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A capacidade das [endotelinas] causarem [hiperalgesia] foi testada em dois
modelos de [nocicep¢do] induzida pelos agentes quimicos: [formalina] e
[capsaicina]. No modelo da formalina a endotelina(ET)-l e a ET-3
potencializaram a primeira fase de nocicepcdo, enquanto a segunda fase foi
potencializada por ET-1, ET-3 e [sarafotoxina S6¢c] (SRTX-c). A ET-1 também
potencializou o edema de pata causado por formalina. O antagonista ndo-seletivo
de receptores ETAETB [bosentan] reduziu todos os efeitos causados pela ET-1,
mas néo pela [histamina]. No modelo da capsaicina, a ET-1 (mas ndo SRTX-c ou
IRL 1620), potencializou a resposta nociceptiva causada por este agente. Este
efeito hiperalgésico parece ser mediado por receptores ETA uma vez que 0 mesmo
foi inibido por [BQ-123] ou [BMS 182874], ambos antagonistas seletivos de
receptores ETA ou ainda por bosentan, mas ndo por [BQ-788], um antagonista
seletivo de receptores ETB Finalmente, também foi evidenciado que a ET-1 e o
IRL 1620, em dose elevada, impediram o desenvolvimento de hiperalgesia a
[serotonina] no modelo da capsaicina, sugerindo que em determinadas condicfes a
ativacdo de receptores ETBdeflagre um mecanismo anti-hiperalgésico. Conclui-se
que as endotelinas, dependendo da dose e da seletividade de acdo do agonista,
podem afetar a resposta nociceptiva de camundongos a estimulos &lgicos quimicos
de modos distintos.
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1 - INTRODUCAO

A inflamac&o é uma resposta do organismo a lesdo ou destruicdo de um
tecido, que envolve eventos celulares e vasculares orquestrados por
multiplos tipos de leucdcitos, mediadores quimicos e fatores de crescimento
teciduais ou circulatérios do sangue (para revisdo ver WEAVER, 1995). O
primeiro conceito de inflamag&o, atribuido ao cientista romano Celsus,
caracterizou a inflamacéo pelos sinais cardinais rubore (vermelhidao), calore
(aquecimento), tumore (edema), dolore (dor) e functio laese (funcéo
prejudicada ou perda de funcdo) (Apud HANDWERKER e REEH, 1991).
Acreditava-se que a dor, ao contrario dos demais sinais, representaria muito
mais uma forma de sinalizar a leséo do local inflamado, do que uma entidade
que participa efetivamente do processo. Em 1794, num dos primeiros
estudos cientificos sobre inflamacdo de que se tem noticia, John Hunter
aponta em seu livro “A Treatise on the Blood, Inflammation and Gun-Shot
Wounds” importantes observacdes sobre a vasodilatacdo e o
extravazamento plasmatico, que hoje sabe-se estarem relacionados com 0s
fendmenos de rubor, calor e edema que acompanham a inflamacéao.
Atualmente, os complexos processos envolvidos nos fenbmenos da
inflamacao e da dor sdo melhor compreendidos, mas muito ainda permanece
para ser investigado sobre a dor de origem inflamatoria.

A sensacdo que denominamos de dor tém um carater subjetivo e inclui

aspectos complexos, como 0s componentes sensoriais e afetivo-



motivacionais, podendo ser modulada por uma larga escala de experiéncias
comportamentais, de forma que uma experiéncia que € dolorosa para uns
nao o é necessariamente para outros (Apud WILLIS, 1985). Por isso mesmo,
uma distingdo entre dor e nocicepcéo se faz necessaria. O termo nocicepgao
se refere a recepcgao pelo sistema nervoso central de sinais evocados pela
ativacao de receptores sensoriais especializados, que fornecem a informagao
de que um tecido foi lesado. Por outro lado, a dor seria a percepcao da
sensacao aversiva ou desagradavel, originada em uma regido especifica do
corpo, que é processada em diversas estruturas cerebrais. Assim, como
veremos a seguir, a ativacdo de vias nociceptivas periféricas (recepcao da
informacdo nociceptiva) pode levar (embora ndo necessariamente) a
sensacgao de dor (percepcéo consciente da informagao nociceptiva).
Distribuidos por todos os tecidos do nosso corpo, existem receptores que
séo sensiveis a diferentes modalidades de estimulos sensoriais, dentre os
guais encontram-se 0s nociceptores (do latim nocere = prejudicar). Estes
receptores s@o sensiveis a estimulos mecanicos, térmicos e/ou quimicos de
alta intensidade e, quando estimulados adequadamente, ativam as fibras
nervosas as quais encontram-se ligados. Os potenciais de acdo propagados
por estas fibras sdo transmitidos ao sistema nervoso central (SNC) até atingir
areas especificas do cérebro, onde sera interpretado e percebido. Ainda,
uma vez que a ativagao de tais fibras ocorre sob estimulagdo intensa, as
informacdes que elas transmitem normalmente estdo associadas a sensagéo

dolorosa (para revisdo ver CHAOUCH e BESSON, 1986).



As fibras nervosas (neurbnios) a que tais nociceptores podem estar
associados séo classificadas de acordo com o0 seu diametro e grau de
mielinizacdo em fibras AO ou C, que apresentam velocidades de conduc&o
rapida e lenta, respectivamente. Assim, os nociceptores podem ser de trés
tipos diferentes: 1) nociceptores mecanosensitivos, associados a fibras do
tipo Ad; 2) nociceptores mecanotérmicos, também associados a fibras do tipo
A5; e 3 ) nociceptores polimodais - porque respondem a diferentes
modalidades de estimulos como pressdo, temperatura e agentes quimicos -
que estdo associados as fibras aferentes do tipo C (para revisdo ver
CHAOUCH e BESSON, 1986; WILLIS, 1985; NOBACK et al., 1996).

Como ja foi dito, a ativacdo de uma fibra aferente (sensitiva) nociceptiva,
seja ela do tipo fibra AO (finamente mielinizadas) ou fibra C (n&o-
mielinizadas), gera potenciais de acdo que s&o transmitidos pelos nervos
periféricos e cranianos e alcangcam a medula espinhal principalmente pelas
raizes dorsais. Essa informacdo nociceptiva é processada no corno dorsal da
medula espinhal, onde interacdes excitatérias ou inibitorias, que constituem o
amplamente conhecido “sistema de controle da dor por comportas”, podem
modular a transmissdo da informagdo para neurdnios de tratos espinhais
ascendentes (MELZACK e WALL, 1965). Atualmente, trés principais vias
ascendentes da dor sdo conhecidas, sendo elas o trato espino-talamico
lateral, o trato espino-reticular e o trato espino-mesencefélico, que terminam
em diversos nucleos do tdlamo e da formagé&o reticular do tronco encefalico

(para revisao ver WILLIS, 1985; VIERCK et al. 1986). A dor s6 é reconhecida



como tal quando a informacdo nociceptiva chega ao tdlamo e € projetada a
cortex cerebral a partir dessa estrutura. Também é ao nivel mesencefalico
que a informacdo nociceptiva é processada e integrada, originando uma
resposta sujeita a modula¢do por multiplos fatores motivacionais e afetivos.

A transmissdo nociceptiva ao nivel espinhal ainda esté sujeita a regulacao
por neurdnios descendentes originados de diversos centros cerebrais. Os
corpos neuronais das fibras que formam este sistema de controle inibitorio
descendente estdo localizados em diferentes nucleos incluindo o nudcleo
magno da rafe, rafe dorsal, reticular paragigantocelular, loco ceruleo,
substancia cinzenta periaquedutal, formacdo reticular mesencefalica,
hipotalamo e coOrtex somatossensorial (para revisdo ver HAMMOND, 1986).
Tais fibras liberam diversos neurotransmissores inibitérios, incluindo a
serotonina, a dopamina, a noradrenalina, peptideos opidides e GABA (para
revisdo ver HAMMOND, 1986; MALCANGIO e BOWERY, 1996).

Em estados fisiopatoldgicos inflamatérios € comum a ocorréncia de
ampliacdo da percepcdo dolorosa, que reflete uma modificacdo do
processamento da transmissao nociceptiva conhecida como hiperalgesia. A
idéia da ocorréncia de um estado hiperalgésico é antiga, pois 0 mesmo John
Hunter em 1794 j4 havia registrado uma idéia basica sobre a hiperalgesia,
sugerindo que durante estados inflamatorios os tendfes se tornariam mais
sensiveis as sensacgdes dolorosas (Apud LEWIS, 1986). A hiperalgesia pode
ocorrer apés diversos tipos de lesdo tecidual e € um aspecto muito

importante durante a inflamacdo e em certas doencas do sistema nervoso,
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caracterizada por um estado de sensibilizagdo das fibras aferentes

nociceptivas com diminuicdo do seu limiar de ativacdo e resposta aumentada
a estimulos nocivos (para revisdo ver BONICA, 1992). De acordo com sua
localizac&o em relacédo ao local da leséo, a hiperalgesia pode ser classificada
em duas categorias: a) hiperalgesia primaria, caracterizada por reatividade
aumentada dos nociceptores a estimulos mecéanicos, quimicos e térmicos no
local da leséo; e b) hiperalgesia secundaria, uma reatividade aumentada a
estimulos mecénicos na regido circunjacente a area lesada (para revisdo ver
TREEDE e MAGERL, 1995).

Sugere-se, atualmente, que a hiperalgesia envolva processos de
sensibilizacdo periférica e de sensibilizacdo central. Assim, no caso da
hiperalgesia priméaria, mediadores inflamatérios podem atuar diretamente
sobre nociceptores das fibras aferentes nociceptivas ou indiretamente
liberando mediadores que atuam nestas células, excitando-as ou tornando-as
mais propensas a serem ativadas por estimulos térmicos, quimicos e
mecanicos de baixa intensidade (para revisdo ver CARSTENS, 1995;
DEVOR, 1996). Ou seja, a inflamacdo pode aumentar a sensibilidade das
terminacfes nociceptivas nos tecidos periféricos através da geracao e acao
de mediadores inflamatérios (HANDWERKER e REEH, 1991). J4 a
hiperalgesia secundéaria decorreria de um aumento da sensibilidade dos
neurénios do corno medular dorsal que recebem e processam a informacao
sensorial da area ao redor da lesdo, ou seja dos neurbnios sensoriais de

segunda ordem (para revisdo ver CARSTENS, 1995).



Alguns dos mediadores inflamatdrios que contribuem para a hiperalgesia
sdo liberados por células residentes, incluindo histamina e serotonina de
mastocitos, prostaglandinas de fibroblastos e de terminacdes simpaticas,
bem como a bradicinina a partir do cininogénio tecidual ou do sangue. Outros
séo liberados por células do sistema imune, que sdo atraidos para o local da
lesdo, incluindo citocinas como fator de necrose tumoral-a (TNF-a),
interleucina-1 (IL-1), IL-6 e IL-8, entre outras (para revisdo ver WATKINS et
al.,, 1995a). A bradicinina é capaz de ativar e de sensibilizar as fibras
aferentes primarias, enquanto a serotonina e as prostaglandinas séao
capazes de sensibilizar estas fibras para a agdo de outros agentes quimicos
(HANDWERKER e REEH, 1991). No teste de aplicacdo de presséo a pata de
ratos, o efeito hiperalgésico (sensibilizador) da bradicinina parece ser devido
ao desencadeamento da cascata de liberacdo de citocinas que medeiam a
resposta hiperalgésica (FERREIRA et al., 1993). As citocinas parecem estar
envolvidas também na hiperalgesia desencadeada por carragenina. De
acordo com CUNHA et al. (1992), este processo envolve a liberacdo
consecutiva de TNF-a, 1-1p, IL-6, eicosanoides da via da ciclo-oxigenase,
IL-8 e substancias simpatomiméticas. Outros trabalhos também demonstram
a capacidade destes agentes promoverem hiperalgesia. A IL-6, quando
injetada intratecalmente, induz hiperalgesia térmica em modelo de dor
neuropatica em ratos (DeLEO et al.,, 1996). O TNF-a (intraperitonealmente)
produz hiperalgesia térmica, de forma dependente de dose, no teste do “tail-

flick® (WATKINS et al., 1995b). Além disso, recentemente um estudo
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demonstrou que a IL-1p pode ser responsavel pelo aumento dos niveis

plasmaticos de neurotrofina (fator de crescimento de nervo) que, por sua vez,
estaria relacionada ao desenvolvimento de hiperalgesia inflamatéria
(SAFIEH-GARABEDIAN et al,, 1995).

Com relacdo aos produtos da ciclo-oxigenase, ja ha bastante tempo tem-
se registrado que as prostaglandinas sdo capazes de potencializar as
sensacOes dolorosas provocadas por agentes como a bradicinina e a
histamina (CRUNKHORN e WILLIS, 1971; FERREIRA, 1972). O tratamento
prévio com prostaglandinas aumenta a incidéncia de comportamentos de dor
em varios modelos animais (WILLIS e CORNELESSEN, 1973; FERREIRA et
ai., 1978). Mais recentemente, estudos in vitro também relacionam a
capacidade das prostaglandinas em aumentar a liberacdo de neuropeptideos
a partir dos neurbnios sensoriais primarios com a resposta comportamental
aumentada observada in vivo em modelos de hiperalgesia (VASKO et al.,
1994).

Contudo, deve-se levar em consideracdo que os efeitos hiperalgésicos
causados por cada tipo de agente geralmente constituem apenas um dos
componentes das suas acdes pro-inflamatérias. Assim, ele ocorre
simultaneamente com outras respostas inflamatdrias desencadeadas em
diferentes tipos celulares presentes no tecido. As acdes sobre estas células
compreendem fenbmenos de regeneracdo e proliferacdo entre outros,
enquanto as ac¢des vasculares incluem vasodilatacdo e aumento da

permeabilidade vascular. Frequentemente, parte destes efeitos pode ser
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mediado através da liberacdo de substancias do plasma, dos leucécitos, dos

linfocitos, das plaguetas, dos mastocitos ou mesmo do endotélio vascular
(para revisao ver LEWIS, 1986).

Um aspecto interessante, do ponto de vista do presente estudo, € que
muitos mediadores inflamatérios sdo também capazes de induzir a liberagédo
de endotelinas de diferentes tipos de células, incluindo o endotélio (ver
abaixo). Uma vez que as endotelinas vém sendo amplamente implicadas em
processos inflamatérios (para revisdo ver RAE e HENRIQUES, 1997), uma
das acdes desempenhadas por estes peptideos poderia estar relacionado a
hiperalgesia.

As endotelinas constituem uma familia de peptideos estrutralmente
relacionados que contém 21 residuos de aminodcidos, sendo eles a
endotelina-1, a endotelina-2 e a endotelina-3 (YANAGISAWA et al., 1988;
INOUE et al., 1989). Esses peptideos apresentam, ainda, grande homologia
estrutural com as sarafotoxinas presentes no veneno da serpente israelense
Actractaspis engaddensis (para reviséo ver HAYNES e WEBB,1993).

As endotelinas exercem suas acdes através da interacdo com receptores
especificos pertencentes a familia de receptores acoplados a proteinas G, que
possuem sete dominios transmembrana. Até o presente momento, dois
receptores para endotelinas foram clonados em mamiferos: o receptor ETA
gue possui maior afinidade pela endotelina-1 do que pela endotelina-3 (ARAI
et al., 1990); e o receptor ETB, que apresenta igual afinidade entre os

peptideos (SAKURAI et al., 1990). Os efeitos mediados pelos dois tipos de



receptores podem ser diferenciados pelo uso de agonistas e antagonistas
seletivos. O receptor ETA ¢é seletivamente blogueado por antagonistas
peptidicos tais como BQ-123, ou ndo-peptidicos tais como o BMS 182874 e o
A-127722-5. JA4 o receptor ETB é seletivamente estimulado por agonistas
como a sarafotoxina S6c, a [Ala 131115endotelina-1, o BQ-3020 e o IRL 1620,
e € seletivamente bloqueado por antagonistas peptidicos como BQ-788 e
RES-701-1, ou pelo composto ndo-peptidico Ro 46-8443 (para revisdes ver
MASAKI et al., 1994; SOKOLOVSKY, 1995). Existem também diferentes
antagonistas nao-seletivos (ou mistos) para receptores ETAETBtais como o
bosentan, o SB 217242 e o TAK-044. Um terceiro tipo de receptor (ETQ, que
possui maior afinidade por endotelina-3 do que por endotelina-1, foi clonado
em genoma do anfibio Xenopus laevis (KARNE et al., 1993), mas até o
momento existem apenas evidéncias funcionais da sua expressao em
mamiferos (EMORI et al., 1990; DOUGLAS et al., 1995).

Diversos estimulos ou mediadores inflamatérios podem agir como
liberadores de endotelinas tanto in vitro quanto in vivo, sugerindo um papel
pro-inflamatorio para as mesmas, que poderia estar diretamente relacionado a
producdo da hiperalgesia. O lipopolissacarideo de membrana de bactérias
gram-negativas (LPS; geralmente de Escherichi colli) aumentam a producéo de
endotelinas em cultura de células endoteliais de aorta (SUGIURA et al., 1989)
ou artéria pulmonar (OHLSTEIN et al., 1991) bovina, de células epiteliais da
traquéia de cobaias (NINOMYIA et al, 1991) ou de traguéia humana

(NAKANO et al.,, 1994) e de macréfagos (EHRENREICH et al., 1990) e



10
mondcitos humanos (EHRENREICH et al., 1993; CUNNINGHAM et al., 1991).

Ainda, IL-1, IL-2, IL-6 e IL-8, bem como 0..TNF-a, sdo capazes de aumentar 0os
niveis de endotelinas no sobrenadante de células epiteliais de traquéia de
cobaia em cultura (ENDO et al.,, 1992). O tratamento ex vivo com IL-2, em
ratos, aumenta a liberacdo de endotelinas pelo mesentério isolado perfundido
(MIYAMORI et al., 1991), e a IL-6 é capaz de promover sua liberacdo a partir
de células amnidticas cultivadas humanas (MITCHELL et al.,, 1991). Além
disso, o interferon-p estimula a producédo de endotelinas em fibroblastos de
pele humana (ZEBALOS et al., 1991), enquanto o interferon-y € um estimulo
efetivo para sua liberagdo em células endoteliais pulmonares bovinas (KANSE
et al., 1991).

Por outro lado, as endotelinas também sé@o capazes de induzir a liberagao
de agentes que tém sido envolvidos com a hiperalgesia inflamatoria, de forma
gue elas poderiam estar indiretamente envolvidas em tal processo. A
endotelina-1 estimula a producdo de TNF-a, IL-1, IL-6, IL-8, “peptideo
quimiotatico de mondcitos-1” e “fator estimulador de colonia de macréfagos-
granulécitos” em cultura de macréfagos/mondcitos humanos (HURIBAL et al.,
1992; CUNNINGHAM et al., 1993; HELSET et al., 1993); libera IL-6 a partir de
células endoteliais de ratos (XIN et al., 1995) e TNF-a, IL-1 e IL-6 a partir de
células endoteliais humanas (STANKOVA et al, 1996). Quanto aos
eicosandides, a endotelina-1 € um potente liberador de prostandides em
pulméo perfundido isolado de ratos ou cobaias, entre outros tecidos (De

NUCCI et al., 1988; TOUVAY et al., 1990; D'ORLEANS-JUSTE et al., 1992).
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Também libera as prostaglandinas (PG) PGD2 PGE2 PGl2e PGF2aa partir de

bronquio humano (HAY et al., 1993), além das PGE2 e PGF2t a partir de
células epiteliais das vias aéreas de gato (WU et al., 1993) e PGE2e PGI2 de
baco e figado perfundidos de coelho (RAE et al., 1989). Além disso, a
endotelina-1 é capaz de liberar tromboxano A2 (TXA2 a partir de células das
vias aéreas de cobaias (FILEP et al., 1991a), do bronquio humano (HAY et al.,
1993) e de macroéfagos das vias aéreas de cao (NINOMIYA et al., 1992). Em
diferentes circunstancias, a endotelina-1 também é capaz de liberar histamina
de mastocitos de cobaia (UCHIDA et al, 1992) e de camundongos
(YAMAMURA et al., 1994, 1995; EGGER et al., 1995). Embora ndo degranule
diretamente os mastocitos da pele humana, a endotelina-1 pode ativar
indiretamente estas células através da estimulacdo de nervos sensoriais
(BRAINetal., 1992).

Além dos efeitos ja mencionados, as endotelinas possuem outras
atividades pro-inflamatdrias que dizem respeito ao aumento da permeabilidade
vascular, o aumento da expressédo de moléculas de adesado e a promoc¢ao da
migracdo de leucdcitos. Quando administrada sistemicamente (/>.), a
endotelina-1 aumenta o extravazamento de proteinas plasmaticas a partir da
microvasculatura de estbmago, duodeno, baco, coracéo, diafragma, traquéia e
brénquio de ratos (FILEP, et al., 1991b; FILEP et al., 1994a; SIROIS et al.,,
1992; LOPEZ-BELMONTE, et al., 1995; KUROSE, et al., 1993). A infusdo de
endotelina-1 na artéria braquial induz edema no antebraco humano (DAHLOF

et al., 1990). Além disso, as endotelinas enddégenas parecem contribuir para o



desenvolvimento do edema induzido por inje¢céo local de ovalbumina na pata
de camundongos previamente sensibilizados a este antigeno (SAMPAIO, et
al., 1995). Com relacdo a expressao de moléculas de adeséo, sabe-se que a
endotelina-1 aumenta de grande maneira a expressao de ICAM-I, VCAM e E-
selectina em células endoteliais da microvasculatura humana cultivadas
(DUPERRAY, et al., 1995). Além disso, € capaz de aumentar a adesao de
leucécitos as células endoteliais pulmonares (HELSET et al, 1994) e
coronarias (LOPES-FARRE et al., 1993; LEFER et al., 1994) e de neutrofilos
as células endoteliais humanas em cultura (McGRECOR, et al., 1994). Por
ultimo, as endotelinas também podem atuar sobre a migracdo de leucdcitos. A
endotelina-1 induz agregacdo de neutréfilos via liberagdo de PAF (GOMEZ-
GARRE et al., 1992), mas os outros peptideos da familia também possuem
atividade quimiotatica sobre neutréfilos humanos (WRIGHT et al.,, 1994).
Ainda, a endotelina-1 pode servir como fator quimiotatico para mondcitos e
macrofagos (ACHMAD e RAO, 1992), que interessantemente sdo capazes de
gerar endotelina-1 na presenga de estimulos inflamatorios tais como o LPS
(EHRENREICH et al., 1990; CUNNINGHAM et al., 1991).

Além dos efeitos pro-inflamatorios mencionados acima, as endotelinas
podem  exibir propriedades nociceptivas. Quando  administrada
intraperitonealmente em camundongos, tanto a endotelina-1 quanto a
endotelina-2 e a endotelina-3 promovem comportamento de dor (contorcéo
abdominal), de forma dependente de dose (FERREIRA et al., 1989; RAFFA e

JACOBY, 1991; RAFFA et al.,, 1991; RAFFA et al.,, 1996). Em humanos, a



injecdo intradérmica de endotelina-1 no antebraco produz uma resposta
composta por prurido intenso, sensibilidade aumentada ao toque direto da
area injetada e a pressdo numa area circunjascente a da sua aplicacao
(FERREIRA et al.,, 1989). Além disso, voluntarios que se submeteram a
infusdo de endotelina-1 na artéria braquial também reportaram profunda dor
muscular no antebraco, que foi aumentada pelo toque ou por contracao
muscular (DAHLOF et al., 1990). Por outro lado, a injecdo intraplantar de
endotelina-1 em ratos induz diminuicdo do limiar de resposta a aplicacdo de
um estimulo mecéanico na pata tratada, /.e. causa hiperalgesia (FERREIRA et
al., 1989). Diante dessas evidéncias, o presente estudo foi desenvolvido com
0 propésito de investigar a influéncia hiperalgésica de endotelinas na
nocicepcao induzida por dois estimulos quimicos algicos reconhecidos: a
formalina e a capsaicina.

O teste da formalina é um modelo comportamental de dor associada com
lesdo tecidual, no qual quantifica-se a resposta comportamental provocada
pela injecdo subcutédnea de formalina diluida na pata traseira de animais,
geralmente ratos (TJOLSEN et al.,, 1992; ABBOTT et al., 1995), embora os
trabalhos originais de DUBUISSON e DENNIS (1977) utilizassem também
outras espécies animais. A injecdo de formalina na pata acarreta diferentes
tipos de resposta, como licking (lamber), bitting (morder), shaking (chacoalhar)
e favouring (favorecimento/protecdo) da pata injetada. Estas respostas
seguem um padrdo bifasico composto de uma fase inicial aguda (primeira

fase), que dura cerca de 5 min e & seguido, ap6és um breve intervalo de
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guiescéncia, por um periodo mais prolongado (segunda fase) de atividade

comportamental aumentada, que pode durar até cerca de 1 h (DUBUISSON e
DENNIS, 1977). Alguns trabalhos tém ainda subdividido temporalmente a
segunda fase em fase 2A e fase 2B (para exemplo ver MALMBERG e
YAKSH, 1992).

A primeira fase de nocicepcdo do modelo da formalina é geralmente
atribuida a um efeito direto da formalina sobre os nociceptores, uma vez que
ela é inibida apenas por drogas analgésicas que apresentam um forte
componente de agéo central (mesmo que também possam atuar fora do SNC),
como a morfina, a aminopirina e o acido mefenamico (SHIBATA et al., 1989).
J4 a segunda fase deste modelo é relacionada ao desenvolvimento de
inflamacédo no local da injecdo e a uma sensibilizagdo dos neurénios do corno
nao-esteroidais tais como dexametasona e aspirina (SHIBATA et al., 1989),

por agonistas de receptores opidides (SHIBATA et al., 1989; GOGAS et al.,
1996) ou GABAérgicos (GABAa e GABAD) (DIRIG e YAKSH, 1995), bem como

por blogueadores da sintese de 6xido nitrico (SHIBUTA et al., 1996). Além
disso, o componente neuronal também parece ser importante para a
manutencdo da segunda fase uma vez que a injecdo de lidocaina previamente
a injecdo de formalina inibiu ambas as fases da dor induzida por este agente
(PUIG e SORKIN, 1995).

Por sua vez, jA estd bem estabelecido que a nocicep¢do induzida por

capsaicina € decorrente da ativacdo de receptores especificos, chamados de
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receptores vanildides, presentes nas fibras sensoriais ndo-mielinizadas (tipo C)

e/ou fibras pouco mielinizadas (Ad) (SZALASSI, 1995). Estas fibras sensoriais
sensiveis a capsaicina possuem um conteudo peptidérgico pronunciado,
incluindo a substancia P e o peptideo relacionado ao gene da calcitonina
(CGRP). Sendo assim, a ativacao de tais neurdnios causa a liberacdo destes
transmissores no corno dorsal, com consequente transmissao da informagao
nociceptiva. A substancia P, ao atuar em receptores para taquicininas, parece
ser muito importante para o processamento central desta informacdo uma vez
gque o CP 96,345, um antagonista de receptores NK,, inibe a resposta
nociceptiva induzida pela administragdo intratecal de capsaicina (SAKURADA
etal., 1993).

O modelo da nocicepgéo induzida por capsaicina apresenta uma clara
vantagem sobre outros modelos de dor de origem quimica. Diferentemente de
outros estimulos nociceptivos conhecidos como o &cido acético e
fenilbenzoquinona e a propria formalina, a capsaicina ativa seletivamente os
neurbnios sensoriais primarios periféricos (BAUMANN et al.,, 1991), pela
estimulacédo de receptores vanildides especificos (HOLZER, 1991; SZALLASI,

1995).
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2 - OBJETIVOS

O presente estudo teve como objetivo principal investigar os possiveis
efeitos periféricos das endotelinas sobre a resposta nociceptiva induzida por
formalina ou capsaicina em camundongos, bem como o0s receptores

endotelinérgicos responsaveis por tais acoes.
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3 - MATERIAIS E METODOS

3.1-Animais

Todos os experimentos foram conduzidos em camundongos suicos
machos, pesando cerca de 30,0 g, criados até o desmame pelo Biotério
Central da Universidade Federal de Santa Catarina e mantidos até o uso no
Biotério Setorial do Departamento de Farmacologia, sob condi¢des controladas
de temperatura (23 2°C) e luminosidade (ciclo claro/escuro de 12 h), com livre
acesso a agua e racdo. Nos dias de experimentos, os animais foram levados
para a sala de experimentacdo, e aguardou-se um periodo de ambientacao de
aproximadamente 1 h. Todos os experimentos foram conduzidos entre 10:00 e

17:00 hs.

3.2- Drogas

Foram empregadas as seguintes drogas: endotelina-1, endotelina-3,
sarafotoxina S6¢ e IRL 1620 (Suc[Glu9AlalllJET-1102)) (todas da American
Peptide Co., Sunnyvale, U.S.A.), cloridrato de histamina, capsaicina (Sigma
Chemical Co., Saint Louis, U.S.A)), bosentan (gentiimente doado pela Dra.
Martine Clozel, Hoffmann-La-Roche Laboratories, Basel, Suica), cloridrato de
serotonina, BQ-788 (N-c/s-2,6-dimetilpiperidino-carbonil-L-y-metileucil-D-1 -
metoxicarbonil-D-norleucina) (ambos da Research Biochemicals International,
Natick, U.S.A.), BMS 182874 (5-[dimetilamino]-N-[3,4-dimetil-5-isoxazolil]-1-

naftalenesulfonamida; gentilmente doado pela Bristol-Myers Squibb, Princeton,



U.S.A), e BQ-123 (ciclo[DTrp-DAsp-Pro-DVal-Leu]; da Bachem Laboratories,
Torrance, U.S.A)). Solucdes estoque (10 a 100 jiM) de endotelina-1,
endotelina-3, sarafotoxina S6c¢, IRL 1620, histamina, serotonina, BQ-788 e
BQ-123 foram preparadas em salina tamponada com fosfato (PBS) e
estocadas a uma temperatura de -18°C. As solucdes de formalina foram
preparadas por diluicdo de uma solucdo estoque a 5% em salina até as
concentracOes desejadas, no dia do experimento. Solugbes estoque de
capsaicina (240 |ag/ml) foram preparadas em dimetilsulfoxido, que foram
diluidas em salina até as concentracfes desejadas no dia do experimento. O
bosentan (F. Hoffmann La-Roche A.G., Basel, Switzerland) foi dissolvido no dia
de uso em 4gua destilada, aquecida em banho-maria (50-55°C). O BMS
182874 foi diluido no dia do experimento em NaC03 1% ou 5% (10 ou 30 (imol/

Kg, respectivamente) e sonicado até sua completa dissolugéo.

3.3- Nocicepcao e Edema Induzidos por Formalina

Estes experimentos foram realizados conforme descrito anteriormente por
Shibata et al. (1989). Cada animal recebeu uma injecdo intraplantar (i.pl.) de
formalina (0,1 a 2,5%) na pata traseira direita. A pata contralateral (controle) foi
tratada com injecdo semelhante do veiculo (20 [il). Imediatamente apés as
injecbes, cada animal foi colocado, separadamente, sob um funil de vidro com
aproximadamente 20 cm de didmetro. Para facilitar a visualizacdo das patas
dos animais em todos os tempos, apoiou-se um espelho atras do funil com um

angulo de aproximadamente 90° em relacdo a bancada. Os animais foram



observados durante 30 min, durante os quais registrou-se o tempo (em s) que
cada animal dispendeu lambendo (“licking”) cada pata. A resposta nociceptiva
induzida pela injecéo de formalina consiste de duas fases: a primeira fase, que
ocorre nos primeiros 5 min apos a injecdo; e a segunda fase, que ocorre entre
10 e 30 min apos a injecdo. Desta forma, registrou-se o tempo total de lambida
durante cada uma destas fases. Terminado o periodo de observacao total (30
min), cada animal foi imediatamente sacrificado por deslocamento cervical e
ambas patas foram cortadas na articulagdo do tornozelo e pesadas. A
diferenca de peso (em mg) entre as patas foi usada como indice do edema de
pata.

Nos experimentos iniciais, examinou-se as relacdes dose-resposta entre as
diferentes doses de formalina injetadas (0,1; 0,5; 0,75; 1,0; 1,5 ou 2,5%; em 20
(i) e a intensidade de cada uma das fases nociceptivas ou do edema. A partir
destes experimentos, foi selecionada a concentracdo de 0,5% de formalina
para 0s estudos subsequentes, porque ela provocou claramente niveis
submaximos de resposta nociceptiva, na primeira e na segunda fases, e de
edema de pata. Nos experimentos posteriores, endotelina-1, endotelina-3,
sarafotoxina S6c (0,1 a 30 pmol/pata), histamina (0,3 a 3 nmol/pata) ou
veiculo foram injetadas simultaneamente com a formalina (concentracdo de
0,5% num volume total de 20 [a). Em outro grupo de experimentos, 0s animais
foram tratados por via intraperitoneal (/.p.) com 0 antagonista ndo-peptidico e
nao-seletivo (misto) de receptores endotelinérgicos ETAETB, bosentan (17

ji-mol/kg), ou salina 1 h antes da injecdo i.pl. de formalina (0,5%) sozinha ou



junto com endotelina-1 (10 pmol/pata) ou histamina (3 nmol/pata). Para
minimizar a interferéncia de possiveis flutuacdes espontaneas da reatividade
dos animais, as respostas dos animais tratados com as drogas foi sempre
avaliada em paralelo aquelas de animais tratados com veiculo. Assim, as
respostas de cada grupo tratado com droga foram comparadas aquelas do seu

respectivo grupo controle.

3.4- Nocicepcao Induzida por Capsaicina

A metodologia utilizada nos estudos com capsaicina foi baseada no modelo
proposto por SAKURADA et al. (1992), com pequenas modificacdes. Nesses
experimentos, cada animal recebeu uma injecéo i.pl. na pata traseira direita, de
capsaicina (0,06 a 3,2 jxg/ pata). A exemplo dos experimentos realizados com
a formalina, imediatamente apds as inje¢cdes, os animais foram colocados
separadamente sob um funil de vidro e o tempo (em s) dispendido lambendo a
pata injetada foi observado por 5 min. Ainda, no teste da formalina foi
observado que o0s animais ndo manifestaram nenhum comportamento
indicativo de nocicepcdo na pata tratada apenas com salina. Assim, nos
experimentos com capsaicina 0s animais normalmente receberam apenas
injecdo de capsaicina na pata direita, sem administracdo de veiculo a pata
contralateral, exceto quando especificado.

Nos experimentos iniciais, analisou-se a relacdo entre a dose de
capsaicina injetada (0,06; 0,1; 0,4; 1,6; 2,4 ou 3,2 (.g, em 20 (il) e a intensidade

da resposta nociceptiva induzida. Nos estudos subseqtientes, passou-se a



utilizar a dose de 0,1 jag, visto que esta claramente produziu niveis
submaximos de nocicepgéo.

Em alguns experimentos os animais foram tratados, 30 min antes da
injecdo i.pl. de capsaicina, in situ com veiculo, endotelina-1 (1 a 30 pmol/pata),
sarafotoxina S6¢ ( 0,3 a 30 pmol/pata), IRL 1620 (3 a 100 pmol/pata) ou
serotonina (0,6 a 3 nmol/pata) num volume total de 20 pi Outros grupos de
animais receberam injecéo intravenosa (i.v.\ através de uma veia caudal e 1 h
antes da administracdo de endotelina-1 10 pmol/pata) de bosentan (17 e 52
lamol/kg), um antagonista misto de receptores ETAETB BMS 182874 (10 e 30
"moles/kg), um antagonista seletivo de receptores ETA ou do veiculo
correspondente. Alternativamente, alguns animais receberam injegéo i.pl. (10
min antes da endotelina-1 10 pmol/pata) de BQ-123, um antagonista seletivo
de receptores ETA ou BQ-788, um antagonista seletivo de receptores ETB
(ambos na dose de 1 nmol/pata). Em uma série final de experimentos, o0s
animais receberam injecdo simultdnea de serotonina (2 nmol/pata) mais
endotelina-1 (30 pmol/pata) ou IRL 1620 (30 pmol/pata) in situ, num volume

total de 20 jjl, 30 min antes da injecao i.pl. de capsaicina.

3.5- Analise Estatistica

Os resultados relativos a respostas nociceptivas a formalina ou a
capsaicina sdo apresentados como a média + E.P.M. dos valores absolutos,
ou como as diferencas entre as respostas provocadas pela injecdo do agente

nociceptivo sozinho ou apdés injecdo simultdnea ou prévia de agentes
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hiperalgésicos (i.e., A tempo de licking). Os resultados relativos ao edema

induzido pela formalina sdo apresentados de modo analogo, i.e. em valores
absolutos ou como A peso das patas. A poténcia hiperalgésica ou
edematogénica dos diversos agonistas foi avaliada ao nivel da DE® (i.e., a
dose necesséria para causar a metade do efeito maximo do préprio agonista).
As poténcias sao apresentadas como a média geométrica acompanhada dos
limites de confianca para 95%. Todos os dados foram estatisticamente
analisados por analise de variancia ANOVA, seguido pelos testes de
Bonferroni ou Dunn’s, utilizando o programa estatistico Instat. Diferencas

com p < 0,05 foram consideradas estatisticamente significantes.
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4 - RESULTADOS

4.1- Nocicepcao e Edema Induzidos por Formalina

A injecéo i.pl. de formalina induziu nocicepcdo e edema de pata de forma
dependente de dose (Figura 1). Em todas as doses testadas (0,1 a 2,5%), a
resposta nociceptiva provocada foi tipicamente caracterizada por duas fases: a
primeira ocorrendo dentro dos 5 min iniciais, e a segunda que se manifesta a
partir de 10 a 15 min apds a injecdo e geralmente se estende até os 30 min,
qguando é observado um nitido efeito edematogénico do agente nociceptivo.
Esses achados corroboram, essencialmente, os resultados relatados de
CAMPOS et al. (1995), embora os autores daquele trabalho tenham
encontrado uma poténcia nociceptiva discretamente maior. E possivel que a
variabilidade entre os resultados de ambos os trabalhos reflita diferencas na
manipulacdo dos animais ou na padronizacdo da observacdo de
comportamentos nociceptivos. Em nosso estudo, as respostas provocadas
pela formalina 0,5% (primeira fase 30,1 + 1,4 s; segunda fase 102,0 £ 10,7 s;
edema 31,8 + 3,1 mg) foram claramente submaximas, uma vez que diferiram
significativamente (p < 0.05) daquelas obtidas com a injecao de formalina 2,5%
(51,9+£2,7s, 1575+ 10,5, e 55,0 = 3,8 mg, respectivamente, n = 6 animais
por grupo). Assim, utilizou-se formalina a 0,5% em todos 0s experimentos
subsequentes que fizeram uso desse agente nociceptivo.

Conforme ilustra a figura 2, a primeira fase da nocicepg¢ao induzida por

formalina foi potencializada, de maneira graduada, pela inje¢cdo simultanea de
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endotelina-1 ou endotelina-3, mas ndo pelo agonista seletivo de receptores

ETb sarafotoxina S6c¢. Esta potencializa.cdo foi estatisticamente significante
com 30 pmol/pata de endotelina-1, e com 3 e 10 pmol/pata de endotelina-3. As
DESX para os efeitos hiperalgésicos da ET-1 e da ET-3 sobre a primeira fase
de resposta nociceptiva a formalina foram semelhantes e sdo apresentadas na
Tabela 1 Também ndo foi detectada diferenca entre as respostas
hiperalgésicas maximas a ambos os peptideos.

Em contraste, a segunda fase da nocicepcao induzida por formalina foi
aumentada, também de forma dependente de dose, pela injecdo simultanea
de cada um dos trés peptideos com formalina. Uma potencializagdo
significativa foi obtida com 1 a 30 pmol/pata de endotelina-3, ou com 3 a 30
pmol/pata de endotelina-1 ou de sarafotoxina S6c (Figura 3). As DE3» e
respostas maximas para os efeitos hiperalgésicos da ET-1, ET-3 e sarafotoxina
S6c sobre a segunda fase de resposta nociceptiva a formalina sao
apresentadas na Tabela 1. As poténcias e eficacias hiperalgésicas maximas
dos trés peptideos foram semelhantes.

Por outro lado, o edema de pata induzido por formalina foi
significantemente potencializado pela endotelina-1 (10 a 30 pmol/pata), mas
ndo pela endotelina-3 ou pela sarafotoxina S6¢c (até 30 pmol/pata), como
mostrado na Figura 4. A DES¥ e o efeito potenciativo maximo sobre o edema
induzido por formalina também estao dispostas na Tabela 1

A histamina, injetada simultaneamente com a formalina, também

potencializou ambas as fases da nocicep¢ao e o edema de pata induzidos por
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formalina. No entanto, a amina foi consideravelmente (720 a 800 vezes)

menos potente do que a endotelina-1, ao comparar-se as DE3» de ambos
para cada um dos trés efeitos (Figuras 2, 3 e 4, Tabela 1). Considerando que a
resposta maxima obtida para a histamina neste estudo pode nado ser a En&
real, a DE® calculada a partir deste valor pode estar subestimada. Se isso for
verdade, as poténcias da ET-1 relativa as da histamina podem ber ser maiores
do que o calculado.

O tratamento com o antagonista ndo-peptidico misto (/.e. ndo-seletivo) de
receptores ETAETB bosentan (17 (imol/kg, i.p., 1 h antes das injecdes i.pl.)
ndo modificou as respostas desencadeadas pela formalina sozinha (/.e., na
auséncia de ET-1) ou pela injecdo simultanea de formalina com histamina (3
nmol/pata), mas bloqueou significantemente a potencializacdo da nocicepcao
(ambas as fases) e do edema provocados pela injecao simultanea de formalina
com endotelina-1 ( 10 pmol/pata ). Estes resultados sdo apresentados na

Figura 5.



75
A - PRIMEIRA FASE

™ OA

r
50 - - 26

25

ENRO (E

0O 01 050,75 15 25

«=200 B - SEGUNDA FASE

*

9 X— T T
“ 150
< *
8100 X
O
X 50
h

0

0O 01 050,75 15 25

.5 100

C - EDEMA DE PATA
W *
F‘_ 75 * T_'I[ T
3 « T
o 50 * T
6 T #

#

O 05
5 Ve
. E
< 0

O 01 050,75 15 25
FORMALINA (%)

FIGURA 1 Efeito da inje¢&o intraplantar de formalina sobre os tempos de lambida
e 0 edema da pata traseira de camundongos. Na pata tratada, a formalina
promoveu uma resposta nociceptiva dependente de dose composta de uma fase
inicial (primeira fase) e uma fase mais tardia (segunda fase), além da resposta
edematogénica. A formalina (O ) foi injetada nas doses indicadas. A dose 0%
corresponde a injecdo do veiculo somente ( controle; 20 Al de salina;! ). Cada
valor representa a média £ E.P.M. de 6 observacdes. Asteriscos (*) e cerquilhas
(#) indicam que p < 0,05 quando comparado ao valor do controle ou da maior dose
de formalina (2,5%), respectivamente (ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni).



27

30
<
9 20
m
2
<
10
LU
o) ZL
Q 1/
Q.
3 =+
LU
.-10

0.1 1 10 100 1000 10000
DOSE (pmol/pata)

FIGURA 2: Influéncia da endotelina-1 ( » ), endotelina-3 ( m ), sarafotoxina S6c
( ¢ ) e histamina ( A ) sobre a PRIMEIRA FASE da nocicepcdo induzida por
formalina (0,5% em 20 nl) em camundongos. Os resultados sdo apresentados
como a diferenca entre as respostas provocadas pela injecdo simultanea das
drogas junto com a formalina e a resposta média induzida pela formalina sozinha
no respectivo grupo controle, e representam a média + E.P.M. de no minimo 6
animais por dose. Asteriscos (*) indicam que os valores sao estatisticamente
diferentes daqueles obtidos com os animais do grupo controle (ANOVA seguida
por teste de Bonferroni, p <0,05).
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FIGURA 3: Influéncia da endotelina -1 ( « ), endotelina-3 ( m ), sarafotoxina S6¢
( ¢ ) e histamina (A ) sobre a SEGUNDA FASE da nocicepcéo induzida por
formalina (0,5% em 20 nl) em camundongos. Os resultados sdo apresentados
como a diferenca entre as respostas provocadas pela injecdo simultanea das
drogas junto com a formalina e a resposta média induzida pela formalina sozinha
no respectivo grupo controle, e representam a média + E.P.M. de no minimo 6
animais por dose. Asteriscos (*) indicam que os valores séo estatisticamente
diferentes daqueles obtidos com o respectivo grupo controle (ANOVA seguido por
teste de Bonferroni, p <0,05).
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FIGURA 4. Influéncia da endotelina-1 ( « ), endotelina-3 ( m ), sarafotoxina S6c
(# )e histamina ( A ) sobre o EDEMA DE PATA induzido porformalina (0,5% em
20 [d) em camundongos. Os resultados sao apresentados como a diferenga entre
as respostas provocadas pela injecdo simultanea das drogas junto com a
formalina e a resposta média induzida pela formalina sozinha no respectivo grupo
controle. Cada valor representa a média + E.P.M. de no minimo 6 animais por
dose. Asteriscos (*) indicam que os valores sédo estatisticamente diferentes
daqueles obtidos com os animais do respectivo grupo controle que foram tratados
apenas com formalina (ANOVA seguida por teste de Bonferroni, p <0,05).
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FIGURA 5: Influéncia do tratamento com o antagonista misto de receptores
ETa/ETb, bosentan (10 mg/Kg; i.p.; 1 h antes dos agonistas), sobre a nocicepgao
(primeira e segunda fase) e o edema de pata induzidos por formalina sozinha ou
combinada com endotelina-1 (ET-1, 10 pmol/pata) ou histamina (3 nmol/pata). Os
valores representam a diferenca entre as respostas dos animais tratados com
agonistas e as respostas paralelas apresentadas pelos animais tratados com
veiculo (i.e. A Tempo de Lambida ou A Peso das Patas) + E.P.M. de 6
observacgbes. Asteriscos (*) indicam que os valores sdo estatisticamente diferentes
dos correspondentes valores obtidos para a formalina sozinha em animais
tratados com salina (ANIOVA seguida pelo teste de Bonferroni, p < 0,05).



TABELA 1 Efeitos potenciallzadores dos agonistas endotelinérgicos e da histamina sobre a
nocicepgao e 0 edema de pata induzidos pela formalina 0,5% em camundongos.

NOCICEPCAO
PRIMEIRA FASE SEGUNDA FASE EDEMA
AGONISTA DESR Envmx DESR Evax’ DESa v
(pmol/pata) (em s) (pmol/pata) (em s) (pmol/pata) (em mg)
Endotelina-1 2,0 12,6 +3,4 1,8 94,4 +4,2 2,0 28,2 6,0
(0,3-13,4) (0,5-7,3) (0,4-9,3)
Endotelina-3 19 20,1 £4,9 0,9 90,7+ 24,0
(0.9-4,2) (0,2-4,7)
Saratotoxina S6¢ 6,2 138,8 £9,5
_ (3,0-13,1) _ _
Histamina 1.520 10,7 £ 1,3 1.300 136,9 +35,6 1.600 16,0 +3,5
(0,7-3,1) (1,3-1,4) (0,9-2,6)

a = Média geométrica da dose do agonista necessaria para causar 50% do efeito méximo, e limites de confianca
para 95%.

b = Resposta hiperalgésica maxima causada por cada um dos agonistas. Os valores representam a diferenca de
tempo (S) entre as médias obtidas para o grupo tratado com droga e o grupo que recebeu apenas formalina.

¢ = Resposta edematogénica méxima causada por cada um dos agonistas. Os valores representam a diferenca de
peso (Mg ) entre as médias obtidas para o grupo tratado com droga e o grupo que recebeu apenas formalina.



O modelo da formalina foi utilizado no inicio deste trabalho com grande
interesse, visto que ele permite dissociar a dor inflamatéria da dor néo-
inflamatdria (SHIBATA et al., 1989). Contudo, ho momento em que iniciava-
se a seérie de experimentos destinada a caracterizar 0s receptores
endotelinérgicos que modulam a nocicepcdo induzida pela formalina,
observou-se que a resposta dos animais na segunda fase do modelo
comecou a declinar, de forma que néo se conseguia reproduzir os resultados
obtidos nos experimentos iniciais. Interessantemente, ndo obstante o fato de
gue a segunda fase (inflamatéria) variava muito de um dia para o outro, as
respostas comportamentais dos animais frente a formalina continuavam
sendo consistentes na primeira fase (ndo-inflamatoria). Esta alteragdo no
padrédo de resposta dos animais foi observada com a chegada da estacédo do
inverno. Variacfes sazonais na intensidade de respostas inflamatérias tém
sido encontradas, tanto em outros modelos experimentais de inflamagdo em
animais, quanto em humanos (para revisao ver LABRECQUE et al., 1995).

Preocupados com a consisténcia dos resultados a serem obtidos a partir
deste momento, procurou-se outro modelo experimental com perfil que fosse
semelhante ao da formalina na primeira fase e que acaretasse ativagao
seletiva de nociceptores. Optou-se entdo pelo teste da capsaicina, que além
de atender a esta primeira condicdo, utiliza-se da mesma metodologia basica
empregada no teste da formalina, evitando assim dispéndio maior de tempo

na consolidacdo da técnica.



4.2- Nocicepcéao Induzida por Capsaicina

A capsaicina induziu um comportamento nociceptivo claramente
relacionado a dose (Figura 6), que se manifestou integralmente dentro dos
primeiros 5 min apds a injecdo. As respostas nociceptivas produzidas pela
injecdo de capsaicina nas doses de 0,06 ou 0,1 |ag foram nitidamente
submaximas, ou seja, diferiram estatisticamente da resposta produzida pela
dose de 3,2 ng (19,6 £ 28 s; 38,8 +4,0 se 60,4 + 4,8 s, respectivamente),
gue foi a maior dose testada neste estudo. Porém, como a reatividade dos
animais a dose de 0,06 jag de capsaicina variavam muito de um dia para o
outro, optou-se por adotar a dose de 0,1 pg que evocava respostas mais
consistentes, nos experimentos subsequentes. Conforme ilustrado na Figura 7,
essa dose de capsaicina ndo induziu resposta edematogénica maior do que a
causada pelo veiculo (DMSO 12,5%), que parece ser mediado por
degranulacdo de mastécitos (SWANSTON et al.,, 1982). Tal fato impediu um
estudo consistente dos efeitos dos agonistas endotelinérgicos sobre o edema
causado pela capsaicina, que s6 se manifesta em doses iguais ou maiores que
1,6 |ig. E importante ainda mencionar que, de acordo com CASTRO et al.
(1995), a concentracdo de dimetilsulfoxido (DMSO 12,5%) utilizada neste
estudo, ndo altera a atividade locomotora em camundongos.

A endotelina-1, na dose de 10 pmol/pata, foi capaz de potencializar a
resposta  nociceptiva induzida pela capsaicina quando injetada
simultaneamente ou até 30 min antes, mas ndo em intervalos maiores de

tempo (Figura 8). A potencializacdo maxima foi observada quando a



endotelina-1 foi administrada 30 min antes da capsaicina (194 + 18% de
aumento). Desse modo, esse intervalo foi estabelecido para caracterizar as
curvas dose-resposta aos efeitos hiperalgésicos da endotelina-1 e outros
agonistas endotelinérgicos, bem como da serotonina.

Os resultados apresentados na Figura 9 demonstram que a endotelina-1
potencializou, de modo pronunciado e dependente da dose, a resposta
nociceptiva a capsaicina, com uma DES)de aproximadamente 2,46 pmol/pata e
uma Emexde 70,95 £ 7,0 s (Tabela 2). Esta potencializacéo foi estatisticamente
significante para a endotelina-1 nas doses de 3, 10 e 20 pmol/pata, e
desapareceu por completo com a dose de 30 pmol/pata. Contudo, o0s
agonistas seletivos de receptores ETBsarafotoxina S6c¢ e IRL 1620 mostraram-
se inefetivos até a dose de 30 e 100 pmol/pata, respectivamente. Por outro
lado, a serotonina, injetada 30 min antes, também potencializou a nocicepgao
causada pela capsaicina, sendo, no entanto, muito menos potente do que a
endotelina-1 (DE® de aproximadamente 0,9 nmol;, E~ de 43,9 + 114 s,
Tabela 2).

O tratamento i.v. com 0 antagonista misto de receptores ETAETBbosentan
(17 ou 52 iumol/ Kg; 1 h antes, Fig. 10B), ou com 0 antagonista seletivo de
receptores ETA BMS 182874 (10 ou 30 nmol/ Kg; 1 h antes, Fig. 10A), ou
ainda, o tratamento local (/.p/.) com o antagonista seletivo de receptores ETA
BQ-123 (1 nmol/pata; 10 min antes, Fig. 11A) inibiram o efeito hiperalgésico da
endotelina-1 (10 pmol/pata, 30 min antes da capsaicina) em 54 e 86%, 21 e

59%, ou 72%, respectivamente. Contudo, nenhum blogueio significante foi
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observado apés o tratamento local com BQ-788 (1nmol/pata; 10 min antes,

Fig. 11B), um antagonista seletivo de receptores ETB A eficacia do BQ-788
utilizado foi confirmada por sua capacidade de bloquear as contragbes
induzidas por sarafotoxina S6c em vesicula biliar isolada de cobaia
(CARDOZO et al., 1997). Nas mesmas condi¢cdes, nenhum dos antagonistas
alterou a resposta a capsaicina (resultados ndo apresentados), ou a
potencializagc&o desta pela serotonina (Figuras 10 e 11).

Por ultimo, a injecdo simultanea de endotelina-1 (30 pmol/pata) ou de IRL
1620 (30 pmol/pata) juntamente com a serotonina (2 nmol/pata, 30 min antes
da capsaicina), inibiu o efeito hiperalgésico da serotonina sobre a nocicepcao

evocada pela capsaicina. Estes resultados estéo dispostos na Figura 12.
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FIGURA 6: Efeito da injecéo intraplantar de capsaicina sobre o tempo de lambida
da pata traseira em camundongos. As barras abertas ( 0 ) e fechadas (m )
indicam valores observados apds a injecdo de capsaicina (nas doses indicadas)
ou veiculo (controle; 20 il de DMSO 12,5%), respectivamente. Cada valor
representa a média £ E.P.M. de 6 animais. Asteriscos (*) e cerquilhas (#) indicam
que p < 0,05 quando comparado ao valor do controle ou da maior dose de
capsaicina, respectivamente (ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni).
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FIGURA 7: Efeito da injecdo intraplantar de capsaicina sobre o edema de pata em
camundongos. As barras abertas (O ) e fechadas ( m ) indicam valores
observados apé6s a injecdo de capsaicina (nas doses indicadas) ou veiculo
(controle; 20 |d de DMSO 12,5%), respectivamente. Cada valor representa a
média = E.P.M. de 6 animais. Asteriscos (*) e cerquilhas (#) indicam que p < 0,05
guando comparado ao valor do controle ou da maior dose de capsaicina,
respectivamente (ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni).
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FIGURA 8: Potencializacdo pela endotelina-1, da nocicep¢do induzida por
capsaicina na pata traseira de camundongos. A capsaicina (0,1 |ag) foi injetada
tanto sozinha (controle; m ) ou em varios intervalos de tempo ap6s a injecéo
ipsilateral de endotelina-1 (10 pmol/pata;, O ). O valor de tempo “0O min”
corresponde aquele obtido por injecdo simultdnea de endotelina-1 e capsaicina.
Cada valor representa a média + E.P.M. de 6 animais. Asteriscos (*) indicam que p

< 0,05 quando comparado ao valor do controle (ANOVA seguida pelo teste de
Bonferroni).
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FIGURA 9: Aumento do tempo de lambida da pata traseira em camundongos
induzido por capsaicina, apés injecdo ipsilateral de endotelina-1 ( ¢ ), dos
agonistas seletivos de receptores endotelinérgicos ETB sarafotoxina S6¢c (A ) e
IRL 1620 ( m ), ou de serotonina ( O ), nas doses indicadas. Cada agonista foi
injetado intraplantarmente 30 min antes da capsaicina. Os resultados sao
apresentados como a diferenca entre as respostas dos animais tratados com
agonistas e as respostas paralelas apresentadas pelos animais tratados com
veiculo (i.e. A Tempo de Lambida), e representam a média + E.P.M. de 6-10
animais por dose. Asteriscos (*) indicam que p < 0,05 quando comparado ao valor
do controle (ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni).
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FIGURA 10 - Influéncia do tratamento sistémico com o antagonista seletivo de
receptores endotelinérgicos ETA BMS 182874 (10 ou 30 nmol/Kg; Painel A), ou o
antagonista misto (ndo-seletivo) de receptores ETAETB Bosentan (17 e 52
(,mol/Kg; Painel B) sobre a potencializacdo da resposta nociceptiva a capsaicina,
induzida por endotelina-1 (ET-1; 10 pmol/pata) ou por serotonina (5-HT; 2
nmol/pata) na pata de camundongos. Estes antagonistas nao-peptidicos foram
injetados i.v. 60 e 90 min antes do agonista e das injecbes de capsaicina (O ),
respectivamente. Cada valor representa a média =+ E.P.M. de 6 observagoes.
Asteriscos (*) e cerquilhas (#) indicam que p < 0,05 quando comparado ao valor
dos camundongos tratados com capsaicina sozinha (m ) ou com capsaicina mais
endotelina-1 ( M ) ou serotonina ( M ), respectivamente (ANOVA seguida pelo
teste de Bonferroni).
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FIGURA 11: Influéncia do tratamento local com o0 antagonista seletivo de
receptores endotelinérgicos ETA BQ-123 (1 nmol/pata; Painel A) ou o antagonista
de receptores endotelinérgicos ETB BQ-788 (1 nmol/pata; Painel B) sobre a
potencializacdo da resposta nociceptiva a capsaicina, induzida por endotelina-1
(ET-1; 10 pmol/pata) ou por serotonina (5-HT; 2 nmol/pata) na pata de
camundongos. Estes antagonistas peptidicos foram injetados 10 e 40 min antes
dos agonistas e das injecOes de capsaicina (J0), respectivamente. Cada valor
representa a média + E.P.M. de 6-8 observacdes. Asteriscos (*) e cerquilhas (#)
indicam que p < 0,05 quando comparado ao valor dos camundongos tratados com
capsaicina sozinha (m) ou com capsaicina mais endotelina-1 (M ) ou serotonina
(G ), respectivamente (ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni).
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FIGURA 12: Influéncia da endotelina-1 (ET-1; 30 pmol/pata) ou do agonista
seletivo de receptores endotelinérgicos ETb IRL 1620 (30 pmol/pata) sobre a
potencializacdo da resposta nociceptiva a capsaicina (0,1 (ig/pata) na pata
traseira de camundongos. Endotelina-1 (M ) e IRL 1620 ( By ) foram injetados
juntamente com serotonina (5-HT) 30 min antes da injecdo de capsaicina. Cada
valor representa a média + E.P.M. de 6-10 observacbes. Asteriscos (*) e
cerquilhas (#) indicam que p < 0,05 quando comparado aos valores de
camundongos tratados com capsaicina sozinha (m ) ou com capsaicina mais
serotonina (), respectivamente (ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni).



TABELA 2: Efeito potencializador da endotelina-1 e da serotonina sobre a
nocicepgado induzida por capsaicina 0,1 |ag em camundongos.

AGONISTA NOCICEPCAO
DE50a YN
(em pmol/pata) (ems)
Endotelina-1 2,5 70,9 £7,0 (s)
(1,6-3,7)
Serotonina 860 43,9 +£11 ,4(s)
(0,5-1,6)

a = Média geométrica da dose do agonista necessaria para causar 50%
do efeito méximo e limites de confianca para 95%.
b = Resposta hiperalgésica maxima causada por cada um dos agonistas.

Os valores representam a diferenca de tempo (s) entre as médias obtidas
para o grupo tratado com droga e o grupo que recebeu apenas formalina.
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5. DISCUSSAO

O presente estudo demonstrou claramente as propriedades hiperalgésicas
da endotelina-1 nos modelos de nocicepg¢ao induzida por inje¢cao i.pl. de
formalina ou capsaicina na pata de camundongos. Este efeito foi obtido
utilizando-se doses consideravelmente menores do que aquelas de histamina
ou serotonina necessarias para causar efeitos similares nos dois modelos,
respectivamente. Além disso, o efeito hiperalgésico da endotelina-1
manifestou-se imediatamente apds sua injecdo e, no caso da capsaicina,
atingiu um pico maximo quando a endotelina-1 foi administrada 30 min antes
do estimulo quimico. Parece muito provavel que os efeitos dos agonistas de
receptores endotelinérgicos dependam de acdes locais, i.e. na regido injetada,
uma vez que nao houve aumento da nocicepcdo induzida por capsaicina
guando a endotelina-1 foi injetada 30 min antes na pata contralateral (dados
nao mostrados).

Algumas evidéncias coletadas neste estudo indicam que os efeitos
hiperalgésicos da endotelina-1 no teste da capsaicina ou na primeira fase do
teste da formalina, sejam mediados via estimulagdo de receptores ETA No
modelo da capsaicina, as evidéncias incluem: 1) os agonistas de receptores
ETb, sarafotoxina S6¢c e IRL 1620 (MASAKI et al.,, 1994), ndo produziram
hiperalgesia em doses de até 30 e 100 pmol/pata, respectivamente; 2) a
injecdo local prévia do antagonista seletivo de receptores ETA BQ-123

(MASAKI et al., 1994) preveniu o desenvolvimento de hiperalgesia induzida



pela endotelina-1, enquanto o tratamento semelhante com o antagonista
seletivo de receptores ETBBQ-788 (ISHIKAWA et al., 1994) néo foi efetivo; 3)
o tratamento sistémico com o antagonista nao-peptidico seletivo de receptores
ETa BMS 182874 (STEIN et al., 1994) também inibiu a potencializacdo pela
endotelina-1 da nocicepcdo induzida por capsaicina, uma acao que foi
mimetizada por tratamento analogo com bosentan, um antagonista misto de
receptores ETAETB (CLOZEL et al.,, 1994). Neste estudo, 0os antagonistas de
receptores endotelinérgicos ndo apresentaram efeito anti-nociceptivo proprio,
uma vez que nao alteraram a resposta dos animais a injecdo de capsaicina e
formalina na auséncia de endotelinas. Além disso, nenhum deles, nem o BQ-
788, modificou a hiperalgesia provocada pela histamina ou serotonina. A
hiperalgesia causada por esta Ultima amina provavelmente € mediada via
estimulacdo de receptores &HTja (ABBOTT et al., 1996). Quanto ao
envolvimento de receptores ETA na mediacdo da hiperalgesia observada na
primeira fase do teste da formalina, as evidéncias incluem: 1) ao contrario da
endotelina-1 e da endotelina-3, a sarafotoxina S6c, um agonista seletivo de
receptores ETB (MASAKI et al., 1994), ndo potencializou a dor induzida por
formalina; 2) a acdo hiperalgésica da endotelina-1 neste modelo foi
completamente revertida pelo tratamento (intraperitoneal) prévio com
bosentan. Infelizmente, pelos problemas ja mencionados na seccdo anterior,
com relacdo a flutuacdo anual nos valores da segunda fase de nocicepgao
deste modelo, ndo foi possivel testar outros antagonistas de receptores

endotelinérgicos contra esse efeito da endotelina-1 na primeira fase da
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nocicepcéo induzida por formalina. Contudo, a especificidade do bosentan

(CLOZEL et al., 1994) também foi confirmada neste modelo, uma vez que o
mesmo nao alterou a resposta nociceptiva induzida pela formalina na auséncia
das endotelinas, nem a sua potencializagdo pela histamina.

Apesar do paralelismo marcado entre os efeitos da endotelina-1 (e a falta
de efeitos da sarafotoxina S6c¢) na primeira fase da resposta a formalina e na
resposta a capsaicina reforcar a hipotese da mediacdo através de receptores
ETa, a observacdo de que a endotelina-3 € tdo potente quanto a endotelina-1
em potencializar a primeira fase da formalina € intrigante, pois sua afinidade
pelo receptor ETA é no minimo 10 vezes menor (LEVIN, 1995). Embora ja se
tenha demonstrado a existéncia de receptores endotelinérgicos ETG que
apresentam maior afinidade pela endotelina-3 que pela endotelina-1 (KARNE
et al., 1993), evidéncias de sua expressdo em tecidos de mamiferos tem sido
apenas funcionais (EMORI et al., 1990). Além disso, ndo se sabe nada sobre
a susceptibilidade desse tipo de receptor ao bloqueio por antagonistas de
receptores endotelinérgicos ETAe/ou ETR

Embora efeitos hiperalgésicos periféricos da endotelina-1 ja tenham sido
registrados utilizando o teste modificado de Randall-Selitto em ratos (estimulo
nociceptivo mecanico; FERREIRA et al., 1989), este trabalho parece ser o
primeiro a detectar essa acdo do peptideo em modelos de nocicepcdo a
estimulos nociceptivos quimicos, bem como a tentar caracterizar os receptores
envolvidos em tais acBes através do uso de antagonistas seletivos de

receptores endotelinérgicos. Nossos achados, de que apenas 0s receptores



ETAmedeiam a hiperalgesia induzida por endotelina-1 a estimulos quimicos na
pata de camundongos, contrastam com os relatos da participagéo conjunta de
receptores ETA e ETB nos efeitos nociceptivos das endotelinas (e
sarafotoxinas) no teste de contorcdo abdominal (“writhing test”) nesta espécie
(RAFFA et al., 1996). Contudo, é importante destacar que a nocicepcdo e a
hiperalgesia s&o processos distintos, que poderiam envolver a ativacdo de
receptores e mecanismos distintos, e que as fibras aferentes sensitivas
primarias presentes em regides diversas do organismo também poderiam
apresentar diferentes populacdes de receptores endotelinérgicos. Os achados
de que os agonistas seletivos de receptores ETB sarafotoxina S6c¢ e IRL 1620,
ndo potencializaram a nocicepcdo induzida por capsaicina alinham-se bem a
inefichcia da sarafotoxina S6¢c em aumentar a primeira fase da nocicepcdo
induzida por formalina, que, como aquela induzida por capsaicina, muito
provavelmente representa um modelo de dor de origem n&o-inflamatoéria
decorrente da ativacao direta de fibras do tipo C (HUNSKAAR e HOLE, 1987,
SHIBATA et al., 1989;).

Surpreendentemente, a faixa de doses em que a endotelina-1 foi capaz de
evocar efeitos hiperalgésicos foi muito estreita. A curva dose-resposta em
forma de sino ao efeito hiperalgésico da endotelina-1 sobre a resposta a
capsaicina foi tdo abrupta que 30 pmol/pata do peptideo, uma dose apenas 3
vezes maior do que aquela que causou hiperalgesia méaxima, ndo mais
influenciou a resposta nociceptiva. Na verdade, em doses mais altas (30

pmol/pata), tanto a endotelina-l1 quanto o IRL 1620 bloguearam



significantemente o desenvolvimento de hiperalgesia desencadeada por 5-HT,
mas nao inibiram as respostas nociceptivas para a capsaicina sozinha (i.e., na
auséncia de ET-1 ou 5-HT). Estes resultados preliminares sugerem que, em
altas doses, a endotelina-1 possa também desencadear mecanismos anti-
hiperalgésicos mediados por receptores do tipo ETBna pata de camundongos,
mascarando assim sua acdo hiperalgésica sobre receptores ETA Seria
interessante confirmar este aspecto em estudos futuros.

Os mecanismos implicados no efeito hiperalgésico da endotelina-1 nos
modelos de nocicepg¢ao induzido por formalina ou por capsaicina permanecem
a ser elucidados. Porém, dentro do que ja se conhece sobre os mecanismos
intracelulares envolvidos nas agbes das endotelinas, poderia-se sugerir
algumas hipoéteses plausiveis. Dentre 0s possiveis mecanismos que poderiam
mediar a hiperalgesia causada pela endotelina-1 merecem destaque, ao nosso
ver, a estimulagédo da sintese de prostantides (HYSLOP e De NUCCI, 1992;
RAE et al., 1989), a liberacdo de citocinas pro-inflamatorias (STANKOVA, et
ai., 1996), a degranulacdo de mastécitos (YAMAMURA et al.,1994) e a
despolarizagdo direta das terminacdes periféricas de neurbnios aferentes
priméarios (YOSHIZAWA et al., 1989).

A Ultima possibilidade é reforcada pelo fato de que a endotelina-1
potencializa marcadamente a liberacdo de substancia P e CGRP induzida por
capsaicina em neurbnios sensoriais primarios, enquanto praticamente nao
estimula a liberacdo destes neuropeptideos quando administrada as células

sozinha (DYMSHITZ e VASKO, 1994). Além disso, como a hiperalgesia
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provocada pela endotelina-1 no presente estudo foi observada imediatamente

apos a administracdo do agente quimico (i.e., dentro dos primeiros 5 min),
parece possivel aventar a ocorréncia de eventos celulares rapidos, tais como a
abertura de canais i0nicos. Assim, por esta visédo, a endotelina-1 poderia se
ligar a receptores do tipo ETApresentes nas ramificacbes periféricas de fibras
aferentes sensoriais, causando sua despolarizacdo e consequentemente
aumentando a probabilidade de liberagdo de seus neurotransmissores
(neuropeptideos e glutamato) em resposta a estimulos algicos, tanto na
periferia (hiperalgesia periférica) quanto no corno medular dorsal, onde
sensibilizariam os neurdnios de segunda ordem do corno dorsal com quem
fazem sinapse (hiperalgesia central). Com respeito aos canais iGnicos
neuronais que poderiam ser ativados, tem-se mostrado que a endotelina-1 é
capaz de despolarizar diferentes células ao ativar canais de calcio
dependentes de voltagem ou operados por receptor, ou ainda bombas

antiporte de Nat#H+ ou Na#/K+ (para revisdo ver SOKOLOVSKY, 1995 e

McMILLEN e SUMPIO, 1995). Ainda, YOSHIZAWA e cols. (1989)
demonstraram que a endotelina-1 foi capaz de induzir uma rapida
despolarizagao de neurdnios da raiz ventral da medula espinhal isolada de rato
neonato que foi inibida pela nicardipina, um blogqueador de canais de calcio do
tipo L, e por um antagonista nao-seletivo de receptores para neurocininas.
Embora estes neurbnios ndo sejam as fibras nervosas sensoriais, a

possibilidade que a despolarizacao tenha sido deflagrada por liberagédo de uma
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neurocinina (e.g. substancia P) reforca a idéia de uma acdo direta da

endotelina-1 sobre neurdnios sensoriais aferentes primarios.

Por outro lado, uma vez que a sarafotoxina S6¢c causou hiperalgesia na
segunda fase do modelo da formalina, mas ndo na primeira fase, poderia-se
pensar também que a ativacdo de receptores ETBestimula vias intracelulares
de transducédo de sinal distintas dos receptores ETA ou ainda que estes
receptores sejam expressos em células diferentes. Nestes casos, a ativacao
dos receptores ETBpoderia ser simultanea a dos receptores ETA mas o reflexo
de sua ativacdo apareceria mais tarde que o destes Ultimos. Alternativamente,
os mediadores inflamatérios envolvidos na segunda fase da resposta
nociceptiva a formalina poderiam exercer papel permissivo na ativacdo dos
receptores ETB Quanto ao possivel mecanismo anti-hiperalgésico da
endotelina-1, € possivel especular que, em doses mais altas (30,0 pmol/pata)
do que agquelas que causam hiperalgesia maxima, o peptideo possa estar
estimulando a liberacdo de Oxido nitrico através de receptores ETB(HYSLOP e
De NUCCI, 1992). Esse mediador gasoso, produzido por varios tipos celulares
incluindo o endotélio vascular, tem sido implicado nos efeitos anti-
hiperalgésicos da dipirona, do diclofenaco e dos opidides (LORENZETTI e
FERREIRA,1996; DUARTE et al, 1992; TONUSSI e FERREIRA, 1994,
FERREIRA et al.,, 1995). Certamente o esclarecimento desses aspectos
importantes depende de estudos adicionais extensos.

Outro dado interessante coletado neste trabalho diz respeito a capacidade

da endotelina-1 em potencializar o edema de pata causado pela formalina em
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camundongos. A atividade edematogénica da endotelina-1 tem sido

amplamente registrada em diferentes modelos em ratos (RODMAN et al.,
1992; DROMA et al., 1996; ISHIZAKI, et al., 1995) e parece ser mediado pela
estimulacdo de receptores do tipo ETA (FILEP et al.,, 1993; SAMPAIO et al.,
1995;) e ETB (FILEP et al., 1996) através de aumento do influxo de calcio
extracelular (FILEP et al., 1996), liberacdo de tromboxano A2 (ERCAN et al.,
1993; FILEP et al., 1994b) e PAF (FILEP et al., 1994b), e estimulagdo da
interacdo entre leucocitos e células endoteliais (HELSET et al.,, 1994). Porém,
0S pouquissimos estudos que tém sido realizados sobre esse aspecto em
camundongos apresentam resultados aparentemente  contraditérios.
HENRIQUES et al. (1992) relataram que a endotelina-1 inibe seletivamente o
edema de pata induzido pelo PAF (mas n&o pela carragenina), enquanto
SAMPAIO et al. (1995) observaram que antagonistas seletivos de receptores
endotelinérgicos ETAatenuam o edema de pata causado por ovalbumina em
animais previamente sensibilizados ao antigeno. Nossos dados reforcam a
idéia de que a endotelina-1 causa edema de pata em camundongos através de
receptores especificos uma vez que 0 antagonista misto de receptores
ETaETb bosentan inibiu tal resposta. Contudo, sdo necessarios estudos
adicionais para discriminar qual o subtipo de receptor envolvido neste efeito
edematogénico da endotelina-1.

Diversos trabalhos tém sugerido a participacdo de endotelinas endégenas
em diferentes modelos experimentais de inflamag&o (para reviséo ver RAE e

HENRIQUES, 1997). Em camundongos, o tratamento prévio com o
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antagonista de receptores endoteiinérgicos ETA BQ-123, ou com 0 antagonista

misto (ndo-seletivo) de receptores endoteiinérgicos ETAETB SB 209670,
reduziu o numero de eosindfilos no lavado bronco-alveolar, bem como inibiu a
infiltracdo de neutrdfilos para os pulmdes induzida por ovalbumina em animais
previamente sensibilizados ao antigeno (ANDERSSON et al., 1996). Ainda,
ratos que foram previamente tratados com bosentan, outro antagonista misto
de receptores endoteiinérgicos ETAETB apresentaram uma reducdo da
resposta inflamatéria a instilagéo intratecal de dextrana (FINSNES et al., 1997).
O tratamento didrio per os com esse mesmo antagonista também inibiu de
forma pronunciada a extensdo de lesdes da mucosa do célon em um modelo
de colite ulcerativa em ratos (HOGABOAM et al., 1996). Juntos, estes dados
apontam um potencial papel para as endotelinas endbégenas no
desenvolvimento de processos inflamatorios. Esta idéia, somada aos nossos
achados de que as endotelinas sdo capazes de modular a nocicepgao
induzida pela formalina e pela capsaicina, pode sugerir que estes peptideos
também contribuem para o desenvolvimento de estados hiperalgésicos.
Apesar disso, ndo ha até o presente evidéncias da participacdo das
endotelinas enddégenas na mediacdo da dor associada a estados
fisiopatologicos. Ao que parece, 0 Unico estudo ja publicado que tentou
analisar esse aspecto foi o de MAY et al., (1996). Os autores verificaram que,
embora o bosentan iniba a inflamag&o neurogénica em vasos da dura mater de
rato (confirmando relato anterior de BRANDLI et al. (1996), o antagonista ndo

atenua crises de enxaqueca em humanos. Assim sendo, a implicacdo direta
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das endotelinas enddgenas na fisiopatologia da dor ainda est4d por ser

demonstrada.

Concluindo, o presente estudo sugere que a endotelina-1, atuando em
receptores ETA possa modular a reatividade de neurdnios sensoriais primarios
da pata de camundongos a agentes algicos quimicos como a capsaicina e a
formalina, causando hiperalgesia. Além disso, 0 mesmo peptideo, em
concentracbes locais mais elevadas poderia promover um efeito anti-
hiperalgésico por ativacdo de receptores ETB Considerando que diversos
estimulos inflamatorios, tais como a carragenina, o LPS e vérias citocinas
podem desencadear hiperalgesia (ver Introducdo para referéncias) bem como
a liberacdo de endotelinas, pode-se sugerir que as endotelinas enddgenas
possam contribuir importantemente para a producdo de estados
hiperalgésicos. No caso desta possibilidade vir a ser confirmada por estudos
adicionais, o presente achado de que a administragdo sistémica de
antagonistas nao-peptidicos de receptores endotelinérgicos (BMS 182874 e
bosentan) bloqueiam a hiperalgesia induzida por endotelina-1, sugere que tais
agentes possam constituir uma nova estratégia terapéutica para o tratamento

da dor inflamatéria.
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6. SUMMARY

The present study investigated the effects of endothelin(ET)-related
peptides on nociception and edema induced by formalin (0.5%) and on
nociception induced by capsaicin (0.1 ng) in the mouse hindpaw; as well as
the ET receptors involved in this effect. The following agonists were used:
endothelin-1 (ET-1, a non-selective ET receptor agonist), ET-3 (preferential
but non-selective ETB receptor agonist), sarafotoxin S6c (SRTX-c) and IRL
1620 (selective ETB receptor agonists). These drugs were administered
locally in the right hindpaw of the animals, either before or together with
injection of the algesic agent.

Concerning to the formalin test, our results demonstrated that:

1 The nociceptive responses elicited by 0.5% formalin were clearly
submaximal, as they differed significantly from those detected following

2.5% formalin.

2. Formalin-induced first phase nociception was potentiated, in graded
fashion, by simultaneous injection of ET-1 or ET-3, but not by SRTX-c.

In contrast, the second phase of formalin-induced nociception was

increased in a dose-related manner by simultaneous injection of each

of the 3 peptides, whereas paw edema induced by formalin was

significantly potentiated by ET-1, but not by ET-3 or SRTX-c.



3. Histamine also potentiated both phases of nociception and paw edema
induced by formalin, but was considerably (30 -to 100-fold) less potent
than ET-1.

4. Treatment with the mixed ETAETB receptor antagonist bosentan (10
mg/kg, i.p.) did not modify the responses triggered by formalin alone or
by simultaneous injection with histamine (3 nmol/paw), but significantly
blocked the potentiation of nociception and edema elicited by
simultaneous injection of ET-1 (10 pmo/paw).

The results obtained with the model of capsaicin-induced nociception
revealed that:

1 Capsaicin induced a short-lasting and dose-related nociceptive
behaviour. The nociception induced by capsaicin injection at doses of
0.06 and 01 pg (n 20 (M) were submaximal, i.e., they differed
significantly from those responses elicited by the dose of 3.2 ng, the
highest dose used in this study.

2. ET-1 (10 pmol/paw) potentiated capsaicin-induced nociception when
injected simultaneously, or 15 and 30 min before capsaicin, but not at
greater intervals of time.

3. The nociception induced by capsaicin was potentiated, in graded
manner, in animals previously treated with ET-1 (3 to 20 pmol/paw),
but not with SRTX-c or IRL 1620 (doses to 30 and 100 pmol/paw,

respectively). Serotonin (2 nmol/paw) also potentiated the nociception



induced by capsaicin, but was considerably less potent (200-fold) than
ET-1.

4. The systemic treatment with either the mixed ETAETB receptor
antagonist bosentan (52 [jmol/Kg; 1 h before) or the selective ETA
receptor antagonist BMS 182874 (30 “mol/Kg; 1 h before), or still the
local treatment with the selective ETA receptor antagonist BQ-123 (1
nmol/paw; 10 min before), prevented the hyperalgesic effects of ET-1.
However, no blockade was observed following local treatment with BQ-
788 (1 nmol/paw; 10 min before), a selective ETBreceptor antagonist.

5. A simultaneous injection of ET-1 (30 pmol/paw) or IRL 1620 (30
pmol/paw) together with serotonin (2 nmol/paw) abolished the
hyperalgesic effect of serotonin on nociceptive responses to capsaicin.
In conclusion, the present study demonstrates that nociception induced

by capsaicin and formalin (both phases), as well as the edema triggered by

the latter agent, in the mouse hindpaw can be potentiated by stimulation of
specific ET receptors. The profile of action of selective agonists and/or
antagonists suggests that the potentiating effects of ET-1 are mediated by
stimulation of ETA receptors. However it is possible that another type of
receptor (ETB may be responsible for the effects of endothelins on the
second phase of formalin-induced nociception.

Considering that several inflammatory stimuli, such as carrageenan,
bacterial endotoxins and various cytokines can trigger hyperalgesia as well as

endothelin release, endogenous endothelins may contribute importantly to



production of hyperalgesic states. The present finding that systemic
administration of non-peptidic ET receptor antagonists (BMS 182874 and
bosentan) can block ET-1-induced hyperalgesia suggests that such agents
may constitute a new viable therapeutic strategy for the treatment of
inflammatory pain.

Finally, the fact that ET-1 and IRL 1620 can each inhibit hyperalgesia
induced by serotonin raises the possibility of using selective ETB receptor

agonists as anti-hyperalgesic agents.



58
7 - RESUMO

O presente estudo investigou os efeitos dos peptideos relacionados as
endotelinas (ET) sobre a nocicep¢ao e o edema induzido pela injecdo de
formalina (0,5%) e sobre a nocicepcéo induzida pela capsacina (0,1 (j.g) na
pata de camundongos; bem como os receptores endotelinérgicos envolvidos
neste efeito. Os seguintes agonistas foram utilizados: endothelina-1 (ET-1,
um agonista seletivo de receptores ETAe ETB), ET-3 (agonista preferencial
mas nao seletivo de receptores ETB, sarafotoxina S6¢ (SRTX-c) e IRL 1620
(ambos agonistas seletivos de receptores ETB. Estas drogas foram
administradas por via intraplantar na pata traseira direita do camundongo,
antes ou juntamente com a inje¢do dos agentes algicos.

Com relacdo ao teste da formalina, nossos resultados demonstraram

que:

1 As respostas nociceptivas provocadas pela injecdo de formalina 0,5%
foram  claramente  submaximas, uma vez que diferiram
significativamente daquelas causadas pela inje¢ao de formalina 2,5%.

2. A primeira fase da nocicepcdo induzida por formalina foi

potencializada, de modo pronunciado, pela injecdo simultanea de ET-1
ou ET-3, mas ndo por SRTX-c. Em contraste, a segunda fase da
nocicepcao induzida por formalina foi aumentada de uma forma

dependente de dose pela injecdo simultanea com cada um dos trés



peptideos, enquanto o edema de pata induzido por formalina foi
significantemente potencializado apenas pela ET-1.

A histamina também potencializou ambas as fases da nocicepcéo e o
edema de pata induzido por formalina, mas foi consideravelmente (700
a 800 vezes) menos potente do que a ET-1.

O tratamento com o antagonista misto de receptores ETAETB
bosentan (10 mg/kg, i.p.) ndo modificou as respostas desencadeadas
pela formalina sozinha ou pela injecdo simultanea com histamina (3
nmol/pata), mas Dbloqueou significativamente a potencializacdo da
nocicepcéo e do edema causados pela injecéo simultanea de ET-1 (10
pmo/pata).

Os resultados obtidos com o modelo da nocicep¢éo induzida por

capsaicina revelaram que:

1

A capsaicina induziu um comportamento nociceptivo relacionado com
a dose de curta duracdo (cerca de 5 min). A nocicep¢ao induzida pela
injecdo de capsaicina nas doses de 0,06 e 0,1 *g (em 20 ja) foram
submaximas, i.e., diferiram significativamente daquelas causadas pela
dose de 3,2 p.g, a maior dose utilizada neste estudo.

A ET-1 (10 pmol/pata) potencializou a nocicepgcdo induzida por
capsacina quando injetada simultaneamente, ou 15 e 30 min antes da
capsaicina, mas nao em intervalos maiores de tempo.

A nocicepc¢ao induzida pela capsaicina foi potencializada, de forma

marcante, em animais previamente tratados 30 min antes com ET-1 (3



a 20 pmol/pata), mas ndo com SRTX-c ou IRL 1620 (doses até 30 e
100 pmol/pata, respectivamente). A serotonina (2 nmol/pata) também
potencializou a nocicepgdo induzida pela capsaicina, mas foi
consideravelmente menos potente (350 vezes) do que a ET-1.
4., O tratamento sistémico com o0 antagonista misto de receptores
ETa/ETb bosentan (52 |xmol/Kg; 1 h antes) ou o antagonista seletivo
de receptores ETA BMS 182874 (30 “mol/Kg; 1 hantes), ou ainda o
tratamento local com o antagonista seletivo de receptores ETABQ-123
(L nmol/pata; 10 min antes), bloqueou completamente os efeitos
hiperalgésicos da ET-1. Contudo, nenhum bloqueio foi observado
apos o tratamento local com BQ-788 (1 nmol/pata; 10 min antes), um
antagonista seletivo de receptores ETB
5. A injecdo simultanea de ET-1 (30 pmol/pata) ou IRL 1620 (30
pmol/pata) junto com serotonina (2 nmol/pata) aboliu o efeito
hiperalgésico da amina sobre a resposta nociceptiva a capsaicina.
Concluindo, o presente estudo demonstrou que a nocicep¢ao induzida
pela capsaicina e pela formalina (ambas fases), bem como o edema de pata
desencadeado pela formalina na pata de camundongos podem ser
potencializados pela estimulacdo de receptores endotelinérgicos. O perfil de
acao dos agonistas e/ou antagonistas seletivos sugere que os efeitos
potencializadores da ET-1 sdo mediados pela estimulacdo de receptores

ETa. Contudo é possivel que outro tipo de receptores (ETB possa ser



responsavel pelos efeitos das endotelinas sobre a segunda fase da
nocicepcao induzida por formalina.

Considerando que diversos estimulos inflamatérios, tais como a
carragenina, a endotoxina bacteriana e varias citocinas podem desencadear
hiperalgesia bem como liberagdo de endotelinas, as endotelinas endogenas
podem contribuir importantemente para a producdo de estados hiperalgésicos.
O presente achado de que a administracdo sistémcia de antagonistas nao-
peptidicos de receptores endotelinérgicos (BMS 182874 e bosentan) podem
bloquear a hiperalgesia induzida pela ET-1 sugere que tais agentes possam
vir a constituir uma nova estratégia para o tratamento da dor inflamatoria.

Por dltimo, a inibicdo do efeito hiperalgésico da serotonina pela ET-1 ou
pelo IRL 1620 (agonista seletivo de receptores ETB aventa a possibilidade, a
ser melhor investigada, de que agonistas de receptores endotelinérgicos do

tipo ETb possam, futuramente, ser utilizados como agentes anti-hiperalgésicos.
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