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RESUMO 

TING, E. O papel do complemento C5a na hipernocicepção mecânica inflamatória: o potencial do 

uso de antagonistas do receptor C5a para o controle da dor inflamatória. 

 

 O fator C5a é um produto liberado na ativação do sistema complemento, exibe um amplo 

espectro de atividades inflamatórias, particularmente quimioatração de neutrófilos. No presente estudo, o 

papel do C5a na gênese da hipernocicepção inflamatória foi investigada em ratos e em camundongos 

utilizando o antagonista específico do receptor C5a, PMX53 (AcF-[OP (D-Cha) WR]). A hipernocicepção 

mecânica foi avaliada através do teste de Randall-Selitto modificado em ratos e o teste de Von Frey 

eletrônico modificado em camundongos. As citocinas foram medidas pelo método de ELISA e a 

migração de neutrófilos foi determinada indiretamente pela atividade de mieloperoxidase (MPO). O pré-

tratamento local dos ratos com PMX53 (60-180 µg/pata) inibiu a hipernocicepção induzida por zimosan, 

carragenina, lipopolissacarídeo (LPS) e antígeno (OVA). Estes efeitos estão associados ao bloqueio do 

receptor C5a. O PMX53 foi capaz também de inibir a hipernocicepção induzida pelo soro ativado por 

zimosan (ZAS) e o próprio C5a, mas não quando os mediadores hipernociceptivos eram prostaglandina 

E2 e dopamina que exercem ações diretas sobre o receptor da membrana na fibra aferente primária 

(nociceptor). Paralelamente aos mecanismos hipernociceptivos envolvendo C5a, PMX53 não alterou a 

liberação de citocinas induzida por estímulos inflamatórios. No entanto, PMX53 inibiu a hipernocicepção 

induzida por citocinas. O PMX53 também inibiu o recrutamento de neutrófilos induzido por zimosan, mas 

não por carragenina ou LPS, indicando uma participação de neutrófilos no efeito hipernociceptivo 

induzido por C5a. Além disso, a hipernocicepção induzida por C5a foi diminuída em ratos com depleção 

de neutrófilos. Em camundongos, o PMX53 foi capaz de reduzir a hipernocicepção articular induzida por 

zimosan ou TNF-α. Estes resultados sugerem que C5a é um importante mediador hipernociceptivo 

inflamatório que participa de um mecanismo independente da liberação de citocinas hipernociceptivas, 

porém dependentes da presença de neutrófilos. Com isso, a inibição de C5a parece ter um potencial 

para constituir uma nova terapia para o controle da dor inflamatória. 

 

Palavras-Chaves: dor inflamatória; hipernocicepção; C5a; sistema complemento; neutrófilos; citocinas. 
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ABSTRACT 

TING, E. Role of complement C5a in mechanical inflammatory hypernociception: potential use of 

C5a receptor antagonists to control inflammatory pain. 

 

 C5a, a complement activation product, exhibits a broad spectrum of inflammatory activities 

particularly neutrophil chemoattraction. Herein, the role of C5a in the genesis of inflammatory 

hypernociception was investigated in rats and mice using the specific C5a receptor antagonist, PMX53 

(AcF-[OP(D-Cha)WR]). Mechanical hypernociception was evaluated with a modification of the Randall-

Selitto test in rats and electronic pressure meter paw test in mice. Cytokines were measured by ELISA 

and neutrophil migration was determined by myeloperoxidase activity. The local pretreatment of the rats 

with PMX53 (60-180 µg/paw) inhibited zymosan-, carrageenan-, lipopolysaccharide (LPS)- and antigen 

(OVA)-induced hypernociception. These effects were associated with C5a receptor blockade since 

PMX53 also inhibited the hypernociception induced by zymosan-activated serum (ZAS) and C5a but not 

by the direct-acting hypernociceptive mediators, prostaglandin E2 and dopamine. Underlying the C5a 

hypernociceptive mechanisms, PMX53 did not alter the cytokine release induced by inflammatory stimuli. 

However, PMX53 inhibited cytokine-induced hypernociception. PMX53 also inhibited the recruitment of 

neutrophils induced by zymosan but not by carrageenan or LPS, indicating an involvement of neutrophils 

in the hypernociceptive effect of C5a. Furthermore, the C5a-induced hypernociception was reduced in 

neutrophil-depleted rats. Extending these findings in rats, blocking C5a receptors also reduced zymosan-

induced joint hypernociception in mice. These results suggest that C5a is an important inflammatory 

hypernociceptive mediator, acting by a mechanism independent of hypernociceptive cytokine release, but 

dependent on the presence of neutrophils. Therefore, we suggest that inhibiting the action of C5a, has 

therapeutic potential in the control of inflammatory pain.    

 

Key words: inflammatory pain; hypernociception; C5a; complement system; neutrophils; cytokines. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Dor 

A Associação Internacional para o Estudo da Dor (IASP, 1994) define dor como sendo uma 

“experiência sensorial e emocional desagradável associada a um dano tecidual real ou potencial, ou 

ainda, descritas em termos que sugerem tal dano”.  Sendo assim, a dor é uma experiência complexa e 

subjetiva, formada por um componente sensório-discriminativo, que permite identificar o estímulo como 

doloroso e localizar a origem da lesão, e um componente emocional-motivacional, que envolve a 

aprendizagem, a memória e as reações à dor. Devido a essa complexidade, existem diversos termos 

que foram criados para descrevê-la. Na sua maioria, tais termos estão relacionados aos fenômenos que 

acompanham o processo fisiopatológico da dor no homem e que nos dias atuais ainda são utilizados 

para descrever fenômenos semelhantes em animais experimentais. Na revisão e discussões durante 

esses últimos anos em nosso laboratório e também propostos inúmeras vezes por prof. Dr. Sérgio H. 

Ferreira em reuniões anuais da IASP, os termos como dor, dor inflamatória, hiperalgesia e analgesia 

passam a serem descritos cada vez mais comumente no meio científico como nocicepção, nocicepção 

inflamatória, hipernocicepção e antinocicepção, respectivamente. 

 A nocicepção (do latim nocere, “ferir”) é a detecção seletiva de estímulos capazes de 

comprometer a integridade física de um organismo. O estímulo nocivo ou nociceptivo, seja ele físico 

(mecânico ou térmico) ou químico (substâncias químicas e/ou mediadores químicos) é detectado por 

nociceptores que são terminações nervosas livres, ramificadas e não-mielinizadas de fibras aferentes 

primárias. Estas fibras estão amplamente distribuídas na pele, mucosas, músculos, articulações e 

vísceras. As fibras que inervam a cabeça e pescoço compõem os nervos cranianos e possuem seus 

corpos celulares em núcleos presentes no tronco cerebral, enquanto que os corpos celulares das fibras 

que inervam tronco e membros estão localizados nos gânglios da raiz dorsal dos nervos espinais 

(BESSON; CHAOUCH, 1987; JULIUS; BASBAUM, 2001; PRADO, 1999). 
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 Duas classes principais de fibras aferentes primárias nociceptivas foram classificadas de acordo 

com seus critérios anatômicos: fibras de pequeno e médio diâmetro. As fibras de médio calibre são finas 

e mielinizadas, conhecidas por fibras A delta (Aδ), e apresentam uma velocidade de condução entre 12-

30 m/s (JULIUS; BASBAUM, 2001; MILLAN, 1999). Estas correspondem a 20% das fibras que 

conduzem a informação nociceptiva e são responsáveis pela dor de duração rápida, aguda e lancinante 

sentida logo após a estimulação nociva. As fibras de pequeno calibre são as fibras do tipo C, elas não 

possuem mielina e, portanto apresentam velocidade de condução menor, entre 0,5-2 m/s, sendo 

responsáveis pela dor de duração longa e difusa (JULIUS; BASBAUM, 2001; MILLAN, 1999) e 

correspondem a 80% das fibras condutoras da informação nociceptiva. Estas fibras também são 

chamadas de polimodais, pois respondem a estímulos nocivos mecânicos, térmicos e químicos, 

enquanto que as fibras Aδ respondem apenas a estímulos nocivos térmicos e mecânicos (JULIUS; 

BASBAUM, 2001). 

 Existe ainda uma terceira classe de fibras aferentes primárias, as fibras A beta (Aβ), que são 

fibras de largo diâmetro, mielinizadas, com rápida velocidade de condução (30-100 m/s) e normalmente 

respondem a estímulos táteis, mas que estão envolvidas no processo de modulação do estímulo 

doloroso (DUBNER; BENNETT, 1983) conforme a teoria da comporta proposta por Melzak e Wall (1965) 

(Figura 1). Porém, em situações patológicas, estas fibras podem passar a responder como nociceptores 

e então, os estímulos táteis inócuos passam a ser interpretados como nocivos dando origem ao 

fenômeno de alodinia (KANDEL; SCHWART; JESSEL, 2003). 

 Os nociceptores que transmitem a informação nociceptiva de estruturas cranianas fazem 

sinapses diretamente com os neurônios secundários em núcleos no tronco cerebral. Já os localizados 

nos membros e tronco conduzem a informação nociceptiva para o sistema nervoso central através dos 

nervos espinais, que inervam a coluna dorsal da medula espinal, no qual fazem sinapses com neurônios 

secundários. As sinapses medulares ocorrem na substância cinzenta da medula espinal, esta, por sua 

vez, foi dividida em dez lâminas por Rexed (1954) com base na citoarquitetura, sendo a lâmina I, a mais 
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superficial. A maioria dos nociceptores termina nas lâminas superficiais, as fibras Aδ fazem sinapse com 

neurônios secundários das lâminas I, II e V e as fibras C com neurônios da lâmina II (BESSON; 

CHAOUCH, 1987; PRADO, 1999; RIEDEL; NEECK, 2001). A lâmina II, também conhecida por 

substância gelatinosa, possui interneurônios inibitórios que se projetam para outras regiões do corno 

dorsal, como para as lâminas I e V, constituindo uma área importante para a regulação da transmissão 

nociceptiva ao nível da primeira sinapse. Os neurônios secundários presentes na lâmina I possuem alto 

limiar de excitabilidade e, assim como os nociceptores, respondem a estímulos intensos, sendo, portanto 

denominados nociceptivos específicos. Os neurônios secundários que fazem sinapse na lâmina V 

respondem a estímulos de intensidade variada e são designados neurônios de ampla faixa dinâmica. A 

magnitude das respostas dos neurônios no corno dorsal da medula espinal não ocorre simplesmente em 

função da natureza da informação nociceptiva aferente, ela é resultado de uma série de sistemas 

neuronais distintos que funcionam modulando os eventos que acontecem durante o processamento da 

informação nociceptiva. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1 – Modulação localizada da dor de acordo com a teoria da comporta (MELZAK; WALL, 
1965). Reproduzida de KANDEL em “Princípios da Neurociência” – 4a Ed., 2003. 
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 A comunicação do neurônio primário com o secundário depende da liberação de 

neurotransmissores como o peptídeo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP) (MORTON; 

HAUTCHINSON, 1989), somatostatina, peptídeo vasoativo intestinal (KUO; KAWATANI; DE GROAT, 

1985), dentre outros. Os neurotransmissores mais estudados e provavelmente os mais envolvidos na 

transmissão nociceptiva são a substância P (GARRY; HARGREAVES, 1992) e o glutamato (ZHANG; 

BENVENISTE; PIANTADOSI, 1993). Os axônios dos neurônios secundários que partem da medula 

ascendem para áreas supraespinais formando os tratos nervosos específicos: espinotalâmico, 

espinoreticular, espinomesencefálico, espinocervicotalâmico, espinoparabraquial, espinoparabraquio 

(trigêmio) hipotalâmico e a via pós-sináptica da coluna dorsal. Estes tratos dirigem-se para o tálamo ou 

convergem no tálamo após contraírem sinapse em estações intermediárias. Já no tálamo, os neurônios 

de terceira ordem conduzem a informação nociceptiva para áreas sensitivas do córtex cerebral. Nestas 

estruturas, vários aspectos das sensações, dentre elas, a dor, são processados: qualidade, intensidade, 

localização, duração e o seu aspecto emocional ou afetivo (BESSON; CHAOUCH, 1987; MILLAN, 1999; 

PRADO, 1999). 

 

1.2 Dor Inflamatória 

 Um denominador comum a todos os tipos de dor inflamatória é a sensibilização de nociceptores. 

Este fenômeno é resultado da liberação de mediadores químicos por vários tipos celulares residentes e 

migratórios no local da lesão tecidual. Enquanto alguns outros mediadores atuam sensibilizando os 

nociceptores, ou seja, diminuindo o limiar de ativação, como fazem as prostaglandinas (PGE2), a 

prostaciclina (PGI2), as aminas simpatomiméticas e os leucotrienos, outros ativam diretamente os 

nociceptores, como a histamina, serotonina, bradicinina, ATP causando imediata manifestação da dor 

(KANDEL; SCHWARTZ; JESSEL, 2003).  Durante a liberação de mediadores químicos de várias origens 

celulares decorrentes da lesão tecidual local, pode ocorrer a sensibilização e/ou ativação direta dos 

nociceptores (FLÓREZ, 1993). Do ponto de vista eletrofisiológico, a sensibilização dos nociceptores é 
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caracterizada pela redução do limiar necessário para ativá-los, pelo aumento da atividade espontânea 

do neurônio e pelo aumento da freqüência de disparos em resposta a estímulos supralimiares (RIEDEL; 

NEECK, 2001). Atualmente já está bem aceito que a sensibilização de neurônios nociceptivos primários 

é o denominador comum da dor inflamatória e que leva a estágios conhecidos como 

hiperalgesia/alodinia em humanos ou hipernocicepção em modelos animais (CUNHA et al., 2007).  

 Em modelos experimentais, este fenômeno tem sido atribuído à ação direta de mediadores 

inflamatórios hipernociceptivos (prostaglandinas e aminas simpatomiméticas) sobre seus receptores 

presentes na membrana do nociceptor, no qual, em última instância, induz a diminuição do limiar do 

nociceptor, aumentando a excitabilidade da membrana neuronal (COUTAUX et al., 2005; FERREIRA; 

LORENZETTI; CORREA, 1978; KHASAR; McCARTER; LEVINE, 1999). Estas evidências também já 

foram demonstradas tanto em experimentos comportamentais em humanos (FERREIRA, 1983), bem 

como através de eletrofisiologia em animais (HANDWERKER, 1976; CHAHL; IGGO, 1977; PERL, 1976). 

 Em vista do que foi descrito anteriormente, a hipernocicepção pode ser descrita como resultado 

da sensibilização dos neurônios sensitivos primários associados a nociceptores polimodais de alto limiar 

ou a nociceptores silenciosos. Esta classe de nociceptores está presente no tecido articular e em alguns 

outros tecidos como no tecido visceral, apresenta limiar de ativação muito elevado e, portanto, não são 

ativados por estímulos nocivos agudos (SCHAIBLE; SCHMIDT, 1988). Entretanto, a sensibilização 

destes nociceptores ocorre durante o processo inflamatório, como conseqüência da liberação de 

substâncias algésicas, tais como prostaglandinas e bradicininas. O aumento do influxo sensorial 

resultante da sensibilização periférica dos nociceptores conduz à subseqüente sensibilização do 

componente central, sendo este, o responsável por modificações na percepção da dor (HANESCH; 

HEPPELMANN; SCHMIDT, 1992; SCHAIBLE; EBERSBERGER; BANCHET, 2002). 

 Hingtgen, Waite e Vasko (1995) demonstraram que a PGE2, dopamina ou carbaprostaciclina 

(análogo estável da prostaciclina), ao se ligar a seus receptores específicos, induz em aumento da 

concentração intracelular de adenosina monofosfato cíclico (AMPc) e cálcio (Ca2+), causando a 
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sensibilização dos nociceptores. Corroborando estes dados, Ferreira e Nakamura (1979) utilizando o 

teste de pressão constante na pata de ratos (Randall-Selitto modificado), observaram a manifestação de 

hipernocicepção mecânica após administrarem intraplantarmente dibutiril-AMPc (análogo de AMPc), de 

A23187 (ionóforo de Ca2+) ou de cloreto de bário (BaCl2), os quais levam ao aumento da concentração 

citoplasmática de Ca2+. Estes resultados alinham-se com a observação de que receptores adrenérgicos 

e prostanóides estão acoplados à enzima adenilil ciclase, responsável pela síntese de AMPc 

(HINGTGEN; WAITE; VASKO, 1995; NAMBAL et al., 1994; SMITH; BRETT; CHURCH, 1998). 

 Em vista desses resultados, o aumento de AMPc foi relacionado com a hipernocicepção 

inflamatória periférica (FERREIRA; LORENZETTI; DE CAMPOS, 1990). Em contribuição a esses dados, 

Cunha, Teixeira e Ferreira (1999), utilizando o teste da pressão crescente na pata de ratos, observaram 

que níveis elevados de AMPc estão relacionados à hipernocicepção. Por outro lado, altos níveis de 

guanosina monofosfato cíclico (GMPc) demonstraram atividade antinociceptiva. Portanto, na 

hipernocicepção mecânica parece haver um balanço entre os níveis de AMPc e GMPc, sendo que altos 

níveis de AMPc provocam hipernocicepção, enquanto que altos níveis de GMPc induzem a 

antinocicepção. 

 De todos os mediadores liberados durante o processo inflamatório responsáveis pela 

sensibilização dos nociceptores, provavelmente os que tenham sido mais intensamente estudados na 

hipernocicepção inflamatória são as prostaglandinas (PGE2), a prostaciclina (PGI2) e as aminas 

simpatomiméticas (FERREIRA; LORENZETTI; CORREA, 1978; LEVINE et al., 1986; NAKAMURA; 

FERREIRA, 1987). 

 As prostaglandinas são metabólitos resultantes da ação da enzima cicloxigenase (COX) sobre o 

ácido araquidônico, o qual é produto da biotransformação dos fosfolipídeos da membrana celular. 

Existem duas principais isoformas da enzima COX, sendo a COX-1 e a sua variante (COX-3) 

consideradas constitutivas, e a COX-2, a qual é induzida em tecidos periféricos por citocinas, fatores de 

crescimento ou por outros mediadores inflamatórios. No entanto, existem demonstrações de que em 
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alguns tecidos como o rim, o cérebro, os ovários e o útero, a COX-2 parece ser constitutiva (DINCHUK 

et al., 1995; MORHAM et al., 1995).  

 Apesar das prostaglandinas e das aminas simpatomiméticas serem os mediadores finais da 

hipernocicepção inflamatória periférica, a liberação destes mediadores normalmente é precedida pela 

liberação de outros mediadores, como por exemplo, as citocinas. A lesão tecidual induz uma resposta de 

alarme precoce no qual os macrófagos desempenham um papel importante, sinalizando a presença de 

estímulos deletérios para o organismo, provavelmente através da liberação de citocinas. Sendo assim, 

as citocinas parecem estar ligadas entre injúria celular ou o reconhecimento de antígenos e na liberação 

de mediadores responsáveis pelo desenvolvimento de sinais e sintomas locais e/ou sistêmicos da 

inflamação (POOLE; CUNHA; FERREIRA, 1999). Estudos recentes em nosso laboratório conseguiram 

estabelecer os passos dessa cascata de citocinas (CUNHA et al., 2005; VERRI JR et al., 2006).  Quando 

se induz um estímulo inflamatório, desencadeia a liberação do fator de necrose tumoral-α (TNF-α) e, por 

sua vez, estimula a liberação de duas vias hipernociceptivas: a via que induz a liberação de interleucina-

1β (IL-1β), que tem como mediador final os prostanóides; e a via das quimiocinas CXC ou citocina 

químio-atraente de neutrófilo do tipo 1 (CXCL8/IL-8 em humanos, ou CINC-1 em ratos), que tem como 

mediador final aminas simpatomiméticas (CUNHA et al., 1991, 1992; FERREIRA et al., 1988; 

LORENZETTI et al., 2002). Esse conjunto de eventos é crucial à geração da hipernocicepção 

inflamatória. Entretanto, é importante lembrar que existem outros mediadores inflamatórios e células que 

também participam do processo inflamatório, como o fator de crescimento neural (WOOLF et al., 1994), 

leucotrieno B4 (LTB4) (GUERRERO et al., 2008) e neutrófilos, que são recrutados por via do fator C5a do 

complemento (LEVINE et al., 1985), entre muitos outros. 

 

1.3 Migração Leucocitária 

 A migração leucocitária para o local da lesão tecidual é uma das etapas principais da defesa do 

organismo frente a um agente agressor. Durante o estágio inicial, na maioria dos processos inflamatórios, 
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o glóbulo branco que se apresenta de forma predominante é o neutrófilo, estando presentes no local, 

principalmente, entre doze e vinte e quatro horas. Após esse período, o neutrófilo inicia o seu processo 

de morte programada (apoptose), sendo posteriormente fagocitado por macrófagos. Outras células 

como eosinófilos, macrófagos e linfócitos começam a surgir no local após a décima hora e permanecem 

por aproximadamente uma semana no local ou até quando o agente agressor for removido, caso 

contrário, ocorre a cronificação do processo inflamatório (GALLIN; SNYDERMAN, 1999; INSEL, 1996). 

 O processo de migração começa pelo rolamento, seguido de adesão firme do leucócito ao 

endotélio vascular e por fim, a transmigração. O aumento da aderência entre os leucócitos e o endotélio 

vascular é mediado pela expressão de um conjunto de proteínas de membrana conhecidas por 

moléculas de adesão. Dentre essas moléculas, destacam-se as selectinas (L-, E-, P-selectina) e seus 

respectivos ligantes (carboidratos). As β2-integrinas se ligam às moléculas da superfamília das 

imunoglobulinas, como o VCAM-1, PECAM-1 e ICAM-1, ICAM-2 e ICAM-3, mediando a adesão firme e a 

transmigração dos neutrófilos (ZIMMERMAN; PRESCOTT; McINTYRE,1992). 

 Já aderidos ao endotélio, os neutrófilos atravessam a barreira endotelial por aberturas entre as 

células endoteliais ou através destas (diapedese e migração transendotelial, respectivamente) e então, 

dirigem-se ao foco da lesão. A liberação de mediadores quimiotáticos como a IL-1β, TNF-α, LTB4, fator 

de agregação plaquetária, histamina, C5a e quimiocinas no sítio inflamatório forma um gradiente de 

concentração dessas substâncias que é fundamental para o correto direcionamento dos leucócitos para 

o foco inflamatório (HARKNESS, 1981). 

 Além de realizarem fagocitose, os neutrófilos também são células secretoras e ao interagirem 

com uma grande variedade de estímulos (mediadores liberados por células residentes, componentes do 

antígeno ou próprio antígeno) no foco inflamatório, culminando à liberação de substâncias microbicidas e 

mediadores pró-inflamatórios. Em pouco tempo, após a interação de um neutrófilo com os estímulos, 

ocorre a liberação de espécies reativas do oxigênio e produtos lipídicos. Em seguida, acontece a 

liberação de enzimas pré-formadas e proteínas que estavam armazenadas dentro de vesículas. 
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Finalmente, a ativação da transcrição de genes resulta (em algumas horas) na produção e secreção de 

citocinas pró-inflamatórias (BERTON, 1999). 

 

1.4 A Hipernocicepção e Migração Leucocitária 

 Uma boa parte da literatura tem relatado os efeitos hipernociceptivos de mediadores como a 

bradicinina (BK), o TNF-α, a IL-1β e CINC-1 separadamente de seus efeitos quimiotáticos. Entretanto, a 

hipernocicepção induzida por alguns mediadores nociceptivos como o LTB4, o fator de crescimento 

neural (NGF) ou C5a, por exemplo, pode ser abolida com a depleção de neutrófilos (BENNETT et al., 

1998; BISGAARD; KRISTENSEN, 1985; LEVINE et al., 1984, 1985), o que está em concordância com a 

hipótese da relação entre migração leucocitária e hipernocicepção. 

 Ferreira et al. (1993) e Ferreira, Lorenzetti e Pool (1993) demonstraram que o primeiro mediador 

nociceptivo a ser liberado em resposta a estímulos como LPS ou carragenina em modelos animais 

experimentais é a BK, que separadamente foi relacionada à migração leucocitária pela ativação de seus 

receptores B2 em modelo de pleurite (SALEH; CALIXT; MEDEIROS, 1997) e peritonite (SANTOS; 

CALIXTO; SOUZA, 2003). Na seqüência da cascata apresentada anteriormente, o TNF-α e a IL-1β 

aumentam a permeabilidade do endotélio vascular e a expressão de moléculas de adesão como a E-

selectina e ICAM-1, favorecendo os processos de adesão e migração celular. Os eicosanóides também 

são capazes de aumentar a expressão das moléculas de adesão (WONG; PRAMEYA; DOROVINI-ZIS, 

1999). Continuando na cascata, a IL-8/CINC-1 que é liberada pela indução de TNF-α, tem a atividade 

quimiotática ainda mais reconhecida que de outras citocinas como a de IL-1β, agindo tanto em 

neutrófilos como em linfócitos (BODDEKE, 2001). A partir destas evidências, os mediadores que 

induzem a hipernocicepção ou por via prostanóide (BK → TNF-α → IL-1β → PGE2), ou via amina 

simpatomimética (BK → TNF-α → IL-8/CINC-1 → amina simpatomimética) teve a sua atividade 

quimiotática demonstrada. 

 



 25

1.5 O Fator C5a do Complemento 

 Durante estas últimas décadas, tem chamado atenção o papel do sistema complemento na 

gênese do processo inflamatório bem como de doenças inflamatórias, como a artrite reumatóide 

(SARMA; HUBER-LANG; WARD, 2006; VAKEVA et al., 1998; WOODRUFF et al., 2002). Um dos 

maiores componentes efetores do sistema complemento é o fator C5a. 

 O fator C5a do complemento é um produto/fragmento livre da proteólise de C5 que inicia a etapa 

tardia da ativação do complemento. Tanto o C5a como C3a e C4a, também chamadas de anafilatoxinas, 

estão relacionados ao processo de inflamação aguda através da sua ação sobre mastócitos, 

desgranulando-os promovendo, desta forma, a liberação de histamina, serotonina e outros mediadores. 

Entretanto, o C5a é o mediador mais potente desses três, sendo 20 vezes mais potente que o C3a e 

2500 vezes mais que o C4a (ABBAS; LICHTMAN, 2004). Além de atuar sobre mastócitos, o C5a age 

também sobre os neutrófilos estimulando a sua motilidade e a adesão firme nas células endoteliais, 

aumenta também a sua capacidade de fagocitose e liberação de grânulos enzimáticos (HETLAND; 

PFEIFER; HUGLI, 1998). Quando em altas doses, o C5a é capaz ainda de aumentar no neutrófilo a sua 

atividade respiratória e a produção de intermediários reativos do oxigênio, como o ânion superóxido (O2-), 

o peróxido de hidrogênio (H2O2) e o radical hidroxil (HO), que têm atividade bactericida. A combinação 

das ações de C5a no mastócito, no neutrófilo e nas células endoteliais contribui para o estabelecimento 

do processo inflamatório (ABBAS; LICHTMAN, 2004). 

 Já os efeitos pró-inflamatórios dessas anafilatoxinas são mediados através de ligações a 

receptores específicos em vários tipos celulares. O receptor para C5a é o mais bem caracterizado, é 

membro da família de receptores trasmembrânicos com 7 α-hélices e usa proteínas triméricas (proteína 

G) de ligação ao trifosfato de guanosina (GTP) para ativar a sua via de sinalização. Esse receptor está 

expresso em vários tipos celulares: neutrófilos, eosinófilos, mastócitos, monócitos, macrófagos, células 

endoteliais, células epiteliais, células musculares lisas, astrócitos e basófilos (ABBAS; LICHTMAN, 2004; 

CHENOWETH; HUGLI, 1978; GERARD et al., 1989; WERFEL et al., 1992). Dessa forma, é 
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compreensível que o C5a apresente ampla atuação nos diversos tipos de processos inflamatórios e 

locais distintos do organismo. 

 

1.6 O C5a na Dor Inflamatória 

 Foi demonstrado que o sistema complemento está envolvido na sepse, no choque, em lesão 

sem corte, lesão cirúrgica, queimaduras, isquemias e artrites, dos quais participa por iniciar a ativação 

nociceptiva inflamatória em vários estágios (agudo, subagudo e até mesmo crônico). A inibição da 

cascata de complemento no processo inflamatório acarreta uma redução da liberação de vários 

mediadores inflamatórios que sustentam a nocicepção, como íons hidrogênio, aminas biogênicas, 

eicosanóides e neuropeptídeos, entre outras moléculas (MASTELOS; GERMENIS; LAMBRIS, 2005). 

Além disso, sabe-se também que C5a aumenta respostas inflamatórias por ativar a produção e a 

liberação de citocinas pró-inflamatórias, aminas bioativas, ânion superóxido e enzimas intracelulares 

(EMBER; JAGELS; HUGLI, 1999; GERARD, C.; GERARD, N.P., 1994). 

 Entretanto, o papel de C5a na dor inflamatória ainda não está bem compreendido. Em estudo 

anterior, Levine et al. (1985) demonstrou que a injeção intraplantar (intradérmica) de C5a foi capaz de 

produzir uma hipernocicepção mecânica que era dependente da presença de leucócitos 

polimorfonucleares (neutrófilos). A relação da migração de neutrófilos e a hipernocicepção inflamatória 

tem sido demonstrado em outros estudos (DE ABREU CASTRO; FERREIRA, 1979; LAVICH et al., 

2006). Twining et al. (2005) também mostraram evidências da participação do sistema complemento na 

medula espinal induzindo hipernocicepção mecânica em três diferentes modelos de neuropatia (ligadura 

do nervo ciático, infecção viral do nervo ciático e aplicação do zimosan no ramo do nervo ciático). Clark 

et al. (2006) também sugeriram a participação do C5a na hipernocicepção inflamatória utilizando-se o 

modelo de lesão incisional na pata de camundongos e ainda procuraram relacionar com a presença de 

diversas citocinas pró-inflamatórias. Contudo, não se sabe exatamente ainda quais são os mecanismos 

ou a co-relação, se existe, entre esses mecanismos na hipernocicepção. 
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2. OBJETIVOS 

 O presente estudo foi desenvolvido com os seguintes objetivos: 

I – Estudar o papel do C5a na gênese da resposta hipernociceptiva inflamatória periférica. 

II – Usando uma nova ferramenta, o antagonista específico do receptor para o C5a – PMX53 –, avaliar o 

papel do C5a endógeno liberado na resposta inflamatória imune inata e adaptativa e o seu possível 

mecanismo na resposta hipernociceptiva mecânica. 

III – Avaliar a participação do C5a na migração celular de neutrófilos induzida pela resposta inflamatória 

periférica, assim como a relação da presença de neutrófilos induzida direta ou indiretamente por C5a 

com a hipernocicepção mecânica. 

IV – Avaliar a possível participação do C5a na liberação das citocinas TNF-α e IL-1β na resposta 

inflamatória periférica. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 Todos os experimentos foram conduzidos de acordo com as normas da Associação 

Internacional para Estudo da Dor (IASP) bem como as estabelecidas pelo Comitê de Ética para Animais 

de Experimentação da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto, Universidade de São Paulo (FMRP-

USP), e constaram com a prévia aprovação do mesmo (ANEXO). 

  

3.1 Animais Experimentais 

Foram usados ratos Wistar machos (pesando entre 180-200 g) e camundongos isogênicos 

C57/BL6 (selvagens) machos (pesando entre 20-25 g) provenientes do Biotério Central da Universidade 

de São Paulo (campus Ribeirão Preto). Antes de serem submetidos aos ensaios biológicos, os animais 

permaneceram cerca de 2 dias no Biotério do Departamento de Farmacologia, alojados em caixas 

apropriadas (5 por caixa) sob condições de temperatura (22-25 oC) e ciclo claro/escuro de 12 h 

controlados, com acesso a água e ração ad libitum.  

 

3.2 Avaliação Hipernociceptiva 

 Os testes hipernociceptivos foram realizados no período claro entre 09:00 e 17:00 h. Para cada 

grupo experimental foram usados até 6 animais. 

 

3.2.1 Teste da pressão constante na pata de rato 

Essa técnica foi inicialmente descrita por Randall e Selitto (1957) e posteriormente modificada 

por Ferreira, Lorenzetti e Correa (1978). O animal é colocado em uma plataforma e mantido em decúbito 

ventral pela mão do experimentador. Qualquer uma das patas traseiras pode ser submetida a uma 

pressão constante de 20 mmHg aplicada por um pistão com uma área de 15 mm2. A pressão é 

interrompida quando o animal exibe a reação típica interpretada como nociceptiva, caracterizada por 

redução dos movimentos de fuga, seguida de alterações na freqüência respiratória, fasciculações no 
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dorso e retração da cabeça e das patas dianteiras (Figura 2). As drogas foram administradas por injeção 

intraplantar (i.pl.) usando uma microsseringa de Hamilton de 100 µL. A agulha foi introduzida 

subcutaneamente próximo ao terceiro dígito, com a ponta da agulha alcançando a metade da planta da 

pata traseira. A reação basal à estimulação mecânica foi medida antes da primeira injeção intraplantar, 

utilizando-o como valor medido a zero hora (controle da reação). Assim, a intensidade da 

hipernocicepção mecânica foi quantificada como redução do tempo da reação, calculado pela subtração 

dos valores subseqüentes medidos após a injeção do estímulo com a primeira medida (zero hora) 

(FERREIRA; LORENZETTI; CORREA, 1978). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2 – Diagrama do aparelho usado para avaliação da hipernocicepção em ratos. O animal é 
colocado sobre a plataforma (PL) e a sua pata é posicionada entre a plataforma e a barra (B). O ar é 
pressionado constantemente dentro do sistema, mas a válvula solenóide (VS) normalmente dirige-o na 
direção 1. Quando o pedal (P) é ativado, ocorre simultaneamente o disparo do cronômetro (Cr) e o 
fechamento da válvula solenóide que faz com que o fluxo de ar seja dirigido para dentro da seringa de 
teflon (direção 2). A pressão no sistema pode ser monitorada por meio do manômetro (M) e permanece 
no valor desejado pelo experimentador através da válvula de escape (V).  

 

 

 



 32

3.2.2 Teste da pressão crescente na pata de camundongo: avaliação da flexão dorsal da 

articulação tibio-tarsal 

Para a avaliação da hipernocicepção mecânica articular foi utilizada a modificação do método 

mecânico eletrônico de quantificação da intensidade da nocicepção inflamatória em camundongos 

(GUERRERO et al., 2006). 

O método de von Frey (VON FREY, 1896) é comumente utilizado para avaliar o comportamento 

nociceptivo. Esse foi modificado para um método eletrônico usado primeiramente em humanos 

(JENSEN et al., 1986) e posteriormente em ratos (MÖLLER; JOHANSSON; BERGE, 1998) e em 

camundongos (CUNHA et al., 2004), utilizando-se um estesiômetro eletrônico (Modelo 1601C, Life 

Science Instruments, Califórnia, EUA). Este aparelho consiste em um transdutor de pressão adaptado a 

um contador digital de força, que expressa os valores em gramas e com precisão do aparelho de até   

0,1 g. O aparelho é calibrado para registrar uma força máxima de 150 g, mantendo a precisão de 0,1 g 

até atingir uma força de 80 g. O contato do transdutor de pressão com a pata é realizado através de uma 

ponta descartável de polipropileno de área 4,15 mm2 (Figura 3). Os animais foram colocados em caixas 

acrílicas (12 x 10 x 17 cm - largura x profundidade x altura) durante 15-30 min para adaptação       

(Figura 4). O assoalho da caixa é feito de uma tela reticulada de arame não maleável. A avaliação da 

hipernocicepção mecânica articular consiste na aplicação, por entre os retículos, de uma pressão 

linearmente crescente no centro da planta da pata do camundongo (Figura 5), até que o animal flexione 

a região tíbio-tarsal, produzindo uma resposta de retirada da pata, cada teste foi avaliado 3 vezes 

sucessivamente (sendo a variação permitida entre uma medida e outra de menos de 1 g). A intensidade 

de hipernocicepção mecânica articular é quantificada através de valores absolutos de limiar mecânico 

(em gramas). A medida basal não é considerada porque ocorre um deslocamento do membro posterior 

do animal, em função da amplitude da área da ponteira, por isso foi adotado um valor de corte (cut off), 

de 15 g (GUERRERO et al., 2006). A administração de drogas na articulação tíbio-tarsal foi realizada 
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sob anestesia dos animais, durante o qual o tratamento foi injetado dentro da articulação num volume de 

5 µL, com auxílio de uma microsseringa conectada a agulha hipodérmica 29 G (Figura 6). 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 3 – Foto da ponteira utilizada no modelo de nocicepção articular.* A foto apresenta a 
ponteira (de área – 4,15 mm2) utilizada na avaliação da resposta hipernociceptiva mecânica articular. 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4 – Foto do equipamento utilizado no modelo de hipernocicepção mecânica articular.* A 
foto apresenta o estesiômetro eletrônico (Modelo 1601C, Life Science Instruments Califórnia, EUA), as 
caixas de acrílico, o assoalho em tela reticulada de arame e o espelho, utilizados no modelo de 
hipernocicepção mecânica articular. 

 

* Figuras cedidas gentilmente por Ana Tereza Gomes Guerrero (colaboradora deste trabalho) e compõem do conjunto de figuras de sua dissertação 
de mestrado intitulado: “Desenvolvimento de um modelo de avaliação da nocicepção articular induzida por zimosan em camundongos...” (2005). 
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Figura 5 – Foto no momento do teste de hipernocicepção mecânica articular.* A foto apresenta a 
ponteira em contato com a pata do animal. O experimentador aplica, por entre os retículos da tela de 
arame, uma pressão linearmente crescente no centro da planta da pata do camundongo até que o 
animal produza flexão dorsal da articulação estimulada. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6 – Foto da injeção intra-articular (i.a.) de zimosan.* A foto apresenta o procedimento para a 
realização da injeção i.a. de zimosan. 

 

 

 

 

 
* Figuras cedidas gentilmente por Ana Tereza Gomes Guerrero (colaboradora deste trabalho) e compõem do conjunto de figuras de sua dissertação 
de mestrado intitulado: “Desenvolvimento de um modelo de avaliação da nocicepção articular induzida por zimosan em camundongos...” (2005). 
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3.3 Procedimento para Imunização Ativa em Ratos 

 Para imunizar os animais, a ovo albumina (OVA) foi dissolvida em salina estéril, na 

concentração de 2 mg/mL e misturada com um volume igual de Adjuvante Completo de Freund (CFA, na 

concentração de 1 mg/mL de Mycobacterium tuberculosis em 85% de óleo de parafina e 15% de manide 

mono-oleato). O CFA foi usado para aumentar a eficiência do processo de imunização (FREUND, 1956), 

pois ele tem o papel de prolongar o tempo de vida do antígeno injetado e também de aumentar a sua 

efetividade para alcançar o sistema imune. Assim, ratos pesando aproximadamente 100 g receberam 2 

injeções subcutâneas em sítios distintos do dorso, sendo a dose total de 200 µg de OVA dissolvido em 

uma emulsão de salina estéril + CFA. Os ratos do grupo controle (sham-imunizados) receberam a 

injeção de emulsão sem OVA. Após 21 dias, os ratos foram, então, desafiados com a administração 

intraplantar de OVA (25 µg em 100 µL de salina) na pata traseira direita (CUNHA et al., 2003). 

 

3.4 Preparo do Soro Ativado por Zimosan 

 O soro ativado por zimosan (ZAS) contém o fator quimiotático C5a, que é preparado através da 

incubação a 37 oC do soro fresco de rato com zimosan na concentração de 10 mg/mL durante 30 min. 

Ao término da incubação, o zimosan é removido por centrifugação (2 vezes por 10 min a 3000 g, em 

temperatura ambiente), e o soro foi submetido ao banho-maria a temperatura de 56 oC por 30 min, 

aliquotado e mantido a -70 oC até o seu uso (TORRES; FORMAN, 1999). O soro controle foi incubado 

por 30 min a 37 oC sem a adição do zimosan, e os procedimentos subseqüentes foram os mesmos 

empregados no preparo do ZAS. 

 

3.5. Recrutamento de Neutrófilos 

 A quantificação da migração de neutrófilos no tecido subcutâneo plantar (em ratos) ou articular 

(em camundongos) foi realizada indiretamente pela atividade da mieloperoxidase (MPO) baseando-se 

na técnica descrita por Souza et al. (2000). 
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 A acumulação de neutrófilos na pata de rato ou na região da articulação tíbio-tarsal de 

camundongo foi mensurada pela média da atividade de MPO. Após o sacrifício dos animais, tecidos 

subcutâneos das patas ou o complexo ósseo tíbio-tarsal foram removidos, pesados e seguiram-se os 

ensaios para MPO (SOUZA et al., 2000). As amostras foram homogeneizadas a 5% (peso/volume) em 

solução tampão de EDTA/NaCl (pH = 4,7) com auxílio do Polytron® (PT 3100), seguida de centrifugação 

(3000 g por 15 min, a 4 oC). Na seqüência, foram re-suspendidas em tampão de brometo de hexadecil-

trimetil-amônio 0,5% (pH = 5,4) e então foram congeladas e descongeladas três vezes em nitrogênio 

líquido. Após o último descongelamento, as amostras foram re-centrifugadas (3000 g, 15 min, a 4 oC) e 

2-5 µL do sobrenadante foi usada para o ensaio de MPO. A reação enzimática foi realizada com 1,6 mM 

de tetrametil-bezidina, 80 mM NaPO4, 0,5 mM de peróxido de hidrogênio, e a reação foi parada com 4 M 

de H2SO4. A leitura foi realizada em espectrofotômetro ajustado para o comprimento de onda de 450 nm. 

Os resultados da leitura das amostras foram obtidos através da comparação com uma curva padrão, no 

qual se sabe o número de neutrófilos nesta curva, e portanto, os resultados das amostras foram 

expressos como número de neutrófilos x 106 por mg de tecido. 

 

3.6 Determinação de Níveis de TNF-α e IL-1β 

 Para determinação das citocinas, o tecido da área plantar dos ratos tratados foi removido 3 h 

após tratamento e homogeneizados em 500 µL do tampão apropriado contendo inibidor de proteases 

(PMSF 0,1 mM), e os níveis de TNF-α e IL-1β foram determinados de acordo com a descrição de Safieh-

Garabedian et al. (1995) pelo método de ELISA. De forma resumida, as placas de microtitulação (96 

poços) foram recobertas e incubadas com os anticorpos de carneiro anti-TNF-α de rato (2 µg/mL) ou 

anti-IL-1β de rato (2 µg/mL) diluídos em PBS durante 15-18 h a 4 oC. Após esse período de incubação, 

as placas foram lavadas com PBS + 0,1% de Tween 20 e bloqueadas durante 1 h à temperatura 

ambiente com BSA 1%. Em seguida, as placas foram lavadas e incubadas por 12h a 4 oC com as 

amostras e suas respectivas curvas padrão (diluições seriadas de base 2). Posteriormente, as placas 



 37

foram lavadas novamente e incubadas com o respectivo anticorpo por 1 h a temperatura ambiente. As 

placas foram lavadas e 50 µL de avidina-HRP (1:5000; DAKO A/S, Denmark) foram adicionados a cada 

poço. As placas foram novamente incubadas por 30 min a temperatura ambiente, lavadas e adicionados 

50 µL do substrato dicloridrato de 1,2-fenilenodiamina (ortonfenileno diamina, OPD, Sigma; 40 µg,       

50 µL por poço) diluído em tampão fosfato contendo 0.4 µg/mL de H2O2 30%. Após 15 minutos, a 

reação foi interrompida através da adição de H2SO4 (1M, 50 µL/poço). A leitura foi realizada em 

espectrofotômetro ajustado para o comprimento de onda de 490 nm. Os resultados foram ainda 

ajustados para 0,5 mL, o volume utilizado para extrair as citocinas do tecido plantar, e foram expressos 

como picogramas de TNF-α ou IL-1β por mililitro, baseando-se na curva padrão para cada citocina. 

Como grupos controles, os níveis dessas citocinas foram determinados em animais que receberam 

salina (100 µL, i.pl.) ou PMX53 (60 µg, 100 µL, i.pl.) 30 min antes da injeção de salina (100 µL, i.pl.) 

 

3.7 Protocolos Experimentais 

 3.7.1 Efeito do PMX53 na hipernocicepção mecânica, migração de neutrófilos e liberação 

de citocinas induzidas por zimosan, LPS, carragenina ou OVA 

 Os ratos receberam injeção intraplantar (i.pl.) de salina (100 µL) ou PMX53 (60 ou 180 µg 

diluída em 100 µL de salina – experimentos com zimosan; ou 60 µg em 100 µL de salina – 

experimentos com LPS, carragenina ou OVA) 30 min antes dos estímulos zimosan (30 µg em 100 µL, 

i.pl.), LPS (0,5 µg em 100 µL, i.pl.), carragenina (100 µg em 100 µL, i.pl.) ou OVA (25 µg em 100 µL, 

i.pl., animais CFA-imunizados). A hipernocicepção mecânica foi medida entre 2-24 h e 2-4 dias após a 

injeção de zimosan ou 1-24 h após as injeções de LPS, carragenina ou OVA. 

 Também se avaliou a efetividade do pós-tratamento com PMX53 na hipernocicepção mecânica 

induzida por zimosan. O PMX53 (60 µg em 100 µL, i.pl.) foi administrado 3 dias depois da injeção de 

zimosan, e a hipernocicepção foi medida 1-24h após da injeção do antagonista. Os grupos de animais 
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para o ensaio de MPO e determinação de citocinas foram sacrificados 4 h após injeção de zimosan ou   

3 h após as injeções de LPS, carragenina ou OVA, como já descrito anteriormente. 

 Além disso, foi verificado o efeito de PMX53 na hipernocicepção mecânica induzida por zimosan 

na articulação tíbio-tarsal. Os camundongos foram levemente anestesiados, e zimosan (30 µg em 5 µL) 

ou TNF-α (100 pg em 5 µL) foi administrado via uma agulha hipodérmica 29 G na região da articulação 

tíbio-tarsal. Os animais controle receberam uma injeção intra-articular no mesmo volume de salina estéril. 

Administrou-se, por via subcutânea (s.c.), o PMX53 (0,3, 1 ou 3 mg/Kg) ou seu veículo (salina) 30 min 

antes da hipernocicepção articular induzida por zimosan, e as respostas comportamentais foram 

medidas entre 1-7 horas após a indução da hipernocicepção. Ao término da avaliação hipernociceptiva, 

os animais foram sacrificados e o complexo ósseo tíbio-tarsal foi removido e coletado para o ensaio de 

MPO.  

 

3.7.2 Efeito do PMX53 na hipernocicepção mecânica e migração de neutrófilos induzidos 

por C5a ou Soro Ativado por Zimosan (ZAS) 

Inicialmente, para a determinação da curva dose-resposta de C5a ou de ZAS, os ratos foram 

tratados com salina (100 µL, i.pl.) e receberam 30 min depois uma injeção de C5a (0,4-40 ng em 100 µL, 

i.pl.) ou ZAS (diluições de 1:100–1:1000 em 100 µL, i.pl). Após as doses hipernociceptivas serem 

determinadas, PMX53 (60 µg em 100 µL, i.pl.) foi administrado seguido da administração de C5a (40 ng 

em 100 µL, ipl.) ou de ZAS (diluição 1:300 em 100 µL, i.pl.) 30 min após. As respostas hipernociceptivas 

mecânicas foram avaliadas entre 1-24 h após a injeção intraplantar de C5a ou ZAS. Um grupo de 

animais foi sacrificado, e o tecido plantar foi coletado 3 h após a injeção de ZAS para a determinação de 

MPO. 
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3.7.3 Efeito do PMX53 na hipernocicepção mecânica induzida por BK, TNF-α, CINC-1, IL-

1β, PGE2 e dopamina em ratos 

 Nessa etapa de experimentos, o PMX53 (60 µg em 100 µL, i.pl.) ou salina (100 µL, i.pl.) foi 

administrado 30 min antes da injeção de BK (500 ng em 100 µL, i.pl.), TNF-α (2.5 pg em 100 µL, i.pl.), 

CINC-1 (100 pg em 100 µL, i.pl.), IL-1β (0,5 pg em 100 µL, i.pl.), prostaglandina E2 (PGE2) (100 ng em 

100 µL, ipl.) ou dopamina (3 µg em 100 µL, i.pl.). As respostas hipernociceptivas mecânicas foram 

avaliadas entre 1-5 h após a administração dos estímulos hipernociceptivos. 

Verificou-se ainda o efeito do PMX53 na hipernocicepção mecânica induzida por TNF-α na 

articulação tíbio-tarsal de camundongos. Os animais foram pré-tratados com PMX53 (3 mg/Kg, s.c.) 30 

min antes da hipernocicepção mecânica induzida por TNF-α (100 pg em 5 µL) na articulação tíbio-tarsal. 

As respostas hipernociceptivas foram avaliadas entre 1-5 h após a injeção intra-articular de TNF-α. 

 

3.7.4 Efeito do sulfato de vimblastina na hipernocicepção mecânica e na migração de 

neutrófilos induzidas por zimosan, C5a ou carragenina 

O sulfato de vimblastina é comumente utilizado em terapias antineoplásicas por exercer um 

potente efeito de inibição da produção de leucócitos, e é empregado como ferramenta laboratorial para 

induzir depleção de neutrófilos (BERAY-BERTHAT et al., 2003; DA MOTTA et al., 1994) como a 

fucoidina (GUERRERO et al., 2008) ou a ciclofosfamida (MENDONÇA et al., 2006). 

Com esta finalidade, os animais (ratos) receberam sulfato de vimblastina por via endovenosa 

(0,8 mg/kg, i.v.) 72 h antes da administração intraplantar de salina (100 µL, i.pl.), zimosan (30 µg em 

100 µL, i.pl.), C5a (40 ng em 100 µL, i.pl.) ou carragenina (100 µg em 100 µL, i.pl.). As respostas 

hipernociceptivas mecânicas foram avaliadas 1-24 h após a administração intraplantar dos estímulos. 

Para a contagem de neutrófilos, foram realizados novos grupos de animais que receberam tratamento 

de sulfato de vimblastina e 72 após receberam estímulo intraplantar (os mesmo descritos acima), foram 

sacrificados 3 horas após a administração do estímulo e os tecidos foram coletados para o ensaio de 
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MPO, sendo que suas respostas hipernociceptivas também foram quantificadas 1-3 h com efeito 

comparativo e comprobatório entre grupos. 

 

3.8 Drogas 

 Os compostos usados neste estudo foram: PMX53 (Peptech/Promics, Toowong, Queensland, 

Australia), zimosan, C5a, carragenina, LPS, CFA, OVA, BK, dopamina, IL-1β, CINC-1, PGE2 (Sigma-

Aldrich, St Louis, MO, EUA) e TNF-α (National Institute for Biological Standards and Control, UK). Todos 

os compostos foram dissolvidos em salina estéril (HalexIstar, São Paulo, Brasil) exceto para PGE2, que 

foi dissolvido em DMSO (dimetil-sulfóxido, Sigma-Aldrich, 0,2% em salina). 

 

3.9 Análise Estatística 

 Todos os resultados estão apresentados como médias ± Erro Padrão das Médias (E.P.M.) para 

grupos de 3-6 animais. O teste-t foi usado para comparações entre dois grupos não-pareados e a 

análise de variância de uma via (One-Way ANOVA) seguido de comparações múltiplas de Bonferroni 

quando se comparou vários grupos entre si. O nível de significância foi determinado para P<0,05. 
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4. RESULTADOS 

4.1 Participação do fator C5a na hipernocicepção mecânica inflamatória 

 No presente trabalho, foi possível verificar a importância do C5a na participação do processo 

hipernociceptivo inflamatório através da utilização de um potente antagonista seletivo do receptor C5a, o 

PMX53. As doses inflamatórias do estímulo usado para induzir a hipernocicepção foram previamente 

determinadas (CUNHA et al., 1991, 1992; FERREIRA et al., 1988, 1993) exceto para o zimosan, o soro 

ativado por zimosan (ZAS) e o C5a na pata de rato que foram determinados neste trabalho (Figuras 7, 9 

e 10 respectivamente).  Observou-se que o tratamento local (i.pl.) com o PMX53 (60 e 180 µg/pata, 30 

minutos antes da administração de zimosan) inibiu a hipernocicepção mecânica induzida por zimosan 

(Figura 8). Verificou-se que o pré-tratamento com uma única dose de PMX53 conseguiu promover a anti-

hipernocicepção que durou por, pelo menos, 6 horas, verificando-se que o efeito hipernociceptivo 

restabelece após 24 h. A administração local de PMX53 (60 µg/pata) não alterou as linhas de base 

nociceptiva dos animais (Figura 8). 

 Uma única injeção intraplantar de zimosan foi capaz de induzir uma hipernocicepção mecânica 

sustentada por até 5 dias. Isso permitiu que se verificasse o efeito do pós-tratamento de PMX53. Foi 

visto que o tratamento terapêutico com PMX53 (60 µg/pata, administrado 3 dias após a injeção de 

zimosan) de forma significativa reduziu a hipernocicepção mantida por zimosan, sugerindo que C5a 

além de participar do início do processo hipernociceptivo inflamatório, também está contribuindo para 

manter a resposta comportamental sustentada induzida por zimosan (Figura 8). Um grupo que recebeu 

pré-tratamento de PMX53 (30 min antes do zimosan), após dia 3, foi novamente tratado com PMX53, 

mesmo após a hipernocicepção mecânica induzida por zimosan ter sido restaurada após dia 2, o PMX53 

(60 µg/pata) foi capaz também de inibir essa hipernocicepção (dado não mostrado). 

 A incubação do soro fresco de rato com zimosan para induzir a ativação do sistema 

complemento e conseqüente formação de C5a, é uma técnica já bem estabelecida na literatura 
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(ISSEKUTZ; MIYASAKA; ISSEKUTZ, 1996; KODANI et al., 2000). Assim, para confirmarmos se o 

PMX53 está atuando diretamente por bloqueio específico do receptor para o C5a ou da sua via, avaliou-

se o efeito de PMX53 na hipernocicepção mecânica induzida por ZAS (Figura 9) ou pelo próprio C5a 

(Figura 10). O pré-tratamento com PMX53 inibiu a hipernocicepção induzida por ambos os estímulos 

(Figuras 9 e 10). E ainda, o efeito anti-hipernociceptivo de PMX53 (60 µg/pata) também foi observado na 

hipernocicepção mecânica induzida por LPS (0,5 µg/pata) ou carragenina (100 µg/pata) (Figura 11). A 

carragenina e o LPS têm sido amplamente utilizados para se estudar os mecanismos da resposta 

hipernociceptiva inflamatória periférica inata. Sabe-se que o sistema complemento também participa da 

inflamação imune adaptativa (SCHLEIMER, 2004). Corroborando essa evidência, o pré-tratamento com 

PMX53 (60 µg/pata) foi capaz de reduzir a hipernocicepção mecânica induzida pelo antígeno (OVA) em 

animais previamente imunizados (Figura 12). Dessa maneira, estes resultados sugerem que o C5a 

também participa da gênese da hipernocicepção durante a resposta inflamatória inata e adaptativa. 

 Com o propósito de excluir a hipótese do bloqueio direto da hipernocicepção por um mecanismo 

que independe do antagonismo do receptor de C5a, analisou-se o efeito do PMX53 na hipernocicepção 

induzida por mediadores que atuam diretamente no nociceptor (prostaglandinas e aminas 

simpatomiméticas). Estes mediadores, como já mencionado na introdução, são mediadores de ação 

direta sobre o receptor de membrana da fibra nociceptiva primária (nociceptor) e que são capazes de 

promover a sua sensibilização. Assim, os resultados mostraram que o PMX53 não foi capaz de alterar 

as respostas hipernociceptivas induzidas por PGE2 (100 ng/pata) ou dopamina (3 µg/pata) (Figura 13), o 

que confirma a nossa hipótese de que o PMX53 está antagonizando diretamente e seletivamente o 

receptor de C5a para o bloqueio da hipernocicepção inflamatória. 
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Figura 7 – Efeito da hipernocicepção mecânica induzida por zimosan. Zimosan (Zim, 10, 30 ou 100 
µg, em 100 µL, i.pl.) foi administrada 30 minutos após a injeção de salina (Sal, 100 µL, i.pl.). As 
respostas hipernociceptivas mecânicas foram avaliadas entre 2-24 h após e dias 2-6 após a injeção 
intraplantar de zimosan. Os resultados estão expressos como médias ± E.P.M., sendo * P<0,05 quando 
comparados com animais tratados com salina. 
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Figura 8 – Efeito do PMX53 na hipernocicepção mecânica induzida por zimosan. PMX 53 (PMX, 60 
ou 180 µg, i.pl.) foi administrado 30 minutos antes da injeção de zimosan (Zim, 30 µg, i.pl.) e as 
respostas hipernociceptivas foram medidas entre 2-24 h. PMX53 (PMX, 60 µg, i.pl.) ou salina também foi 
administrada no dia 3 após a injeção de zimosan e a hipernocicepção foi avaliada 1-24 h após o 
tratamento de PMX53. Os resultados estão expressos como médias ± E.P.M., sendo * P<0,05 quando 
comparado a animais tratados com salina; § P< 0,05 quando comparado a animais tratados com 
zimosan. 
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Figura 9 – Efeito do PMX53 na hipernocicepção mecânica induzida por soro ativado por zimosan 
(ZAS). Soro ativado por zimosan (ZAS, diluições 1:100, 1:300 ou 1:1000, i.pl.) ou soro inativo (Soro, 100 
µL, i.pl.) foi administrado 30 minutos após a injeção de salina (Sal,100 µL, i.pl.) e as respostas 
hipernociceptivas mecânicas foram avaliadas entre 1-24 h após. PMX 53 (PMX, 60 µg, i.pl.) foi 
administrado 30 minutos antes da injeção do soro ativado (ZAS, 1:300, i.pl.) e as respostas 
hipernociceptivas foram medidas entre 1-24 h. Os resultados estão expressos como médias ± E.P.M., 
sendo * P<0,05 quando comparado a animais tratados com Sal + Soro; § P< 0,05 quando comparado a 
animais tratado com Sal + ZAS 1:300. 
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Figura 10 – Efeito do PMX53 na hipernocicepção mecânica induzida por C5a. O C5a (C5a, 0,4, 4 ou 
40 ng, em 100 µL, i.pl.) ou salina (Sal, 100 µL, i.pl.) foi administrado 30 minutos após a injeção de salina 
(Sal,100 µL, i.pl.), as respostas hipernociceptivas mecânicas foram avaliadas entre 1-24 h após. PMX 53 
(PMX, 60 µg, em 100 µL, i.pl.) foi administrado 30 minutos antes da injeção do C5a (C5a, 40 ng, em  
100 µL, i.pl.) e as respostas hipernociceptivas foram medidas entre 1-24 h. Os resultados estão 
expressos como médias ± E.P.M., sendo * P<0,05 quando comparado a animais tratados com Sal + Sal; 
§ P< 0,05 quando comparado a animais tratado com Sal + C5a 40 ng. 
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Figura 11 – Efeito do PMX53 na hipernocicepção mecânica induzida por carragenina ou por 
lipopolissacarídeo. PMX53 (PMX, 60 µg, em 100 µL, i.pl.) ou salina (Sal, 100 µL, i.pl.) foi injetado 30 
minutos antes do lipopolissacarídeo (LPS, 0,5 µg, em 100 µL, i.pl.) ou carragenina (Cg, 100 µg, em   
100 µL, i.pl.), as respostas hipernociceptivas mecânicas foram avaliadas entre 1-24 h após. Os 
resultados estão expressos como médias ± E.P.M., * P<0,05 quando comparado a animais tratados com 
Sal + Sal; § P< 0,05 quando comparado a animais tratado com Sal + estímulo. 
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Figura 12 – Efeito do PMX53 na hipernocicepção mecânica induzida por antígeno (OVA) em 
animais imunizados. Ovo albumina (OVA, 25 µg, em 100 µL, i.pl.) foi administrado 30 minutos após a 
injeção de PMX53 (PMX, 60 µg, em 100 µL, ip.l.) ou salina (Sal, 100µL, i.pl.) em ratos previamente 
imunizados conforme descrito em Material e Métodos. As respostas hipernociceptivas mecânicas foram 
avaliadas entre 1-24 h após. Os resultados estão expressos como médias ± E.P.M., sendo * P<0,05 
quando comparado a animais Sham-Imunizados (SI: Sal + OVA); § P< 0,05 quando comparado a 
animais Imunizados (Im) tratado com Sal + OVA. 
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Figura 13 – Efeito do PMX53 na hipernocicepção mecânica induzida por Prostaglandina E2 ou por 
Dopamina. PMX53 (PMX, 60 µg, em 100 µL, i.pl.) ou salina (Sal, 100 µL, i.pl.) foi injetado 30 minutos 
antes da prostaglandina E2 (PGE2, 100 ng, em 100 µL, i.pl.) ou dopamina (Dop, 3 µg, em 100 µL, i.pl.), 
as respostas hipernociceptivas mecânicas foram avaliadas entre 1-5 h após. Os resultados estão 
expressos como médias ± E.P.M., sendo * P<0,05 quando comparado a animais tratados com Sal + Sal. 
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4.2 O C5a não interfere na liberação da cascata de citocinas hipernociceptivas 

 Já foi demonstrado anteriormente por Ferreira, Lorenzetti e Poole (1993) que a hipernocicepção 

mecânica inflamatória é mediada por uma cascata de citocinas, e esta é iniciada pela liberação de 

bradicinina, seguindo-se por TNF-α, como já descrito na introdução. Diante disso, um dos objetivos 

deste trabalho foi verificar se o efeito anti-hipernociceptivo de PMX53 seria dependente da inibição de 

síntese dessas citocinas. Entretanto, o pré-tratamento local com PMX53 (60 µg/pata), na dose capaz de 

inibir a hipernocicepção, não conseguiu diminuir a liberação de TNF-α ou IL-1β quando se administrou 

zimosan (30 µg/pata), LPS (0,5 µg/pata) ou carragenina (100 µg/pata) (Tabela 1). Esses resultados 

sugerem que a inibição da produção de citocinas não seria o principal mecanismo envolvido no efeito 

anti-hipernociceptivo mecânico do PMX53. 
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Tabela 1 – Efeito da administração local do PMX53 no aumento dos níveis tissulares de citocina 
induzida por zimosan, carragenina ou lipopolissacarídeo 

 

 Citocina (pg/pata) 

Tratamento TNF-α IL-1β 

Sal + Sal 25 ± 2 322 ± 28 

PMX + Sal 18 ± 1 257 ± 21 

Sal + Zim 34 ± 4 * 501 ± 27 * 

PMX + Zim 37 ± 3 480 ± 19 

Sal + Cg 42 ± 4 * 531 ± 16 * 

PMX + Cg 42 ± 2 458 ± 35  

Sal + LPS 63 ± 4 * 608 ± 8 * 

PMX + LPS 79 ± 5 611 ± 14 

 
Os animais foram pré-tratados com injeção de salina (100 µg, i.pl.) ou PMX53 (PMX60 µg, em 100 µL, 
i.pl.) 30 minutos antes da injeção de zimosan (Zim, 30 µg, em 100 µL, ipl.), carragenina (Cg, 100 µg, em 
100 µL, i.pl.) ou lipopolisacarídeo (LPS, 0,5 µg, em 100 µL, i.pl.). O tecido plantar foi coletado 3 horas 
após a injeção i.pl. de zimosan, carragenina ou LPS, e os níveis de citocina (TNF-α e IL-1β) foram 
determinados por ELISA. Os dados estão expressos como Médias ± E.P.M., sendo * P<0,05 quando 
comparado com grupo controle salina (Sal + Sal); n=3 – 4. 
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4.3 O C5a participa da hipernocicepção induzida por citocinas 

 Considerando que o C5a não medeia a liberação de citocinas durante a hipernocicepção 

inflamatória, o passo seguinte foi determinar se está envolvido na mediação do efeito hipernociceptivo 

induzido por BK e subseqüente cascata de citocinas. Para verificar esta hipótese, os animais (ratos) 

foram pré-tratados com PMX53 (60 µg/pata) 30 minutos antes da injeção intraplantar de BK (500 

ng/pata, Figura 14a), TNF-α (2,5 pg/pata, Figura 14a), IL-1β (0,5 pg/pata, Figura 14b) ou CINC-1 (100 

pg/pata, Figura 14b). A hipernocicepção mecânica foi avaliada 1-5 horas após a administração dos 

estímulos. As doses dessas citocinas utilizadas para induzir hipernocicepção mecânica foram 

determinadas anteriormente conforme mencionado (CUNHA et al., 1991, 1992; FERREIRA et al., 1988, 

1993; FERREIRA; LORENZETTI; POOLE, 1993). Como pode ser observado nas Figuras 14a e 14b, o 

pré-tratamento com PMX53 foi capaz de inibir a hipernocicepção mecânica induzida por BK, TNF-α ou 

CINC-1, mas não por IL-1β. 
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Figura 14 – Efeito do PMX53 na hipernocicepção mecânica induzida por Bradicinina, Fator de 
Necrose Tumoral-α, Interleucina-1β ou CINC-1. PMX53 (PMX, 60 µg, em 100 µL, i.pl.) ou salina (Sal, 
100 µL, i.pl.) foi injetado 30 minutos antes da injeção de (a) bradicinina (BK, 500 ng, em 100 µL, i.pl.) ou 
fator de necrose tumoral-α (TNF, 2,5 pg, em 100 µL, i.pl.); (b) interleucina-1β (IL-1β, 0,5 pg, em 100 µL, 
i.pl.) ou CINC-1 (CINC-1, 100 pg, em 100 µL, i.pl.). As respostas hipernociceptivas mecânicas foram 
avaliadas entre 1-5 h após. Os resultados estão expressos como médias ± E.P.M., sendo * P<0,05 
quando comparado a animais tratados com Sal + Sal; § P< 0,05 quando comparado a animais tratado 
com Sal + estímulo. 
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4.4 A participação de neutrófilos na hipernocicepção inflamatória induzida por C5a 

 Conforme demonstrado anteriormente, o C5a exerce um papel na migração de neutrófilos em 

vários modelos inflamatórios. Adicionalmente, Levine et al. (1985) mostrou uma relação de dependência  

da migração de neutrófilo com o efeito hipernociceptivo do C5a, e que os neutrófilos exercem um papel 

importante na gênese da hipernocicepção inflamatória. Dessa forma, o presente trabalho verificou se o 

C5a medeia a hipernocicepção inflamatória interferindo com o mecanismo de recrutamento de 

neutrófilos. Para avaliar esta hipótese, os ratos foram tratados com C5a (60 µg/pata) ou salina          

(100 µL/pata) 30 minutos antes da administração intraplantar de zimosan, ZAS, LPS ou carragenina. 

Após três horas da injeção do estímulo, os tecidos subcutâneos da pata do rato foram coletados para o 

ensaio da atividade de MPO (Figura 15). Esse método é usado para se determinar indiretamente a 

quantidade de neutrófilos presentes (BRADLEY et al., 1982). O tratamento com PMX53 reduziu 

parcialmente a migração de neutrófilos induzida por zimosan, ZAS e C5a (Figura 15). Embora os 

neutrófilos pareçam ser importantes na gênese da hipernocicepção inflamatória induzida por carragenina 

e LPS, foi visto que PMX53 não reduziu a migração de neutrófilos diante destes dois estímulos (Figura 

15). É possível que o C5a ao invés de comprometer o recrutamento de neutrófilos, poderia ativar estas 

células na inflamação induzida por LPS e carragenina. 

 Sustentando a hipótese de que neutrófilos são importantes para a gênese da hipernocicepção 

inflamatória, a depleção de neutrófilos pela administração de sulfato de vimblastina (tratamento prévio de 

72 horas antes do desafio), foi capaz de reduzir significativamente a hipernocicepção mecânica induzida 

por zimosan, C5a ou carragenina 1-24 horas após a administração dos estímulos (Figura 16) e 3 horas 

após (Figura 17a). O tratamento dos ratos com sulfato de vimblastina ainda aboliu a migração de 

neutrófilos induzida por estes mesmos estímulos (Figura 17b). 
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Figura 15 – O PMX53 inibe migração de neutrófilos induzida por Zimosan, Soro Ativado por 
Zimosan, mas não pela migração induzida por LPS ou Carragenina. Os ratos foram pré-tratados 
com PMX53 (PMX, 60 µg, i.pl.) ou salina (Sal, 100 µL, i.pl.) 30 minutos antes da injeção intraplantar de 
salina (100 µL, i.pl.), zimosan (30 µg, i.pl.), soro ativado por zimosan (ZAS, diluição de 1:300, i.pl.), 
lipopolissacarídeo (LPS, 0,5 µg, i.pl.) ou carragenina (Cg, 100 µg, i.pl.), e o tecido plantar do animal foi 
coletado a 4 horas após a administração de zimosan ou a 3 horas após a injeção de ZAS, LPS ou 
carragenina, para o ensaio da atividade mieloperoxidase (MPO) (ver Material e Métodos). As amostras 
sem tratamento (PN) são os controles do ensaio. Os resultados estão expressos como médias ± E.P.M., 
sendo * P<0,05 quando comparado com o grupo controle (Sal + Sal); § P< 0,05 quando comparado com 
os respectivos grupos tratados com estímulo hipernociceptivo; n=4. 
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Figura 16 – Efeito da depleção de neutrófilos por Sulfato de Vimblastina na hipernocicepção 
mecânica induzida por Zimosan, C5a ou Carragenina. Os ratos foram pré-tratados com sulfato de 
vimblastina (SV, 0,8 mg/Kg, i.v.) 72 horas antes da injeção de salina (Sal, 100 µL, i.pl.), zimosan (Zim, 
30 µg, em 100 µL, i.pl), C5a (C5a, 40 ng, em 100 µL, i.pl.) ou carragenina (Cg, 100 µg, em 100 µL, i.pl.). 
As respostas hipernociceptivas mecânicas foram avaliadas antes dos animais serem tratados com 
sulfato de vimblastina (t = 0 h) e no dia do experimento, antes de se iniciar as injeções intraplantares 
para certificar de que a vimblastina não estaria alterando o limiar nociceptivo dos animais, em seguida, 
as respostas hipernociceptivas mecânicas foram avaliadas entre 1-24 horas após a administração dos 
estímulos nociceptivos. Os resultados estão expressos como médias ± E.P.M., sendo * P<0,05 quando 
comparado com o grupo controle (Sal); § P< 0,05 quando comparado aos grupos tratados com os 
respectivos estímulos sem o prévio tratamento com sulfato de vimblastina. 
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Figura 17 – Depleção de neutrófilos induzida por Sulfato de Vimblastina diminui a 
hipernocicepção mecânica induzida por zimosan, C5a ou Carragenina. (a) As respostas 
hipernociceptivas foram avaliadas no tempo 3 horas após a administração dos estímulos zimosan (Zim, 
30 µg, em 100 µL, i.pl.), C5a (C5a, 40 ng, em 100 µL, i.pl.) ou carragenina (Cg, 100 µg, em 100 µL, 
i.pl.). (b) Após a medição das respostas comportamentais, imediatamente, os animais foram sacrificados 
para a coleta do tecido plantar e a determinação da atividade mieloperoxidase (MPO). As amostras dos 
tecido sem tratamento (patas normais) compõem o grupo de controle do ensaio para a atividade de MPO. 
Os resultados estão expressos como médias ± E.P.M., sendo * P<0,05 quando comparado com o grupo 
controle (Sal); § P< 0,05 quando comparado a animais tratados com os respectivos estímulos sem o 
prévio tratamento com sulfato de vimblastina. 
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4.5 A participação do C5a na gênese da hipernocicepção mecânica articular induzida por zimosan 

ou TNF-α em camundongo 

 Para conceituar ainda melhor a importância do C5a para a hipernocicepção inflamatória, 

utilizando-se outro modelo de hipernocicepção mecânica, foi verificado o efeito de PMX53 na 

hipernocicepção articular induzida pela administração de zimosan ou TNF-α na articulação tíbio-tarsal de 

camundongo. Observou-se que o pré-tratamento sistêmico do PMX53 (0,3-3 mg/Kg, s.c.) reduziu a 

hipernocicepção articular induzida por zimosan ou TNF-α (Figuras 18a e 18c, respectivamente). O 

tratamento prévio de PMX53 (3 mg/Kg, s.c., 30 minutos antes) também foi capaz de reduzir a migração 

de neutrófilos para a articulação tíbio-tarsal de camundongo (Figura 18b). 
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Figura 18 – PMX53 inibe a hipernocicepção mecânica induzida na articulação tíbio-tarsal de 
camundongos. (a) PMX53 (PMX, 0,3-3 mg/Kg, s.c.) ou salina (Sal) foi injetado subcutaneamente 
(tratamento sistêmico) 30 minutos antes da injeção intra-articular de zimosan (Zim, 30 µg em 5 µL), e a 
resposta hipernociceptiva foi medida entre 1-7 horas após a administração do zimosan. (b) A articulação 
tíbio-tarsal foi coletada 7 horas após a injeção intra-articular de zimosan (Zim, 30 µg em 5 µL) ou salina 
(Sal, 5 µL) para a determinação da atividade de MPO. A articulação contralateral (CL), sem tratamento, 
é o controle do ensaio para atividade de MPO. (c) PMX53 (PMX 3 mg/Kg, s.c.) ou salina (Sal) foi 
administrado 30 minutos antes da injeção intra-articular de TNF-α (TNF, 100 pg em 5 µL), e as 
respostas hipernociceptivas foram avaliadas entre 1-5 horas após a injeção de TNF-α. Os resultados 
estão expressos como médias ± E.P.M., sendo * P<0,05 quando comparado ao grupo controle (Sal); § 
P< 0,05 quando comparado aos animais tratados com estímulo (Zim ou TNF). 
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5. DISCUSSÃO 

 Neste trabalho, demonstrou-se pela primeira vez, que o C5a endógeno está envolvido na 

gênese da resposta hipernociceptiva mecânica, e que o PMX53, um antagonista seletivo do receptor 

C5a, exerce um efeito anti-hipernociceptivo mecânico periférico extremamente marcado em diferentes 

modelos inflamatórios, tanto em ratos quanto em camundongos. A atividade hipernociceptiva do C5a 

parece não estar ligada ao acionamento da cascata de citocinas hipernociceptivas. Ao contrário, o C5a 

contribui para o efeito hipernociceptivo dessas citocinas. Por fim, os resultados deste trabalho 

demonstraram ainda que neutrófilos estão envolvidos no efeito hipernociceptivo de C5a. 

 A participação do sistema complemento em diversas condições inflamatórias tem sido 

demonstrada extensivamente (ARUMUGAM et al., 2004; HAWLISCH et al., 2004; LINTON; MORGAN, 

1999; WARD, 2004). Inicialmente, os constituintes do sistema complemento foram considerados 

mediadores principais da resposta imune inata devido à sua capacidade de aumentarem a fagocitose e 

conseqüentemente a defesa do organismo contra patógenos (VAN BEEK; ELWARD; GASQUE, 2003). 

Posteriormente, também foi demonstrada a participação do complemento na fisiopatologia inflamatória 

de uma variedade de doenças agudas e crônicas. O sistema complemento, especialmente o fator C5a 

desempenha um papel crucial no recrutamento e ativação de neutrófilos e também de outros leucócitos 

frente a diferentes modelos de inflamação e doenças como a artrite reumatóide (WEISSMANN, 2006; 

WOODRUFF et al., 2002). Todavia, o papel hipernociceptivo do C5a ainda não está totalmente 

elucidada. Em um dos estudos pioneiros que investigaram a atividade hipernociceptiva do C5a, Levine et 

al. (1985) demonstraram que a injeção i.pl. (intradérmica) de C5a em ratos induziu a hipernocicepção 

mecânica. No presente trabalho, através da utilização do antagonista seletivo para o receptor C5a 

(PMX53), foi demonstrado que a ativação deste receptor pelo C5a medeia a hipernocicepção mecânica 

induzida por zimosan (conseqüentemente o seu derivado do soro – ZAS, bem como o próprio C5a), 

carragenina, LPS ou antígeno (OVA). Como era esperado, o PMX53 foi capaz de inibir a 

hipernocicepção mecânica induzida por zimosan, ZAS e C5a, mas não afetou as respostas induzidas 
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pela PGE2 ou dopamina. Estes resultados confirmam que o efeito anti-hipernociceptivo do PMX53 é 

decorrente do antagonismo seletivo dos receptores para C5a. O uso terapêutico (pós-tratamento) de 

PMX53, que também inibiu a hipernocicepção sustentada induzida por zimosan, é um resultado bastante 

relevante, sugerindo que a liberação endógena de C5a está envolvida na manutenção da 

hipernocicepção prolongada induzida por zimosan. O perfil da atividade desta nova droga sugere um 

grande potencial do uso terapêutico de antagonistas do receptor para o C5a para se controlar a dor 

crônica inflamatória. Corroborando essa idéia, Woodruff et al. (2002) utilizou PMX53, por via oral, para o 

tratamento da artrite experimental em ratos e seus resultados mostraram uma melhora pronunciada na 

patologia. Nesse estudo, verificou-se que os animais tratados com PMX53, os joelhos artríticos 

induzidos experimentalmente apresentaram uma significativa redução no edema, melhora no andar 

(manquejar), diminuição da quantidade de células migradas para a articulação e uma redução também 

no perfil patológico do infiltrado inflamatório examinado através de cortes histológicos da articulação. 

Observou-se também uma redução dos níveis de IL-6 e TNF-α intra-articulares e de níveis séricos de 

TNF-α circulante. Embora a dor inflamatória seja um dos sintomas mais Importantes da artrite 

reumatóide, o efeito antinociceptivo de PMX53 foi pouco abordado nesse estudo. Já no presente estudo, 

foi demonstrado que o tratamento com PMX53 inibiu, de forma dose-dependente, a hipernocicepção no 

modelo de artrite induzida por zymosan ou por TNF-α, bem como a redução da migração de neutrófilos 

em camundongos. Em concordância com as nossas conclusões, estudo recente mostrou que o 

tratamento sistêmico com PMX53, em camundongos, reduziu a hipernocicepção em um modelo 

experimental de dor pós-cirúrgica, nocicepção por lesão incisional (CLARK et al., 2006). 

 Em estudos anteriores, foi demonstrado que a hipernocicepção inflamatória é mediada por uma 

cascata de citocinas iniciada por BK (BK desencadeia TNF-α → IL-6 → IL-1β → PGE2; e TNF-α →    

IL-8/CINC-1 → aminas simpatomiméticas) (CUNHA et al., 1991,1992; FERREIRA et al., 1993; VERRI 

JR et al., 2006). Considerando que o C5a induz a liberação de várias citocinas pró-inflamatórias, como 

TNF-α e quimiocinas (LAUDES et al., 2002; O'BARR; COOPER, 2000) e que PMX53 inibe a produção 
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de citocinas no modelo experimental de dor pós-cirúrgica por lesão incisional (CLARK et al., 2006), bem 

como no modelo experimental de artrite reumatóide (WOODRUFF et al., 2002), o presente trabalho 

investigou se o efeito anti-hipernociceptivo de PMX53 dependeria da inibição da produção de citocinas. 

Numa dose em que inibe significativamente a hipernocicepção, o PMX53 não alterou os níveis de 

produção de TNF-α e IL-1β induzida por LPS, carragenina ou zimosan. De acordo com esses resultados, 

parece que o potente efeito anti-hipernociceptivo do PMX53 independe da produção de citocinas. É 

importante lembrar que há também evidências na literatura que C5a não induz diretamente a produção 

de citocinas pró-inflamatórias (HAYNES et al., 2000). Na realidade, o C5a per se não conseguiu induzir a 

liberação de IL-1β, TNF-α e IL-6 a partir de monócitos humanos (HAYNES et al., 2000). Uma possível 

explicação para esses dados contraditórios seria a diferença entre os modelos experimentais utilizados. 

 A incapacidade do C5a para induzir ativação da cascata de citocinas hipernociceptivas nos 

levou a testar se ele poderia estar mediando os efeitos hipernociceptivos destas citocinas. Foi observado 

que o PMX53 reduziu a hipernocicepção mecânica induzida por BK (que atua através da liberação de 

citocinas, mencionado anteriormente), por TNF-α, e por CINC-1. Contudo, o PMX53 não foi capaz de 

inibir a hipernocicepção induzida por IL-1β. Isso sugere que o papel de C5a na hipernocicepção 

inflamatória se encaixa em uma posição abaixo da cascata de citocinas descrita. A incapacidade de 

PMX53 inibir a hipernocicepção induzida por IL-1β é esperada, uma vez que essa citocina induz 

hipernocicepção diretamente através da produção de prostanóides via COX (FERREIRA et al., 1988, 

1997). 

 Este grupo e outros mostraram que a migração de neutrófilos para sítios inflamatórios e/ou a 

sua ativação exerce um papel fundamental na gênese da hipernocicepção inflamatória (CUNHA et al., 

2008; DE ABREU CASTRO; FERREIRA, 1979; LAVICH et al., 2006; LEVINE et al., 1985). 

Recentemente, nosso grupo demonstrou que os neutrófilos, ao invés de serem responsáveis por iniciar a 

cascata de citocinas, são cruciais para que estas últimas induzam hipernocicepção (CUNHA et al., 2008). 

Neste sentido, e em concordância com o estudo anterior (LEVINE et al., 1985), foi observado, no 
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presente estudo, que o efeito hipernociceptivo do C5a está associado com a presença de neutrófilos, 

pois seu efeito hipernociceptivo foi reduzido (93% em comparação com o grupo controle) através da 

depleção de neutrófilos em ratos tratados com sulfato de vimblastina. O tratamento com sulfato de 

vimblastina também reduziu a hipernocicepção induzida por carragenina ou por zimosan, confirmando a 

participação dos neutrófilos no início do processo hipernociceptivo. Levando-se em consideração os 

resultados obtidos neste trabalho e os dados dos estudos com modelos de doença inflamatória (artrite 

reumatóide) e isquemia por reperfusão, pode-se atribuir que a eficácia do PMX53 está intimamente 

relacionada com a inibição da migração de neutrófilos ou à diminuição da sua atividade (WOODRUFF et 

al., 2003). Por isso, examinamos se o efeito antinociceptivo do PMX53 seria uma conseqüência da 

inibição do acúmulo de neutrófilos. Foi visto que o PMX53 reduziu a migração de neutrófilos induzida por 

zimosan, ZAS ou C5a, mas não aquela induzida por carragenina ou LPS. Primeiramente, estes 

resultados confirmam que o principal mediador presente em ZAS gerado in vivo após administração de 

zimosan e que medeia a migração de neutrófilos é o C5a, enquanto que outros mediadores 

quimiotáticos poderiam estar participando do recrutamento de neutrófilos nos modelos de carragenina e 

LPS. Por exemplo, alguns estudos mostraram que TNF-α, leucotrieno B4 e quimiocinas medeiam a 

migração de neutrófilos induzidas por estes estímulos inflamatórios (DA ROCHA et al., 2004; VALE et al., 

2004). Em segundo lugar, os resultados também sugerem que o efeito antinociceptivo do PMX53 não é 

principalmente devido à inibição do processo de migração. Assim, embora o recrutamento de neutrófilos 

seja essencial para a gênese da hipernocicepção inflamatória, na ausência de sua ativação por C5a, a 

hipernocicepção não é desencadeada embora estejam presentes no foco inflamatório. É possível que o 

C5a produzido no foco inflamatório ative os neutrófilos recrutados para produzir produtos permissivos à 

hipernocicepção, produtos estes que ainda estão para ser definidos (CASTELLHEIM et al., 2005; 

HETLAND et al., 1998). Há indícios de que a ativação de neutrófilos leva à produção de prostaglandinas 

e de 15-HETE, que também desencadeiam a hipernocicepção (AKAMA et al., 1990; CUNHA et al., 2008; 

LEVINE et al., 1985). Além disso, a ativação dos receptores C5a nos neutrófilos promove um aumento 
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brusco no metabolismo celular do oxigênio (burst respiratório), com produção de radicais livres e a 

liberação de grânulos de enzima, o que também poderia estar envolvido no processo de 

hipernocicepção inflamatória (BAZARGANI, 2005). Embora os neutrófilos pareçam ser as principais 

células inflamatórias envolvidas no efeito hipernociceptivo do C5a, como mencionado anteriormente, 

seus receptores são igualmente expressos em outras células imunes, como macrófagos e mastócitos 

(KIENER et al., 1998; FAYYAZI et al., 1999). Tais céluas também foram implicadas em uma variedade 

de modelos de dor crônica (MARCHAND et al., 2005). Portanto, mais estudos serão necessários para 

investigar se essas células também contribuem direta ou indiretamente para a atividade pró-nociceptiva 

do C5a. 

 Além do papel periférico do C5a descrito acima, não podemos descartar a possibilidade de que 

C5a também poderia participar na gênese da hipernocicepção inflamatória por um efeito sobre o sistema 

nervoso central. Neste contexto, em um estudo recente, Griffin et al. (2007) mostraram que, em vários 

modelos de dor neuropática, houve um aumento na produção de compostos do sistema complemento 

pelas células microgliais da medula espinal. Mais trabalhos sustentam a hipótese de que o sistema 

complemento exerce um papel na gênese da dor neuropática, mais especificamente o C5a. Foi 

demonstrado que a ruptura da sinalização do C5, usando-se camundongos deficiente de C5 (nocautes 

para C5), bem como através do tratamento intratecal com um antagonista C5aR1 (nockdown), melhora o 

quadro de alodinia induzida por lesão do nervo (GRIFFIN et al., 2007). Além disso, neste mesmo estudo 

mostrou que a administração intratecal de C5a induz alodinia a frio de forma dose-dependente (Griffin et 

al., 2007). 

            Em resumo, o presente estudo demonstrou a importância do C5a endógeno na gênese da 

hipernocicepção mecânica inflamatória em vários modelos e em duas espécies diferentes de animais. 

Verificou também que a presença do C5a não implica necessariamente à liberação de citocinas 

hipernociceptivas durante um quadro de hipernocicepção inflamatória, mas quando neutrófilos estão 

presentes no sítio inflamatório, o C5a parece exercer uma função permissiva à ativação dessas células. 
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6. CONCLUSÕES 

 Os resultados do presente trabalho sugerem que: (i) o C5a é um importante componente 

envolvido na gênese da hipernocicepção mecânica induzida por diferentes estímulos inflamatórios. 

Portanto, antagonistas dos receptores para o C5a, como PMX53, são drogas promissoras para o manjo 

da hipernocicepção mecânica que acompanha esses processos; (ii) os neutrófilos parecem contribuir 

parcialmente para o desenvolvimento da hipernocicepção mecânica induzida pelo C5a; (iii) enquanto 

que as citocinas inflamatórias TNF-α e IL-1β não contribuem. 
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