceau et al., 1998; Calixto et al., 2000; 

2001; 2004). 

No entanto, a presença constitutiva do B1R em fibras aferentes 

nociceptivas e diferentes estruturas do SNC de humanos, macacos e roedores 

tem sido demonstrada (para revisão ver Calixto et al., 2004). A expressão 

constitutiva do RNA mensageiro (RNAm) ou da proteína para o B1R foi 

detectada no DRG ou ganglio trigêmio de roedores e macacos, 

predominantemente em neurônios de pequeno diâmetro, 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 presença constitutiva do RNAm e 

da proteína do B1R foi verificada na medula espinhal de roedores, macacos e 

humanos, confinados aos terminais de fibras aferentes primárias (Wothersponn e 

Winter, 2000; Ma e Heavens, 2001; Shughrue et al , 2003). Porém, estes receptores 

não parecem ser funcionais, pois estudos in vitro demonstram que agonistas 

para o B1R não são capazes de ativar diretamente terminais periféricos ou 

corpos celulares de neurônios sensoriais (Davis et al., 1996; Seabrook et al., 1997; 

Brand et al., 2001). Ainda, níveis basais de expressão do B1R em estruturas 

relacionadas à transmissão e modulação sensorial, tais como córtex 

somatosensorial, amígdala, hipocampo, hipotálamo e tálamo, foram 

encontrados (Ongali et al., 2003; Shughrue e Austin, 2003; Prediger et al., 2008; 

Quintão et al., 2008). Embora a função deste receptor em estruturas centrais 



 

   

ainda não seja completamente compreendida, muitos estudos têm sugerido 

uma forte relação com os fenômenos de nocicepção e hiperalgesia (Corrêa e 

Calixto, 1993; Sufka e Roach, 1996; Ferreira et al., 2001; 2002; Beirith et al., 2003; 

Calixto et al., 2004, Quintão et al., 2008). De fato, a BK está entre os algógenos 

endógenos mais potentes, e o seu papel, bem como os dos B1R e B2R, em 

processos nociceptivos tem sido extensivamente revisado (Couture et al., 2001; 

Calixto et al., 2000; 2001; 2004). 

Em relação ao envolvimento do sistema calicreínas-cininas na coceira, 

sabe-se que a administração intranasal dos agonistas de B2R, calidina e BK, mas 

não de des-Arg9- BK (DABK), agonista preferencial de B1R, causa senção de 

coceira em alguns pacientes com rinite alérgica (Rajakulasingam et al., 1991). 

No entanto, em uma segunda publicação, estes mesmos autores relataram que 

a administração intranasal de BK em voluntários sadios causa dor ao invés de 

coceira, quando comparada aos efeitos da aplicação de histamina nestes 

mesmos indivíduos (Rajakulasingam et al., 1993). Recentemente, Hosogi e 

colaboradores (2006) demonstraram que a aplicação de BK por iontoforese, em 

locais próximos as lesões de pacientes com dermatite atópica, causa sensação 

de coceira, um efeito que não é prevenido pelo tratamento com o anti-

histamínico (H1) olopatadina. Ademais, foi demonstrado anteriormente, por meio 

de estudos de microneurografia, que a aplicação de BK na pele de voluntários 

sadios pode ativar neurônios pruriceptivos, ou seja, fibras sensíveis à histamina e 

insensíveis a estímulos mecânicos, além de causar sensação de coceira em 

alguns indivíduos, embora a sensação de dor tenha sido mais frequentemente 

relatada (Schmelz et al., 2003). A partir de experimentos in vitro com preparação 

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



 

   

contribuir para a coceira em condições inflamatórias, por sensibilizar fibras 

nervosas periféricas à 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 administração i.d. de deoxicolato de 

sódio no dorso de camundongos depende de componentes do sistema 

calicreínas-cininas. O tratamento com antagonistas seletivos de B2R (Hoe 140 ou 

FR173657), mas não com o antagonista seletivo de B1R (DALBK), preveniu os 

acessos de coceira induzidos pelo deoxicolato de sódio em camundongos. 

Além disso, ratos deficientes em cininogênio (B/N-Katholiek) apresentaram 

redução do comportamento pruriginoso induzido pelo deoxicolato, quando 

comparados com ratos normais (B/N-Kitasato) (Hayashi e Majima, 1999). 

Apesar dos avanços na compreensão dos mecanismos envolvidos na 

neurotransmissão da coceira obtidos na última década, ainda parece faltar 

muito para o desenvolvimento de abordagens terapêuticas eficazes para o 

tratamento de condições pruriginosas resistentes à farmacoterapia atual. Neste 

sentido, melhor compreensão acerca dos mecanismos envolvidos na 

transmissão do prurido torna-se extremamente relevante, especialmente dos 

mecanismos relacionados ao prurido causado, ou intensificado, pela liberação 

de proteases e consequente ativação do receptor PAR-2. Sendo assim, o 

presente estudo procurou caracterizar os possíveis mecanismos farmacológicos 

envolvidos no comportamento de coçar induzido pela administração i.d. de 

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



 

   

OBJETIVOS 

 

Objetivo geral 

O presente trabalho teve como objetivo avaliar os mecanismos 

farmacológicos envolvidos no comportamento de coçar induzido por agonistas 

do PAR-2, quando administrados por via intradérmica na região dorsal em 

camundongos. 

 

Objetivos específicos 

• Verificar o efeito comportamental desencadeado pela administração 

intradérmica de tripsina ou do fragmento peptídico SLIGRL-NH2, agonistas do 

receptor PAR-2, no dorso de camundongos, em comparação ao 

comportamento induzido pela administração de tripsina inativa, fragmento 

inverso LRGILS-NH2, ou composto 48/80; 

• Analisar o envolvimento do sistema opioidérgico, de corticóides e 

prostanóides no comportamento de coçar e na nocicepção declarada 

induzidos pela tripsina em camundongos, através do bloqueio 

farmacológico; 

• Avaliar a participacão de mastócitos, histamina, serotonina e proteases, no 

comportamento de coçar induzido por ativadores do PAR-2, por meio do 

emprego de distintas ferramentas farmacológicas; 

• Analisar o envolvimento de fibras sensíveis à capsaicina na resposta 

comportamental induzida pelos agonistas do PAR-2, pelo emprego de 

diferentes estratégias farmacológicas; 



 

   

• Investigar a influência do receptor TRPV1 sobre a resposta pruriginosa 

induzida por agonistas do PAR-2, através do seu bloqueio farmacológico ou 

pelo uso de animais com deleção gênica para este o receptor; 

• Caracterizar o envolvimento dos neuropeptídeos, substância P, CGRP ou 

neurocininas A e B, na resposta pruriginosa induzida pelos ativadores do PAR-

2, através do uso de antagonistas seletivos; 

• Analisar a participação das cininas e de mecanisos operados por B2R ou B1R 

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 MÉTODOS 

 

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 Laboratório de Farmacologia 

Experimental (LAFEX) do Departamento de Farmacologia/CCB-UFSC. Além disso, 

foram utilizados animais nocaute para os B1R (B1R-/-) ou B2R (B2R-/-) das cininas, 

criados no biotério do LAFEX. As matrizes dos animais nocautes para os 

receptores cininérgicos foram gentilmente cedidas pelo Professor João Bosco 

Pesquero (Departamento de Biofísica, Universidade Federal de São Paulo). A 

deleção da sequência codificadora dos genes para o B1R (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 ºC), umidade (60 – 80 %) e luminosidade (ciclo de 

claro/escuro de 12 horas) controladas. Água e comida foram providas ad 

libitum, exceto durante os procedimentos experimentais. 

Os procedimentos experimentais foram conduzidos de acordo com as 

recomendações 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 Comitê de Ética no Uso de Animais da 

Universidade Federal de Santa Catarina (Protocolo no PP00032). 

Em alguns experimentos foram utilizados camundongos da linhagem 

C57BL/6 machos e fêmeos (25-30 g), selvagens ou com deleção gênica do 



 

   

receptor TRPV1 (TRPV1-/-). Estes experimentos foram realizados no laboratório da 

Dra. Susan D. Brain (Cardiovascular Division, Waterloo Campus, King’s College 

London, Londres, Inglaterra). Os animais selvagens e nocaute para o receptor 

TRPV1 foram gentilmente doados pela Merck Sharp and Dohme (Harlow, UK). Os 

animais TRPV1-/- 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 Comitê de Ética daquela 

instituição. 

 

Comportamento de coçar em camundongos 

O comportamento de coçar induzido por agentes pruriginosos em 

camundongos foi realizado de acordo com o método proposto originalmente 

por Kuraishi e colaboradores (1995), com pequenas modificações (Hayashi e 

Majima, 1999). Dois dias antes da realização dos experimentos, os animais foram 

tricotomizados na região dorsal do pescoço (área de aproximadamente 1,5 

cm2) com o auxílio de um cortador elétrico (Panasonic® ER506 k). Para facilitar o 

procedimento, os animais foram levemente anestesiados com isoflurano (2% em 

100% de O2, durante 3 min.). O teste do comportamento de coçar foi realizado 

em funis de vidro invertidos (15 a 20 cm de diâmetro), posicionados em frente a 

um espelho em ângulo de 75º, para facilitar a completa visualização dos 

animais. Por pelo menos 30 min antes da injeção do estímulo pruriginoso, os 

animais foram habituados dentro do aparato experimental. Após este período 

de habituação, cada animal foi removido brevemente e injetado por via i.d., na 

região dorsal do pescoço, com 50 µl de salina (NaCl 0,9 %) contendo: tripsina 

(30–500 µg/sítio, i.d.), o peptídeo SLIGRL-NH2 (25–100 µg/sítio, i.d.), deoxicolato de 



 

   

sódio (100 µg/sítio, i.d.), cloroquina (200 µg/sítio, i.d.), ou composto 48/80 

(C48/80; 10 µg/sítio, i.d.). Em alguns experimentos, afim de verificar um possível 

efeito inespecífico dos agonistas do PAR-2 sobre o comportamento de coçar, 

alguns grupos de animais receberam salina (50 µl/sítio, i.d.) contendo: tripsina 

(200 µg/sítio, i.d.) inativada pelo calor (5 min à 100 ºC) ou o fragmento inativo 

LRGILS -NH2 (100 µg/sítio, i.d.). Os animais controle receberam somente salina (50 

µl/sítio, i.d.). Imediatamente após a injeção dos estímulos, os animais foram 

recolocados sob o funil de vidro invertido e observados durante o período de 40 

min. Com o auxílio de um contador manual, o comportamento de coçar foi 

quantificado pela contagem do número de acessos de coceira, com 

movimentação das patas dianteiras (∼10-20% da reposta) e traseiras (∼80-90% 

da reposta), dirigidas a proximidades da região injetada. Para as patas 

dianteiras, foram considerados somente os acessos de coceira atrás da orelha 

(região do pescoço), mas não sobre a orelha ou a face. Os resultados foram 

expressos como número de acessos de coceira em 40 min ou a cada 10 min, 

conforme especificado. 

 

Nocicepção espontânea induzida pela tripsina em camundongos 

O teste de nocicepção espontânea induzido pela tripsina em 

camundongos foi realizado de acordo com o método proposto por Paszcuk e 

colaboradores (2008). O teste de nocicepção espontânea foi realizado em funis 

de vidro invertidos (15 a 20 cm de diâmetro), posicionados em frente a um 

espelho em ângulo de 75º, para facilitar a completa visualização dos animais. 

Por pelo menos 30 min antes da injeção de tripsina, os animais foram habituados 

dentro do aparato experimental. Após este período de habituação, cada 



 

   

animal foi removido brevemente e injetado por via intraplantar (i.pl.), na pata 

direita traseira, com 20 µl de salina (NaCl 0,9 %) contendo tripsina (300 µg/pata, 

i.pl.). Os animais controle receberam o mesmo volume de salina (20 µl/pata, 

i.pl.). Os camundongos foram observados individualmente, imediatamente após 

a injeção de tripsina, por um período de 10 min. O tempo em que os animais 

permaneceram lambendo a pata injetada (licking) foi cronometrado e 

considerado como indicativo de nocicepção espontânea. 

 

Vias de administração 

 

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

A administração de drogas através da via i.t. foi realizada de acordo 

com o método descrito por Hylden e Wilcox (1980), com algumas modificações. 

As injeções foram realizadas em animais conscientes, a fim de eliminar a possível 

interferência de anestésicos. Uma agulha conectada a uma microseringa (25 

µl), por intermédio de uma cânula de polietileno, foi inserida através da pele, 

fixando-se entre as vértebras no espaço subdural entre os segmentos espinhais 

L5-L6, para a administração de um volume de 5 µl das drogas ou veículo. 

 

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

A administração 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 O2, durante 3 min.) e 

uma agulha (30 G; 4,2 mm de comprimento) conectada a uma microseringa 

(25 µl) por intermédio de uma cânula de polietileno foi inserida diretamente no 



 

   

ventrículo lateral (coordenadas do bregma: 1 mm lateral; 1 mm rostral; 3 mm 

vertical) para a administração lenta (em 1 min.) de um volume de 5 µl das 

drogas ou veículo. 

 

3. Protocolo geral  de administração de drogas 

De acordo com cada protocolo experimental, diferentes grupos de 

animais foram previamente tratados, ou co-tratados, com diversos inibidores ou 

antagonistas, por diferentes vias de administração, antes da aplicação dos 

estímulos pruriginosos ou nociceptivos, ou co-injetados por via i.d. com os 

pruritógenos. Os animais controle receberam o veículo correspondente a cada 

droga, de acordo com o protocolo utilizado. Os tratamentos pelas vias 

intraperitoneal (i.p.) e subcutânea (s.c.) foram realizados 30 min antes da 

injeção dos estímulos, com excessão da dexametasona, que foi administrada 4 

h antes, e do cromoglicato de sódio, que foi administrado durante alguns dias 

antes dos experimentos (ver detalhes abaixo). As drogas administradas por via 

oral (v.o.) foram aplicadas 1 h antes. Os tratamentos endovenoso (e.v.), i.t. e 

i.c.v. foram realizados 15 mins antes dos estímulos. Os tratamentos e.v. foram 

realizados por injeção retro-orbital. Já os tratamentos i.d. foram relizados como 

co-injeção com o estímulo utilizado, com excessão do composto 48/80 

(tratamento crônico), que foi administrado durante alguns dias antes dos 

experimentos (ver detalhes abaixo). 

 



 

   

Análise dos mecanismos farmacológicos envolvidos no comportamento de 

coçar induzido por agonistas do receptor PAR-2 em camundongos 

 

1. Verificação do envolvimento da atividade proteolítica da tripsina no 

comportamento de coçar induzido por esta enzima em camundongos 

Para avaliar a importância da atividade serino-proteolítica da tripsina 

sobre o comportamento de coçar induzido por esta enzima (200 µg/sítio, i.d.), 

camundongos Swiss foram co-tratados por via i.d., juntamente com o estímulo 

pruriginoso, com os seguintes inibidores: aprotinina (100 µg/sítio, i.d.), inibidor 

não-seletivo de serino-proteases, e com o inibidor de tripsina de Phaseolus 

limensis (lima bean) (100 e 500 µg/sítio), inibidor específico de tripsina. As doses 

dos inibidores foram selecionadas a partir de experimentos pilotos (dados não 

mostrados). 

 

2. Análise da participação do receptor PAR-2 no comportamento de coçar 

induzido por agonistas do PAR-2  em camundongos 

A verificação do envolvimento do receptor PAR-2 na resposta 

pruriginosa causada pela tripsina (200 µg/sítio, i.d.) ou pelo peptídeo SLIGRL-NH2 

(100 µg/sítio, i.d.) em camundongos Swiss, foi realizada através do emprego do 

antagonista seletivo e peptídico para este receptor, FSLLRY-NH2 (100 µg/sítio), 

que foi co-injetado por via i.d. juntamente com os estímulos pruriginosos. A dose 

do FSLLRY-NH2 foi selecionada a partir da literatura  (Shimada et al., 2006). 

Além disso, a participação do PAR-2 nas respostas induzidas pelos 

agonistas foi confirmada através da dessensibilização prévia do receptor PAR-2, 

obtida pela administração repetida de tripsina (200 µg/sítio) por via i.d. na 



 

   

região dorsal do pescoço, por 7 dias consecutivos, antes da realização dos 

experimentos. 

 

3. Avaliação do envolvimento do sistema opioidérgico no comportamento de 

coçar e nocicepção espontânea induzidos pela tripsina 

Afim de verificar o envolvimento do sistema opioidérgico no 

comportamento de coçar desencadeado pela tripsina (200 µg/sítio, 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 não 

seletivos dos receptores opióides, respectivamente, administrados 30 min antes 

do estímulo pruriginoso. Os animais controle receberam somente o veículo 

(salina, NaCl à 0,9%) por via i.p. (10 ml/kg, 30 min). 

O envolvimento do sistema opioidérgico na nocicepção enpontânea 

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 injeção i.pl. de 

tripsina (300 µg/pata). Os animais controle receberam somente o veículo (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. Verificação do efeito de anti-inflamatórios esteroidal e não-esteroidais sobre o 

comportamento de coçar e nocicepção espontânea induzidos pela tripsina 

O efeito de corticóides sobre as repostas pruriginosas induzidas pela 

tripsina (200 µg/sítio, i.d.) ou pelo peptídeo SLIGRL-NH2 (100 µg/sítio, i.d.) em 



 

   

camundongos Swiss, foi verificado através do pré-tratamento por via s.c. com 

dexametasona (0,5 mg/kg), 4 h antes do estímulo pruriginoso. Os animais 

controle receberam solução salina (10 ml/kg, s.c., 4 h). Em outro grupo 

experimental, após 4 h do tratamento s.c. com dexametasona (0,5 mg/kg), ou 

salina (10 ml/kg), os animais receberam injeção i.pl. de tripsina (300 µg/sítio, i.pl.) 

na pata direita, para avaliação do comportamento nociceptivo. 

A participação de produtos da via do ácido araquidônico no 

comportamento de coçar induzido pela tripsina (200 µg/sítio, i.d.) foi avaliada 

pelo pré-tratamento 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 veículos: salina com 1% de Tween-80 (10 ml/kg, i.p., 30 min) ou 

somente salina (10 ml/kg, v.o., 1 h). Para avaliação do envolvimento de 

prostanóides no comportamento nociceptivo induzido pela tripsina (300 µg/sítio, 

i.pl.), outros grupos de animais foram pré-tratados com celecoxibe (10 mg/kg, 

v.o.), ou salina 10 ml/kg, v.o.), 1 h antes da injeção i.pl. da enzima. 

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

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

 

5. Avaliação da participação de mastócitos no comportamento de coçar 

induzido pela tripsina em camundongos 

Para verificar a participação de mastócitos no comportamento de 

coçar induzido pela tripsina (200 µg/sítio, i.d.), camundongos Swiss foram pré-

tratados por via i.d. na região dorsal, com o degranulador de mastócitos, o 

composto 48/80, durante 4 dias (1, 3, 10 e 10 µg/sitio, no 1º, 2º, 3º e 4º dia, 



 

   

respectivamente), para promover a depleção dos grânulos intracelulares. Outro 

grupo experimental recebeu cromoglicato de sódio (8 mg/kg, i.p.), um 

estabilizador da membrana de mastócitos, por via i.p. uma vez ao dia, durante 6 

dias. Os animais controle receberam salina por via i.d. (50 µl) 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. Verificação do envolvimento de receptores histaminérgicos e serotoninérgicos 

no comportamento de coçar induzido por agonistas do PAR-2 

O possível envolvimento da histamina no comportamento pruriginoso 

induzido pela tripsina (200 µg/sítio, i.d.) ou pelo peptídeo SLIGRL-NH2 (100 µg/sítio, 

i.d.) em camundongos Swiss, foi avaliado pelo pré-tratamento com os 

antagonistas seletivos para os receptores histaminérgicos: H1, pirilamina (10 

mg/kg, s.c.) ou loratadina (10 mg/kg, s.c.), H2, cimetidina (20 mg/kg, s.c., 30 min) 

ou ranitidina (10 mg/kg, s.c.), e H3, iodofenpropite (10 mg/kg, i.p.), ou ainda pelo 

emprego do antagonista não-seletivo de receptores H3 e H4, tioperamida (20 

mg/kg, i.p.), administrados 30 min antes dos estímulos. Os animais controle 

receberam salina por via s.c. ou i.p. (10 ml/kg, 30 min). Para avaliação 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 µg/sítio). 

A participação de receptores serotoninérgicos no comportamento 

pruriginoso induzido pela tripsina (200 µg/sítio, i.d.) foi investigada pelo pré-

tratamento s.c. com o antagonista misto de receptores 

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



 

   

antes da aplicação 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). 

 

7. Avaliação da contribuição da liberação de proteases para o 

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

A contribuição de proteases para a coceira induzida pela tripsina (200 

µg/sítio, i.d.) ou pelo peptídeo SLIGRL-NH2 (100 µg/sítio, i.d.) foi avaliada pelo pré-

tratamento s.c. com o inibidor não seletivo de proteases, gabexato mesilato (10 

mg/kg), administrado 30 min antes da aplicação dos estímulos. 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 (Chen et al., 2006). 

 

8. Participação de fibras sensíveis a capsaicina no comportamento de coçar 

induzido por agonistas do PAR-2 em camundongos 

O tratamento neonatal com capsaicina, previamente descrito por 

Gamse (1982) e reproduzido em nosso laboratório (Ferreira et al., 1999), foi 

empregadao com o objetivo de verificar a participação de fibras sensíveis a 

capsaicina (predominantemente fibras C) no comportamento de coçar 

induzido pela trispina (200 µg/sítio, i.d.) em camundongos. Para isso, 

camundongos Swiss machos, com dois dias de vida (neonatos), receberam 

capsaicina (50 mg/kg em 20 µl de veículo), ou somente veículo (salina com 10% 

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



 

   

foram usados entre 6 e 7 semanas após o tratamento com capsaicina ou 

veículo (usado como controle). 

Outro procedimento farmacológico empregado para avaliar o 

envolvimento de fibras sensoriais na reposta comportamental de coçar induzida 

pelo agonista SLIGRL-NH2 (100 µg/sítio, i.d.), foi o tratamento com resiníferatoxina 

(RTX), análogo ultrapotente da capsaicina. Para tanto, camundongos Swiss 

machos adultos (∼30 gramas) receberam por via s.c. três injeções consecutivas 

de RTX (30, 70 e 100 µg/kg), ou do veículo (salina com 10% de etanol e 10% de 

Tween-80), em diferentes dias subsequentes. Os animais foram utilizados cinco 

dias após o último tratamento com RTX ou veículo (Sándor et al., 2007). 

Para verificar a eficácia do tratamento neonatal com capsaicina ou 

RTX sobre a dessensibilização e/ou degeneração de fibras aferentes primárias, 

24 horas antes dos experimentos, os animais foram submetidos ao teste de 

esfregar os olhos (eye-wiping test). Para este propósito, uma solução de 20 µl de 

capsaicina  0,01% foi instilada em ambos os olhos dos animais e o número de 

movimentos de esfregar foi quantificado durante 1 min. Os animais que 

esfregaram seus olhos não mais do que cinco vezes foram considerados 

dessensibilizados e/ou desnervados pelo tratamento com capsaicina ou RTX 

(Ferreira et al., 1999). 

 

9. Avaliação do envolvimento de receptores TRPV1 no comportamento de 

coçar induzido por agonistas do PAR-2 em camundongos 

Para verificar o envolvimento de receptores vanilóides na resposta 

pruriginosa induzida pela tripsina (200 µg/sítio, 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 veículo 

(salina com 2% de etanol) por via i.p. (10 ml/kg, 30 min). Em outro grupo de 

animais, com o objetivo de verificar a participação do receptor TRPV1 na 

coceira induzida pelo SLIGRL-NH2 (100 µg/sítio, i.d.), camundongos Swiss 

receberam uma co-injeção i.d. de SB366791 (1 nmol/sítio, i.d.), juntamente com 

o fragmento peptídico. As doses do antagonista foram selecionadas a partir de 

dados da literatura (Varga et al., 2005; Claudino et al., 2006). 

Afim de confirmar o envolvimento do receptor TRPV1 na coçadura 

induzida pela ativação do PAR-2, camundongos  da linhagem C57BL/6, com 

deleção gênica para o receptor TRPV1 (TRPV1-/-) ou animais selvagens (WT), 

foram injetados na região dorsal com tripsina (200 µg/sítio, i.d.). 

 

10. Análise do envolvimento de neuropeptídeos no comportamento de coçar 

induzido por agonistas do PAR-2 em camundongos 

Para analisar a relevância de neuropeptídeos no comportamento de 

coçar induzido pela tripsina (200 µg/sítio, i.d.) em camundongos Swiss, os animais 

foram pré-tratados com os antagonistas seletivos dos receptores NK1, FK888 (1 

mg/kg), NK2, SR48968 (1 mg/kg) ou, NK3, SR140821 (3 mg/kg), respectivamente, 

receptores para SP, NKA e NKB, ou com o antagonista seletivo para o receptor 

do CGRP, fragmento CGRP8-37 (0,3 mg/kg), todos administrados por via 

endovenosa (e.v.), 15 min antes do estímulo 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/sítio, i.d.) ou o fragmento 

CGRP8-37 (1 nmol/sítio, i.d.), co-injetados com o peptídeo SLIGRL-NH2 (100 µg/sítio, 

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. Caracterização do envolvimento dos receptores B2 e B1 para as cininas no 

comportamento de coçar e nocicepção espontânea induzidos por agonistas 

do PAR-2 em camundongos 

Para caracterizar o envolvimento dos receptores cininérgicos na 

resposta pruriginosa induzida pela tripsina (200 µg/sítio, i.d.) ou pelo peptídeo 

SLIGRL-NH2 (100 µg/sítio, i.d.), camundongos Swiss foram pré-tratados 

sistemicamente com os antagonistas seletivos para o B2R, Hoe 140 (50 nmol/kg, 

s.c.) ou FR173657 (30 mg/kg, i.p.), ou com os antagonistas seletivos para o B1R, 

des-Arg9-[Leu8]- BK (DALBK; 150 nmol/kg, s.c.) ou SSR240612 (1 mg/kg, s.c.), 

administrados 30 min antes dos estímulos. Os animais controle receberam os 

respectivos veículos por via s.c. ou i.p. (10 ml/kg, 30 min). 

Com o objetivo de verificar a contribuição dos B2R localizados em 

diferentes sítios na resposta pruriginosa evocada pelo peptídeo SLIGRL-NH2 (100 

µg/sítio, i.d.), alguns grupos de camundongos foram tratados com o antagonista 

seletivo para o B2R, Hoe 140, administrado por diferentes vias: i.d. (3 nmol/sítio, 

co-injetado), i.t. (100 pmol/sítio, 15 min) ou i.c.v. (100 pmol/sítio, 15 min). O 

envolvimento do B1R foi avaliado pelo tratamento por diferentes vias com o 

antagonista seletivo para este receptor, DALBK: i.d. (0,3 nmol/sítio, co-injetado), 

i.t. (25 pmol/sítio, 15 min) ou i.c.v. (25 pmol/sítio, 15 min). Os animais controle 

receberam somente veículo por via i.t. (5 µl/sítio, 15 min) ou i.c.v. (5 µl/sítio, 15 

min). As doses de todas as drogas foram selecionadas a partir de dados da 

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



 

   

Afim de verificar ou confirmar o envolvimento dos B2R e B1R para as 

cininas na coceira induzida por diferentes agentes pruriginosos, camundongos  

da linhagem C57BL/6, com deleção gênica para o B2R (B2R-/-) ou B1 (B1R-/-), ou 

animais selvagens (WT), receberam na região dorsal os seguintes agentes: 

tripsina (200 µg/sítio, i.d.), SLIGRL-NH2 (200 µg/sítio, i.d.), deoxicolato de sódio (100 

µg/sítio), cloroquina (200 µg/sítio), ou composto 48/80 (10 µg/sítio). Por fim, a 

participação de receptores cininérgicos na nocicepção espontânea induzida 

pela tripsina (300 µg/sítio, i.pl.) foi verificada pelo emprego de animais com 

deleção gênica para os B2R (B2R-/-) ou B1R (B1R-/-). 

 

Drogas e reagentes 

As seguintes drogas foram utilizadas: tripsina (de pâncreas de porco), 

inibidor de tripsina de Phaseolus limensis (lima bean), aprotinina, pirilamina, 

cimetidina, ranitidina, ciproeptadina, gabexato mesilato, dexametasona, SC560, 

composto 48/80, cromoglicato de sódio, capsaicina, resiniferatoxina (RTX), 

fragmento 8-37 do peptídeo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP8-37), 

des-Arg9-[Leu8]-bradicinia (BK) (DALBK), SB366791, todos obtidos da Sigma 

Chemical Company (St. Louis, MO, E.U.A). Celecoxibe foi obtido da Merck (Rio 

de Janeiro, Brasil). Morfina foi adquirida da Merck AG (Darmstadt, Alemanha). 

Naloxona obtida da Research Biochemicals International (Natick, MA, E.U.A). 

Iodofenpropite e tioperamida foram obtidos da Tocris (Ellisville, Missouri, E.U.A). 

Hoe 140 foi gentilmente doado pela Sanofi-Aventis (Bridgewater, NJ, E.U.A). 

SSR240612, SR48968 e SR142801 foram gentilmente fornecidos pela Sanofi-Aventis 

R&D (Moontpellier, França). FR173657 e FK888 foram gentilmente doados pela 

Fujisawa Pharmaceutical Co. (Osaka, Japão). Os fragmentos peptídicos Phe-Ser-



 

   

Leu-Leu-Arg-Tyr-NH2 (FSLLRY-NH2), Ser-Leu-Ile-Gly-Arg-Leu-NH2 (SLIGRL-NH2) e Leu-

Arg-Gly-Ile-Leu-Ser-NH2 (LRGILS-NH2) foram sintetizados pelo Dr. Luiz Juliano 

(Universidade Federal de São Paulo, São Paulo, Brazil). 

A maioria das drogas, exceto SB366791, SC560, capsaicina, 

resiniferatoxina e SSR240612, foram diluídas em solução de NaCl 0,9% (p/v) 

(salina) antes do uso. SB366791 foi diluído em salina com 2% de etanol. SC560 foi 

diluído em salina com 1% de Tween-80. Capsaicina e resiniferatoxina foram 

diluídas em salina com 10% de etanol e 10% de Tween-80. SSR240612 foi diluído 

em salina com 5% de etanol e 5% de Tween-80. Os animais controle receberam 

o veículo correspondente ao protocolo experimental empregado. 

 

Análise estatística 

Os resultados são apresentados como a média ± erro padrão da 

média (E.P.M.) de 6-10 animais, exceto os valores de DE50 (doses que produziram 

50 % da resposta máxima), que são apresentados como a média geométrica 

acompanhada de seus respectivos limites de confiança (95 %). As porcentagens 

de inibição estão apresentadas como a média ± erro padrão das inibições 

obtidas para cada experimento individual. A análise estatística dos dados foi 

realizada por meio de análise de variância (ANOVA) de uma via, seguida pelo 

teste de Dunnett. Valores de P menores que 0,05 (*P < 0,05) foram considerados 

como indicativos de significância. O valor de DE50 foi determinado por regressão 

linear a partir de experimentos individuais usando o programa GraphPad (San 

Diego, CA, USA). 

 



 

   

RESULTADOS 

 

Comportamento de coçar induzido por agonistas do receptor PAR-2 em 

camundongos 

Como observado na Figura 2, a administração i.d. de tripsina (30–500 

µg/sítio) ou do fragmento peptídico SLIGRL-NH2 (25–200 µg/sítio) no dorso de 

camundongos promoveu acessos de coceira  de maneira dependente da dose 

no sítio injetado (Figura 2A e 2B). A dose efetiva de tripsina para esta resposta 

variou de 100 a 500 µg/sítio, sendo máxima em 300 µg/sítio (Figura 2A). O valor 

médio estimado para a DE50 (acompanhado pelo limite de confiança de 95 %) 

para este efeito foi de 97 (67 – 140) µg/sítio. A dose de 200 µg/sítio foi escolhida 

para os experimentos seguintes, uma vez que esta foi a dose mais próxima ao 

valor da DE50 capaz de induzir efeitos reprodutíveis com menor variação. Os 

acessos de coceira induzidos pela injeção i.d. de tripsina (200 µg/sítio) 

manifestaram-se predominantemente nos primeiros 20 min, com redução a 

partir de 30 min, retornando aos níveis basais em 40 min após a injeção da 

enzima (Figura 2C). No entanto, a administração de tripsina (200 µg/sítio, i.d.) 

inativada pelo calor (5 min a 100 ºC) não induziu alterações significativas no 

comportamento de coçar em relação ao grupo salina (Figura 2B). Além disso, o 

número de acessos de coceira neste grupo foi significativamente menor em 

comparação aos animais que receberam tripsina não fervida (redução de 82 ± 

15%) (Figura 2B). 

A dose efetiva do peptídeo SLIGRL-NH2 variou entre 50 e 200 µg/sítio, 

sendo máxima em 200 µg/sítio (Figura 2D). O valor médio estimado para a DE50 

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



 

   

– 74) µg/sítio. Assim, a dose de 100 µg/sítio foi usada nos experimentos 

subsequentes. O número de acessos de coceira induzido pelo SLIGRL-NH2 (100 

µg/sítio) alcançou pico máximo dentro de 20 min; no entanto, acessos de 

coceira adicionais também foram observados durante o período restante de 

observação (Figura 2F). Por outro lado, a administração do peptídeo inativo 

LRGILS-NH2 (100 µg/sítio, i.d.) não causou alterações significativas no 

comportamento de coçar em comparação ao grupo salina (Figura 2E). Além 

disso, o número de acessos de coceira neste grupo foi significativamente menor 

quando comparado aos animais que receberam o peptídeo ativo SLIGRL-NH2 

(redução de 75 ± 15%) (Figura 2E). De maneira interessante, a injeção i.d. do 

agente degranulador de mastócitos, composto 48/80 (10 µg/sítio, i.d.), também 

foi capaz de induzir acessos de coceira ao sítio injetado (Figura 2D), 

apresentando um perfil temporal de resposta similar ao obtido para os agonistas 

do PAR-2 (Figura 2C e 2F). 



 

   

 

Figura 2 - Comportamento de coçar induzido por agonistas do PAR-2 ou pelo composto 
48/80 em camundongos Swiss. (A) Curva dose-resposta para o comportamento de coçar 
induzido pela tripsina (30-500 µg/sítio, i.d.). (B) Efeito da administração i.d. de tripsina (200 
µg/sítio, i.d.) inativada pelo calor (5 min à 100oC) sobre o comportamento de coçar. (C) 
Curva tempo-resposta para o comportamento de coçar induzido pela tripsina (200 µg/sítio, 
i.d.). (D) Curva dose-resposta para o comportamento de coçar induzido pelo peptídeo 
SLIGRL-NH2 (25-200 µg/sítio, i.d.). (E) Efeito da administração i.d. do peptídeo inativo LRGILS-
NH2 (100 µg/sítio, i.d.) sobre o comportamento de coçar. (F) Curva tempo-resposta para o 
comportamento de coçar induzido pelo SLIGRL-NH2 (100 µg/sítio, i.d.) e para o composto 
48/80 (10 µg/sítio, 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 nível de 
significância em comparação 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 importância da preservação da atividade proteolítica da tripsina 

sobre o comportamento de coçar, foi confirmada através da co-injeção i.d. de 

tripsina (200 µg/sítio, i.d.) em associação com aprotinina (100 µg/sítio, i.d.), 

inibidor não seletivo de serino-proteases, ou com o inibidor de tripsina de 

Phaseolus limensis (lima bean), inibidor específico da tripsina. Os dados da Figura 

3 mostram que o co-tratamento com aprotinina reduziu significativamente o 

comportamento de coçar induzido pela enzima (inibição de 54 ± 9%) (Figura 

3A). Do mesmo modo, a co-injeção do inibidor específico da tripsina, na maior 

dose, aboliu completamente a resposta da tripsina (inibição de 106 ± 8%) (Figura 

3B). 

A fim de confirmar o envolvimento do receptor PAR-2 na resposta 

pruriginosa cutânea causada pela tripsina (200 µg/sítio, i.d.) ou pelo peptídeo 

SLIGRL-NH2 (100 µg/sítio, i.d.), foi avaliado o efeito da co-injeção i.d. do 

antagonista peptídico e seletivo para o receptor PAR-2, o FSLLRY-NH2. Como 

esperado, o tratamento com o antagonista FSLLRY-NH2 (100 µg/sítio, i.d.) reduziu 

significativamente o número de acessos de coceira induzido por ambos os 

ativadores do receptor PAR-2, com 91 ± 7% de inibição para a trispina (Figura 

3C) e 88 ± 10% de inibição para o SLIGRL-NH2 (Figura 3D). De maneira similar, a 

dessensibilização do receptor PAR-2, pela administração repetida de tripsina 

(200 µg/sítio, i.d) durante 7 dias antes da realização dos experimentos, 

promoveu redução significativa do comportamento de coçar induzido tanto 

pela tripsina (Figura 3E) quanto pelo peptídeo SLIGRL-NH2 (Figura 3F), com 

inibições de 80 ± 12% e 83 ± 10%, respectivamente. 



 

   

 

Figura 3 – Envolvimento da atividade proteolítica da tripsina e do receptor PAR-2 no 
comportamento de coçar induzido pelos agonistas do PAR-2 em camundongos Swsis. (A) 
Efeito da co-injeção de aprotinina (100 µg/sítio, i.d.), inibidor não seletivo de serino-
proteases, ou (B) do inibidor de tripsina de Phaseolus limensis (lima bean) (100 e 500 µg/sítio, 
i.d.) sobre o comportamento de coçar induzido pela tripsina (200 µg/sítio, i.d.) em 
camundongos. (C) Efeito da co-injeção do antagonista peptídico e seletivo para o receptor 
PAR-2, FSLLRY-NH2 (100 µg/sítio, i.d.), sobre o comportamento de coçar induzido pela tripsina 
(200 µg/sítio, i.d.) ou (D) pelo peptídeo SLIGRL-NH2 (100 µg/sítio, i.d.). (E) Efeito da 
administração repetida de tripsina (200 µg/sítio, i.d., durante 7 dias) sobre o comportamento 
de coçar induzido pela tripsina (200 µg/sítio) ou (F) pelo peptídeo SLIGRL-NH2 (100 µg/sítio, 
i.d.). Cada coluna representa a média de 6–10 animais e as barras verticais  demonstram os 
E.P.M. Os asteriscos indicam o nível de significância em comparação ao grupo salina (salina 
+ veículo), *P<0.05, ou controle (tripsina + veículo ou SLIGRL-NH2 + veículo), #P<0.05 (ANOVA 
de uma via, seguida do Teste de Dunnet). 
  



 

   

Envolvimento do sistema opioidérgico no comportamento de coçar e 

nocicepção espontânea induzidos pela tripsina 

Inicialmente, foi avaliado o envolvimento de receptores opióides no 

comportamento de coçar e na nocicepção espontânea induzidos pela tripsina, 

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 não seletivo dos receptores opióides, 

apresentaram menor número de acessos de coceira após a administração de 

tripsina (200 µg/sítio, i.d.) (Figura 4A), quando comparados aos animais que 

receberam somente salina (79 ± 17% de inibição). Além disso, o pré-tratamento 

com morfina, na dose de 10 mg/kg (i.p., 30 min), mas não na dose de 5 mg/kg 

(i.p., 30 min), inibiu substancialmente a nocicepção espontânea induzida pela 

injeção i.pl. de tripsina (300 µg/pata; 86 ± 8% de inibição) (Figura 4D). 

Curiosamente, o pré-tratamento com naloxona (1 mg/kg, i.p., 30 min), 

antagonista não seletivo dos receptores opióides, também foi capaz de prevenir 

o número de acessos de coceira induzidos pela enzima (Figura 4A; 56 ± 12% de 

inibição). Porém, a naloxona não foi capaz de interferir com a nocicepção 

espontânea evocada por este agente (Figura 4D). 

 

Efeito do tratamento com antiinflamatórios esteroidal e não-esteroidais sobre o 

comportamento de coçar e nocicepção espontânea induzidos pela tripsina 

O efeito de antiinflamatórios esteroidal e não esteroidais sobre as 

respostas pruriginosas e nociceptivas evocadas pela tripsina foi avaliado pelo 

pré-tratamento com dexametasona ou, celecoxibe e SC 560, respectivamente. 

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



 

   

expressivamente o comportamento pruriginoso induzido tanto pela tripsina  (200 

µg/sítio, i.d.) (Figura 4B; inibição de 107 ± 11%), quanto pelo SLIGRL-NH2 (100 

µg/sítio, i.d.) (dados não demonstrados; inibição de 76 ± 13%). Contudo, o 

tratamento com dexametasona (0,5 mg/kg, s.c., 4 h) não foi capaz de interferir 

com a nocicepção espontânea induzida pela enzima (300 µg/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 coçar induzido pela trispina (Figura 4C; 65 ± 12% de 

inibição), mas não alterou a nocicepção espontânea induzida pela protease 

(Figura 4F). No entanto, assim como para a nocicepção espontânea (Paszcuk et 

al., 2008), o inibidor seletivo para a COX-1, SC 560 (5 mg/kg, i.p., 30 min), não foi 

eficaz sobre a resposta pruriginosa provocada pela tripsina (Figure 4C). 



 

   

 

Figura 4 - Efeito do tratamento com agonista e antagonista opioidérgicos, ou 
antiinflamatórios esteroidal e não esteroidais sobre o comportamento de coçar e 
nocicepção espontânea induzidos pela tripsina em camundongos Swiss. (A) Efeito do 
tratamento com morfina (5 ou 10 mg/kg, i.p., 30 min.) ou naloxona (1 mg/kg, i.p., 30 min.) 
sobre o comportamento de coçar (200 µg/sítio, i.d.) e (D) nocicepção espontânea (300 
µg/pata, i.pl.) induzidos pela tripsina. (B) Efeito do tratamento com dexametasona (0,5 
mg/kg, s.c., 4 h) sobre o comportamento de coçar e (E) nocicepção espontânea 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 coçar ou (F) nocicepção espontânea 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 nível de significância em comparação ao grupo salina (salina + 
veículo), *P<0.05, ou controle (tripsina + veículo ou SLIGRL-NH2 + veículo), #P<0.05 (ANOVA de 
uma via, seguida do Teste de Dunnet). 
 



 

   

Papel dos mastócitos e de mediadores mastocitários no comportamento de 

coçar induzido por agonistas do PAR-2 

Para verificar a participação de mastóctios no compotamento de 

coçar induzido pela tripsina (200 µg/sítio, i.d.), camundongos Swiss foram pré-

tradados com o estabilizador da membrana de mastócitos, cromoglicato de 

sódio (8 mg/kg, s.c., uma vez ao dia, durante 6 dias), ou com o agente depletor 

de mastócitos, composto 48/80 (uma vez ao dia, durante 4 dias, nas doses de 1, 

3, 10 e 10 µg/sítio, no 1º, 2º, 3º e 4º dia, respectivamente). O pré-tratamento com 

cromoglicato de sódio ou com o composto 48/80 preveniu significativamente o 

número de acessos de coceira induzido pela tripsina (Figura 5A e 5B). As 

percentagens de inibição foram de 59 ± 18 % e 73 ± 10 % para o cromoglicato 

de sódio e composto 48/80, respectivamente. 

 



 

   

 

Figura 5 – Participação de mastócitos no comportamento de coçar induzido pela tripsina 
em camundongos Swiss. (A) Efeito do pré-tratamento com cromoglicato de sódio (8 mg/kg, 
s.c., uma vez ao dia, durante 6 dias), estabilizador de membrana de mastócitos, sobre o 
comportamento de coçar induzido pela tripsina (200 µg/sítio, i.d.). (B) Efeito do pré-
tratamento com o composto 48/80 (uma vez ao dia, durante 4 dias, nas doses de 1, 3, 10 e 
10 µg/sítio, no 1º, 2º, 3º e 4º dia, respectivamente), depletor de mastócitos, sobre o 
comportamento de coçar induzido pela tripsina (200 µg/sítio, i.d.). Cada coluna representa 
a média de 6–10 animais e as barras verticais  demonstram os E.P.M. Os asteriscos indicam o 
nível de significância em comparação ao grupo salina (salina + veículo), *P<0.01, ou 
controle (tripsina + veículo), #P<0.05 (ANOVA de uma via, seguida do Teste de Dunnet). 
 

O possível 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-tratamento com pirilamina (10 mg/kg, s.c., 30 

min), antagonista seletivo para o receptor H1, não 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 H1, não inibiu o comportamento de coçar induzido 

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

antagonistas do receptor H2, ranitidina (10 mg/kg, s.c., 30 min) ou cimetidina (20 



 

   

mg/kg, s.c., 30 min), não interfeririu de modo significativo com a resposta 

pruriginosa induzida pela enzima (Figura 6C). Interessantemente, o pré-

tratamento com o antagonista não-seletivo dos receptores H3 e H4, 

tioperaminda (20 mg/kg, i.p., 30 min), mas não com o antagonista seletivo para 

o H3, iodofenpropite (10 mg/kg, i.p., 30 min), preveniu expressivamente os 

acessos de coceira induzidos pela tripsina (Figura 6D), com inibição 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), não foi capaz de interferir com a 

nocicepção espontânea induzida pela administração i.pl. de tripsina (300 

µg/pata, i.pl.) (Figura 6E). 

Através do emprego do antagonista misto de receptores 

histaminérgicos/serotoninérgicos, ciproeptadina, foi investigado o possível 

envolvimento de receptores serotoninérgicos no comportamento de coçar 

induzido pela trispina (200 µg/sítio, i.d.). A Figura 6F ilustra que o pré-tratamento 

com ciproeptadina (20 mg/kg, s.c., 30 min) preveniu de forma significativa os 

acessos de coceira induzidos pela tripsina, com 52 ± 9% de inibição. 



 

   

 

Figura 6 – Participação de receptores histaminérgicos e serotoninérgicos no comportamento 
de coçar induzido por agonistas do PAR-2 em camundongos Swiss. (A) Efeito do pré-
tratamento com loratadina (10 mg/kg, s.c., 30 min) ou pirilamina (10 mg/kg, s.c., 30 min), 
antagonistas seletivos para o receptor H1 histaminérgico, sobre o comportamento de coçar 
induzido pela tripsina (200 µg/sítio, i.d.). (B) Efeito do pré-tratamento com pirilamina (10 
mg/kg, s.c., 30 min.) sobre o comportamento de coçar induzido pelo SLIGRL-NH2 (100 
µg/sítio, i.d.). (C) Efeito do pré-tratamento com cimetidina (20 mg/kg, s.c., 30 min) ou 
ranitidina (10 mg/kg, s.c., 30 min), antagonistas seletivos para o receptor H2 histaminérgico, 
sobre o comportamento de coçar induzido pela tripsina (200 µg/sítio, i.d.). (D) Efeito do pré-
tratamento com iodofenpropite (10 mg/kg, s.c., 30 min), antagonista seletivo para o 
receptor H3 histaminérgico, ou com tioperamida (20 mg/kg, s.c., 30 min), antagonista não-
seletivo de receptores H3/H4, sobre o comportamento de coçar induzido pela tripsina (200 
µg/sítio, i.d). (E) Efeito do pré-tratamento com iodofenpropite (10 mg/kg, s.c., 30 min.) ou 
tioperamida (20 mg/kg, s.c., 30 min.) sobre a nocicepção espontânea induzida pela tripsina 
(300 µg/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 coçar induzido pela tripsina (200 µg/sítio, i.d). Cada coluna representa a média de 6–10 
animais e as barras verticais  demonstram os E.P.M. Os asteriscos indicam o nível de 
significância em comparação ao grupo salina (salina + veículo), *P<0.05, controle (tripsina + 
veículo ou SLIGRL-NH2 + veículo), #P<0.05, ou tratado (tripsina + iodofenpropite), °p<0,05 
(ANOVA de uma via, seguida do Teste de Dunnet ou Bonferroni). 
 



 

   

A contribuição da liberação de proteases para as respostas 

pruriginosas induzidas pela tripsina (200 µg/sítio, i.d.) ou pelo peptídeo SLIGRL-NH2 

(100 µg/sítio, i.d.) em camundongos Swiss foi avaliada através do emprego do 

inibidor não seletivo de proteases, gabexato mesilato. Como demonstrado na 

Figura 7, tanto a resposta induzida pela tripsina 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 inibição para a tripsina e SLIGRL-

NH2, respectivamente. 

 

 

Figura 7 – Participação de proteases no comportamento de coçar induzido por agonistas do 
PAR-2 em camundongos Swiss. (A) Efeito do pré-tratamento com o inibidor não-seletivo de 
proteases, gabexato mesilato (10 mg/kg, s.c., 30 min.), sobre o comportamento de coçar 
induzido pela tripsina (200 µg/sítio, i.d.) ou (B) pelo SLIGRL-NH2 (100 µg/sítio, i.d.). Cada coluna 
representa a média de 6–10 animais e as barras verticais demonstram os E.P.M. Os asteriscos 
inducam o nível de significância em comparação ao grupo salina (salina + veículo), *P<0.01, 
ou controle (tripsina + veículo ou SLIGRL-NH2 + veículo), #P<0.05 (ANOVA de uma via, seguida 
do Teste de Dunnet). 



 

   

 
Papel de fibras sensíveis à capsaicina e do receptor TRPV1 no comportamento 

de coçar induzido por agonistas do receptor PAR-2 em camundongos 

Para verificar o papel de fibras sensíveis à capsaicina na resposta 

induzida pela administração i.d. de agonistas do PAR-2, camundongos Swiss 

foram submetidos ao protocolo de dessensibilização neonatal com capsaicina 

(50 mg/kg, s.c.) ou ao tratamento adulto com RTX (30, 70 e 100 µg/kg, s.c., 

durante 3 dias consecutivos), que causam degeneração irreversível de fibras C. 

Conforme ilustra a Figura 8A, animais que receberam o tratamento neonatal 

com capsaicina apresentaram redução significativa no número de acessos de 

coceira induzido pela tripsina (200 µg/sítio, i.d.), em comparação aos animais 

que receberam somente veículo no período neonatal (Figura 8A; inibição de 74 

± 11%). Similarmente, o pré-tratamento com RTX, bloqueou significativamente os 

acessos de coceira induzidos pelo peptídeo SLIGRL-NH2 (Figura 8B; redução de 

62 ± 16%). 

A participação do receptor TRPV1 no comportamento de coçar 

induzido pela tripsina (200 µg/sítio) foi avaliada através de abordagens 

farmacológica, pelo uso do antagonista seletivo para o receptor TRPV1, 

SB366791 (0,5 mg/kg, s.c., 30 min), e, genética, através do uso de animais com 

ausência no gene para o TRPV1 (TRPV1-/-). Ambas as estratégias, farmacológica 

e genética, preveniram de forma significativa os acessos de coceira induzido 

pela administração i.d. de tripsina (76 ± 10% e 95 ± 19% de inibição, 

respectivamente). Além disso, a resposta pruriginosa induzida pelo peptídeo 

SLIGRL-NH2 (100 µg/sítio, i.d.) foi significativamente reduzida quando co-injetado 

com o SB366791 (1 nmol/sítio, i.d.) (Figura 8D; 64 ± 7% de inibição). 



 

   

 

 

Figura 8 – Papel de fibras sensíveis a capsaicina e do receptor TRPV1 no comportamento de 
coçar induzido por agonistas do recepotor PAR-2 em camundongos. (A) Efeito do 
tratamento neonatal com capsaicina (50 mg/kg, s.c.) sobre o comportamento de coçar 
induzido pela trispina (200 µg/sítio, i.d.). (B) Efeito do tratamento com resiníferatoxina (RTX; 30, 
70 e 100 µg/kg, s.c., no 1º, 2º e 3º dia, respectivamente) sobre o comportamento de coçar 
induzido pelo SLIGRL-NH2 (100 µg/sítio, 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 coçar induzido pela trispina (200 µg/sítio, i.d.). (D) Efeito do co-tratamento com o 
antagonista seletivo para o receptor TRPV1, SB366791 (1 nmol/sítio, i.d.), sobre o 
comportamento de coçar induzido pelo peptídeo SLIGRL-NH2 (100 µg/sítio, i.d.). (E) 
Comportamento de coçar induzido pela tripsina (200 µg/sítio, i.d.) em animais com ausênica 
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 nível de significância em 
comparação ao grupo salina (salina + veículo), *P<0.05, ou controle (tripsina + veículo), 
#P<0.05 (ANOVA de uma via, seguida do Teste de Dunnet). 
 



 

   

Participação de neuropeptídeos no comportamento de coçar induzido por 

agonistas do receptor PAR-2 em camundongos 

O envolvimento do receptor para o CGRP e dos receptores NK1, NK2 e 

NK3, respectivamente, receptores para SP, NKA e NKB, na resposta pruriginosa 

induzida pela tripsina (200 µg/sítio, i.d.) foi investigado através do emprego de 

antagonistas seletivos para estes receptores. O pré-tratamento com os 

antagonistas para os receptores NK1 ou NK3, respectivamente, FK888 (1 mg/kg, 

e.v., 15 min) ou SR142801 (3 mg/kg, e.v., 15 min), preveniu significativamente o 

comportamento de coçar induzido pela tripsina (Figura 9A e 9C; inibições de 84 

±14% e 79 ± 5%, respectivamente). Do mesmo modo, o pré-tratamento com o 

antagonista seletivo para o receptor de CGRP, o fragmento CGRP8-37 (0,3 

mg/Kg, i.v., 15 min), bloqueou significativamente o efeito pruriceptivo da tripsina 

(Figura 9D; inibição de 70 ± 19%). Por outro lado, o pré-tratamento com o 

antagonista seletivo para o receptor NK2, SR48968 (1 mg/Kg, i.v., 15 min), em 

dose adequada, não 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 NK1, FK888 (1 nmol/sítio, i.d.), ou para o receptor de CGRP, fragmento 

CGRP8-37 (1 nmol/sítio, i.d.), preveniu significativamente os acessos de coceira 

induzidos pelo peptídeo SLIGRL-NH2 (100 µg/sítio, i.d.) (Figura 9E e 9F; inibições de 

66 ± 16% e 64 ± 7%, respectivamente). 

 



 

   

 

Figura 9 – Papel de neuropeptídeos no comportamento de coçar induzido por agonistas do 
recepotor PAR-2 em camundongos Swiss. (A) Efeito do tratamento com os antagonistas 
seletivos para os receptores NK1, FK888 (1 mg/kg, e.v., 15 min), (B) NK2, SR48968 (1 mg/Kg, 
e.v., 15 min), (C) NK3, SR142801 (3 mg/kg, e.v., 15 min), e (D) para o receptor do CGRP, 
fragmento CGRP8-37 (0,3 mg/kg, i.v., 15 min), sobre o comportamento de coçar induzido pela 
tripsina (200 µg/sítio, i.d.). (E) Efeito do co-tratamento com os antagonistas seletivos para o 
receptor NK1, FK888 (1 nmol/sítio, i.d.), ou para o receptor do CGRP, fragmento CGRP8-37 (1 
nmol/sítio, i.d), sobre o comportamento de coçar induzido pelo SLIGRL-NH2 (100 µg/sítio, i.d.). 
Cada coluna representa a média de 6–10 animais e as barras verticais demonstram os E.P.M. 
Os asteriscos indicam o nível de significância em comparação ao grupo salina (salina + 
veículo), *P<0.01, ou controle (tripsina + veículo ou SLIGRL-NH2 + veículo), #P<0.05 (ANOVA de 
uma via, seguida do Teste de Dunnet). 
 



 

   

Envolvimento dos receptores B2 e B1 para as cininas no comportamento de 

coçar induzido por agonistas do receptor PAR-2 em camundongos 

Nesta série de experimentos foram avaliados os possíveis efeitos do 

bloqueio dos B2R ou B1R para cininas na prevenção do comportamento de 

coçar induzido por agonistas do receptor PAR-2 em camundongos. Para tal, 

camundongos Swiss foram previamente tratados com os antagonistas seletivos 

do B2R, Hoe 140 (50 nmol/Kg, s.c.) e FR173657 (30 mg/Kg, i.p.), ou com os 

antagonistas seletivos do B1R, DALBK (150 nmol/Kg, s.c.) e SSR240612 (1 mg/Kg, 

i.p.), e após 30 min foram injetados por via i.d. com tripsina (200 µg/sítio) ou 

SLIGRL-NH2 (100 µg/sítio). Os animais pré-tratados com Hoe 140 ou com FR173657 

apresentaram redução expressiva do número de acessos de coceira induzidos 

pela tripsina no sítio injetado (Figura 10A; 65 ± 7% e 70 ± 16% de inibição, 

respectivamente). Do mesmo modo, o tratamento com FR173657 preveniu a 

resposta pruriginosa induzida pelo peptídeo SLIGRL-NH2 (Figura 10C; 56 ± 16% de 

inibição). Por outro lado, a administração prévia de DALBK não alterou de 

maneira significante o comportamento de coçar induzido pela tripsina (Figura 

11A). No entanto, o tratamento com o SSR240612 foi eficaz sobre o 

comportamento de coçar induzido por ambos os agentes pruriginosos, tripsina 

(Figura 11A; 60 ± 9% de inibição) e SLIGRL-NH2 (Figura 11C; 62 ± 11% de inibição). 

Posteriormente, estes dados foram confirmados através de experimentos 

realizados em animais com deleção do gene para o B2R (B2R-/-) ou B1 (B1R-/-). 

Como ilustrado nas Figuras 10B e 10D, os animais nocaute para o B2R 

apresentaram redução expressiva no número de acessos de coceira induzido 

pela injeção local de tripsina (200 µg/sítio, i.d.) (Figura 10B; 83 ± 18% de inibição) 

ou do peptídeo SLIGRL-NH2 (100 µg/sítio, i.d.) (Figura 10D; 84 ± 9% de inibição) 



 

   

em comparação aos animais da linhagem selvagem (C57BL/6, B2R+/+). De modo 

similar, porém em menor magnitude, a ausência no gene para o B1R também 

preveniu de forma significativa os acessos de coceira induzidos pela 

administração de tripsina (Figura 11B; 53 ± 9% de inibição) ou SLIGRL-NH2 (Figura 

11D; 42 ± 14% de inibição). 



 

   

 

Figura 10 – Efeito do bloqueio do B2R para cininas sobre comportamento de coçar 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 coçar induzido pela tripsina (200 µg/sítio, i.d.). (C) 
Efeito do pré-tratamento com o antagonista seletivo para o B2R, FR173657 (30 mg/Kg, i.p., 30 
min.), sobre o comportamento de coçar induzido pelo SLIGRL-NH2 (100 µg/sítio, i.d.). (B) 
Comportamento de coçar induzido pela tripsina (200 µg/sítio, i.d.) ou (D) pelo SLIGRL-NH2 
(100 µg/sítio, i.d.) em animais selvagem (B2R+/+) ou com deleção gênica 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 nível de significância em comparação ao grupo salina (salina 
+ veículo), *P<0.05, ou controle (tripsina + veículo ou SLIGRL-NH2 + veículo), #P<0.05 (ANOVA 
de uma via, seguida do Teste de Dunnet). 



 

   

 
 
Figura 11 – Efeito do bloqueio do B1R para cininas sobre comportamento de coçar induzido 
por ativadores do receptor PAR-2 em camundongos. (A) Efeito do pré-tratamento com 
antagonistas seletivos para o B1R, DALBK (150 nmol/Kg, s.c., 30 min.) e SSR240612 (1 mg/Kg, 
i.p., 30 min.) sobre o comportamento de coçar induzido pela tripsina (200 µg/sítio, 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 coçar induzido pelo SLIGRL-NH2 (100 µg/sítio, i.d.). (B) 
Comportamento de coçar induzido pela tripsina (200 µg/sítio, i.d.) ou (D) pelo peptídeo 
SLIGRL-NH2 (100 µg/sítio, i.d.) em animais selvagem (B2R+/+) ou com deleção gênica para B1R 
(B1R-/-). Cada coluna representa a média de 6–10 animais e as barras verticais  demonstram 
os E.P.M. Os asteriscos indicam o nível de significância em comparação ao grupo salina 
(salina + veículo), *P<0.05, ou controle (tripsina + veículo ou SLIGRL-NH2 + veículo), #P<0.05 
(ANOVA de uma via, seguida do Teste de Dunnet). 
 



 

   

Posteriormente, ainda através do emprego de animais nocaute para o 

B2R (B2R-/-) ou B1 (B1R-/-), foi analisado o possível envolvimento dos receptores 

cininérgicos na nocicepção esponânea causada pela tripsina (300 µg/sítio, i.pl.). 

De acordo com os dados da Figura 12, é possível observar que o 

comportamento nociceptivo desencadeado pela trispsina envolve a ativação 

de ambos os receptores cininérgicos, B2 (Figura 14A) e B1 (Figura 14B), uma vez 

que a deleção destes receptores causou redução expressiva do 

comportamento nociceptivo induzido pela administração i.pl. da enzima 

(redução de 55 ± 15% e 73 ± 8% para B2R-/- e B1R-/-, respectivamente). 

 

 

Figura 12 – Envolvimento dos receptores cininérgicos na nocicepção espontânea induzida 
pela ativação do receptor PAR-2 em camundongos. (A) Nocicepção espontânea induzida 
pela tripsina (300 µg/pata, i.pl.) em animais com deleção gênica para o B2R (B2R-/-) ou (B) B1R 
(B1R-/-) 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 nível de significância em 
comparação 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 participação de receptores 

cininérgicos localizados em diferentes sítios na resposta pruriceptiva induzida 

pelo peptídeo agonista do PAR-2, camundongos Swiss foram tratados com os 

antagonistas seletivos para estes receptores por diferentes vias de 

administração. Os resultados apresentados na Figura 13 demonstram que o 

tratamento local (3 nmol/sítio, i.d.) (Figura 13A) ou i.t. (100 pmol/sítio, i.t., 15 min) 

(Figura 13B) com o Hoe 140 (antagonista para o B2R) foi capaz de reduzir a 

resposta pruriceptiva evocada pelo peptídeo SLIGRL-NH2 (100 µg/sítio, i.d.), com 

inibições de 51 ± 15% e 76 ± 13%, respectivamente. No entanto, o tratamento por 

via i.c.v. (100 pmol/sítio, 15 min) não afetou a resposta pruriginosa evocada pela 

injeção i.d. do peptídeo (Figura 13C). A administração por via i.t. do antagonista 

seletivo para o B1R, DALBK (25 pmol/sítio, 15 min), inibiu significativamente o 

comportamento pruriginoso induzido pelo SLIGRL-NH2 (Figura 13E; 54 ± 17% de 

inibição). Por outro lado, o tratamento local (0,3 nmol/sítio, i.d.) ou i.c.v. (25 

pmol/sítio, 15 min) não foi capaz de interferir de maneira significativa com o 

comportamento de coçar induzido pela ativação do PAR-2 (Figura 13D e 13F). 



 

   

 
 

Figura 13 – Efeito do tratamento com antagonistas dos receptores cininérgicos administrados 
por diferentes vias sobre o comportamento de coçar induzido pleo SLIGRL-NH2 (100 µg/sítio, 
i.d.). (A) Efeito do tratamento i.d. (3 nmol/sítio, i.d.), (B) I.t. (25 pmol/sítio, i.t., 15 min) ou (C) 
i.c.v. (25 pmol/sítio, i.c.v, 15 min) com Hoe 140 (antagonista para o B2R). (D) Efeito do 
tratamento i.d. (0,3 nmol/sítio, i.d.), (E) i.t. (100 pmol/sítio, i.t., 15 min) ou (F) i.c.v. (100 
pmol/sítio, i.c.v, 15 min) com DALBK (antagonista para o B1R). Cada coluna representa a 
média de 6–10 animais e as barras verticais  demonstram os E.P.M. Os asteriscos indicam o 
nível de significância em comparação ao grupo salina (salina + veículo), *p<0.05, ou 
controle (tripsina + veículo ou SLIGRL-NH2 + veículo), #p<0.05 (ANOVA de uma via, seguida 
do Teste de Dunnet). 
 



 

   

Envolvimento dos receptores cininérgicos e do receptor PAR-2 no 

comportamento de coçar 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 

estímulos pruriginosos, animais com deficiência dos genes para o B2R ou B1R 

foram injetados por via i.d. na região dorsal do pescoço com três diferentes 

agentes pruriginosos: deoxicolato de sódio (100 µg/sítio, i.d.), cloroquina (200 

µg/sítio, i.d.) ou composto 48/80 (10 µg/sítio, i.d.). Os dados expressos na Figura 

14 demonstram que a deleção gênica do B2R interferiu com o comportamento 

de coçar desencadeado pelos três agentes testados, deoxicolato de sódio 

(Figura 14A; 96 ± 13% de inibição), cloroquina (Figura 14B; 78 ± 8% de inibição), 

ou composto 48/80 (Figura 14C; 92 ± 9% de inibição). Por outro lado, animais 

nocaute para o B1R apresentaram redução apenas na resposta induzida pelo 

composto 48/80 (Figura 14C; 50 ± 17% de inibição). Em seguida, foi avaliada a 

sensibilidade dos três modelos ao tratamento com o antagonista seletivo para o 

receptor PAR-2, FSLLRY-NH2 (100 µg/sítio, i.d.). Curiosamente, somente a coceira 

induzida pelo composto 48/80 (10 µg/sítio, i.d.) foi prevenida pelo co-tratamento 

com o FSLLRY-NH2 (Figura 14 F; 59 ± 15% de inibição). 



 

   

 

Figura 14 – Envolvimento dos receptores cininérgicos e do receptor PAR-2 no 
comportamento de coçar induzido por diferentes agentes pruriginosos em camundongos 
C57BL/6. (A) Comportamento de coçar induzido pelo deoxicolato de sódio (100 µg/sítio, 
i.d.), (B) cloroquina (200 µg/sítio, i.d.) ou (C) composto 48/80 (10 µg/sítio, i.d.) em animais 
selvagem (B2R+/+ e B1R+/+) ou com deleção gênica do B2R (B2R-/-) ou B1R (B1R-/-) para as 
cininas. (D) Efeito do co-tratamento com o antagonista seletivo para o receptor PAR-2, 
FSLLRY-NH2 (100 µg/sítio, i.d.) sobre o comportamento de coçar induzido pelo deoxicolato de 
sódio (100 µg/sítio, i.d.), (E) cloroquina (200 µg/sítio, i.d.) ou (F) composto 48/80 (10 µg/sítio, 
i.d.). Cada coluna representa a média de 6–10 animais e as barras verticais  demonstram os 
E.P.M. Os asteriscos indicam o nível de significância em comparação ao grupo salina (salina 
+ veículo), *P<0.05, ou controle (tripsina + veículo ou SLIGRL-NH2 + veículo), #P<0.05 (ANOVA 
de uma via, seguida do Teste de Dunnet). 
 

 



 

   

DISCUSSÃO 

 

Estudos recentes indicam a participação do receptor PAR-2 na 

transmissão da sensação pruriginosa (Thomsen et al., 2002; Steinhoff et al., 2003; 

Paus et al., 2006; Shimada et al., 2006; Ui et al., 2006). De fato, a administração 

de agonistas do PAR-2 na pele é capaz de causar sensação de coceira, tanto 

em humanos saudáveis, quanto em pacientes com dermatite atópica (Thomsen 

et al., 2002; Steinhoff et al., 2003). Além disso, foi demonstrado que a 

administração i.d. de agonistas do PAR-2 é capaz de elicitar comportamento de 

coçar em animais de experimentação (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 injeção i.d. de ativadores do PAR-2, na região dorsal do 

pescoço de camundongos, causa comportamento de coçar, sugestivo de um 

efeito pruriginoso. Estes dados mostram que a injeção de tripsina ou do 

fragmento peptídico SLIGRL-NH2, mas não de tripsina inativada pelo calor ou do 

fragmento inverso LRGILS-NH2, foi capaz causar aumento dependente da dose 

no número de acessos de coceira ao sítio injetado. Ademais, é 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 et al., 1995; Inagaki et al., 2002), a administração i.d. do 

degranulador de mastócitos, composto 48/80, causou comportamento de 

coçar em camundongos, um efeito que parece ser dependente da liberação 

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



 

   

agentes pruriginosos derivados de mastócitos, como a 5-HT (Inagaki et al., 2002). 

Curiosamente, o perfil temporal de resposta obtido para o comportamento de 

coçar induzido pelo composto 48/80 foi semelhante ao observado para os 

agonistas do PAR-2. Em conjunto, estes dados nos permitem sugerir que a 

injeção i.d. de agonistas do receptor PAR-2 pode ser usada como um modelo 

experimental reprodutível para o estudo de mecanismos relacionados à 

transmissão da sensação de coceira em animais de experimentação, mas 

principalmente como um modelo de triagem (screening) de possíveis 

abordagens terapêuticas destinadas ao tratamento de condições pruriginosas. 

A tripsina é 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 et al., 1994; Molino et al., 1997; Xu et al., 1998; Cotrell et al., 2004; 

Barry et al., 2006). Neste estudo, foi demonstrado que o efeito pruriginoso da 

tripsina é dependente da preservação da atividade serino-proteolítica, uma vez 

que animais injetados com tripsina inativada pelo calor ou que foram co-

tratados com os inibidores enzimáticos, aprotinina ou inibidor de tripsina, 

apresentaram menor número de acessos de coceira em comparação ao grupo 

controle. Apesar da capacidade da tripsina em ativar receptores PAR-1 e PAR-4, 

nossos resultados sugerem fortemente que a coceira induzida por esta protease 

é mediada principalmente pela clivagem e posterior ativação do receptor PAR-

2, já que o co-tratamento com o antagonista seletivo para o PAR-2, fragmento 

FSLLRY-NH2, ou a dessensibilização do receptor PAR-2, pela administração 

repetida de tripsina na pele, bloquearam expressivamente a resposta 

pruriceptiva da enzima. É importante mencionar que estudos in vitro 

demonstraram que a atividade proteolítica da tripsina não é alterada na 



 

   

presença do peptídeo antagonista FSLLRY-NH2 (Al-Ani et al., 2002). Como 

esperado, o co-tratamento com o FSLLRY-NH2, ou a dessensibilização prévia do 

PAR-2, interferiram com a resposta comportamental evocada pelo peptídeo 

SLIGRL-NH2. Estudos recentes têm demonstrado que a injeção i.d. de triptase, ou 

do agonista seletivo para o PAR-2, SLIGRL-NH2, é capaz de induzir 

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 ação pruriginosa da triptase é 

bloqueada de maneira dependente da dose pelo co-tratamento com o FSLLRY-

NH2.  Embora os resultados do presente trabalho sugiram fortemente que os 

efeitos da tripsina sobre o comportamento de coçar são essencialmente 

dependentes da clivagem serino-proteolítica do PAR-2 e ativação subsequente 

do receptor, as ações desta enzima em outros sítios não podem ser totalmente 

excluídas. Recentemente, Tsujii e colaboradores (2008) demonstraram que a 

apliação i.d. de agonistas para os receptores PAR-1 ou PAR-4, mas não para o 

PAR-3, é capaz de gerar comportamento de coçar em camundongos. Nesse 

sentido, estudos adicionais empregando antagonistas seletivos para os 

receptores PAR-1 e PAR-4 sobre as ações pruriginosas da tripsina, poderiam 

confirmar o sítio preferencial de ação da enzima neste modelo. 

Embora os efeitos da administração de agonistas do PAR-2 no dorso 

de camundongos levem ao surgimento de um comportamento sugestivo de 

prurido, uma publicação recente do nosso grupo demonstrou que a 

administração de tripsina na pata de camundongos é capaz de gerar 

comportamento aceito como nociceptivo, caracterizado predominantemente 

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



 

   

efeito é predominantemente mediado pela ativação do receptor PAR-2, uma 

vez que a deleção do gene para este receptor (PAR-2-/-) praticamente abole o 

comportamento nociceptivo (Paszcuk et al., 2008). Ademias, foi previamente 

demonstrado que o peptídeo 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 possíveis diferenças entre os 

modelos de nocicepção e coceira induzidos pela tripsina em camundongos, 

foram avaliados os efeitos do tratamento com drogas utilizadas no estudo da 

dor e/ou prurido sobre o comportamento de coçar induzido pela tripsina, 

comparando estes resultados com os efeitos obtidos sobre a nocicepção 

espontânea induzida pela enzima. Os efeitos do agonista (morfina) e antagonita 

(naloxona) opióidés, ou de antiinflamatórios esteroidal (dexametasona) e não-

estereoidais (celecoxibe e SC 560), foram avaliados sobre ambas as respostas 

induzidas pela tripsina. 

Alguns estudos recentes sugerem que as vias neuronais que conduzem 

a sensação pruriginosa são tonicamente inibidas pela atividade de neurônios 

nociceptivos (para revisão, ver Schmelz, 2005). De fato, têm sido verificado que 

o estado de analgesia segmental, causado pela administração de agonistas do 

receptor µ opióide na medula espinhal, é 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 opióides do tipo µ, que induz analgesia por mecanismos centrais 

e periféricos, bloqueou tanto o comportamento pruriginoso, quanto o 

nociceptivo desencadeado pela tripsina. No entanto, a dose necessária de 

morfina para interferir significativamente com a nocicepção induzida pela 



 

   

tripsina é maior do que aquela capaz de inibir o comportamento pruriginoso. 

Corroborando com estes resultados, Kawabata e colaboradores (2002) 

demonstraram que a nocicepção espontânea induzida pelo agonista do PAR-2, 

SLIGRL-NH2, em ratos é inibida pelo tratamento com o agonista seletivo do 

receptor µ opióide, DAMGO. Estes resultados preliminares sugerem que os 

acessos de coceira causados pela tripsina apresentam um componente 

nociceptivo. Contudo, tem sido demonstrado que agonistas do receptor 

opióide do tipo κ 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 

crônica (Wikström et al., 2005; Dawn e Yosipovitch, 2006). Além disso, foi 

reportado que antagonistas κ opióides causam prurido em animais de 

experimentação (Kamei e Nagase, 2001). Desse modo, pode-se especular que 

o efeito anti-pruriginoso observado para a morfina seja mediado pela ativação 

de receptores κ opióides localizados em estruturas centrais. Curiosamente, os 

resultados do presente estudo demonstram também que o tratamento com 

naloxona, antagonista não seletivo para os receptores opioidérgicos, preveniu 

significativamente os efeitos comportamentais da tripsina quando administrada 

no dorso, mas não interferiu com a resposta da enzima quando aplicada na 

pata. Estes achados são suportados por dados prévios da literatura, 

demonstrando que antagonistas do receptor µ opióide apresentam eficácia 

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 

administração de tripsina no dorso de camundongos envolve preferencialmente 

componentes pruriceptivos, ao invés de causar nocicepção. 

Embora os efeitos adversos do uso prolongado de corticóides sejam 

bem conhecidos, a importância e eficácia do uso tópico desta classe de 

antiinflamatórios no tratamento ou alívio dos sintomas de condições 

inflamatórias e/ou pruriginosas da pele é bem aceita. No entanto, estudos em 

animais de experimentação utilizando diferentes modelos de coceira têm 

sugerido um papel pouco relevante para a dexametasona na redução desta 

resposta comportamental (Takano et al., 2003; Trentin, 2006; Inagaki et al., 2006). 

O tratamento com dexametasona não 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 antiinflamatório, este 

corticóide parece ser pouco efetivo sobre o prurido envolvido nos modelos de 

dermatite atópica induzida por ovalbumina ou hapteno em camundongos 

previamente sensibilizados, ou ainda pela dieta modificada em camundongos 

nude HR-1 (HR-1 hairless mice) (Takano et al., 2003; Inagaki et al., 2006; Fujii et al., 

2005; Yamashita et al., 2007). Ao contrário dos dados da literatura, os resultados 

do presente trabalho demonstram que o pré-tratamento com dexametasona, 

previne significativamente os acessos de coceira induzidos pela tripsina, sem 

interferir com a nocicepção induzida por este agente. Corroborando estes 

resultados, tem sido demonstrado que o tratamento com dexametasona 

apresenta eficácia anti-pruriginosa em estudos com camundongos NC/Nga, 

uma linhagem de camundongos que sob condições convencionais, mas não 

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



 

   

sinais de dermatite atópica, semelhantes aos sintomas observados em pacientes 

atópicos, como por exemplo, prurido e lesões 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 ação antiinflamatória, 

possivelmente por inibir a síntese de proteínas com ação pruriginosa em células 

residentes da pele. De fato, células neuronais, queratinócitos, mastócitos, células 

endoteliais, células de Langerhans, células Merkel e fibroblastos são células 

presentes na pele que expressam e liberam uma grande variedade de 

mediadores e proteínas, com potencial nociceptivo ou pruriginoso. Dentre estas 

moléculas destacam-se: citocinas pró-inflamatórias (TNFα e IL-1β), 

neuropeptídeos (SP, NKA e CGRP), neurotrofinas (NGF, BDNF e neurotrofina 4), 

ciclooxigenase (COX)-2 e seus produtos (PGE2), hormônio liberarador de 

corticotropina (CRH), polipeptídeo ativador da adenilato ciclase pituitária 

(PACAP), pró-opiomelanocortina (POMC), polipeptídeo intestinal vasoativo (VIP), 

endotelinas e proteases (para revisão, ver Paus et al., 2006; Steinhoff et al., 2006). 

As enzimas COX-1 e COX-2 são responsáveis pela produção de 

prostanóides a partir do ácido araquidônico. No entanto, estas enzimas 

apresentam diferenças no perfil de expressão na maioria dos tecidos do 

organismo. Enquanto a COX-1 é geralmente encontrada expressa de forma 

constitutiva na maioria dos tecidos, a enzima COX-2 pode ter sua expressão 

induzida em uma grande variedade de células pela ação de diferentes 

estímulos inflamatórios (para revisão, ver Dubois et al., 1998). Alguns estudos têm 

demonstrado que a estimulação de receptores PAR em tecidos periféricos 

causa a ativação de enzimas COXs (Macfarlane et al., 2001; Koetzer et al., 

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



 

   

agonistas dos receptores PAR-1 e PAR-2 causa liberação de PGE2 na medula 

espinhal de ratos, contribuindo para a hiperalgesia térmica. Porém, os resultados 

do presente trabalho demonstraram que a nocicepção espontânea induzida 

pela tripsina parece não depender da ativação da enzima COX-2. Estes 

resultados confirmam dados prévios da literatura demonstrando que o 

tratamento com indometacina (inibidor COX1/COX-2), celecoxibe (inibidor 

seletivo da COX-2) ou SC 560 (inibidor seletivo da COX-1) não foi capaz de inibir 

a nocicepção espontânea induzida pela tripsina injetada por via i.pl. (Paszcuk, 

2007; Paszcuk et al., 2008). Contrariamente aos resultados obtidos na 

nocicepção, o comportamento pruriginoso induzido pela tripsina, no presente 

trabalho, foi prevenido pelo pré-tratamento com celecoxibe, mas não 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 

expressão do RNAm e da proteína para a enzima COX-2, sem interferir com a 

expressão da COX-1, em células endoteliais e pulmonares humanas (Chambers 

et al., 2003; Syeda et al., 2006). 

Previamente, foi relatado que a PGE2 é capaz de causar sensação de 

coceira quando aplicada por iontoforese na pele de pacientes com dermatite 

atópica, ou até mesmo em voluntários saudáveis (Neisius et al., 2002). Além 

disso, através de estudos de microneurografia, foi verificado que a aplicação de 

PGE2 na pele de voluntários sadios pode ativar fibras sensíveis a histamina e 

insensíveis a estímulos mecânicos, causando sensação de coceira (Schmelz et 

al., 2003). Ademais, tem sido descrito que a PGE2 pode induzir liberação de 

neurotrofinas a partir queratinócitos, um evento que é importante para a 

transmissão da sensação de coceira para o sistema nervoso (Kanda et al., 2005; 



 

   

Steinhoff et al., 2006). No entanto, a injeção i.d. deste prostanóide em 

camundongos não é capaz de causar comportamento pruriginoso, e o pré-

tratamento com o inibidor não seletivo de COX, indometacina, não foi efetivo 

sobre a coceira induzida pelo composto 48/80 ou histamina em camundongos 

(Inagaki et al., 2002; Arai et al., 2004). Todavia, a aplicação tópica de PGE2 ou 

de PGD2 nos olhos de cobaias promove reflexo de coçar, uma resposta também 

evocada pela administração de histamina, mas não de ácido acético, neste 

mesmo modelo (Woodward et al., 1995). Estudos em camundongos NC/Nga 

com dermatite espontânea ou induzida por hapteno, verificaram aumento 

expressivo nos níveis cutâneos de alguns prostanóides (PGE2, 6-queto-PGF1α e 

PGF2α); no entanto, foi observada diminuição na concentração PGD2 (Sugimoto 

et al., 2005). Alguns estudos têm sugerido papel importante para a PGD2 e seu 

receptor DP1, na prevenção do comportamento pruriginoso em modelos de 

dermatite atópica em camundongos (Arai et al., 2004; Takaoka et al., 2006). 

Dados recentes demonstraram que o bloqueio farmacológico, empregando 

inibidores seletivos, ou genético, utilizando RNA de interferência (RNAi) da 

enzima COX-1, aumenta a coceira em camundongos NC/Nga, sugerindo uma 

relação deste fenômeno com a diminuição da produção de PGD2 na pele 

(Sugimoto et al., 2006; Inoue et al., 2007). 

Os resultados obtidos no presente estudo com os antiinflamatórios 

esteroidal e não-esteroidais nos comportamentos pruriginoso e nociceptivo 

induzidos pela tripsina, indicam a existência de diferenças farmacológicas entre 

estes dois modelos, uma vez que o tratamento com ambas as classes de 

antiinflamatórios foi eficaz sobre a coceira, porém não interferiu com a 

nocicepção induzida pela enzima. É possível inferir que a ausência de efeito 



 

   

para ambas as classes de antiinflamatórios sobre a nocicepção esteja 

relacionada com a curta duração desta reposta, pois em um período de 10 min 

seria pouco provável haver síntese expressiva de novas proteínas inflamatórias, 

como por exemplo da COX-2, ao passo que no modelo de prurido a 

probabilidade de tal fenômeno ocorrer é muito maior. No entanto, pode-se 

sugerir ainda que as diferenças observadas entre os dois modelos sejam 

resultantes da presença de diferentes tipos de células residentes, mediadores 

celulares e/ou subtipos de neurônios sensoriais, na derme (dorso) e tecido 

subcutâneo (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 hipótese a respeito do 

envolvimento preferencial de componentes pruriceptivos no comportamento 

de coçar induzido pela tripsina em camundongos. 

Os mastócitos são 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). É importante mencionar que 

estas células podem expressar o receptor PAR-2 (D’Andrea et al., 2000), cuja 

ativação induz a degranulação e a liberação de mediadores mastocitários. Os 

mastócitos estocam e liberam de seus grânulos intracelulares uma grande 

variedade de substâncias com expressiva ação pruriginosa e/ou nociceptiva, 

como histamina, 5-HT, SP, prostanóides, catepsinas, triptase e quimase. Além 

disso, perifericamente, os mastócitos estão localizados próximos a vasos 

sanguíneos e terminações nervosas livres, o que favorece o envolvimento de 

seus mediadores em processos inflamatórios, dolorosos ou pruriginosos (Toyoda 



 

   

et al., 2000; Barbara et al., 2007; para revisão, ver Yong et al., 1997; Metcalfe et 

al., 1997). Uma vez liberados, os produtos de degranulação de mastócitos 

podem causar ativação e/ou sensibilização de fibras nervosas sensoriais, com 

consequente liberação de neuropeptídeos, tais como SP e CGRP, levando ao 

quadro de inflamação neurogênica (para revisão, ver Zegarska et al., 2006). 

Desse modo, os mastócitos podem desempenhar um papel central na 

patofisiologia da sensação de coceira. Confirmando estas evidências, os 

resultados do presente trabalho sugerem um papel crucial para os mastóctios 

no comportamento de coçar induzido pela tripsina em camundongos, uma vez 

que o pré-tratamento diário com o estabilizador da membrana de mastócitos, 

cromoglicato de sódio, ou com o degranulador de mastócitos, composto 48/80, 

foi capaz de bloquear parcialmente a resposta pruriginosa da enzima. Estes 

resultados confirmam dados prévios demonstrando o envolvimento de 

mastócitos no comportamento de coçar induzido por diferentes agentes em 

roedores (Sugimoto et al., 1998; Yamashita et al., 2005; Trentin, 2006; Yamashita 

et al., 2007). Curiosamente, a nocicepção espontânea induzida pelo fragmento 

SLIGRL-NH2 em ratos é um evento independente da degranulação de 

mastócitos (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, são reduzidos pelo pré-tratamento com composto 

48/80 ou com cromoglicato de sódio (Paszcuk et al., 2008). 

A histamina é o mediador mastócitário melhor conhecido por causar 

coceira em humanos (Schmelz et al., 1997; 2003; Rukwied et al., 2000; Andrew e 

Craig, 2001) e em animais de experimentação (Kuraishi et al., 1995; Han et al., 

2006; Shim et al., 2007; Shimada et al., 2008). A participação do receptor H1 para 



 

   

a histamina na coceira tem sido extensivamente estudada e caracterizada em 

diferentes condições experimentais, tanto em humanos quanto em roedores 

(para revisão, ver Shim e Oh, 2008). Os antagonistas do receptor H1, os 

chamados anti-histamínicos, são amplamente usados no alívio da coceira 

associada com algumas condições clínicas, apesar da ineficiência do 

tratamento para alguns pacientes (para revisão ver Klein et al., 1999; Herman e 

Vender, 2003; Cies e Giamalis, 2007). Além disso, a eficácia destes compostos é 

controversa, uma vez que alguns estudos sugerem que estes efeitos sejam 

dependentes da ação sedativa dos anti-histamínicos, enquanto que outros 

trabalhos mostram que moléculas incapazes de atravessar a barreira 

hematoencefálica (BBB) são igualmente eficazes (Klein et al., 1999). Em modelos 

animais de prurido agudo, o bloqueio farmacológico do receptor H1, pelo 

emprego de antagonistas seletivos capazes de atravessar a BBB, mas não pelo 

uso de compostos não-sedativos, foi capaz de interferir com o comportamento 

de coçar induzido pela histamina ou composto 48/80 (Sugimoto et al., 1998; Bell 

et al., 2004; Dunford et al., 2007). Ainda, é importante mencionar que a 

administração i.d. do agonista seletivo para o receptor H1 (HTMT) produz 

comportamento de coçar em camundongos, uma resposta que depende da 

ativação de receptores H1 localizados em fibras sensoriais do tipo C e da 

ativação da FLCβ3 (Bell et al., 2004; Han et al., 2006). Os resultados do presente 

trabalho indicam que o comportamento pruriginoso deflagrado pelos agonistas 

do PAR-2 é independente do receptor H1 para a histamina, uma vez que o pré-

tratamento com os anti-histamínicos, pirilamina (sedativo) ou loratadina (não-

sedativo), não 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 H1 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 H1 (Hayashi et al., 2001; Andoh et al., 

2002). Cabe destacar que a nocicepção espontânea induzida pela injeção i.pl. 

de tripsina em camundongos é independente do receptor H1 histaminérgico 

(Paszcuk, 2007). Com base nestes resultados, é possível inferir que a 

administração i.d. de agonistas do PAR-2 pode ser utilizada como um modelo 

experimental de prurido, visando a triagem de novas abordagens terapêuticas 

destinadas a condições clínicas onde os anti-histamínicos não apresentam 

eficácia desejada. 

A principal função fisiológica do receptor H2 para a histamina é regular 

a liberação de ácido gástrico no estômago (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 administração 

i.d. de dimaprite, agonista seletivo para o receptor H2, não causou 

comportamento sugestivo de prurido em camundongos (Bell et al., 2004). Além 

disso, os antagonistas seletivos para os receptores H2, cimetidina ou ranitidina, 

não são capazes de bloquear o comportamento pruriginoso induzido pela 

administração i.d. de histamina (Bell et al., 2004; Dunford et al., 2007). Estes 

dados da literatura sugerem uma participação inexpressiva do receptor H2 na 

transmissão da coceira em roedores, bem como dão suporte para os resultados 

aqui apresentados. Desta forma, no presente trabalho foi verificado que ambos 

os antagonistas H2, cimetidina e ranitidina, em doses apropriadas, não foram 



 

   

eficazes sobre o comportamento de coçar induzido pela tripsina, sugerindo que 

esta resposta é independente da ativação deste receptor. 

Recentemente, alguns trabalhos demonstraram o envolvimento do 

receptor H3 histaminérgico em modelos de prurido agudo em animais de 

experimentação. No entanto, esta resposta é causada pelo bloqueio, e não 

pela ativação, do receptor H3 (Sugimoto et al., 2000; 2004; Hossen et al., 2003; 

2006). No presente trabalho, o pré-tratamento sistêmico com iodofenpropite, 

antagonista seletivo para o receptor H3 histaminérgico, em dose adequada, 

não foi capaz de interferir significativamente com a resposta pruriceptiva 

evocada pela tripsina. Dados da literatura tem demonstrado que a 

administração i.d. no dorso de camundongos de antagonistas seletivos para o 

receptor H3, mas não do agonista seletivo, causa acessos de coceira ao sítio 

injetado, uma resposta que parece ser independente de mastócitos e de 

histamina (Sugimoto et al., 2000; 2004; Hossen et al., 2003), mas que envolve a 

participação de SP e do seu receptor NK1 (Hossen et al., 2006). Além disso, 

Hossen e colaboradores (2004) reportaram que o tratamento sistêmico com o 

agonista seletivo para o receptor H3 (α-metil-histamina) previne de maneira 

dependente da dose o comportamento de coçar induzido pelos antagonistas 

H3, tioperamida e AQ0145. Uma possível explicação para este fenômeno 

consiste no fato de que o receptor H3, expresso em células neuronais e 

localizado pré-sinapticamente, atua como um auto-receptor regulando a 

liberação de histamina e de outros neurotransmissores (Parsons e Ganellin, 2006; 

Thurmond et al., 2008). Desse modo, a participação do receptor H3 na resposta 

pruriginosa induzida pelos agonistas do PAR-2 não pode ser completamente 

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



 

   

receptor não foi averiguado e parece ser uma estratégia farmacológica 

adequada para se estudar a participação deste receptor em respostas 

pruriginosas. 

A descoberta de um novo subtipo de receptor para a histamina, o 

receptor H4, foi recentemente descrita (Oda et al., 2000). Este receptor vem 

sendo considerado como um alvo promissor no desenvolvimento de novos anti-

histamínicos para o tratamento de condições inflamatórias, alérgicas e 

pruriginosas (para revisão, ver Thurmond et al., 2008). Os dados do presente 

estudo sugerem o envolvimento do receptor H4 histaminérgico no 

comportamento de coçar induzido pelos agonistas do PAR-2, uma vez que o 

pré-tratamento com tioperamida, antagonista não-seletivo dos receptores H3 e 

H4, mas não com iodofenpropite, antagonista seletivo para o receptor H3, 

interferiu significativamente com a resposta pruriginosa causada por estes 

agentes. Previamente, Bell e colaboradores (2004), utilizando tioperamida como 

ferramenta farmacológica, sugeriram o envolvimento do receptor H4 

histaminérgico no comportamento de coçar induzido pela histamina em 

camundongos. Posteriormente, Dunford e colaboradores (2007) verificaram a 

eficácia do antagonista seletivo para o receptor H4, JNJ7777120, no prurido 

experimental induzido pela histamina ou pelo composto 48/80. Além disso, 

animais com deleção gênica para o receptor H4 apresentaram menor resposta 

pruriginosa em comparação aos animais selvagens após a injeção i.d. de 

histamina ou composto 48/80 (Dunford et al., 2007). Em uma publicação atual, 

Rossbach e colaboradores (2008) verificaram que o tratamento com JNJ7777120 

foi eficaz em prevenir o prurido associado ao modelo de dermatite atópica 

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



 

   

combinação entre antagonistas para os receptores H1 e H4 pode constituir uma 

alternativa mais eficaz sobre o comportamento pruriginoso deflagrado por 

diferentes agentes, em comparação ao monotratamento (Dunford et al., 2007; 

Rossbach et al., 2008). 

A 5-HT, também encontrada em mastócitos, pode causar excitação 

de fibras sensorias do tipo C (Beck e Handwerker, 1974, citado por Ständer 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 não depender de fibras sensoriais que expressam 

receptores TRPV1 (Shim et al., 2007). Em humanos, a coceira induzida pela 5-HT 

parece ser mediada pela ativação de receptores 5-HT3; apesar disso, 

antagonistas seletivos para este receptor não apresentaram eficácia em 

estudos clínicos (Murphy et al., 2003; Weisshaar et al., 2003, citados por Ständer 

et al., 2003). Curiosamente, o efeito pruriginoso da 5-HT em roedores parece ser 

dependente de receptores 5-HT2 cutâneos, mas não do subtipo 5-HT3 

(Yamaguchi et al., 1999; Nojima et al., 2003). De fato, o pré-tratamento com 

ciproeptadina, antagonista misto de receptores serotoninérgicos (5-HT2/5-HT1C) e 

histaminérgicos (H1), bloqueou a resposta pruriceptiva induzida por diferentes 

estímulos em camundongos (Inagaki et al., 2002; Yamashita et al., 2007; Kim et 

al., 2008). Neste estudo, também observamos um possível envolvimento da 5-HT 

no prurido induzido pela tripsina, uma vez que o pré-tratamento com 

ciproeptadina, mas não com pirilamina ou loratadina, preveniu de modo 

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



 

   

confirmam e estendem os dados da literatura acerca do envolvimento de 

receptores 5-HT2 serotoninérgicos na resposta pruriginosa em camundongos. 

A liberação proteases mastocitárias, como quimase, catepsina G, 

calicreínas e principalmente triptase, pode contribuir para a coceira (Steinhoff 

et al., 2003; Ui et al., 2006). Previamente, foi demonstrado que a administração 

de quimase na pele pode causar sensação de coceira em humanos 

(Hägermark et al., 1972). Do mesmo modo, a injeção i.d. de tripsina em 

voluntários saudáveis 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 coçar induzido por ambos os 

ativadores do PAR-2, uma vez que o tratamento sistêmico com o inibidor não 

seletivo de proteases, gabexato mesilato, inibiu a coceira induzida por estes 

agentes. Inicialmente, seria possível sugerir que o efeito do gabexato sobre o 

modelo da tripsina estaria associado com a inibição do próprio agente 

pruriginoso. No entanto, a eficácia deste inibidor contra a ação pruriginosa do 

agonista SLIGRL-NH2, sugere o envolvimento da liberação adicional de 

proteases, possivelmente de origem mastocitária. Ui e colaboradores (2006) 

verificaram que a administração i.d. de triptase, mas não de quimase, no dorso 

de camundongos produziu comportamento sugestivo de coceira e que essa 

resposta é inibida pelo pré-tratamento sistêmico um inibidor de serino-proteases. 

Além disso, estes autores também sugeriram um importante papel para 

proteases liberadas por mastócitos, via ativação do PAR-2, na gênese do 

comportamento pruriginoso induzido pelo composto 48/80 (Ui et al., 2006). 

Recentemente, foi sugerido o potencial anti-pruriginoso de inibidores para a 

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



 

   

al., 2008). Por fim, o envolvimento de calicreínas na coceira induzida por 

deoxicolato de sódio em ratos foi previamente proposto (Hayashi e Majima, 

1999). Curiosamente, foi demonstrado que algumas isoformas de calicreínas, 

presentes na epiderme de humanos, podem ativar o receptor PAR-2 in vitro 

(Stefansson et al., 2006). Ademias, camundongos trangênicos super-expressando 

a calicreína-7 epidérmica apresentam comportamento pruriginoso (Hy e 

Egelrud, 2004). Em conjunto com os dados da literatura, os resultados do 

presente estudo sugerem a existência de um fenômeno cíclico de liberação de 

proteases que contribui para o processo pruriginoso. Nesse sentido, pode-se 

propor que a liberação ou aplicação de proteases na pele, principalmente de 

triptase de mastócitos, leva à degranulação destas células, possivelmente via 

clivagem e ativação do PAR-2, com consequente liberação adicional de outras 

enzimas proteolíticas que intensificam a resposta pruriginosa. 

O receptor PAR-2 é expresso em neurônios sensoriais não-mielinizados 

de pequeno e médio diâmetro, co-localizado com o receptor TRPV1 e com 

neuropeptídeos, 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 excitação neuronal (Amadesi et al., 2004; 

2006). Estes achados dão suporte para o envolvimento do PAR-2 nos fenômenos 

de nocicepção 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 experimentação sugerem a existência de um subtipo de fibra 

C especializada na condução da sensação de coceira (Schmelz et al., 1997; 

Andrew e Craig, 2001). Sendo assim, neste estudo, a fim de verificar o 

envolvimento de fibras sensoriais do tipo C na resposta comportamental de 



 

   

coçar causada pelos agonistas do PAR-2, camundongos foram submetidos ao 

protocolo de dessensibilização neonatal com capsaicina ou ao tratamento 

adulto com RTX, um análago ultrapotente da capsaicina. Ambas estratégias 

farmacológicas causam dessensibilização de fibras sensorias que expressam o 

receptor TRPV1 (predominantemente fibras C), podendo até mesmo ocorrer 

degeneração irreversível de terminais nervosos. Os achados do presente 

trabalho fornecem evidências sugerindo o envolvimento de fibras sensíveis à 

capsaicina na resposta pruriginosa induzida pelos agonistas do PAR-2 em 

camundongos, uma vez que a dessensibilização neonatal preveniu os acessos 

de coceira induzidos pela tripsina, assim como o tratamento com RTX reduziu o 

prurido induzido pelo SLIGRL-NH2. Estes resultados estão de acordo com dados 

prévios demonstrando que a dessensibilização neonatal com capsaicina 

preveniu o comportamento pruriginoso induzido pela histamina, composto 48/80 

e endotelina em camundongos (Trentin, 2006). Além disso, a resposta pruriginosa 

evocada pela histamina em roedores é dependente de receptores H1 

localizados em fibras C sensoriais (Han et al., 2006). 

O papel de fibras sensoriais do tipo C no prurido desencadeado pela 

ativação do receptor PAR-2 também foi confirmado  pela caracterização do 

envolvimento do receptor TRPV1 neste modelo. O tratamento sistêmico ou local 

com SB366791, antagonista seletivo para o receptor TRPV1, reduziu 

significativamente as respostas induzidas pela tripsina ou pelo fragmento 

peptídico SLIGRL-NH2. Confirmando estes resultados, animais com deleção 

gênica para o receptor TRPV1 (TRPV1-/-) apresentaram menor comportamento 

pruriginoso em comparação ao grupo controle selvagem (TRPV1+/+). De maneira 

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



 

   

farmacológicas e genéticas (animains TRPV1-/-), demonstraram que o prurido 

provocado pela histamina em camundongos é mediado pelo receptor TRPV1, 

via ativação de fosfolipase A2 e lipoxigenase. Além disso, estes autores também 

demonstraram que a ativação do TRPV1 pela histamina em neurônios sensoriais 

é mediada pela síntese do ácido 12-hidroperoxieicosatetraenoico (12-HPETE), 

um metabólito da 12-lipoxigenase e ativador endógeno do TRPV1 (Hwang et al., 

2000; Shim et al., 2007). Concordando com estes achados, foi previamente 

demonstrado que a injeção i.d. de 12-HPETE evocou comportamento de coçar 

em camundongos (Kim et al., 2007). Entretanto, esta relação entre TRPV1 e 12-

HPETE é controversa, uma vez que o prurido induzido por 12-HPETE não foi 

bloqueado pelo tratamento com capsazepina, um antagonista para o TRPV1 

(Kim et al., 2008). Porém, o tratamento tópico com capsaicina reduz os acessos 

de coceira induzidos por 12-HPETE (Kim et al., 2007), possivelmente pela 

dessensibilização do TRPV1. A aplicação tópica de cremes a base de 

capsaicina têm sido utilizada como uma alternativa para o alívio da coceira 

associada com algumas condições clínicas (Ständer et al., 2001). Ainda, é 

relevante mencionar que o comportamento nociceptivo gerado pela injeção 

i.pl. de tripsina em camundongos é dependente da ativação do receptor 

TRPV1, já que o antagonista seletivo para este receptor, SB366791, reverte 

parcialmente a nocicepção espontânea induzida pela enzima. Todavia, em 

confronto com estes dados, Kawao e colaboradores (2002) demonstraram que 

o comportamento nociceptivo gerado pela administração i.pl. do peptídeo 

SLIGRL-NH2 em ratos não foi alterado pelo tratamento com capsazepina. Os 

resultados aqui apresentados confirmam e ampliam 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, e mais uma vez demonstram a participação do TRPV1 nas respostas 

sensoriais desencadeadas pela ativação do receptor PAR-2. 

Está bem documentado na literatura o envolvimento de mediadores 

da inflamação neurogênica, como SP e CGRP, nas respostas inflamatórias 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 publicação do nosso grupo, Paszcuk e 

colaboradores (2008) demonstraram que o licking induzido pela tripsina é 

dependente dos neuropeptídeos NKA e NKB, SP e CGRP. Além disso, a 

contribuição de neuropetídeos para coceira associada a diferentes condições 

clínicas, como dermatite atópica ou psoríase, têm sido extensivamente 

estudada (Glinski et al., 1994; Ostlere et al., 1995; Thomsen et al., 2002; Remröd et 

al., 2007). Ainda, a participação 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 trabalho demonstram que 

o pré-tratamento sistêmico com antagonistas dos receptores para SP (receptor 

NK1), NKB (receptor NK3) e CGRP (receptor CGRP1), mas não para NKA (receptor 

NK2), preveniu os acessos de coceira induzidos pela tripsina em camundongos. 

Estes neuropetídeos parecem estar envolvidos localmente, já que o co-

tratamento i.d. com os antagonistas dos receptores NK1 ou CGRP1 também 

inibiram a coçadura induzida pelo fragmento peptídico SLIGRL-NH2. Estes dados 

estão de acordo com resultados prévios demonstrando que ativadores de 

receptores PAR, tripsina e trombina, podem estimular diretamente a liberação 



 

   

de NKs e CGRP a partir da pele de ratos (Obreja et al., 2006). Vale mencionar 

que tripsina e triptase, atuando sobre receptores PAR-2, estimulam a liberação 

de neuropeptídeos a partir de fatias da medula espinhal de roedores (Steinhoff 

et al., 2000; Hoogerwerf et al., 2001; Amadesi et al., 2004; 2006). 

Diversos trabalhos têm demonstrado que a administração i.d. de SP 

causa comportamento pruriginoso em camundongos e 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 é mediado pelo receptor NK1 

e parece depender da produção de leucotrieno B4, via ativação da 5-

lipoxigenase, bem como da produção de óxido nítrico (Andoh et al., 2001; 

Andoh e Kuraishi, 2003; 2006). Além disso, o efeito pruriginoso da SP em 

camundongos é dependente de receptores opoióides do tipo µ e κ localizados 

em nível supraespinhal (Togashi et al., 2002; Umeuchi et al., 2003). O papel da SP 

também foi demonstrado em modelos de coceira em camundongos induzida 

pela injeção i.d. de 5-HT, do veneno da aranha Phoneutria nigriventer, de 

antagonistas do receptor H3 histaminérgico, ou ainda pela estimulação 

mecânica 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 neuropeptídeo no prurido relacionado ao modelo de 

dermatite atópica em camundongos NC/Nga também foi previamente 

demonstrado (Ohmura et al., 2004). 

Embora SP e CGRP normalmente atuem em conjunto em estados 

inflamatórios e nociceptivos, já que estão co-localizados em fibras sensoriais 

peptidérgicas e a liberação de um é frequentemente acompanha da liberação 

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



 

   

evidências sugerindo um papel relevante para o CGRP em condições 

pruriginosas em humanos (Abadía-Molina et al., 1992), poucos trabalhos 

demonstram o envolvimento deste neuropeptídeo em modelos animais de 

prurido (Ständer et al., 2006; Yamaoka et al., 2007). Além disso, ao que parece, 

estudos avaliando os efeitos da administração i.d. de CGRP sobre a coceira em 

humanos ou comportamento de coçar em camundongos ainda não foram 

realizados. No entanto, foi sugerido recentemente que a liberação de CGRP, 

em combinação com SP, pode ser responsável pelo prurido inicial (efeito 

adverso) observado após a aplicação tópica dos inibidores da calcineurina, 

pimecrolimus e tacrolimus (Ständer et al., 2006), uma nova classe de 

antiinflamatórios eficientes no tratamento da inflamação e prurido associados 

com a dermatite atópica. Curiosamente, foi demonstrado que a estimulação 

mecânica 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 NK1, 

L-703606, a administração do antagonista seletivo para o receptor CGRP1, 

fragmento CGRP8-37, não altera o comportamento de coçar induzido pelo atrito 

da pele (Yamaoka e Kawana, 2007a). 

Um papel menos relevante para as NKA e NKB no prurido tem sido 

relatado, e estudos em animais de experimentação relacionando o 

envolvimento destas taquicininas com o comportamento pruriginoso não foram 

demonstrados. Apesar da falta de eficácia do tratamento com o antagonista 

seletivo para o receptor NK2, observada neste estudo, a premissa do 

envolvimento da NKA nas ações pruriginosas desencadeadas pela ativação do 



 

   

PAR-2 é sustentada por dados prévios demonstrando o envolvimento do 

receptor NK2 na resposta contrátil da musculatura lisa intestinal (in vitro) induzida 

pela tripsina ou pelo SLIGRL-NH2, ou na secreção gástrica em ratos induzida pelo 

peptídeo agonista do PAR-2 (Kawabata et al., 2001b, Zhao e Shea-Donohue, 

2003). Além disso, Thomsen e colaboradores (2002) relataram que a 

administração i.d. de NKA na pele não inflamada de humanos causa coceira, 

embora esse efeito seja menos pronunciado do que aquele obtido para a 

histamina ou SP. No entanto, estes autores também demonstraram que a 

aplicação de NKB não 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 ativação do PAR-2 em 

camundongos, e parecem ser os primeiros dados da literatura sugerindo a 

participação deste peptídeo, e do seu receptor NK3, nos efeitos celulares 

mediados por este receptor. 

Trabalhos têm sugerido o envolvimento do sistema calicreína-cininas 

na fisiopatologia da coceira (Rajakulasingam et al., 1991; Hayashi e Majima, 

1999; Schmelz et al., 2003; Hosogi et al., 2006). Estudos em camundongos, 

realizados por Hayashi e Majima (1999), demonstraram que o comportamento 

pruriginoso induzido pela administração i.d. de deoxicolato de sódio no dorso de 

camundongos conta com a importante participação de componentes do 

sistema calicreínas-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 sódio. Ainda, o envolvimento de 

cininogênios, calicreína tecidual e cininases também foi sugerido por estes 

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



 

   

tratamento sistêmico de camundongos Swiss com os antagonistas seletivos 

peptídico e não-peptídico do B2R para as cininas, Hoe 140 e FR173657, 

respectivamente, foi capaz de prevenir os acessos de coceira induzidos pelos 

distintos agonistas do receptor PAR-2. Confirmando estes resultados, animais 

com deleção do gene para o B2R (B2R-/-) apresentaram diminuição expressiva 

do comportamento pruriginoso induzido por estes mesmos agentes, quando 

comparados aos animais selvagens (B2R+/+). 

Os resultados do presente trabalho constataram também a 

participação do B2R na nocicepção espontânea induzida pela administração 

i.pl. de tripsina, uma vez que animais nocaute para este receptor apresentaram 

redução no tempo de lamber a pata injetada quando comparados ao grupo 

controle. Estes resultados confirmam os dados de uma publicação recente do 

nosso grupo, demonstrando que o tratamento com FR173657, antagonista 

seletivo do B2R, inibiu o comportamento nociceptivo induzido pela tripsina em 

camundongos (Paszcuk et al., 2008). De modo relevante, o envolvimento do B2R 

para as cininas na hiperalgesia colônica induzida por agonistas do PAR-2 foi 

previamente sugerido (Kawabata et al., 2006). Ademais diversos trabalhos da 

literatura têm demonstrado a contribuição do B2R cininérgico para a 

nocicepção induzida por diferentes agentes em roedores (Corrêa et al., 1996; 

Griesbacher et al., 1998; Campos et al., 1999; Chichorro et al., 1999; Ferreira et 

al., 2005). De modo interessante, estudos utilizando animais nocaute para os B2R, 

verificaram a participação deste receptor no comportamento nociceptivo 

induzido pela injeção i.pl. de agonistas do B2R, mas não de formalina (primeira e 

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



 

   

No presente trabalho, o tratamento com, Hoe 140, antagonista seletivo 

para o B2R,  administrado por diferentes vias (i.d., i.t. ou i.c.v.), revelou importante 

contribuição destes receptores localizados na pele (via i.d.) e, principalmente 

na medula espinhal (via i.t.), mas não em níveis supra-espinhais (via i.c.v.), na 

resposta pruriginosa desencadeada pelo agonista do PAR-2. Embora estudos 

investigando o possível efeito pruriginoso da injeção i.d. de agonistas do B2R em 

animais de experimentação ainda não tenham sido realizados, a injeção i.pl. de 

BK ou de Tyr8-BK, agonistas seletivos para o B2R, causou nocicepção espontânea 

em camundongos ou ratos, uma resposta que parece ser mediada por B2R 

constitutivos na periferia (Boyce et al., 1996; Griesbacher et al., 1998; Campos et 

al., 1999; Ferreira et al., 2004). O comportamento nociceptivo induzido pela 

injeção de formalina ou PMA na pata de camundongos também parece ser 

mediado por B2R constitutivos localizados na pele (Corrêa et al., 1996; Ferreira et 

al., 2005). 

Existem evidências demonstrando que a BK pode ser produzida, a 

partir do cininogênio, pela ação proteolítica da triptase de mastócitos (Kozik et 

al., 1998), e de promover degranulação mastocitária. Os mastócitos, células 

importantes nos processos pruriginosos, também podem liberar calicreínas 

(Imamura et al., 2004), as quais também podem ser responsáveis pela produção 

local de BK. Vários estímulos inflamatórios podem levar a liberação e/ou 

produção local de BK ou calidina que, atuando sobre B2R constitutivos presentes 

em fibras C e Aδ, podem ativar e/ou sensibilizar diretamente os nociceptores ou, 

ainda, através da liberação de outros mediadores de células neuronais e não-

neuronais, como PGs, citocinas ou óxido nítrico. Ainda, as cininas atuando sobre 

os aferentes primários podem causar a liberação de neuropeptídeos tais como 



 

   

SP e CGRP, favorecendo o desenvolvimento de inflamação neurogênica. 

Estudos eletrofisiológicos demonstraram que a bradicinina, via ativação do B2R, 

pode sensibilizar o receptor TRPV1 indiretamente, por meio da produção de 

substâncias endógenas, como produtos da lipoxigenase e cicloxigenase, ou 

ainda por ativar a proteína 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 nocicepção espontânea induzida 

pela injeção i.pl. de bradicinina em camundongos é mediada pela estimulação 

do B2R, via ativação de fosfolipase C e formação de produtos da lipoxigenase. 

Os resultados do presente estudo demonstraram que a injeção i.t. de 

Hoe 140, antagonista seletivo para o B2R, causou redução expressiva no número 

de acessos de coceira no sítio injetado com SLIGRL-NH2, uma resposta 

comparável aos efeitos da deleção gênica 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 ativação 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 despolarização de neurônios 

na medula espinhal isolada de ratos neonatos através de B2R. Recentemente, 

Ferreira e colaboradores (2004) verificaram que a injeção i.t. de agonistas 

seletivos dos B2R, BK ou Tyr8-BK, causa hiperalgesia térmica em camundongos. 

Além disso, a injeção i.t. do antagonista seletivo para o B2R Hoe 140 é capaz de 

inibir a segunda fase na nocicepção espontânea induzida pela formalina em 

ratos, e ambas as fases em camundongos (Chapman e Dickenson, 1992; Ferreira 

et al., 2002). 



 

   

Apesar da eficácia obtida para os antagonitas do B2R sobre o 

comportamento pruriginoso desencadeado pelo deoxicolato de sódio em 

camundongos (Hayashi e Majima, 1999), este mesmo estudo demonstrou que o 

tratamento local com DALBK, antagonista seletivo para o B1R, não foi efetivo 

sobre a coceira induzida por este agente, excluindo o envolvimento do B1R 

nesta resposta comportamental (Hayashi e Majima, 1999). De modo contrário, 

os resultados apresentados aqui demonstram o envolvimento do B1R para as 

cininas no prurido induzido pelos ativadores do PAR-2, ja que o pré-tratamento 

sistêmico com SSR24612, antagonista seletivo e não-peptídico para o B1R, 

embora não com DALBK, antagonista seletivo e peptídico, reduziu o número de 

acessos de coceira ao sítio injetado com tripsina ou SLIGRL-NH2. Considerando a 

natureza peptídica da DALBK pode-se sugerir que a falta de eficácia deste 

antagonista seja devido a sua maior instabilidade e suscetibilidade a 

degradação in vivo. Posteriormente, os resultados farmacológicos foram 

confirmados pelo emprego de animais nocaute para o B1R (B1R-/-), nos quais a 

administração i.d. de agonistas do PAR-2 gerou menor número de acessos de 

coceira em comparação aos animais selvagens. 

Outro resultado interessante obtido neste estudo foi a constatação do 

envolvimento do B1R para as cininas na nocicepção espontânea induzida pela 

administração i.pl. de tripsina, onde animais nocaute para este B1R (B1R-/-) 

apresentaram redução no tempo de lambida da pata injetada quando 

comparados aos camundongos controle selvagens. Sendo assim, do mesmo 

modo que para o B2R, estes resultados demonstram o envolvimento do B1R não 

somente no comportamento pruriginoso, mas também na resposta nociceptiva, 

desencadeada pela ativação do PAR-2. Em uma publicação recente do nosso 



 

   

grupo, Paszcuk e colaboradores (2008) demonstraram que o pré-tratamento 

com o antagonista seletivo e não-peptídico para os B1R (SSR240612) não foi 

eficaz sobre o comportamento nociceptivo induzido pela tripsina em 

camundongos. A discrepância entre os resultados acerca do envolvimento do 

B1R no licking induzido pela tripsina em ambos os trabalhos, poderia ser atribuída 

as diferentes linhagens de camundongos utilizadas, ou seja, animais C57BL/6 

selvagens e nocautes para os receptores cininérgicos, no presente estudo, e 

camundongos Swiss no trabalho anteriormente publicado (Paszcuk et al., 2008). 

O envolvimento do B1R para as cininas em modelos experimentais 

agudos de nocicepção tem sido sugerido (para revisão ver Calixto et al., 2004). 

O tratamento com antagonistas seletivos para este receptor foram eficazes 

sobre a nocicepção orofacial induzida pela formalina em ratos (Chichorro et al., 

1999), e também foram capazes de reduzir a nocicepção espontânea induzida 

pela injeção 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 B1R apresentaram comportameno nociceptivo reduzido à aplicação 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 duração (não mais do que 10 min), e pelo fato da administração 

periférica de agonistas para o B1R raramente causar nocicepção em animais 

naïve (Perkins e Kelly, 1994; Fox et al., 2003; Ferreira et al., 2004), parece 

improvável que a participação deste receptor nestes modelos agudos dependa 

da síntese de novo ou de B1R expressos localmente. Sendo assim, pode-se  

sugerir o envolvimento de B1R expressos constitutivamente no sistema nervoso 



 

   

central. A presença constitutiva do B1R em fibras aferentes nociceptivas, e 

diferentes estruturas do sistema nervoso central, relacionadas à transmissão e à 

modulação sensorial, tem sido amplamente reportada em diferentes espécies 

(para revisão ver Calixto et al., 2004). 

Com base no exposto, pode-se especular que no atual estudo, tanto a 

nocicepção espontânea quanto o comportamento pruriginoso evocados pelos 

agonistas do PAR-2, sejam mediados por B1R expressos constitutivamente no 

sistema nervoso central, particularmente na medula espinhal. Os resultados aqui 

apresentados demonstram ainda que a injeção i.t., mas não i.d. ou i.c.v, do 

antagonista seletivo para o B1R (DALBK), reduziu significativamente a coceira 

induzida pelo peptídeo agonista do PAR-2, sugerindo o envolvimento de B1R 

localizados na medula espinhal, mas não na periferia ou no cérebro, nesta 

resposta comportamental. A administração i.t. de agonistas para o B1R induz 

hiperalgesia após estímulação térmica ou mecânica em roedores (Ferreira et al., 

2002; Fox et al., 2003). Além disso, a administração i.t. de DALBK inibiu a segunda 

fase da nocicepção espontânea induzida pela formalina em camundongos 

(Ferreira et al., 2002). De modo relevante, Pesquero e colaboradores (2000) 

demonstraram, a partir estudos in vitro usando preparação de medula espinhal, 

que o B1R atua especificamente em sinapses nociceptivas, e que este receptor 

pode estar envolvido com algumas formas de sensibilização central. 

Camundongos com deficiência no B1R apresentaram hipoalgesia em modelos 

químicos de nocicepção, provavelmente relacionada com uma redução da 

facilitação dependente de atividade (Wind-up) dos reflexos espinhais 

nociceptivos (Pesquero et al., 2000). 



 

   

Apesar dos resultados apresentados aqui sugerirem, em conjunto com 

os dados da literatura, a participação de B1R constitutivos localizados no SNC na 

resposta pruriginosa mediada pelo PAR-2, o aumento da expressão periférica 

desta proteína não pode ser descartado até que técnicas de biologia 

molecular sejam empregadas para confirmar os dados farmacológicos. Neste 

sentido, cabe destacar que a administração de PMA, um ativador da proteína 

quinase C, na pata de camundongos causa aumento da proteína, mas não do 

RNAm, para o B1R dentro de 30 min após sua injeção (Ferreira et al., 2008). Além 

disso, a injeção i.pl. de PMA é capaz de promover comportamento nociceptivo 

(licking), uma resposta que é abolida pelo co-tratamento com DALBK ou pela 

deleção do gene para o B1R (Ferreira et al., 2008). 

Por fim, com o intuito de verificar o envolvimento dos receptores 

cininérgicos na resposta comportamental de coçar induzida por outros agentes, 

avaliou-se o efeito da administração i.d. de três diferentes pruritógenos: 

deoxicolato de sódio, cloroquina ou composto 48/80, em animais selvagens ou 

nocautes para os B2R ou B1R. Os modelos de coceira induzidos pelos dois 

primeiros agentes procuram mimetizar o prurido em humanos associado a 

colestase, devido ao acúmulo de sais de bile na pele, ou causado pelo uso de 

cloroquina, um efeito adversso ao uso deste antimalárico, respectivamente 

(Hayashi e Majima, 1999; Sun et al., 2007). Ambas as condições são insenssíveis 

ao tratamento com anti-histamínicos e parecem depender do sistema 

opioidérgico. De modo interessante, os resultados do atual estudo indicam que 

os B2R mediam grandemente o comportamento de coçar induzido pelos três 

agentes testados, uma vez que animais com deleção gênica para este receptor 

apresentaram redução expressiva da coçadura induzida pelos diferentes 



 

   

agentes. Anteriormente, já havia sido descrito o envolvimento deste receptor, 

mas não do B1R, no comportamento pruriginoso evocado pelo deoxicolato de 

sódio em camundongos (Hayashi e Majima, 1999). Neste trabalho, animais 

nocaute para o B1R apresentaram menor comportamento pruriginoso somente 

no modelo do composto 48/80, mas não na resposta induzida pelo deoxicolato 

de sódio ou cloroquina. Curiosamente, o comportamento de coçar induzido 

pelo composto 48/80, mas não por deoxicolato de sódio ou cloroquina, parece 

depender também da ativação do PAR-2, já que o antagonista seletivo para 

este receptor inibiu a resposta pruriginosa evocada por este agente, 

confirmando dados prévios da literatura (Ui et al., 2006). De fato, estudos têm 

demonstrado que a degranulação de mastócitos pode levar à liberação de 

proteases, que atuando sobre receptores PAR-2, contribuem para a coceira 

(Steinhoff et al., 2003; Ui et al., 2006). Sendo assim, estes resultados sugerem que 

os B1R para as cininas parecem mediar preferencialmente o comportamento 

pruriginoso depentende da ativação do PAR-2, ao contrário do B2R, que 

demonstrou estar envolvido na coceira experimental induzida por diferentes 

agentes. 

No presente trabalho, foi demonstrado que a administração i.d. de 

agonistas para o receptor PAR-2 no dorso de camundongos parece promover a 

ativação de células neuronais e não-neuronais localizadas na pele, com 

consequente produção ou liberação de diferentes mediadores celulares. Tal 

efeito parece contribuir predominantemente para a ativação de vias sensoriais 

envolvidas na transmissão de estímulos pruriginosos para estruturas centrais, 

desencadeando o reflexo de coçar a pele. Através de ferramentas 

farmacológicas e moleculares foi claramente demonstrada a participação de 



 

   

produtos da degranulação de mastócitos, mediadores da inflamação 

neurogênica e do receptor TRPV1 na resposta comportamental desencadeada 

pela ativação do PAR-2. Finalmente, o presente estudo apresenta dados 

consistentes acerca da participação dos B2R e B1R para as cininas na coçadura 

mediada pelo PAR-2. Nossos dados sugerem uma seqüência de eventos (Figura 

15A e 15B), onde a injeção de trispina ou do fragmento peptídico SLIGRL-NH2, 

ativa receptores PAR-2 localizadoes em células neuronais (fibras C), fibroblastos, 

queratinócitos ou mastócitos, levando a liberação de diferentes moléculas, tais 

como proteases, 5-HT, histamina (via receptor H4), SP, NKB, CGRP, PGs (via 

ativação de COX-2) e cininas, que atuam em conjunto para ativar e/ou 

sensibilizar nervos sensoriais, trasmintindo a sensação de coceira para estruturas 

centrais. Os resultados do deste trabalho sugerem que a injeção i.d. de 

agonistas do receptor PAR-2 no dorso de camundongos pode ser utilizada como 

um modelo experimental reprodutível para o estudo de alguns mecanismos 

envolvidos na coceira mediada pela ativação do receptor PAR-2 em roedores, 

e principalmente como um modelo de triagem farmacológica de novas 

abordagens terapêuticas para o tratamento do prurido em humanos. 
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Figura 15 -  Representação esquemática dos possíveis mecanismos, periféricos (A) e centrais 
(B), envolvidos no comportamento de coçar induzido por agonistas do PAR-2 em 
camundongos. (1) A injeção i.d. dos agonistas para o PAR-2 pode promover ativação destes 
receptores localizados em diferentes células residentes da pele, tais como: fibroblastos, 
queratinócitos, mastócitos e terminações nervosas sensoriais (pruriceptores). (2) A ativação 
do PAR-2 em mastócitos estimula a liberação de vários mediadores mastocitários, incluindo: 
histamina, serotonina (5-HT), prostaglandinas (PGs), substância P (SP) e proteases. (3) A 



 

   

triptase liberada por mastócitos ativa receptores PAR-2 em terminações nervosas ou em 
outras células residentes, como os próprios mastócitos. (4) Mediadores mastocitários ou de 
outras células inflamatórias (tais como, bradicinina (BK), triptase, SP, 5-HT, histamina, e/ou 
PGs) podem sensibilizar e/ou ativar o receptor TRPV1 nas terminações nervosas sensoriais, (5) 
gerando um potencial de ação. (6) Consequentemente, pode ocorrer a liberação 
ortodrômica de mediadores na medula espinhal, tais como neuropeptídeos (SP, CGRP e 
NKB), PGs e glutamato (Glu), e possivelmente agonistas para os B2R e B1R para as cininas. 
Estes mediadores, atuando sobre receptores específicos localizados no próprio aferente 
primário, em neurônios espinotalâmicos (ou interneurônios), ou talvez até mesmo em céluas 
da glia, podem regular a sua própria liberação (auto-regulação), ou a liberação de outros 
neurotransmissores; (7) facilitando e/ou controlando a transmissão do estímulo pruriginoso 
para estruturas supraespinhais, resultando no reflexo de coçar a pele. (8) A ativação de 
terminações nervosas sensoriais também pode promover a liberação antidrômica de SP e 
CGRP, os quais interagem com seus receptores específicos localizados em mastócitos 
(promovendo degranulação mastocitária) e/ou (9) vasos sanguíneos (causando hiperemia 
e extravasamento plasmático), estabelecendo o quadro de inflamação neurogênica. 
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Uma parte dos resultados da presente dissertação está publicada em: 

Costa R, Marotta DM, Manjavachi MN, Fernandes ES, Lima-Garcia JF, Paszcuk AF, 
Quintão NL, Juliano 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 está em fase 

de redação, a ser submetido à publicação: 

Costa R et al. (2009). Involvement of both kinin B1 and B2 receptors in the 
scratching behaviour induced by proteinase activated receptor-2 (PAR-2) 
agonists in mice. Br J Pharmacol. 

 

Além deste trabalho, durante o curso de Mestrado foram 

desenvolvidos outros estudos que resultaram no aceite para publicação do 

seguinte trabalho: 

Marotta DM, Costa R, Motta EM, Fernandes ES, Medeiros R, Quintão 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 publicação). 


