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RESUMO

Ashmawi HA, Braun LM, Sousa AM, Posso IP - Efeito Analgésico de
Antagonistas do Receptor da Histamina H, em Modelo de Dor
Provocada por Formalina em Ratos.

JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS: Os receptores de histamina me-
diam vias nociceptivas principalmente no sistema nervoso central.
Alguns estudos mostraram efeito analgésico de antagonistas de re-
ceptor de histamina no sistema nervoso periférico. No esta claro
se o efeito analgésico local é classe especifico ou droga especi-
fico.

METODO: Para responder a essa questao, utilizamos trés diferen-
tes antagonistas do receptor H, (pirilamina, prometazina e
cetirizina) administrados diretamente na pata do rato, pela via
intraperitoneal ou por bloqueio de nervo periférico em modelo de
dor induzida por formalina. Observamos o efeito das drogas no
comportamento do numero de elevagbes da pata.

RESULTADOS: Na fase I, a pirilamina local diminuiu o ndmero de
elevacbes da pata de forma dose-dependente. Na dose mais alta,
a diminuic8o foi de 97,8%. Para a prometazina, a diminui¢&o foi de
92% e para cetizirina, 23,9%. Na fase I, a pirilamina diminuiu o
numero de elevagbes da pata em 93,5%, a prometazina em 78,2%
e a cetirizina em 80,1%. A administragcdo dos farmacos por via
intraperitoneal ndo alterou o comportamento doloroso. Quando uti-
lizadas para bloqueio de nervo periférico, na fase I, a pirilamina
diminuiu 0 numero de elevagbes da pata em 96,7%, a prometazina
em 73,3% e a cetirizina em 23,9%. Na fase Il, a pirilamina levou a
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diminuic8o de 86,6%, a prometazina de 64,4% e a cetirizina de
19,9%.

CONCLUSOES: Os resultados mostraram que os antagonistas de
receptor da histamina H, apresentam efeitos analgésicos locais, di-
ferentes do efeito sistémico, sendo um deles anti-inflamatdrio e
classe especifico e o outro especifico para prometazina e
pirilamina, semelhante a efeito clinico anestésico local.

Unitermos: ANIMAIS: ratos; DOR, Experimental: formalina; DRO-
GAS: cetirizina; pirilamina; prometazina.

SUMMARY
Ashmawi HA, Braun LM, Sousa AM, Posso IP — Analgesic Effects
of H, Receptor Antagonists in the Rat Model of Formalin-induced Pain.

BACKGROUND AND OBJECTIVES: Histamine receptors
mediate nociceptive pathways, especially in the central nervous
system. Some studies have demonstrated the analgesic effects of
histamine receptor antagonists in the peripheral nervous system.
It is not clear whether the local analgesic effect is class-specific
or drug-specific.

METHODS: To answer this question, we used three different H,
receptor antagonists (pyrilamine, promethazine, and cetirizine)
administered directly in the paw of the rat, intraperitoneally, or in
peripheral nerve blockade in the formalin-induced pain model. The
effects of the drugs on the number of paw elevations were
observed.

RESULTS: In phase |, the local administration of pyrilamine caused
a dose-dependent reduction on the number of paw elevations; in the
highest dose, the number of paw elevations was reduced by 97.8%.
Promethazine decreased it by 92%, while cetirizine decreased by
23.9%. In phase Il, pyrilamine decreased the number of paw
elevations by 93.5%, promethazine by 78.2%, and cetirizine by
80.1%. Intraperitoneal administration of drugs did not change painful
behavior. When used in peripheral nerve block, in phase | pyrila-
mine reduced the number of paw elevations by 96.7%, promethazine
by 73.3%, and cetirizine by 23.9%. In phase Il, pyrilamine reduced
the number of paw elevations by 86.6%, promethazine by 64.4%,
and cetirizine by 19.9%.

CONCLUSIONS: The results demonstrate that H, receptor
antagonists have local analgesic effects, different from the systemic
effects, one of them an anti-inflammatory and class-specific effect
and the other similarly to the local anesthetic effect, specific for
promethazine and pyrilamine

Keywords: ANIMALS: rats; DRUGS: cetirizine, promethazine,
pyrilamine; PAIN, Experimental: formalin.
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INTRODUCAO

A histamina, presente na maior parte das células, € um me-
diador de dor conhecido desde o inicio do século passado.
Ela ativa nociceptores polimodais e produz dor quando inje-
tada na pele humana. Quando ocorre leséo tecidual, a
histamina é liberada e ocorrem dor, vasodilatacdo e edema
locais *. A acdo da histamina é mediada por pelo menos qua-
tro receptores farmacologicamente distintos, todos membros
da familia de receptores acoplados a proteina G. O receptor
H, é expresso no cérebro, células endoteliais e células da
musculatura lisa. As principais agbes do receptor H, séo a
contracdo da musculatura lisa e aumento da permeabilidade
vascular 2. O receptor H, apresenta papel importante na mo-
dulagdo da secre¢do géstrica 4cida e antagonistas de recep-
tor H, séo amplamente utilizados no tratamento de Ulceras
gastrointestinais ®. Os receptores H, estdo localizados nas
terminacfdes nervosas e corpos celulares de neurdnios
histaminérgicos presentes no nucleo tuberomamilar no
hipotalamo. O receptor H, age inibindo a condutancia ao Ca*,
diminuindo a despolarizacdo neuronal e liberacdo de
histamina. O receptor H, apresenta grande similaridade ao
receptor H,, mas é expresso em células da linhagem
hematopoiética, em particular eosinéfilos, mastocitos e
basofilos °. Muito pouco é conhecido sobre o papel biolégico
do receptor H,. Foi postulado papel na inflamagé&o, visto que
0 receptor H, esta limitado as células hematopoiéticas °.

O papel da histamina na dor é diferente no sistema nervo-
so central e no periférico. A histamina central apresenta
acOes tanto pro-nociceptivas quando antinociceptivas. A
histamina aumenta o limiar para dor centralmente 72. O re-
ceptor H, parece estar envolvido na antinocicepgéo °, en-
guanto o receptor H, esta relacionado a agéo pro-nociceptiva
810, Os mecanismos propostos para a agdo analgésica de
antagonistas do receptor H, envolvem agéo supraespinal,
localizada no nucleo dorsal da rafe ou ao redor da substancia
cinzenta periaquedutal **, atuando em receptores pré-
sinapticos . Antagonistas do receptor H, como a famotidina
e lupitidina apresentaram ac¢fes antinociceptivas quando
usadas sistemicamente 2. Apesar de amplamente expres-
SO no sistema nervoso central, o receptor H, ndo parece es-
tar envolvido na modulagéo da dor **. A histamina presente
na periferia esta envolvida na estimulacdo de fibras noci-
ceptivas e seus antagonistas apresentam efeito antino-
ciceptivo, cujo estudo tem sido negligenciado. A pirilamina
e a cimetidina apresentaram efeito analgésico apos a inje-
¢do de formalina na pata de rato '4°. Entretanto, ndo esta
claro se esse efeito € classe (antagonista do receptor H,) ou
farmaco especifico.

Este estudo teve como objetivo avaliar o efeito analgésico de
trés antagonistas do receptor H, — prometazina (derivado da
propilamina), cetirizina (derivado da piperazina) e pirilamina
(derivado da aminopiridina) — injetados na pata ou em blo-
queio de nervo periférico, em modelo de dor induzida por
formalina em ratos.
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METODO

Todos os experimentos foram realizados em ratos machos
de linhagem Wistar, pesando entre 280 e 350 g, obtidos do
Biotério Central da Faculdade de Medicina da Universidade
de Sao Paulo. Os animais tinham acesso livre a agua e ali-
mento e estavam submetidos a ciclo claro-escuro de 12 ho-
ras cada. Os experimentos foram aprovados pelo Comité de
Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o
Paulo e de acordo com as diretrizes para investigacéo de dor
experimental em animais acordados da Associacéo Interna-
cional para o Estudo da Dor (IASP) %7, Todos os experimen-
tos foram realizados entre 9 e 15 horas.

A dor foi induzida pela injecéo de formalina a 1% (50 pL) na
regido dorsal da pata posterior direita do animal. Antes da
injecdo, os animais eram colocados em camara de obser-
vacao de plastico transparente para aclimatagdo ao ambi-
ente durante 20 minutos. Os ratos eram, entio, removidos
para a administracdo do farmaco e devolvidos a camara de
observacdo. Um espelho foi colocado atrds da camara para
facilitar as observagfes das elevagdes da pata quando o
animal estava com a pata fora do campo visual do observa-
dor. Os ratos foram observados logo apds a administracéo
da formalina por 45 minutos. O nimero de elevacdes da pata
foi quantificado a cada cinco minutos. Considerou-se como
comportamento de elevacédo da pata todo movimento néo
associado a locomocéo, variando desde elevacao discreta
ou contracdo da musculatura da coxa do animal até movi-
mento mais vigoroso da pata. As elevagGes eram de facil
observacao e quantificacdo 14151820,

O comportamento de elevagdo da pata foi dividido em fase |
(0 a 10 minutos) e fase Il (11 a 45 minutos) conforme pre-
viamente descrito #1921, Na primeira parte do estudo, 65 ani-
mais foram utilizados, divididos em grupos de cinco animais:
form (50 uL de formalina a 1% injetados na regido dorsal da
pata posterior direita) foi utilizada como controle positivo.
Para cada farmaco foram utilizadas trés doses diferentes,
sempre administradas juntamente com formalina a 1%, em
volume final de 50 pL na pata do animal. As doses utiliza-
das foram: 0,05 pmol (pir-0,05, pro-0,05, cet-0,05), 0,25 pmol
(pir-0,25, pro-0,25, cet-0,25) e 1 umol (pir-1, pro-1, cet-1). Na
via intraperitoneal, a dose utilizada foi de 4 pmol.kg* em vo-
lume final de 200 pL; 50 uL de formalina a 1% foram injeta-
dos na pata.

A segunda parte do estudo foi realizada para avaliar efeito
anesteésico local clinico dos antagonistas de receptor H, atra-
vés do bloqueio sensitivo da regido dorsal da pata. Os
farmacos foram injetados de maneira a bloquear os nervos
fibulares profundo e superficial, responsaveis pela inerva-
¢éo da regido dorsal da pata ?2. A dose utilizada foi de 5
pmol em volume de 50 pL, injetados no calcanhar dez mi-
nutos antes da administracdo de 50 pL de formalina a 1%
na pata. Os grupos foram: pir-bloq, pro-blog, cet-bloq e lido-
blog (dose — 1,85 umol), os grupos lidocaina (lido-bloq) e
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formalina (form) foram utilizados como controles. Foi utiliza-
da dose maior no blogueio de nervo em relacéo a dose lo-
cal (infiltrativa) por ser necessaria dose maior de anestésico
local para bloqueio de nervo do que para bloqueio de termi-
nagdes nervosas livres, como na anestesia infiltrativa.

O cloridrato de pirilamina foi obtido da Sigma-Aldrich
Pharmaceuticals, USA, o cloridrato de prometazina da
Aventis-Pharma, Brasil, o cloridrato de cetirizina da Solvay
Pharmaceuticals, Brasil, e o cloridrato de lidocaina da
Cristélia Prod. Quim. Farm., Brasil.

Os dados obtidos foram analisados utilizando-se Analise de
Variancia (ANOVA) com fator fixo, seguida do procedimento
de comparacdes multiplas de Tukey. Para estabilizar a
variancia nos diversos grupos, utilizou-se transformagéo
logaritmica; como o numero de elevagGes da pata foi igual
a zero em algumas situacdes, adicionou-se 0,7 ao valor da
variavel antes do calculo do logaritmo. Na segunda parte do
estudo para analise das médias dos numeros de elevagdes
da pata nas fases | e Il nos diferentes grupos utilizou-se o
teste de Kruskal-Wallis. N&o foi possivel a utilizagdo de teste
paramétrico em fungdo de a variabilidade dos dados néo ser
a mesma em todos os grupos, mesmo apos o uso de trans-
formag6es. Quando o teste de Kruskal-Wallis indicou a exis-
téncia de diferenca entre os grupos, o procedimento de
comparagdes multiplas de Dunnett foi utilizado.

RESULTADOS

A evolugdo do numero de elevacdes da pata apds a adminis-
tracdo de formalina nos diferentes grupos € mostrada nas
figuras 1A, 1B e 1C. Na fase I, a pirilamina e a prometazina
diminuiram o nimero de elevagfes da pata; a prometazina
diminuiu as elevacdes de maneira semelhante nas trés do-
ses utilizadas e a pirilamina nas doses de 0,25 e 1 umol le-
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Figura 1A — Efeitos da Pirilamina em Diferentes Doses e Locais de
Administragdo no Numero de Elevagdes da Pata. A pirilamina
levou a diminuicdo do nimero de elevagbes da pata de forma
dose-dependente quando utilizada por via local. O bloqueio foi
qguase completo nos grupos pir-0,25 e pir-1. A pirilamina por via
intraperitoneal ndo mostrou efeito analgésico.
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Figura 1B — Efeitos da Prometazina em Diferentes Doses e Locais
de Administracdo no Numero de Elevagdes da Pata. A
prometazina diminuiu o nimero de elevagfes da pata nas fases
| e Il, efeito dose-dependente quando utilizada por via local. O
bloqueio foi quase completo nos grupos pro-0,25 e pro-1. A
prometazina por via intraperitoneal ndo mostrou efeito
analgésico.
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Figura 1C — Efeitos da Cetirizina em Diferentes Doses e Locais de
Administragdo no Nimero de Elevacdes da Pata. A cetirizina
diminuiu o nimero de elevagdes da pata na fase Il, efeito dose-
dependente quando utilizada por via local. O bloqueio foi quase
completo nos grupos cet-0,25 e cet-1. Nao houve efeito
analgésico na fase | ou quando a cetirizina foi utilizada por via
intraperitoneal.

vou a maior bloqueio que na dose de 0,05 pmol. A pirilamina
na dose mais alta (1 umol) diminuiu o nimero de elevagdes
da pata em 97,8%, quando comparada a formalina. No gru-
po prometazina 1 pmol a diminuicao foi de 92% e com a
cetirizina 1 pmol a diminuigdo foi de 23,9%, que nao foi signi-
ficativa. Quando pirilamina, prometazina e cetirizina foram
utilizadas por via intraperitoneal ndo houve redugées no nu-
mero de elevag@es (figura 2A). Na fase I, os trés farmacos
levaram a diminuicdo no nimero de elevagdes nas doses
de 0,05, 0,25 e 1 umol, mas o bloqueio foi maior nas doses
de 0,25 e 1 umol. Na dose mais elevada, a pirilamina dimi-
nuiu o nimero de elevagbes da pata em 93,5%, a prome-
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tazina em 78,2% e a cetirizina em 80,1%. N&o houve diferen-
¢as significativas entre os farmacos. Quando foi utilizada a
via intraperitoneal, a pirilamina e a cetirizina ndo alteraram o
nimero de elevagdes, mas a prometazina levou a uma dimi-
nui¢do parcial (Figura 2B).
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Figura 2A — Efeitos dos Antagonistas de Receptor H, por Via Local
ou IP no Numero de Elevacdes da Pata na Fase I. A pirilamina e
a prometazina bloquearam a fase | em doses mais altas (0,25
e 1 ymol), mas néo a cetirizina ou quando as drogas foram
utilizadas por via IP. Os dados estdo apresentados na forma de
média + erro padréo, p < 0,05.
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Figura 2B — Efeitos dos Antagonistas de Receptor H, por Via Local
ou IP no Numero de Elevagdes da Pata na Fase Il. Os trés
farmacos bloquearam a fase Il quando utilizadas em doses mais
altas (0,25 e 1 pmol), Quando por via IP, a pirilamina e cetirizina
ndo bloquearam a fase Il e a prometazina bloqueou
parcialmente. Os dados estdo apresentados na forma de média
+ erro padréo, p < 0,05.
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Na segunda parte do estudo, os farmacos foram testados
para um efeito anestésico local clinicamente evidenciavel.
Na fase I, a pirilamina e a prometazina diminuiram o namero
de elevacdes da pata em 96,7% e 73,3%, respectivamente,
e a cetirizina diminuiu em 23,9%, o que nao é significativo
quando comparado ao grupo formalina (Figura 3A). Na fase
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Figura 3A — NUumero de Elevagdes da Pata na Fase | para Pirilamina
e Prometazina e Cetirizina Utilizadas para Bloqueio de Nervo ou
Uso Local. Pirilamina e prometazina bloquearam a fase | quando
utilizadas para bloqueio de nervo. Ndo houve diferenga em
relacdo a lidocaina. A cetirizina ndo bloqueou a fase | quando
comparada a lidocaina e ndo apresentou diferenca com a
formalina. Os dados estdo apresentados na forma de média +
erro padrao, p < 0,05.
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Figura 3B — NUumero de Elevagdes da Pata na Fase Il para Pirilamina,
Prometazina e Cetirizina Utilizadas para Blogueio de Nervo ou
Uso Local. Pirilamina e prometazina bloquearam a fase Il quando
utilizadas para bloqueio de nervo. Ndo houve diferenga em
relacdo a lidocaina. A cetirizina ndo bloqueou a fase Il quando
comparada a lidocaina e ndo apresentou diferenga com a
formalina. Os dados estdo apresentados na forma de média +
erro padrao, p < 0,05.
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Il, a pirilamina e a prometazina diminuiram o namero de
elevagGes da pata em 86,6% e 64,4%, respectivamente, e
a cetirizina em 19,9%, nédo significativo em relagdo ao gru-
po formalina (Figura 3B).

DISCUSSAO

Na presente investigacdo foram avaliados os efeitos anal-
gésicos de trés antagonistas do receptor H, no modelo de
dor provocada por formalina em ratos. O ndmero de eleva-
¢Oes da pata foi utilizado para a quantificacdo do comporta-
mento doloroso induzido pela formalina por apresentar
correlacdo importante com o teste da formalina classico e
com as alteragbes cardiovasculares em resposta a dor cau-
sada pela formalina na pata. Esse tipo de investigacao traz
correlacdo confiavel sobre o comportamento doloroso em
animais conscientes e nao submetidos a restri¢do fisica.
Entre e os varios comportamentos estereotipados no teste
da formalina, a frequéncia de elevacao da pata tem sido
amplamente utilizada 141518 2022- 24.

A maior parte dos estudos sobre os efeitos analgésicos de
antagonistas de receptores da histamina focalizou os efei-
tos centrais 8122527, Efeitos analgésicos periféricos tém sido
menos estudados. Dois trabalhos exploraram os efeitos
analgésicos de antagonistas de receptores H, e H, encon-
trando efeito analgésico local importante para a pirilamina
e, em menor intensidade, para a cimetidina 415, A pirilamina
blogueou as duas fases do teste da formalina, mas néo fi-
cou claro se o efeito encontrado era especifico da classe
(antagonista de receptor H,) ou especifico para a pirilamina.
Tentou-se esclarecer esse ponto estudando trés diferentes
antagonistas H,: a pirilamina, um derivado da aminopiridina,
a prometazina, um derivado da propilamina, e a cetirizina,
antagonista mais recente, um derivado da piperazina. Todos
os trés antagonistas do receptor H, apresentaram efeito
analgésico local; entretanto, a acdo da cetirizina diferiu das
acOes analgésicas observadas com a pirilamina e a
prometazina.

O efeito observado na segunda fase do teste era esperado,
ja que essa fase do teste deve-se & agdo inflamatdria local
da formalina 82829 A histamina é um dos mediadores libe-
rados durante a inflamacéo e que apresentam agéo proé-
nociceptiva. O efeito anti-inflamatério dos antagonistas de
receptor H, foi bem observado com a cetirizina, que blo-
gueou especificamente a fase Il. O bloqueio da primeira
fase, previamente mostrado para a pirilamina 415, também
ocorreu com a prometazina. Esses efeitos ndo seriam es-
perados como resultado de acéo no receptor H,, visto que
se acredita que a fase | seja resultado de ativacao direta dos
nociceptores pela formalina 303!, Entretanto, alguns autores
acreditam que essa fase também seja inflamatéria, da
mesma maneira que a fase Il . Nao acreditamos que a fase
| seja inflamatédria e um indicio foi a cetirizina ndo ter bloque-
ado essa fase. A nosso ver, o bloqueio da primeira fase
apos a coadministracdo de pirilamina ou prometazina com
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a formalina foi muito rapido para ser resultado de agdo anti-
inflamatéria. Os bloqueios das fases | e Il ndo podem ser
atribuidos a agédo sistémica, haja vista a administracdo dos
farmacos por via intraperitoneal ndo ter afetado o nimero de
elevacdes da pata.

A pirilamina e a prometazina apresentaram efeito analgési-
co semelhante a lidocaina, observando-se analgesia quan-
do administradas para bloqueio de nervo periférico. Esses
dados sugerem que esses antagonistas do receptor H,
apresentam efeito anestésico local, o que explica o completo
bloqueio observado na fase | com ambos os farmacos. Ja
foi proposto efeito anestésico local para a prometazina %,
mas ndo para a pirilamina.

De acordo com os resultados deste estudo, os antagonis-
tas do receptor H, apresentaram efeito analgésico local de
duas naturezas, um efeito anti-inflamatério, antagonizando
os receptores periféricos da histamina H, (especifico de
classe) e um efeito semelhante ao efeito anestésico local,
gue parece ser farmaco especifico (pirilamina e prome-
tazina).
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RESUMEN:

Ashmawi HA, Braun LM, Sousa AM, Posso IP - Efecto Analgésico
de Antagonistas del Receptor de la Histamina H1 en un Modelo de
Dolor Provocado por Formalina en Ratones.

JUSTIFICATIVA Y OBJETIVOS: Los receptores de histamina in-
termedian las vias nociceptivas, principalmente en el sistema
nervioso central. Algunos estudios arrojaron un efecto analgésico
de antagonistas de receptor de histamina en el sistema nervioso
periférico. No queda claro si el efecto analgésico local es de clase
especifico o un farmaco especifico.

METODO: Para responder a esa pregunta, utilizamos tres diferen-
tes antagonistas del receptor H1 (pirilamina, prometazina y ceti-
rizina), administrados directamente en la pata del ratén, por via
intraperitoneal o por bloqueo de nervio periférico en modelo de
dolor inducido por formalina. Observamos el efecto de los farmacos
en el comportamiento del numero de elevaciones de la pata.
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RESULTADOS: En la fase |, la pirilamina local redujo el numero
de elevaciones de la pata de forma dosis dependiente. En la dosis
mas alta, la reduccion fue de un 97,8%. Para la prometazina, la dis-
minucion fue de un 92% y para la cetizirina de 23.9%. En la fase
Il, la pirilamina redujo el nimero de elevaciones de la pata en un
93,5%, la prometazina, un 78,2% y la cetirizina un 80,1%. La admi-
nistracion de los farmacos por via intraperitoneal no alterd el
comportamiento doloroso. Cuando se usaron para bloqueo del
nervio periférico en la fase |, la pirilamina redujo el nimero de ele-
vaciones de la pata en un 96,7%, la prometazina en un 73,3% y la
cetirizina en un 23,9%. En la fase Il, la pirilamina redujo un 86,6%,
la prometazina un 64,4% y la cetirizina un 19,9%.

CONCLUSIONES: Los resultados mostraron que los antagonistas
del receptor de la histamina H1 presentaron efectos analgésicos
locales, diferentes del efecto sistémico, siendo uno de ellos antiin-
flamatorio y clase especifico, y el otro especifico para la prometazina
y la pirilamina, parecido con el efecto clinico anestésico local.
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