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RESUMO

TING, E. O papel do complemento C5a na hipernocicepgao mecanica inflamatéria: o potencial do

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

O fator C5a é um produto liberado na ativagdo do sistema complemento, exibe um amplo
espectro de atividades inflamatdrias, particularmente quimioatragéo de neutréfilos. No presente estudo, o
papel do Cda na génese da hipernocicepgéo inflamatéria foi investigada em ratos e em camundongos
utilizando o antagonista especifico do receptor C5a, PMX53 (AcF-[OP (D-Cha) WR]). A hipernocicepgéo
mecanica foi avaliada através do teste de Randall-Selitto modificado em ratos e o teste de Von Frey
eletronico modificado em camundongos. As citocinas foram medidas pelo método de ELISA e a
migragao de neutréfilos foi determinada indiretamente pela atividade de mieloperoxidase (MPO). O pré-
tratamento local dos ratos com PMX53 (60-180 pg/pata) inibiu a hipernocicepgao induzida por zimosan,
carragenina, lipopolissacarideo (LPS) e antigeno (OVA). Estes efeitos estédo associados ao bloqueio do
receptor C5a. O PMX53 foi capaz também de inibir a hipernocicep¢éo induzida pelo soro ativado por
zimosan (ZAS) e o préprio C5a, mas néo quando os mediadores hipernociceptivos eram prostaglandina
E> e dopamina que exercem agdes diretas sobre o receptor da membrana na fibra aferente primaria
(nociceptor). Paralelamente aos mecanismos hipernociceptivos envolvendo Cba, PMX53 n&o alterou a
liberagéo de citocinas induzida por estimulos inflamatérios. No entanto, PMX53 inibiu a hipernocicepgao
induzida por citocinas. O PMX53 também inibiu o recrutamento de neutréfilos induzido por zimosan, mas
néo por carragenina ou LPS, indicando uma participagdo de neutréfilos no efeito hipernociceptivo
induzido por C5a. Além disso, a hipernocicepgao induzida por C5a foi diminuida em ratos com deplecéo
de neutréfilos. Em camundongos, o PMX53 foi capaz de reduzir a hipernocicepgao articular induzida por
zimosan ou TNF-a. Estes resultados sugerem que C5a é um importante mediador hipernociceptivo
inflamatdrio que participa de um mecanismo independente da liberagdo de citocinas hipernociceptivas,
porém dependentes da presenca de neutréfilos. Com isso, a inibicdo de C5a parece ter um potencial

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

Palavras-Chaves: dor inflamatéria; hipernocicepgéo; C5a; sistema complemento; neutréfilos; citocinas.
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ABSTRACT

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

Cba receptor antagonists to control inflammatory pain.

Cha, 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 ug/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 Cba 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.INTRODUGAO

1.1 Dor

A Associagéo Internacional para o Estudo da Dor (IASP, 1994) define dor como sendo uma
‘experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada a um dano tecidual real ou potencial, ou
ainda, descritas em termos que sugerem tal dano”. Sendo assim, a dor € uma experiéncia complexa e
subjetiva, formada por um componente sensério-discriminativo, que permite identificar o estimulo como
doloroso e localizar a origem da lesdo, e um componente emocional-motivacional, que envolve a
aprendizagem, a meméria e as reagdes a dor. Devido a essa complexidade, existem diversos termos
que foram criados para descrevé-la. Na sua maioria, tais termos estéo relacionados aos fenémenos que
acompanham o processo fisiopatolégico da dor no homem e que nos dias atuais ainda séo utilizados
para descrever fendmenos semelhantes em animais experimentais. Na revisdo e discussdes durante
esses Ultimos anos em nosso laboratdrio e também propostos inimeras vezes por prof. Dr. Sérgio H.
Ferreira em reunides anuais da IASP, os termos como dor, dor inflamatéria, hiperalgesia e analgesia
passam a serem descritos cada vez mais comumente no meio cientifico como nocicepgao, nocicepgdo
inflamatéria, hipernocicepgao e antinocicepgao, respectivamente.

A nocicepcao (do latim nocere, “ferir’) € a deteccdo seletiva de estimulos capazes de
comprometer a integridade fisica de um organismo. O estimulo nocivo ou nociceptivo, seja ele fisico
(mecanico ou térmico) ou quimico (substancias quimicas e/ou mediadores quimicos) é detectado por
nociceptores que sdo terminagdes nervosas livres, ramificadas e ndo-mielinizadas de fibras aferentes
primarias. Estas fibras estdo amplamente distribuidas na pele, mucosas, musculos, articulagbes e
visceras. As fibras que inervam a cabega e pescogo compdem 0S nervos cranianos e possuem seus
corpos celulares em nucleos presentes no tronco cerebral, enquanto que os corpos celulares das fibras
que inervam tronco e membros estdo localizados nos génglios da raiz dorsal dos nervos espinais

(BESSON; CHAOUCH, 1987; JULIUS; BASBAUM, 2001; PRADO, 1999).
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Duas classes principais de fibras aferentes primarias nociceptivas foram classificadas de acordo
com seus critérios anatdmicos: fibras de pequeno e médio didmetro. As fibras de médio calibre sdo finas
e mielinizadas, conhecidas por fibras A delta (Ad), e apresentam uma velocidade de condugéo entre 12-
30 m/s (JULIUS; BASBAUM, 2001; MILLAN, 1999). Estas correspondem a 20% das fibras que
conduzem a informagao nociceptiva e séo responsaveis pela dor de duragao rapida, aguda e lancinante
sentida logo apds a estimulagdo nociva. As fibras de pequeno calibre séo as fibras do tipo C, elas ndo
possuem mielina e, portanto apresentam velocidade de condugdo menor, entre 0,5-2 m/s, sendo
responsaveis pela dor de duragdo longa e difusa (JULIUS; BASBAUM, 2001; MILLAN, 1999) e
correspondem a 80% das fibras condutoras da informagdo nociceptiva. Estas fibras também s&o
chamadas de polimodais, pois respondem a estimulos nocivos mecanicos, térmicos e quimicos,
enquanto que as fibras Ad respondem apenas a estimulos nocivos térmicos e mecéanicos (JULIUS;
BASBAUM, 2001).

Existe ainda uma terceira classe de fibras aferentes primarias, as fibras A beta (AB), que séo
fibras de largo didmetro, mielinizadas, com rapida velocidade de condugéo (30-100 m/s) e normalmente
respondem a estimulos tateis, mas que estdo envolvidas no processo de modulagdo do estimulo
doloroso (DUBNER; BENNETT, 1983) conforme a teoria da comporta proposta por Melzak e Wall (1965)
(Figura 1). Porém, em situagdes patoldgicas, estas fibras podem passar a responder como nociceptores
e entdo, os estimulos tateis indcuos passam a ser interpretados como nocivos dando origem ao
fendmeno de alodinia (KANDEL; SCHWART; JESSEL, 2003).

Os nociceptores que transmitem a informagao nociceptiva de estruturas cranianas fazem
sinapses diretamente com os neurbnios secundarios em nucleos no tronco cerebral. Ja os localizados
nos membros e tronco conduzem a informag&o nociceptiva para o sistema nervoso central através dos
nervos espinais, que inervam a coluna dorsal da medula espinal, no qual fazem sinapses com neurénios
secundarios. As sinapses medulares ocorrem na substancia cinzenta da medula espinal, esta, por sua

vez, foi dividida em dez [&minas por Rexed (1954) com base na citoarquitetura, sendo a l&mina I, a mais
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superficial. A maioria dos nociceptores termina nas laminas superficiais, as fibras A6 fazem sinapse com
neurdnios secundérios das I&minas |, Il e V e as fibras C com neurbnios da lamina Il (BESSON;
CHAOUCH, 1987; PRADO, 1999; RIEDEL; NEECK, 2001). A l&mina II, também conhecida por
substéncia gelatinosa, possui interneurdnios inibitdrios que se projetam para outras regides do corno
dorsal, como para as laminas | e V, constituindo uma area importante para a regulagdo da transmisséo
nociceptiva ao nivel da primeira sinapse. Os neur6nios secundarios presentes na lamina | possuem alto
limiar de excitabilidade e, assim como 0s nociceptores, respondem a estimulos intensos, sendo, portanto
denominados nociceptivos especificos. Os neurdnios secundarios que fazem sinapse na lamina V
respondem a estimulos de intensidade variada e sdo designados neurdnios de ampla faixa dindmica. A
magnitude das respostas dos neurbnios no corno dorsal da medula espinal néo ocorre simplesmente em
fungdo da natureza da informagdo nociceptiva aferente, ela é resultado de uma série de sistemas
neuronais distintos que funcionam modulando os eventos que acontecem durante o processamento da

informag&o nociceptiva.

? Fibra C

Neurénio de projecao
e/
Interneuroénio inibitério ’- —e Ativacao
Y @

intensa

1 Neurénio de projecao
+

@ — Ativacao fraca

ou reduzida

Interneurénio inibitério

Fibras AB

Figura 1 - Modulagao localizada da dor de acordo com a teoria da comporta (MELZAK; WALL,
1965). Reproduzida de KANDEL em “Principios da Neurociéncia” - 42 Ed., 2003.
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A comunicagdo do neurbnio primdrio com o secundario depende da liberagdo de
neurotransmissores como o peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP) (MORTON;
HAUTCHINSON, 1989), somatostatina, peptideo vasoativo intestinal (KUO; KAWATANI; DE GROAT,
1985), dentre outros. Os neurotransmissores mais estudados e provavelmente os mais envolvidos na
transmiss@o nociceptiva sdo a substancia P (GARRY; HARGREAVES, 1992) e o glutamato (ZHANG;
BENVENISTE; PIANTADOSI, 1993). Os axénios dos neurdnios secundarios que partem da medula
ascendem para areas supraespinais formando os tratos nervosos especificos: espinotalamico,
espinoreticular, espinomesencefalico, espinocervicotaldmico, espinoparabraquial, espinoparabraquio
(trigémio) hipotalamico e a via pos-sinaptica da coluna dorsal. Estes tratos dirigem-se para o talamo ou
convergem no talamo ap6s contrairem sinapse em estagdes intermediarias. Ja no talamo, os neurdnios
de terceira ordem conduzem a informagao nociceptiva para areas sensitivas do cértex cerebral. Nestas
estruturas, varios aspectos das sensagoes, dentre elas, a dor, séo processados: qualidade, intensidade,
localizag&o, duragéo e o seu aspecto emocional ou afetivo (BESSON; CHAOUCH, 1987; MILLAN, 1999;

PRADO, 1999).

1.2 Dor Inflamatéria

Um denominador comum a todos os tipos de dor inflamatoria é a sensibilizagéo de nociceptores.
Este fendmeno é resultado da liberagdo de mediadores quimicos por varios tipos celulares residentes e
migratérios no local da leséo tecidual. Enquanto alguns outros mediadores atuam sensibilizando os
nociceptores, ou seja, diminuindo o limiar de ativagdo, como fazem as prostaglandinas (PGE>), a
prostaciclina (PGl), as aminas simpatomiméticas e os leucotrienos, outros ativam diretamente os
nociceptores, como a histamina, serotonina, bradicinina, ATP causando imediata manifesta¢éo da dor
(KANDEL; SCHWARTZ; JESSEL, 2003). Durante a liberagdo de mediadores quimicos de varias origens
celulares decorrentes da lesdo tecidual local, pode ocorrer a sensibilizagdo e/ou ativagao direta dos

nociceptores (FLOREZ, 1993). Do ponto de vista eletrofisiologico, a sensibilizagdo dos nociceptores &
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caracterizada pela reducao do limiar necessario para ativa-los, pelo aumento da atividade espontanea
do neurdnio e pelo aumento da freqiéncia de disparos em resposta a estimulos supralimiares (RIEDEL;
NEECK, 2001). Atualmente ja est&d bem aceito que a sensibilizagdo de neurdnios nociceptivos primarios
€ o denominador comum da dor inflamatéria e que leva a estagios conhecidos como
hiperalgesia/alodinia em humanos ou hipernocicep¢do em modelos animais (CUNHA et al., 2007).

Em modelos experimentais, este fendbmeno tem sido atribuido a agdo direta de mediadores
inflamatdrios hipernociceptivos (prostaglandinas e aminas simpatomiméticas) sobre seus receptores
presentes na membrana do nociceptor, no qual, em Ultima instancia, induz a diminuicdo do limiar do
nociceptor, aumentando a excitabilidade da membrana neuronal (COUTAUX et al., 2005; FERREIRA;
LORENZETTI; CORREA, 1978; KHASAR; McCARTER; LEVINE, 1999). Estas evidéncias também ja
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 hipernocicepcdo pode ser descrita como resultado
da sensibilizagao dos neurdnios sensitivos primarios associados a nociceptores polimodais de alto limiar
ou a nociceptores silenciosos. Esta classe de nociceptores estd presente no tecido articular e em alguns
outros tecidos como no tecido visceral, apresenta limiar de ativagdo muito elevado e, portanto, néo séo
ativados por estimulos nocivos agudos (SCHAIBLE; SCHMIDT, 1988). Entretanto, a sensibilizagéo
destes nociceptores ocorre durante o processo inflamatério, como conseqiiéncia da liberacdo de
substancias algésicas, tais como prostaglandinas e bradicininas. O aumento do influxo sensorial
resultante da sensibilizacdo periférica dos nociceptores conduz a subseqiiente sensibilizagdo do
componente central, sendo este, o responsavel por modificagdes na percepcdo da dor (HANESCH;
HEPPELMANN; SCHMIDT, 1992; SCHAIBLE; EBERSBERGER; BANCHET, 2002).

Hingtgen, Waite e Vasko (1995) demonstraram que a PGE>2, dopamina ou carbaprostaciclina
(analogo estavel da prostaciclina), ao se ligar a seus receptores especificos, induz em aumento da

concentragdo intracelular de adenosina monofosfato ciclico (AMPc) e célcio (Ca?*), causando a
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sensibilizagdo dos nociceptores. Corroborando estes dados, Ferreira e Nakamura (1979) utilizando o
teste de pressédo constante na pata de ratos (Randall-Selitto modificado), observaram a manifestagéo de
hipernocicepgdo mecanica apds administrarem intraplantarmente dibutiril-AMPc (analogo de AMPc), de
A23187 (iondforo de Ca2*) ou de cloreto de bario (BaCly), os quais levam ao aumento da concentragao
citoplasmatica de Ca2*. Estes resultados alinham-se com a observagao de que receptores adrenérgicos
e prostandides estdo acoplados a enzima adenilil ciclase, responsavel pela sintese 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 hipernocicepgao
inflamatéria periférica (FERREIRA; LORENZETTI; DE CAMPQOS, 1990). Em contribui¢do a esses dados,
Cunha, Teixeira e Ferreira (1999), utilizando o teste da pressédo crescente na pata de ratos, observaram
que niveis elevados de AMPc estéo relacionados a hipernocicepgao. Por outro lado, altos niveis de
guanosina monofosfato ciclico (GMPc) demonstraram atividade antinociceptiva. Portanto, na
hipernocicepgdo mecanica parece haver um balango entre os niveis de AMPc e GMPc, sendo que altos
niveis de AMPc provocam hipernocicepcdo, enquanto que altos niveis de GMPc induzem a
antinocicepgao.

De todos os mediadores liberados durante o processo inflamatério responsaveis pela
sensibilizagdo dos nociceptores, provavelmente os que tenham sido mais intensamente estudados na
hipernocicepgao inflamatéria sdo as prostaglandinas (PGEz), a prostaciclina (PGl2) e as aminas
simpatomiméticas (FERREIRA; LORENZETTI; CORREA, 1978; LEVINE et al., 1986; NAKAMURA,;
FERREIRA, 1987).

As prostaglandinas sdo metabdlitos resultantes da agdo da enzima cicloxigenase (COX) sobre o
acido araquidénico, o qual é produto da biotransformagdo dos fosfolipideos 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 inflamatorios. No entanto, existem demonstragdes de que em
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alguns tecidos como o rim, o cérebro, os ovarios e o utero, a COX-2 parece ser constitutiva (DINCHUK
etal., 1995; MORHAM et al., 1995).

Apesar das prostaglandinas e das aminas simpatomiméticas serem os mediadores finais da
hipernocicepgao inflamatoria periférica, a liberagdo destes mediadores normalmente é precedida pela
liberagao de outros mediadores, como por exemplo, as citocinas. A leséo tecidual induz uma resposta de
alarme precoce no qual os macrofagos desempenham um papel importante, sinalizando a presenga de
estimulos deletérios para o organismo, provavelmente através da liberagdo de citocinas. Sendo assim,
as citocinas parecem estar ligadas entre injdria celular ou o reconhecimento de antigenos e na liberagéo
de mediadores responsaveis pelo desenvolvimento de sinais e sintomas locais e/ou sistémicos da
inflamagdo (POOLE; CUNHA; FERREIRA, 1999). Estudos recentes em nosso laboratorio conseguiram
estabelecer os passos dessa cascata de citocinas (CUNHA et al., 2005; VERRI JR et al., 2006). Quando
se induz um estimulo inflamatorio, desencadeia a liberagdo do fator de necrose tumoral-a (TNF-a) e, por
sua vez, estimula a liberagao de duas vias hipernociceptivas: a via que induz a liberagao de interleucina-
1B (IL-1B), que tem como mediador final os prostandides; e a via das quimiocinas CXC ou citocina
quimio-atraente de neutrdfilo 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 & geracdo da hipernocicepgéo
inflamatéria. Entretanto, é importante lembrar que existem outros mediadores inflamatérios e células que
também participam do processo inflamatério, como o fator de crescimento neural (WOOLF et al., 1994),
leucotrieno B4 (LTB4) (GUERRERO et al., 2008) e neutrdfilos, que s&o recrutados por via do fator C5a do

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

1.3 Migragao Leucocitaria
A migragao leucocitaria para o local da lesao tecidual € uma das etapas principais da defesa do

organismo frente a um agente agressor. Durante o estagio inicial, na maioria dos processos inflamatérios,
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o glébulo branco que se apresenta de forma predominante é o neutréfilo, estando presentes no local,
principalmente, entre doze e vinte e quatro horas. Apos esse periodo, o neutréfilo inicia 0 seu processo
de morte programada (apoptose), sendo posteriormente fagocitado por macréfagos. Outras células
como eosindfilos, macréfagos e linfécitos comegam a surgir no local apds a décima hora e permanecem
por aproximadamente uma semana no local ou até quando o agente agressor for removido, caso
contrario, ocorre a cronificagdo do processo inflamatério (GALLIN; SNYDERMAN, 1999; INSEL, 1996).

O processo de migragdo comega pelo rolamento, seguido de adeséo firme do leucécito ao
endotélio vascular e por fim, a transmigragdo. O aumento da aderéncia entre os leucécitos e o endotélio
vascular é mediado pela expressdo de um conjunto de proteinas de membrana conhecidas por
moléculas de ades&o. Dentre essas moléculas, destacam-se as selectinas (L-, E-, P-selectina) e seus
respectivos ligantes (carboidratos). As B2-integrinas se ligam as moléculas da superfamilia das
imunoglobulinas, como o0 VCAM-1, PECAM-1 e ICAM-1, ICAM-2 e ICAM-3, mediando a adeséo firme e a
transmigracao dos neutréfilos (ZIMMERMAN; PRESCOTT; McINTYRE,1992).

Ja aderidos ao endotélio, os neutréfilos atravessam a barreira endotelial por aberturas entre as
células endoteliais ou através destas (diapedese e migracédo transendotelial, respectivamente) e entéo,
dirigem-se ao foco da lesdo. A liberagdo de mediadores quimiotaticos como a IL-1B, TNF-a, LTB4, fator
de agregacdo plaquetaria, histamina, C5a e quimiocinas no sitio inflamatério forma um gradiente de
concentragdo dessas substancias que é fundamental para o correto direcionamento dos leucécitos para
o foco inflamatério (HARKNESS, 1981).

Além de realizarem fagocitose, os neutréfilos também sdo células secretoras e ao interagirem
com uma grande variedade de estimulos (mediadores liberados por células residentes, componentes do
antigeno ou proprio antigeno) no foco inflamatério, culminando a liberagao de substancias microbicidas e
mediadores pré-inflamatérios. Em pouco tempo, ap6s a interagdo de um neutrdfilo com os estimulos,
ocorre a liberagdo de espécies reativas do oxigénio e produtos lipidicos. Em seguida, acontece a

liberacdo de enzimas pré-formadas e proteinas que estavam armazenadas dentro de vesiculas.
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Finalmente, a ativagdo da transcricdo de genes resulta (em algumas horas) na producéo e secre¢éo de

citocinas pro-inflamatorias (BERTON, 1999).

1.4 A Hipernocicepgao e Migragao Leucocitaria

Uma boa parte da literatura tem relatado os efeitos hipernociceptivos de mediadores como a
bradicinina (BK), o TNF-a, a IL-18 e CINC-1 separadamente de seus efeitos quimiotaticos. Entretanto, a
hipernocicepgao induzida por alguns mediadores nociceptivos como o LTB4, o fator de crescimento
neural (NGF) ou Cba, por exemplo, pode ser abolida com a deple¢do de neutréfilos (BENNETT et al.,
1998; BISGAARD; KRISTENSEN, 1985; LEVINE et al., 1984, 1985), 0 que esta em concordéancia com a
hipétese da relagao entre migracao leucocitéria e hipernocicepgao.

Ferreira et al. (1993) e Ferreira, Lorenzetti e Pool (1993) demonstraram que o primeiro mediador
nociceptivo a ser liberado em resposta a estimulos como LPS ou carragenina em modelos animais
experimentais é a BK, que separadamente foi relacionada a migrag&o leucocitaria pela ativagdo de seus
receptores B2 em modelo de pleurite (SALEH; CALIXT; MEDEIROS, 1997) e peritonite (SANTOS;
CALIXTO; SOUZA, 2003). Na seqiiéncia da cascata apresentada anteriormente, o TNF-a e a IL-1B
aumentam a permeabilidade do endotélio vascular e a expressdo de moléculas de adesdo como a E-
selectina e ICAM-1, favorecendo os processos de adesao e migragao celular. Os eicosandides também
sdo capazes de aumentar a expressao das moléculas de adesdo (WONG; PRAMEYA; DOROVINI-ZIS,
1999). Continuando na cascata, a IL-8/CINC-1 que é liberada pela indu¢do de TNF-a, tem a atividade
quimiotatica ainda mais reconhecida que de outras citocinas como a de IL-1B, agindo tanto em
neutréfilos como em linfocitos (BODDEKE, 2001). A partir destas evidéncias, os mediadores que
induzem a hipernocicepgao ou por via prostandide (BK — TNF-a — IL-1p — PGE>), ou via amina
simpatomimética (BK — TNF-a — IL-8/CINC-1 — amina simpatomimética) teve a sua atividade

quimiotatica demonstrada.
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1.5 O Fator C5a do Complemento

Durante estas Ultimas décadas, tem chamado atengéo o papel do sistema complemento na
génese do processo inflamatorio bem como de doencgas inflamatérias, como a artrite reumatoide
(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 protedlise de C5 que inicia a etapa
tardia da ativagdo do complemento. Tanto o C5a como C3a e C4a, também chamadas de anafilatoxinas,
estdo relacionados ao processo de inflamacdo aguda através da sua agdo sobre mastocitos,
desgranulando-os promovendo, desta forma, a liberagdo de histamina, serotonina e outros mediadores.
Entretanto, o C5a € o mediador mais potente desses trés, sendo 20 vezes mais potente que o C3a e
2500 vezes mais que o C4a (ABBAS; LICHTMAN, 2004). Além de atuar sobre mastécitos, o Cba age
também sobre os neutrofilos estimulando a sua motilidade e a adesdo firme nas células endoteliais,
aumenta também a sua capacidade de fagocitose e liberagcdo de granulos enzimaticos (HETLAND;
PFEIFER; HUGLI, 1998). Quando em altas doses, o0 C5a € capaz ainda de aumentar no neutréfilo a sua
atividade respiratdria e a producéo de intermediarios reativos do oxigénio, como 0 anion superoxido (0%),
o peroxido de hidrogénio (H202) e o radical hidroxil (HO), que tém atividade bactericida. A combinagao
das agdes de C5a no mastdcito, no neutréfilo e nas células endoteliais contribui para o estabelecimento
do processo inflamatério (ABBAS; LICHTMAN, 2004).

Ja os efeitos pré-inflamatérios dessas anafilatoxinas sdo mediados através de ligagdes a
receptores especificos em varios tipos celulares. O receptor para C5a é o mais bem caracterizado, é
membro da familia de receptores trasmembranicos com 7 a-hélices e usa proteinas triméricas (proteina
G) de ligagéo ao trifosfato de guanosina (GTP) para ativar a sua via de sinalizagdo. Esse receptor esta
expresso em varios tipos celulares: neutrdfilos, eosinéfilos, mastdcitos, monécitos, macréfagos, células
endoteliais, células epiteliais, células musculares lisas, astrocitos e basdfilos (ABBAS; LICHTMAN, 2004;

CHENOWETH; HUGLI, 1978; GERARD et al., 1989; WERFEL et al., 1992). Dessa forma, &
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compreensivel que o C5a apresente ampla atuagdo nos diversos tipos de processos inflamatérios e

locais distintos do organismo.

1.6 O C5a na Dor Inflamatdria

Foi demonstrado que o sistema complemento estd envolvido na sepse, no choque, em leséo
sem corte, lesdo cirtrgica, queimaduras, isquemias e artrites, dos quais participa por iniciar a ativagéo
nociceptiva inflamatéria em varios estagios (agudo, subagudo e até mesmo crénico). A inibicdo da
cascata de complemento no processo inflamatério acarreta uma redugdo da liberagdo de varios
mediadores inflamatérios que sustentam a nocicepgdo, como ions hidrogénio, aminas biogénicas,
eicosandides e neuropeptideos, entre outras moléculas (MASTELOS; GERMENIS; LAMBRIS, 2005).
Além disso, sabe-se também que C5a aumenta respostas inflamatérias por ativar a produgéo e a
liberacdo de citocinas pro-inflamatorias, aminas bioativas, anion superdxido e enzimas intracelulares
(EMBER; JAGELS; HUGLI, 1999; GERARD, C.; GERARD, N.P., 1994).

Entretanto, o papel de C5a na dor inflamatéria ainda ndo esta bem compreendido. Em estudo
anterior, Levine et al. (1985) demonstrou que a inje¢do intraplantar (intradérmica) de C5a foi capaz de
produzir uma hipernocicepgdo mecanica que era dependente da presenca de leucdcitos
polimorfonucleares (neutréfilos). A relagéo da migragéo de neutrdfilos e a hipernocicepgao inflamatéria
tem sido demonstrado em outros estudos (DE ABREU CASTRO; FERREIRA, 1979; LAVICH et al.,
2006). Twining et al. (2005) também mostraram evidéncias da participagéo do sistema complemento na
medula espinal induzindo hipernocicepgdo mecanica em trés diferentes modelos de neuropatia (ligadura
do nervo ciatico, infecgao viral do nervo ciatico e aplicagdo do zimosan no ramo do nervo ciatico). Clark
et al. (2006) também sugeriram a participagdo do C5a na hipernocicepgao inflamatéria utilizando-se o
modelo de lesdo incisional na pata de camundongos e ainda procuraram relacionar com a presenca de
diversas citocinas pré-inflamatérias. Contudo, ndo se sabe exatamente ainda quais sé&o 0os mecanismos

ou a co-relacao, se existe, entre esses mecanismos na hipernocicepgao.
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2. OBJETIVOS

O presente estudo foi desenvolvido com os seguintes objetivos:

| - Estudar o papel do C5a na génese da resposta hipernociceptiva inflamatéria periférica.

Il - Usando uma nova ferramenta, o antagonista especifico do receptor para o C5a - PMX53 —, avaliar o
papel do C5a enddgeno liberado na resposta inflamatéria imune inata e adaptativa e o seu possivel

mecanismo na resposta hipernociceptiva mecénica.

lIl - Avaliar a participagdo do C5a na migragéo celular de neutréfilos induzida pela resposta inflamatéria
periférica, assim como a relagdo da presenca de neutréfilos induzida direta ou indiretamente por Cba

com a hipernocicepgao mecanica.

IV - Avaliar a possivel participagdo do C5a na liberagdo das citocinas TNF-a e IL-1 na resposta

inflamatéria periférica.
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3. MATERIAL E METODOS

Todos os experimentos foram conduzidos de acordo com as normas da Associagdo
Internacional para Estudo da Dor (IASP) bem como as estabelecidas pelo Comité de Etica para Animais
de Experimentagédo da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de S&o Paulo (FMRP-

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

3.1 Animais Experimentais

Foram usados ratos Wistar machos (pesando entre 180-200 g) e camundongos isogénicos
C57/BL6 (selvagens) machos (pesando entre 20-25 g) provenientes do Biotério Central da Universidade
de S&o Paulo (campus Ribeirdo Preto). Antes de serem submetidos aos ensaios biolégicos, os animais
permaneceram cerca de 2 dias no Biotério do Departamento de Farmacologia, alojados em caixas
apropriadas (5 por caixa) sob condigdes de temperatura (22-25 °C) e ciclo claro/escuro de 12 h

controlados, com acesso a agua e ragao ad libitum.

3.2 Avaliacao Hipernociceptiva
Os testes hipernociceptivos foram realizados no periodo claro entre 09:00 e 17:00 h. Para cada

grupo experimental foram usados até 6 animais.

3.2.1 Teste da pressao 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 € colocado em uma plataforma e mantido em decubito
ventral pela méo do experimentador. Qualquer uma das patas traseiras pode ser submetida a uma
pressdo constante de 20 mmHg aplicada por um pistdo com uma area de 15 mm2. A pressdo é
interrompida quando o animal exibe a reagao tipica interpretada como nociceptiva, caracterizada por

reducdo dos movimentos de fuga, seguida de alteragbes na frequéncia respiratoria, fasciculagdes no
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dorso e retracdo da cabeca e das patas dianteiras (Figura 2). As drogas foram administradas por injecéo
intraplantar (i.pl.) usando uma microsseringa de Hamilton de 100 pL. A agulha foi introduzida
subcutaneamente préximo ao terceiro digito, com a ponta da agulha alcan¢ando a metade da planta da
pata traseira. A reagdo basal a estimulagdo mecanica foi medida antes da primeira injecéo intraplantar,
utilizando-o como valor medido a zero hora (controle da reacdo). Assim, a intensidade da
hipernocicepgdo mecanica foi quantificada como redugéo do tempo da reagao, calculado pela subtragéo
dos valores subseqiientes medidos apds a injecdo do estimulo com a primeira medida (zero hora)

(FERREIRA; LORENZETTI; CORREA, 1978).

Figura 2 - Diagrama do aparelho usado para avaliagao da hipernocicepgao 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 vélvula solendide (VS) normalmente dirige-o na
direcdo 1. Quando o pedal (P) é ativado, ocorre simultaneamente o disparo do cronémetro (Cr) e 0
fechamento da valvula solendide que faz com que o fluxo de ar seja dirigido para dentro da seringa de
teflon (dire¢éo 2). A presséo no sistema pode ser monitorada por meio do manémetro (M) e permanece
no valor desejado pelo experimentador através da valvula de escape (V).
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3.2.2 Teste da pressao crescente na pata de camundongo: avaliagcao da flexao dorsal da
articulagao tibio-tarsal

Para a avaliagdo da hipernocicepgdo mecanica articular foi utilizada a modificagdo do método
mecanico eletronico de quantificacdo da intensidade da nocicepgdo inflamatéria 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 eletrénico usado primeiramente em humanos
(JENSEN et al., 1986) e posteriormente em ratos (MOLLER; JOHANSSON; BERGE, 1998) e em
camundongos (CUNHA et al., 2004), utilizando-se um estesiometro eletronico (Modelo 1601C, Life
Science Instruments, Califérnia, EUA). Este aparelho consiste em um transdutor de presséo adaptado a
um contador digital de forga, que expressa os valores em gramas e com precisdo do aparelho de até
0,1 g. O aparelho ¢ calibrado para registrar uma forga maxima de 150 g, mantendo a precisdo de 0,1 g
até atingir uma forga de 80 g. O contato do transdutor de presséo com a pata é realizado através de uma
ponta descartavel de polipropileno de area 4,15 mm? (Figura 3). Os animais foram colocados em caixas
acrilicas (12 x 10 x 17 c¢cm - largura x profundidade x altura) durante 15-30 min para adaptagdo
(Figura 4). O assoalho da caixa é feito de uma tela reticulada de arame ndo maleavel. A avaliagdo da
hipernocicepgdo mecanica articular consiste na aplicagéo, por entre os reticulos, de uma presséo
linearmente crescente no centro da planta da pata do camundongo (Figura 5), até que o animal flexione
a regido tibio-tarsal, produzindo uma resposta de retirada da pata, cada teste foi avaliado 3 vezes
sucessivamente (sendo a variagdo permitida entre uma medida e outra de menos de 1 g). A intensidade
de hipernocicep¢do mecanica articular é quantificada através de valores absolutos de limiar mecanico
(em gramas). A medida basal n&o é considerada porque ocorre um deslocamento do membro posterior
do animal, em funcdo da amplitude da area da ponteira, por isso foi adotado um valor de corte (cut off),

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

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

Figura 3 — Foto da ponteira utilizada no modelo de nocicepgao articular.* A foto apresenta a
ponteira (de area — 4,15 mm?) utilizada na avaliagdo da resposta hipernociceptiva mecanica articular.

Figura 4 — Foto do equipamento utilizado no modelo de hipernocicep¢do mecanica articular.* A
foto apresenta o estesiémetro eletronico (Modelo 1601C, Life Science Instruments California, EUA), as
caixas de acrilico, 0 assoalho em tela reticulada de arame e o espelho, utilizados no modelo de
hipernocicepgao mecénica articular.

* Figuras cedidas gentilmente por Ana Tereza Gomes Guerrero (colaboradora deste trabalho) e compdem do conjunto de figuras de sua dissertagao
de mestrado intitulado: “Desenvolvimento de um modelo de avaliacdo da nocicepco articular induzida por zimosan em camundongos...” (2005).
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Figura 5 - Foto no momento do teste de hipernocicepgao mecénica articular.” A foto apresenta a
ponteira em contato com a pata do animal. O experimentador aplica, por entre os reticulos da tela de
arame, uma presséo linearmente crescente no centro da planta da pata do camundongo até que o
animal produza flexdo dorsal da articulagao estimulada.

Figura 6 — Foto da injegdo intra-articular (i.a.) de zimosan.* A foto apresenta o procedimento para a
realizagdo da injecdo i.a. de zimosan.

* Figuras cedidas gentilmente por Ana Tereza Gomes Guerrero (colaboradora deste trabalho) e comp&em do conjunto de figuras de sua dissertagéo
de mestrado intitulado: “Desenvolvimento de um modelo de avaliacéo da nocicepcao articular induzida por zimosan em camundongos...” (2005).
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3.3 Procedimento para Imunizagao Ativa em Ratos

Para imunizar os animais, a ovo albumina (OVA) foi dissolvida em salina estéril, na
concentragao de 2 mg/mL e misturada com um volume igual de Adjuvante Completo de Freund (CFA, na
concentragdo de 1 mg/mL de Mycobacterium tuberculosis em 85% de 6leo de parafina e 15% de manide
mono-oleato). O CFA foi usado para aumentar a eficiéncia do processo de imunizagdo (FREUND, 1956),
pois ele tem o papel de prolongar o tempo de vida do antigeno injetado e também de aumentar a sua
efetividade para alcangar o sistema imune. Assim, ratos pesando aproximadamente 100 g receberam 2
injegdes subcutaneas em sitios distintos do dorso, sendo a dose total de 200 ug de OVA dissolvido em
uma emulsdo de salina estéril + CFA. Os ratos do grupo controle (sham-imunizados) receberam a
injecdo de emuls@o sem OVA. Apds 21 dias, os ratos foram, entdo, desafiados com a administracéo

intraplantar de OVA (25 ug em 100 pL 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 quimiotatico C5a, que € preparado através da
incubacdo a 37 °C do soro fresco de rato com zimosan na concentragdo de 10 mg/mL durante 30 min.
Ao término da incubagéo, o zimosan é removido por centrifugacéo (2 vezes por 10 min a 3000 g, em
temperatura ambiente), e o soro foi submetido ao banho-maria a temperatura de 56 °C por 30 min,
aliquotado e mantido a -70 °C até o seu uso (TORRES; FORMAN, 1999). O soro controle foi incubado
por 30 min a 37 °C sem a adigdo do zimosan, e os procedimentos subseqientes foram 0os mesmos

empregados no preparo do ZAS.

3.5. Recrutamento de Neutrdfilos
A quantificagdo da migracao de neutrdfilos no tecido subcutaneo 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 acumulagdo de neutrdfilos na pata de rato ou na regido da articulagéo tibio-tarsal de
camundongo foi mensurada pela média da atividade de MPO. Apos o sacrificio dos animais, tecidos
subcutaneos das patas ou o complexo 6sseo tibio-tarsal foram removidos, pesados e seguiram-se 0s
ensaios para MPO (SOUZA et al., 2000). As amostras foram homogeneizadas a 5% (peso/volume) em
solugéo tamp&o de EDTA/NaCI (pH = 4,7) com auxilio do Polytron® (PT 3100), seguida de centrifugacéo
(3000 g por 15 min, a 4 °C). Na seqtiéncia, foram re-suspendidas em tamp&o de brometo de hexadecil-
trimetil-aménio 0,5% (pH = 5,4) e entdo foram congeladas e descongeladas trés vezes em nitrogénio
liquido. Ap6s o ultimo descongelamento, as amostras foram re-centrifugadas (3000 g, 15 min, a 4 °C) e
2-5 L do sobrenadante foi usada para o ensaio de MPO. A reagéo enzimatica foi realizada com 1,6 mM
de tetrametil-bezidina, 80 mM NaPQ4, 0,5 mM de peréxido de hidrogénio, e a reagéo foi parada com 4 M
de H2SO0:s. A leitura foi realizada em espectrofotdmetro ajustado para o comprimento de onda de 450 nm.
Os resultados da leitura das amostras foram obtidos através da comparagéo com uma curva padréo, no
qual se sabe o nimero de neutrtfilos nesta curva, e portanto, os resultados das amostras foram

expressos como numero de neutréfilos x 108 por mg de tecido.

3.6 Determinagao de Niveis de TNF-a e IL-18

Para determinagéo das citocinas, o tecido da area plantar dos ratos tratados foi removido 3 h
apos tratamento e homogeneizados em 500 pL do tampao apropriado contendo inibidor de proteases
(PMSF 0,1 mM), e os niveis de TNF-a e IL-13 foram determinados de acordo com a descri¢éo de Safieh-
Garabedian et al. (1995) pelo método de ELISA. De forma resumida, as placas de microtitulagdo (96
pogos) foram recobertas e incubadas com os anticorpos de carneiro anti-TNF-a de rato (2 pg/mL) ou
anti-IL-1B de rato (2 pg/mL) diluidos em PBS durante 15-18 h a 4 °C. Apds esse periodo de incubacéo,
as placas foram lavadas com PBS + 0,1% de Tween 20 e bloqueadas durante 1 h a temperatura
ambiente com BSA 1%. Em seguida, as placas foram lavadas e incubadas por 12h a 4 °C com as

amostras e suas respectivas curvas padrao (diluiges seriadas de base 2). Posteriormente, as placas
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foram lavadas novamente e incubadas com o respectivo anticorpo por 1 h a temperatura ambiente. As
placas foram lavadas e 50 uL de avidina-HRP (1:5000; DAKO A/S, Denmark) foram adicionados a cada
poco. As placas foram novamente incubadas por 30 min a temperatura ambiente, lavadas e adicionados
50 pL do substrato dicloridrato de 1,2-fenilenodiamina (ortonfenileno diamina, OPD, Sigma; 40 g,
50 pL por pogo) diluido em tampéo fosfato contendo 0.4 pg/mL de H202 30%. Apds 15 minutos, a
reacdo foi interrompida através da adicdo de H2SOs (1M, 50 plL/pogo). A leitura foi realizada em
espectrofotdmetro 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-a ou IL-1B por mililitro, baseando-se na curva padrdo para cada citocina.
Como grupos controles, os niveis dessas citocinas foram determinados em animais que receberam

salina (100 L, i.pl.) ou PMX53 (60 ug, 100 L, i.pl.) 30 min antes da injegao de salina (100 WL, i.pl.)

3.7 Protocolos Experimentais

3.7.1 Efeito do PMX53 na hipernocicepgao mecanica, migragao de neutrofilos e liberagao
de citocinas induzidas por zimosan, LPS, carragenina ou OVA

Os ratos receberam injecdo intraplantar (i.pl.) de salina (100 pL) ou PMX53 (60 ou 180 ug
diluida em 100 uyL de salina — experimentos com zimosan; ou 60 pg em 100 pL de salina -
experimentos com LPS, carragenina ou OVA) 30 min antes dos estimulos zimosan (30 ug em 100 pL,
i.pl.), LPS (0,5 pg em 100 pL, i.pl.), carragenina (100 pg em 100 L, i.pl.) ou OVA (25 pg em 100 pL,
i.pl., animais CFA-imunizados). A hipernocicepgao mecanica foi medida entre 2-24 h e 2-4 dias ap6s a
injecdo de zimosan ou 1-24 h ap6s as inje¢des de LPS, carragenina ou OVA.

Também se avaliou a efetividade do pds-tratamento com PMX53 na hipernocicep¢do mecénica
induzida por zimosan. O PMX53 (60 pg em 100 pL, i.pl.) foi administrado 3 dias depois da injegéo de

zimosan, e a hipernocicepgéo foi medida 1-24h ap6s da inje¢do do antagonista. Os grupos de animais
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para o ensaio de MPO e determinagdo de citocinas foram sacrificados 4 h ap6s inje¢éo de zimosan ou
3 h ap6s as injecdes de LPS, carragenina ou OVA, como j& descrito anteriormente.

Além disso, foi verificado o efeito de PMX53 na hipernocicepgdo mecanica induzida por zimosan
na articulago tibio-tarsal. Os camundongos foram levemente anestesiados, e zimosan (30 ug em 5 L)
ou TNF-a (100 pg em 5 uL) foi administrado via uma agulha hipodérmica 29 G na regido da articulagéo
tibio-tarsal. Os animais controle receberam uma inje¢éo intra-articular no mesmo volume de salina estéril.
Administrou-se, por via subcutanea (s.c.), 0 PMX53 (0,3, 1 ou 3 mg/Kg) ou seu veiculo (salina) 30 min
antes da hipernocicepgéo articular induzida por zimosan, e as respostas comportamentais foram
medidas entre 1-7 horas ap6s a indugéo da hipernocicepgéo. Ao término da avaliagao hipernociceptiva,
0s animais foram sacrificados e o complexo 6sseo tibio-tarsal foi removido e coletado para o ensaio de

MPO.

3.7.2 Efeito do PMX53 na hipernocicepgao mecanica e migragao de neutréfilos induzidos
por C5a ou Soro Ativado por Zimosan (ZAS)

Inicialmente, para a determinagéo da curva dose-resposta de C5a ou de ZAS, os ratos foram
tratados com salina (100 L, i.pl.) e receberam 30 min depois uma injegao de C5a (0,4-40 ng em 100 pL,
i.pl.) ou ZAS (diluigdes de 1:100-1:1000 em 100 wL, i.pl). Apds as doses hipernociceptivas serem
determinadas, PMX53 (60 g em 100 pL, i.pl.) foi administrado seguido da administragdo de C5a (40 ng
em 100 pL, ipl.) ou de ZAS (diluicdo 1:300 em 100 L, i.pl.) 30 min apds. As respostas hipernociceptivas
mecanicas foram avaliadas entre 1-24 h apds a injecdo intraplantar de C5a ou ZAS. Um grupo de
animais foi sacrificado, e o tecido plantar foi coletado 3 h apds a injegdo de ZAS para a determinagéo de

MPO.
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3.7.3 Efeito do PMX53 na hipernocicep¢ao mecanica induzida por BK, TNF-a, CINC-1, IL-
1B, PGE:2 e dopamina em ratos

Nessa etapa de experimentos, 0 PMX53 (60 ug em 100 wL, i.pl.) ou salina (100 L, i.pl.) foi
administrado 30 min antes da inje¢do de BK (500 ng em 100 L, i.pl.), TNF-a (2.5 pg em 100 L, i.pl.),
CINC-1 (100 pg em 100 pL, i.pl.), IL-18 (0,5 pg em 100 L, i.pl.), prostaglandina E2 (PGE;) (100 ng em
100 L, ipl.) ou dopamina (3 pg em 100 L, i.pl.). As respostas hipernociceptivas mecanicas foram
avaliadas entre 1-5 h ap6s a administracao dos estimulos hipernociceptivos.

Verificou-se ainda o efeito do PMX53 na hipernocicepgdo mecénica induzida por TNF-a na
articulagéo tibio-tarsal de camundongos. Os animais foram pré-tratados com PMX53 (3 mg/Kg, s.c.) 30
min antes da hipernocicep¢do mecanica induzida por TNF-a (100 pg em 5 uL) na articulagao tibio-tarsal.

As respostas hipernociceptivas foram avaliadas entre 1-5 h ap6s a injegao intra-articular de TNF-a.

3.7.4 Efeito do sulfato de vimblastina na hipernocicepcao mecanica e na migragao de
neutrofilos induzidas por zimosan, C5a ou carragenina

O sulfato de vimblastina € comumente utilizado em terapias antineoplasicas por exercer um
potente efeito de inibicdo da produgéo de leucdcitos, e € empregado como ferramenta laboratorial para
induzir deple¢do de neutrdfilos (BERAY-BERTHAT et al., 2003; DA MOTTA et al., 1994) como a
fucoidina (GUERRERO et al., 2008) ou a ciclofosfamida (MENDONCA et al., 2006).

Com esta finalidade, os animais (ratos) receberam sulfato de vimblastina por via endovenosa
(0,8 mgl/kg, i.v.) 72 h antes da administracdo intraplantar de salina (100 pL, i.pl.), zimosan (30 ug em
100 pL, i.pl.), C5a (40 ng em 100 pL, i.pl.) ou carragenina (100 pg em 100 wL, i.pl.). As respostas
hipernociceptivas mecéanicas foram avaliadas 1-24 h apds a administragdo intraplantar dos estimulos.
Para a contagem de neutrofilos, foram realizados novos grupos de animais que receberam tratamento
de sulfato de vimblastina e 72 apds receberam estimulo intraplantar (os mesmo descritos acima), foram

sacrificados 3 horas ap6s a administragdo do estimulo 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 comprobatorio 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-1B, CINC-1, PGE; (Sigma-
Aldrich, St Louis, MO, EUA) e TNF-a (National Institute for Biological Standards and Control, UK). Todos
os compostos foram dissolvidos em salina estéril (HalexIstar, Sdo Paulo, Brasil) exceto para PGE», que

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

3.9 Andlise Estatistica

Todos os resultados estdo apresentados como médias + Erro Padrdo das Médias (E.P.M.) para
grupos de 3-6 animais. O teste-t foi usado para comparagdes entre dois grupos ndo-pareados € a
analise de variancia de uma via (One-Way ANOVA) seguido de comparagdes multiplas de Bonferroni

quando se comparou varios grupos entre si. O nivel de significancia foi determinado para P<0,05.
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4. RESULTADOS
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4. RESULTADOS

4.1 Participagao do fator C5a na hipernocicep¢ao mecanica inflamatoria

No presente trabalho, foi possivel verificar a importéncia do C5a na participa¢do do processo
hipernociceptivo inflamatério através da utilizagdo de um potente antagonista seletivo do receptor C5a, o
PMX53. As doses inflamatérias do estimulo usado para induzir a hipernocicepgao foram previamente
determinadas (CUNHA et al., 1991, 1992; FERREIRA et al., 1988, 1993) exceto para o zimosan, 0 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 ug/pata, 30
minutos antes da administragdo de zimosan) inibiu a hipernocicepgdo mecanica induzida por zimosan
(Figura 8). Verificou-se que o pré-tratamento com uma unica dose de PMX53 conseguiu promover a anti-
hipernocicepgdo que durou por, pelo menos, 6 horas, verificando-se que o efeito hipernociceptivo
restabelece apds 24 h. A administragdo local de PMX53 (60 pg/pata) ndo alterou as linhas de base
nociceptiva dos animais (Figura 8).

Uma Unica injecéo intraplantar de zimosan foi capaz de induzir uma hipernocicep¢do mecanica
sustentada por até 5 dias. Isso permitiu que se verificasse o efeito do pos-tratamento de PMX53. Foi
visto que o tratamento terapéutico com PMX53 (60 pg/pata, administrado 3 dias apds a inje¢do de
zimosan) de forma significativa reduziu a hipernocicep¢do mantida por zimosan, sugerindo que C5a
além de participar do inicio do processo hipernociceptivo inflamatério, também esta 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), apos dia 3, foi novamente tratado com PMX53,
mesmo apos a hipernocicep¢do mecénica induzida por zimosan ter sido restaurada apés dia 2, 0 PMX53
(60 pglpata) foi capaz também de inibir essa hipernocicepgédo (dado ndo mostrado).

A incubacdo do soro fresco de rato com zimosan para induzir a ativagdo do sistema

complemento e consequente formagdo de Cba, é uma técnica ja bem estabelecida na literatura
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(ISSEKUTZ; MIYASAKA; ISSEKUTZ, 1996; KODANI et al., 2000). Assim, para confirmarmos se 0
PMX53 esta atuando diretamente por bloqueio especifico do receptor para o0 C5a ou da sua via, avaliou-
se o efeito de PMX53 na hipernocicepgdo mecénica induzida por ZAS (Figura 9) ou pelo préprio C5a
(Figura 10). O pré-tratamento com PMX53 inibiu a hipernocicepgao induzida por ambos os estimulos
(Figuras 9 e 10). E ainda, o efeito anti-hipernociceptivo de PMX53 (60 ug/pata) também foi observado na
hipernocicepgdo mecanica induzida por LPS (0,5 pg/pata) ou carragenina (100 ug/pata) (Figura 11). A
carragenina e o LPS tém sido amplamente utilizados para se estudar os mecanismos da resposta
hipernociceptiva inflamatéria periférica inata. Sabe-se que o sistema complemento também participa da
inflamag&o imune adaptativa (SCHLEIMER, 2004). Corroborando essa evidéncia, o pré-tratamento com
PMX53 (60 ug/pata) foi capaz de reduzir a hipernocicepgdo mecénica induzida pelo antigeno (OVA) em
animais previamente imunizados (Figura 12). Dessa maneira, estes resultados sugerem que o Cha
também participa da génese da hipernocicep¢éo durante a resposta inflamatéria inata e adaptativa.

Com o propdsito de excluir a hipotese do bloqueio direto da hipernocicepgdo por um mecanismo
que independe do antagonismo do receptor de C5a, analisou-se o efeito do PMX53 na hipernocicepgao
induzida por mediadores que atuam diretamente no nociceptor (prostaglandinas e aminas
simpatomiméticas). Estes mediadores, como ja mencionado na introdugdo, s&o mediadores de agéo
direta sobre o receptor de membrana da fibra nociceptiva primaria (nociceptor) e que séo capazes de
promover a sua sensibilizagdo. Assim, os resultados mostraram que o PMX53 néo foi capaz de alterar
as respostas hipernociceptivas induzidas por PGE: (100 ng/pata) ou dopamina (3 ug/pata) (Figura 13), o
que confirma a nossa hipétese de que o PMX53 esta antagonizando diretamente e seletivamente o

receptor de C5a para o bloqueio da hipernocicepgao inflamatoria.
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Figura 7 - Efeito da hipernocicep¢ao mecanica induzida por zimosan. Zimosan (Zim, 10, 30 ou 100
Mg, em 100 pL, i.pl.) foi administrada 30 minutos ap6s a injegdo de salina (Sal, 100 L, i.pl.). As

respostas hipernociceptivas mecénicas foram avaliadas entre 2-24 h apds e dias 2-6 ap6s a injecéo

intraplantar de zimosan. Os resultados estio 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 hipernocicepgao mecanica induzida por zimosan. PMX 53 (PMX, 60
ou 180 ug, i.pl.) foi administrado 30 minutos antes da injecdo de zimosan (Zim, 30 ug, i.pl.) e as
respostas hipernociceptivas foram medidas entre 2-24 h. PMX53 (PMX, 60 pg, i.pl.) ou salina também foi
administrada no dia 3 apds a injecdo de zimosan e a hipernocicepgao foi avaliada 1-24 h ap6s o
tratamento de PMX53. Os resultados estdo 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 hipernocicepgao mecanica induzida por soro ativado por zimosan
(ZAS). Soro ativado por zimosan (ZAS, diluigbes 1:100, 1:300 ou 1:1000, i.pl.) ou soro inativo (Soro, 100
ML, i.pl.) foi administrado 30 minutos ap6s a inje¢ao de salina (Sal,100 L, i.pl.) e as respostas
hipernociceptivas mecanicas foram avaliadas entre 1-24 h apdés. PMX 53 (PMX, 60 pg, ipl.) foi
administrado 30 minutos antes da inje¢cdo do soro ativado (ZAS, 1:300, i.pl.) e as respostas
hipernociceptivas foram medidas entre 1-24 h. Os resultados estdo 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 hipernocicepgao mecanica induzida por C5a. O C5a (C5a, 0,4, 4 ou
40 ng, em 100 L, i.pl.) ou salina (Sal, 100 L, i.pl.) foi administrado 30 minutos ap6s a inje¢do de salina
(Sal, 100 pL, i.pl.), as respostas hipernociceptivas mecanicas foram avaliadas entre 1-24 h apds. PMX 53
(PMX, 60 pg, em 100 pL, i.pl.) foi administrado 30 minutos antes da injeg@o do Cba (Cba, 40 ng, em
100 L, i.pl.) e as respostas hipernociceptivas foram medidas entre 1-24 h. Os resultados estdo
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 hipernocicep¢cao mecanica induzida por carragenina ou por
lipopolissacarideo. PMX53 (PMX, 60 g, em 100 pL, i.pl.) ou salina (Sal, 100 L, i.pl.) foi injetado 30
minutos antes do lipopolissacarideo (LPS, 0,5 pg, em 100 pL, i.pl.) ou carragenina (Cg, 100 g, em
100 uL, i.pl.), as respostas hipernociceptivas mecanicas foram avaliadas entre 1-24 h apds. Os
resultados estao 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 + estimulo.
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Figura 12 — Efeito do PMX53 na hipernocicep¢do mecanica induzida por antigeno (OVA) em
animais imunizados. Ovo albumina (OVA, 25 ug, em 100 pL, i.pl.) foi administrado 30 minutos apds a
injecdo de PMX53 (PMX, 60 pg, em 100 pL, ip.l.) ou salina (Sal, 100pL, i.pl.) em ratos previamente
imunizados conforme descrito em Material e Métodos. As respostas hipernociceptivas mecanicas foram
avaliadas entre 1-24 h apds. Os resultados estdo 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 hipernocicep¢ao mecanica induzida por Prostaglandina E; ou por
Dopamina. PMX53 (PMX, 60 g, em 100 pL, i.pl.) ou salina (Sal, 100 L, i.pl.) foi injetado 30 minutos
antes da prostaglandina E2 (PGE2, 100 ng, em 100 L, i.pl.) ou dopamina (Dop, 3 ug, em 100 pL, i.pl.),
as respostas hipernociceptivas mecéanicas foram avaliadas entre 1-5 h apds. Os resultados estio
expressos como médias + E.P.M., sendo * P<0,05 quando comparado a animais tratados com Sal + Sal.
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4.2 0 C5a nao interfere na liberagdo da cascata de citocinas hipernociceptivas

Ja foi demonstrado anteriormente por Ferreira, Lorenzetti e Poole (1993) que a hipernocicepgao
mecanica inflamatéria é mediada por uma cascata de citocinas, e esta é iniciada pela liberagéo de
bradicinina, seguindo-se por TNF-a, como ja descrito na introdugéo. Diante disso, um dos objetivos
deste trabalho foi verificar se o efeito anti-hipernociceptivo de PMX53 seria dependente da inibicdo de
sintese dessas citocinas. Entretanto, o pré-tratamento local com PMX53 (60 ug/pata), na dose capaz de
inibir a hipernocicepgéo, ndo conseguiu diminuir a liberagdo de TNF-a ou IL-1f quando se administrou
zimosan (30 pg/pata), LPS (0,5 pg/pata) ou carragenina (100 pg/pata) (Tabela 1). Esses resultados
sugerem que a inibi¢do da produgdo de citocinas nédo seria o principal mecanismo envolvido no efeito

anti-hipernociceptivo mecénico do PMX53.
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Tabela 1 - Efeito da administragao local do PMX53 no aumento dos niveis tissulares de citocina
induzida por zimosan, carragenina ou lipopolissacarideo

Citocina (pg/pata)

Tratamento TNF-a IL-1B

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 4242 458 + 35
Sal + LPS 63+4* 608 + 8 *
PMX + LPS 795 611+ 14

Os animais foram pré-tratados com inje¢éo de salina (100 ug, i.pl.) ou PMX53 (PMX60 pg, em 100 pL,
i.pl.) 30 minutos antes da inje¢do de zimosan (Zim, 30 ug, em 100 WL, ipl.), carragenina (Cg, 100 pg, em
100 pL, i.pl.) ou lipopolisacarideo (LPS, 0,5 ug, em 100 L, i.pl.). O tecido plantar foi coletado 3 horas
apds a injegdo i.pl. de zimosan, carragenina ou LPS, e os niveis de citocina (TNF-a e IL-1) foram
determinados por ELISA. Os dados estio 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 hipernocicepgao induzida por citocinas

Considerando que o Cba ndo medeia a liberagdo de citocinas durante a hipernocicepgao
inflamatéria, o passo seguinte foi determinar se esta envolvido na mediagéo do efeito hipernociceptivo
induzido por BK e subsequente cascata de citocinas. Para verificar esta hipotese, os animais (ratos)
foram pré-tratados com PMX53 (60 pg/pata) 30 minutos antes da injecdo intraplantar de BK (500
ng/pata, Figura 14a), TNF-a (2,5 pg/pata, Figura 14a), IL-1B (0,5 pg/pata, Figura 14b) ou CINC-1 (100
pg/pata, Figura 14b). A hipernocicep¢do mecanica foi avaliada 1-5 horas apds a administracdo dos
estimulos. As doses dessas citocinas utilizadas para induzir hipernocicep¢cdo mecénica 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 hipernocicepg¢éo mecénica induzida por BK, TNF-a ou

CINC-1, mas nao por IL-1p.
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Figura 14 - Efeito do PMX53 na hipernocicepgao mecanica induzida por Bradicinina, Fator de
Necrose Tumoral-a, Interleucina-1p ou CINC-1. PMX53 (PMX, 60 ug, em 100 L, i.pl.) ou salina (Sal,
100 L, i.pl.) foi injetado 30 minutos antes da injecao de (a) bradicinina (BK, 500 ng, em 100 wL, i.pl.) ou
fator de necrose tumoral-a (TNF, 2,5 pg, em 100 wL, i.pl.); (b) interleucina-1p (IL-1pB, 0,5 pg, em 100 pL,
i.pl.) ou CINC-1 (CINC-1, 100 pg, em 100 L, i.pl.). As respostas hipernociceptivas mecénicas foram
avaliadas entre 1-5 h apds. Os resultados estdo 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 + estimulo.
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4.4 A participacao de neutrofilos na hipernocicepgao inflamatéria induzida por C5a

Conforme demonstrado anteriormente, o C5a exerce um papel na migracéo de neutréfilos em
varios modelos inflamatérios. Adicionalmente, Levine et al. (1985) mostrou uma relagéo de dependéncia
da migragao de neutréfilo com o efeito hipernociceptivo do C5a, e que os neutrofilos exercem um papel
importante na génese da hipernocicepgao inflamatoria. Dessa forma, o presente trabalho verificou se o
C5a medeia a hipernocicepgdo inflamatéria interferindo com o mecanismo de recrutamento de
neutréfilos. Para avaliar esta hipdtese, os ratos foram tratados com C5a (60 ug/pata) ou salina
(100 pL/pata) 30 minutos antes da administragdo intraplantar de zimosan, ZAS, LPS ou carragenina.
Apos trés horas da injecao do estimulo, os tecidos subcutaneos 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 neutrofilos presentes (BRADLEY et al., 1982). O tratamento com PMX53 reduziu
parcialmente a migracdo de neutréfilos induzida por zimosan, ZAS e Cba (Figura 15). Embora os
neutréfilos paregam ser importantes na génese da hipernocicepg¢éo inflamatoria induzida por carragenina
e LPS, foi visto que PMX53 nado reduziu a migragdo de neutréfilos diante destes dois estimulos (Figura
15). E possivel que o C5a ao invés de comprometer o recrutamento de neutréfilos, poderia ativar estas
células na inflamag&o induzida por LPS e carragenina.

Sustentando a hipotese de que neutréfilos séo importantes para a génese da hipernocicepgao
inflamatdria, a deple¢do de neutréfilos pela administragdo de sulfato de vimblastina (tratamento prévio de
72 horas antes do desafio), foi capaz de reduzir significativamente a hipernocicep¢ao mecénica induzida
por zimosan, C5a ou carragenina 1-24 horas ap6s a administragdo dos estimulos (Figura 16) e 3 horas
apés (Figura 17a). O tratamento dos ratos com sulfato de vimblastina ainda aboliu a migragédo de

neutrdfilos induzida por estes mesmos estimulos (Figura 17b).
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Figura 15 — O PMX53 inibe migragcdo de neutréfilos induzida por Zimosan, Soro Ativado por
Zimosan, mas nao pela migracao induzida por LPS ou Carragenina. Os ratos foram pré-tratados
com PMX53 (PMX, 60 g, i.pl.) ou salina (Sal, 100 pL, i.pl.) 30 minutos antes da inje¢do intraplantar de
salina (100 L, i.pl.), zimosan (30 g, i.pl.), soro ativado por zimosan (ZAS, diluicdo de 1:300, i.pl.),
lipopolissacarideo (LPS, 0,5 g, i.pl.) ou carragenina (Cg, 100 g, i.pl.), e o tecido plantar do animal foi
coletado a 4 horas apds a administracdo de zimosan ou a 3 horas ap6s a inje¢do de ZAS, LPS ou
carragenina, para o ensaio da atividade mieloperoxidase (MPO) (ver Material e Métodos). As amostras
sem tratamento (PN) s&o os controles do ensaio. Os resultados estdo expressos como médias + E.P.M.,
sendo * P<0,05 quando comparado com o grupo controle (Sal + Sal); § P< 0,05 quando comparado com
0s respectivos grupos tratados com estimulo hipernociceptivo; n=4.
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Figura 16 - Efeito da deplecao de neutrdfilos por Sulfato de Vimblastina na hipernocicepgao
mecanica 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 inje¢do de salina (Sal, 100 pL, i.pl.), zimosan (Zim,
30 g, em 100 WL, i.pl), Cha (C5a, 40 ng, em 100 L, i.pl.) ou carragenina (Cg, 100 pg, em 100 L, i.pl.).
As respostas hipernociceptivas mecanicas foram avaliadas antes dos animais serem tratados com
sulfato de vimblastina (t = 0 h) e no dia do experimento, antes de se iniciar as injegdes intraplantares
para certificar de que a vimblastina ndo estaria alterando o limiar nociceptivo dos animais, em seguida,
as respostas hipernociceptivas mecénicas foram avaliadas entre 1-24 horas apds a administragdo dos
estimulos nociceptivos. Os resultados estdo 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 estimulos sem o prévio tratamento com sulfato de vimblastina.
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Figura 17 - Deplecdo de neutréfilos induzida por Sulfato de Vimblastina diminui a
hipernocicep¢do mecanica induzida por zimosan, C5a ou Carragenina. (a) As respostas
hipernociceptivas foram avaliadas no tempo 3 horas ap6s a administragdo dos estimulos zimosan (Zim,
30 g, em 100 wL, i.pl.), Cb5a (Cba, 40 ng, em 100 pL, i.pl.) ou carragenina (Cg, 100 g, em 100 pL,
i.pl.). (b) Apds a medicdo das respostas comportamentais, imediatamente, os animais foram sacrificados
para a coleta do tecido plantar e a determinagédo da atividade mieloperoxidase (MPO). As amostras dos
tecido sem tratamento (patas normais) compdem o grupo de controle do ensaio para a atividade de MPO.
Os resultados estao 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 estimulos sem o
prévio tratamento com sulfato de vimblastina.
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4.5 A participagdo do C5a na génese da hipernocicepgao mecéanica articular induzida por zimosan
ou TNF-a em camundongo

Para conceituar ainda melhor a importancia do C5a para a hipernocicepgao inflamatéria,
utilizando-se outro modelo de hipernocicepgdo mecanica, foi verificado o efeito de PMX53 na
hipernocicepgéo articular induzida pela administragéo de zimosan ou TNF-a na articulagao tibio-tarsal de
camundongo. Observou-se que o pré-tratamento sistémico do PMX53 (0,3-3 mg/Kg, s.c.) reduziu a
hipernocicepgao articular induzida por zimosan ou TNF-a (Figuras 18a e 18c, respectivamente). O
tratamento prévio de PMX53 (3 mg/Kg, s.c., 30 minutos antes) também foi capaz de reduzir a migragéo

de neutrdfilos para a articulacéo tibio-tarsal de camundongo (Figura 18b).



60

(a) (b) (c)
-0~ Sal ~¥- PMX 0,3 + Zim -0 Sal
129  -®Zim - PMX 1 + Zim - 129 - TNF  -¥-PMX+TNF
-0~ PMX 3 + Zim ’_8\
m —
> e g E/@\D
=1 S =1
S5 o - 8§53 s 8
o° O 'm O 03 N EA— ¥
88 S E gg |®
£ c e S &
O «© o <© O «©
o O 6 o QO 6
T 2 % ~ T Q .
o : g o
T © = 0 T © *
S E = = S E
B = 3 < g w= 3
C -— e _
>0
3 ) 2
£ c i=
Sy
0 . 0 .
1 3 5 7 1 3 5
horas horas

Figura 18 — PMX53 inibe a hipernocicep¢cao mecanica induzida na articulagao tibio-tarsal de
camundongos. (a) PMX53 (PMX, 0,3-3 mg/Kg, s.c.) ou salina (Sal) foi injetado subcutaneamente
(tratamento sistémico) 30 minutos antes da inje¢do intra-articular de zimosan (Zim, 30 ygem 5 L), e a
resposta hipernociceptiva foi medida entre 1-7 horas apés a administragéo do zimosan. (b) A articulagéo
tibio-tarsal foi coletada 7 horas ap6s a injegao intra-articular de zimosan (Zim, 30 pg em 5 plL) ou salina
(Sal, 5 uL) para a determinagao da atividade de MPO. A articulagéo 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 injecéo intra-articular de TNF-a (TNF, 100 pg em 5 L), e as
respostas hipernociceptivas foram avaliadas entre 1-5 horas ap6s a inje¢do de TNF-a. Os resultados
estdo 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 estimulo (Zim ou TNF).
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5. DISCUSSAO
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5. DISCUSSAO

Neste trabalho, demonstrou-se pela primeira vez, que o C5a enddgeno esta envolvido na
génese da resposta hipernociceptiva mecanica, e que o PMX53, um antagonista seletivo do receptor
C5a, exerce um efeito anti-hipernociceptivo mecanico periférico extremamente marcado em diferentes
modelos inflamatorios, tanto em ratos quanto em camundongos. A atividade hipernociceptiva do C5a
parece nao estar ligada ao acionamento da cascata de citocinas hipernociceptivas. Ao contrario, o C5a
contribui para o efeito hipernociceptivo dessas citocinas. Por fim, os resultados deste trabalho
demonstraram ainda que neutréfilos estdo envolvidos no efeito hipernociceptivo de Cba.

A participacdo do sistema complemento em diversas condigdes inflamatérias 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 a sua capacidade de aumentarem a fagocitose e
conseqientemente a defesa do organismo contra patdgenos (VAN BEEK; ELWARD; GASQUE, 2003).
Posteriormente, também foi demonstrada a participagdo do complemento na fisiopatologia inflamatéria
de uma variedade de doengas agudas e cronicas. O sistema complemento, especialmente o fator C5a
desempenha um papel crucial no recrutamento e ativagao de neutréfilos e também de outros leucécitos
frente a diferentes modelos de inflamagéo e doengas como a artrite reumatdide (WEISSMANN, 2006;
WOODRUFF et al., 2002). Todavia, o papel hipernociceptivo do C5a ainda néo estad totalmente
elucidada. Em um dos estudos pioneiros que investigaram a atividade hipernociceptiva do C5a, Levine et
al. (1985) demonstraram que a injecdo i.pl. (intradérmica) de C5a em ratos induziu a hipernocicepgédo
mecanica. No presente trabalho, através da utilizagdo do antagonista seletivo para o receptor Cba
(PMX53), foi demonstrado que a ativagao deste receptor pelo C5a medeia a hipernocicep¢do mecanica
induzida por zimosan (conseqlientemente o seu derivado do soro — ZAS, bem como o proprio C5a),
carragenina, LPS ou antigeno (OVA). Como era esperado, o PMX53 foi capaz de inibir a

hipernocicepgdo mecéanica induzida por zimosan, ZAS e C5a, mas néo afetou as respostas induzidas
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pela PGE2 ou dopamina. Estes resultados confirmam que o efeito anti-hipernociceptivo do PMX53 &
decorrente do antagonismo seletivo dos receptores para C5a. O uso terapéutico (pés-tratamento) de
PMX53, que também inibiu a hipernocicepgao sustentada induzida por zimosan, € um resultado bastante
relevante, sugerindo que a liberagdo enddgena de Cb5a estd envolvida na manutencdo da
hipernocicepgao prolongada induzida por zimosan. O perfil da atividade desta nova droga sugere um
grande potencial do uso terapéutico de antagonistas do receptor para o C5a para se controlar a dor
cronica inflamatéria. 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 artriticos
induzidos experimentalmente apresentaram uma significativa redu¢édo no edema, melhora no andar
(manquejar), diminui¢do da quantidade de células migradas para a articulagdo e uma redugéo também
no perfil patolégico do infiltrado inflamatério examinado através de cortes histolégicos da articulagao.
Observou-se também uma redugéo dos niveis de IL-6 e TNF-a intra-articulares e de niveis séricos de
TNF-a circulante. Embora a dor inflamatéria seja um dos sintomas mais Importantes da artrite
reumatoide, o efeito antinociceptivo de PMX53 foi pouco abordado nesse estudo. Ja no presente estudo,
foi demonstrado que o tratamento com PMX53 inibiu, de forma dose-dependente, a hipernocicepgao no
modelo de artrite induzida por zymosan ou por TNF-a, bem como a redugéo da migragao de neutrofilos
em camundongos. Em concordancia com as nossas conclusdes, estudo recente mostrou que o
tratamento sistémico com PMX53, em camundongos, reduziu a hipernocicep¢cdo em um modelo
experimental de dor pés-cirdrgica, nocicepgao por lesdo incisional (CLARK et al., 2006).

Em estudos anteriores, foi demonstrado que a hipernocicepcao inflamatoria € mediada por uma
cascata de citocinas iniciada por BK (BK desencadeia TNF-a — IL-6 — IL-1p — PGE»; e TNF-a —
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 liberagéo de varias citocinas pro-inflamatérias, como

TNF-a e quimiocinas (LAUDES et al., 2002; O'BARR; COOPER, 2000) e que PMX53 inibe a produgéo
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de citocinas no modelo experimental de dor pds-cirurgica por lesao incisional (CLARK et al., 2006), bem
como no modelo experimental de artrite reumatoide (WOODRUFF et al., 2002), o presente trabalho
investigou se o efeito anti-hipernociceptivo de PMX53 dependeria da inibigdo da produgéo de citocinas.
Numa dose em que inibe significativamente a hipernocicepgdo, o0 PMX53 nao alterou os niveis de
producéo de TNF-a e IL-1B induzida por LPS, carragenina ou zimosan. De acordo com esses resultados,
parece que o potente efeito anti-hipernociceptivo do PMX53 independe da produgdo de citocinas. E
importante lembrar que ha também evidéncias na literatura que C5a nao induz diretamente a produgéo
de citocinas pro-inflamatorias (HAYNES et al., 2000). Na realidade, o C5a per se ndo conseguiu induzir a
liberagéo de IL-1B, TNF-a e IL-6 a partir de mondcitos humanos (HAYNES et al., 2000). Uma possivel
explicagdo para esses dados contraditorios seria a diferenga entre os modelos experimentais utilizados.

A incapacidade do C5a para induzir ativagdo 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 hipernocicepgdo mecanica induzida por BK (que atua através da liberagdo de
citocinas, mencionado anteriormente), por TNF-a, e por CINC-1. Contudo, o PMX53 néo foi capaz de
inibir a hipernocicepgao induzida por IL-1B. Isso sugere que o papel de C5a na hipernocicepgédo
inflamatéria se encaixa em uma posi¢do abaixo da cascata de citocinas descrita. A incapacidade de
PMX53 inibir a hipernocicep¢ao induzida por IL-1B é esperada, uma vez que essa citocina induz
hipernocicepgao diretamente através da produgdo de prostanoides via COX (FERREIRA et al., 1988,
1997).

Este grupo e outros mostraram que a migragdo de neutréfilos para sitios inflamatorios e/ou a
sua ativagdo exerce um papel fundamental na génese da hipernocicep¢éo inflamatéria (CUNHA et al.,
2008; DE ABREU CASTRO; FERREIRA, 1979; LAVICH et al., 2006; LEVINE et al, 1985).
Recentemente, nosso grupo demonstrou que os neutréfilos, ao invés de serem responsaveis por iniciar a
cascata de citocinas, séo cruciais para que estas ultimas induzam hipernocicep¢do (CUNHA et al., 2008).

Neste sentido, e em concordancia com o estudo anterior (LEVINE et al., 1985), foi observado, no
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presente estudo, que o efeito hipernociceptivo do C5a esta associado com a presenca de neutrdfilos,
pois seu efeito hipernociceptivo foi reduzido (93% em comparagdo com o grupo controle) através da
deplegdo de neutréfilos em ratos tratados com sulfato de vimblastina. O tratamento com sulfato de
vimblastina também reduziu a hipernocicepgao induzida por carragenina ou por zimosan, confirmando a
participacdo dos neutréfilos no inicio do processo hipernociceptivo. Levando-se em consideragdo os
resultados obtidos neste trabalho e os dados dos estudos com modelos de doenga inflamatéria (artrite
reumatoide) e isquemia por reperfusdo, pode-se atribuir que a eficacia do PMX53 esta intimamente
relacionada com a inibigdo da migragao de neutréfilos ou & diminui¢éo da sua atividade (WOODRUFF et
al., 2003). Por isso, examinamos se o efeito antinociceptivo do PMX53 seria uma conseqiiéncia da
inibicdo do acumulo de neutréfilos. Foi visto que o0 PMX53 reduziu a migragéo de neutréfilos induzida por
zimosan, ZAS ou Cbha, mas nédo aquela induzida por carragenina ou LPS. Primeiramente, estes
resultados confirmam que o principal mediador presente em ZAS gerado in vivo ap6s administragdo de
zimosan e que medeia a migracdo de neutrtfilos € o Cba, enquanto que outros mediadores
quimiotaticos poderiam estar participando do recrutamento de neutréfilos nos modelos de carragenina e
LPS. Por exemplo, alguns estudos mostraram que TNF-a, leucotrieno B4 e quimiocinas medeiam a
migracao de neutréfilos induzidas por estes estimulos inflamatérios (DA ROCHA et al., 2004; VALE et al.,
2004). Em segundo lugar, os resultados também sugerem que o efeito antinociceptivo do PMX53 néo é
principalmente devido a inibigdo do processo de migragéo. Assim, embora o recrutamento de neutréfilos
seja essencial para a génese da hipernocicepgéo inflamatoria, na auséncia de sua ativagéo por C5a, a
hipernocicepgéo ndo é desencadeada embora estejam presentes no foco inflamatério. E possivel que o
C5a produzido no foco inflamatério ative os neutréfilos recrutados para produzir produtos permissivos a
hipernocicepgdo, produtos estes que ainda estdo para ser definidos (CASTELLHEIM et al., 2005;
HETLAND et al., 1998). Ha indicios de que a ativagdo de neutrofilos leva a produgéo de prostaglandinas
e de 15-HETE, que também desencadeiam a hipernocicepgao (AKAMA et al., 1990; CUNHA et al., 2008;

LEVINE et al., 1985). Além disso, a ativagao dos receptores Cba nos neutréfilos promove um aumento
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brusco no metabolismo celular do oxigénio (burst respiratério), com producdo de radicais livres e a
liberacdo de grénulos de enzima, o que também poderia estar envolvido no processo de
hipernocicepgao inflamatoria (BAZARGANI, 2005). Embora os neutréfilos pare¢cam ser as principais
células inflamatérias envolvidas no efeito hipernociceptivo do C5a, como mencionado anteriormente,
seus receptores sdo igualmente expressos em outras células imunes, como macréfagos e mastécitos
(KIENER et al., 1998; FAYYAZI et al., 1999). Tais céluas também foram implicadas em uma variedade
de modelos de dor cronica (MARCHAND et al., 2005). Portanto, mais estudos serdo necessarios para
investigar se essas células também contribuem direta ou indiretamente para a atividade pré-nociceptiva
do Cba.

Além do papel periférico do C5a descrito acima, ndo podemos descartar a possibilidade de que
C5a também poderia participar na génese da hipernocicepcao inflamatéria por um efeito sobre o sistema
nervoso central. Neste contexto, em um estudo recente, Griffin et al. (2007) mostraram que, em varios
modelos de dor neuropatica, houve um aumento na producdo de compostos do sistema complemento
pelas células microgliais da medula espinal. Mais trabalhos sustentam a hipotese de que o sistema
complemento exerce um papel na génese da dor neuropatica, mais especificamente o Cba. Foi
demonstrado que a ruptura da sinalizagéo 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 lesdo do nervo (GRIFFIN et al., 2007). Além disso, neste mesmo estudo
mostrou que a administragéo intratecal de C5a induz alodinia a frio de forma dose-dependente (Griffin et
al., 2007).

Em resumo, o presente estudo demonstrou a importancia do C5a endogeno na génese da
hipernocicepgdo mecanica inflamatéria em varios modelos e em duas espécies diferentes de animais.
Verificou também que a presenca do Cba ndo implica necessariamente a liberagdo de citocinas
hipernociceptivas durante um quadro de hipernocicepcao inflamatéria, mas quando neutréfilos estéo

presentes no sitio inflamatorio, 0 C5a parece exercer uma fungéo permissiva a ativagéo dessas células.
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6. CONCLUSOES

Os resultados do presente trabalho sugerem que: (i) o C5a é um importante componente
envolvido na génese da hipernocicepcdo mecéanica induzida por diferentes estimulos inflamatorios.
Portanto, antagonistas dos receptores para o C5a, como PMX53, sdo drogas promissoras para 0 manjo
da hipernocicepgdo mecanica que acompanha esses processos; (ii) os neutrofilos parecem contribuir
parcialmente para o desenvolvimento da hipernocicep¢do mecanica induzida pelo Cba; (iii) enquanto

que as citocinas inflamatorias TNF-a e IL-1B ndo contribuem.
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Role of complement C5a in mechanical
inflammatory hypernociception: potential use of
C5a receptor antagonists to control inflammatory
pain
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and SH Ferreira®
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Biomedical Sciences, The University of Queensland, Brisbane, Australia

Background and purpose: 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]).

Experimental approach: 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.

Key resuits: Local pretreatment of rats with PMX53 (60-180 pg per paw) inhibited zymosan-, carrageenan-, lipopolysacchar-
ide (LPS)- and antigen-induced hypernociception. These effects were associated with C5a receptor blockade since PMX53 also
inhibited the hypernociception induced by zymosan-activated serum and C5a but not by the direct-acting hypernociceptive
mediators, prostaglandin E; 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.

Conclusions and implications: These results suggest that C5a is an important inflammatory hypernociceptive mediator,
acting by a mechanism independent of hypemociceptive 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.
British Journal of Pharmacology (2008) 153, 1043-1053; doi:10.1038/sj.bjp.0707640; published online 17 December 2007

Keywords: inflammatory pain; hyperalgesia; C5a; complement system; neutrophils; cytokines

Abbreviations: BK, bradykinin; CFA, complete Freund’s adjuvant; CINC-1, cytokine-induced neutrophil chemoattractant-1;
IL-1B, interleukin-18; i.pl., intraplantar; LPS, lipopolysaccharide; MPO, myeloperoxidase; OVA, ovalbumin;
PMXS53, C5a receptor antagonist; TNF-o, tumour necrosis factor-o; ZAS, zymosan-activated serum

Introduction

Pain is one the classical symptoms of the inflammatory
process. It is now accepted that sensitization of primary
nociceptive neurons is the common denominator of inflam-
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matory pain that leads to states known as hyperalgesia/
allodynia in humans or hypernociception in animal models
(Cunha et al., 2007). In experimental studies, this pheno-
menon has been attributed to the direct action of hyperno-
ciceptive inflammatory mediators (mainly prostaglandins
and sympathetic amines) on their receptors present in
nociceptor membranes, which in the last instance lowers
the nociceptor threshold, increasing neuronal membrane
excitability (Ferreira et al., 1978b; Khasar et al., 1999;
Coutaux et al., 2005). Nevertheless, the release of these
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nociceptor direct-acting hypernociceptive mediators is gen-
erally preceded by a cytokine cascade (Cunha et al., 2005;
Verri et al., 2006). Following the administration of inflam-
matory stimuli in the rat paw, the formation of bradykinin
(BK) occurs initially, which triggers subsequent release of

tumour necrosis factor-o (TINF-o). This key cytokine stimu-
lates two hypernociceptive pathways: interleukin-18 (IL-18)
production, which in turn induces prostanoid production
and CXC chemokines (CINC-1/IL-8), which induce the
release of sympathetic amines (Ferreira et al., 1988; Cunha
et al., 1991, 1992; Lorenzetti et al.,, 2002). Although these
events are critical to the genesis of inflammatory hyperno-
ciception, it is important to mention that other inflamma-
tory mediators and cells, such as nerve growth factor (Woolf
et al., 1994), leukotriene B4 (Guerrero et al., 2008) and
neutrophils (Levine et al., 1985), also play a crucial role in
this inflammatory event.

In the last few decades, the role of the complement system
in the genesis of the inflammatory process as well as in
inflammatory diseases, including rheumatoid arthritis, has
been gaining increasing attention (Vakeva et al., 1998;
Woodruff et al., 2002; Sarma et al., 2006). One of the main
effector components of the complement system is the
anaphylatoxin CS5a. It is one of the most potent inflamma-
tory peptide mediators, and its biological effects result in
binding to its G-protein-coupled receptor (C5aR1) present in
inflammatory cells, such as neutrophils, eosinophils and
monocytes (Chenoweth and Hugli, 1978; Gerard et al., 1989;
Werfel et al., 1992). C5a is a potent neutrophil chemo-
attractant and induces an increase in oxidative burst,
phagocytosis and release of granule enzymes by these cells
(Hetland et al., 1998).

The role of C5a in the genesis of inflammatory pain is not
completely understood. In an early study, Levine et al. (1985)
demonstrated that the intraplantar (intradermal) adminis-
tration of C5a produces a mechanical hypernociception that
is dependent on the presence of polymorphonuclear leuko-
cytes. The interdependence of neutrophil migration and
inflammatory hypernociception has also been demonstrated
in other studies (de Abreu Castro and Ferreira, 1979; Lavich
et al., 2006). There is also evidence that the activation of the
complement system in spinal cord contributes to mechanical
hypernociception during different types of neuropathies
(Twining et al., 2005). However, to the best of our knowl-
edge, there has been no study investigating the role of C5a in
the genesis of hypernociception during innate and adaptive
inflammation. In the present study, using a specific C5a
receptor antagonist (PMX53; AcF-[OP(D-Cha)WR]), we eval-
uated the endogenous role of C5a in mechanical inflamma-
tory hypernociception in innate and adaptive immune
inflammatory responses and the possible mechanisms by
which C5a mediates inflammatory hypernociception.
PMX53 belongs to a class of selective small cyclic peptides,
which potently and insurmountably inhibit CSa effects
on polymorphonuclear leukocytes. For instance, PMXS53
inhibits CS5a-induced myeloperoxidase (MPO) release from
human neutrophils (March et al., 2004). This antagonist is
also effective in numerous inflammatory disease models in
mice and rats in which the physiopathology depends
on complement system activation including rheumatoid
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arthritis (Woodruff et al., 2002), inflammatory bowel disease
(Woodruff et al., 2003), ischaemia-reperfusion injuries
(Woodruff et al., 2004), and recently in a model of
neurodegeneration (Woodruff et al., 2006).

Methods

Animals

Adult male Wistar rats (weighing 180-200 g) and male C57BL/
6 mice (weighing 20-25g) were used in this study. The
animals were housed (five per cage) in temperature-controlled
rooms (22-25 °C), with access to water and food ad libitum,
until used in the Department of Pharmacology of the School
of Medicine of Ribeirdo Preto, University of Sdo Paulo. All
behavioural testing was performed between 0900 and 1700
hours. Animal care and handling procedures were in
accordance with the International Association for Study of
Pain guidelines for the use of animals in pain research and
with the approval of the Ethics Committee of the School of
Medicine of Ribeirdo Preto (University of Sdo Paulo). Each
experiment used up to six rats per group. All efforts were made
to minimize the number of animals used and any discomfort.

Mechanical hypernociception test in rat paw

Mechanical hypernociception was tested in rats by using the
constant-pressure rat-paw test, as described by Ferreira et al.
(1978a,b). In this method, a constant pressure of 20mm Hg
(1mmHg =133 Pa) is applied via a syringe piston moved by
compressed air to an area of 15 mm? on the plantar surface of
the hindpaw and discontinued when the rat displays a
‘freezing reaction’. The reaction typically comprises a reduc-
tion in escape movements (that animals normally make to
free themselves), increased vibrissal movements, a variation in
the respiratory frequency terminating with a brief apnea
concomitant with retraction of the head towards forepaws.
The apnea is frequently associated with successive waves of
muscular tremor. For each animal, the latency to onset of the
freezing reaction is measured before (zero time) and after
administration of the hypernociceptive stimuli. In this test,
the end point is a behavioural response, the freezing reaction.
The constant-pressure rat-paw test over the years has been
instrumental in many original observations (Ferreira and
Nakamura, 1979a,b; Cunha et al., 1992). The drugs were
administered by intraplantar (i.pl.) injection using a 100pl
Hamilton microsyringe. The needle was introduced subcuta-
neously near the third digit, with its tip reaching the middle
of the plantar hindpaw. The intensity of hypernociception
was measured before the first intraplantar injection by using
the values measured at zero hour as control reaction times.
The intensity of mechanical hypernociception was quantified
as the reduction in the reaction time, calculated by subtract-
ing the value of the subsequent measurements after stimulus
injection from the first (zero time) (Ferreira et al., 1978a).

Dorsal flexion of the tibiotarsal joint: assessment by a modified

electronic pressure-meter test for mice

Experiments were performed as described previously
(Guerrero et al., 2006). In a quiet room, mice were placed



in acrylic cages (12 x 10 x 17 cm high) with a wire grid floor
15-30min before testing for environmental adaptation.
Stimulations were performed only when animals were quiet,
without exploratory movements or defecation and not
resting on their paws. In these experiments, an electronic
pressure meter was used, which consists of a hand-held force
transducer fitted with a polypropylene tip (IITC Inc., Life
Science Instruments, Woodland Hills, CA, USA). For this
model, a non-standard large tip (4.15mm?) was adapted to
the probe. An increasing perpendicular force was applied
to the central area of the plantar surface of the hindpaw to
induce the dorsal flexion of the tibiotarsal joint, followed by
paw withdrawal. A tilted mirror below the grid provided a
clear view of the animal’s hindpaw. The electronic pressure-
meter apparatus automatically recorded the intensity of the
force applied when the paw was withdrawn. The test was
repeated until three successive consistent measurements
were obtained (that is, the variation among these measure-
ments was less than 1g). The flexion-elicited withdrawal
threshold is expressed in grams.

Procedures for active immunization in rats

Ovalbumin (OVA) was dissolved in sterile saline to an
appropriate concentration (2mgml™') and mixed with an
equal volume of complete Freund’s adjuvant (CFA) at a
concentration of 1mgml~" of Mycobacterium tuberculosis in
85% paraffin oil and 15% mannide mono-oleate. CFA was
used to augment the efficiency of the immunization
procedure (Freund, 1956) by prolonging the lifetime of
injected autoantigen and by stimulating its effective delivery
to the immune system. Rats weighing approximately 100 g
were injected subcutaneously at two different sites on their
back to give a total dose of 200ug of OVA dissolved in an
emulsion containing an equal volume of sterile saline plus
CFA. Control (sham-immunized) rats were injected with this
emulsion without OVA. After 21 days, the rats were
challenged with the intraplantar administration of OVA
(25 ug in 100l of saline) to the right hindpaw (Cunha et al.,
2003).

Preparation of zymosan-activated serum

Zymosan-activated serum (ZAS), a source of CSapesarg
chemotactic factor, was prepared by incubating fresh rat
serum with zymosan (10 mgml™') at 37 °C for 30 min. At the
end of the incubation, the zymosan was removed by
centrifugation (2 x 10min at 3000g, room temperature),
and the serum was heated to 56°C for 30min, aliquoted
and kept frozen (—70°C) until use (Torres and Forman,
1999). The control serum was incubated for 30 min at 37°C
without the addition of zymosan, and the sequence of steps
in the procedure was the same as described for ZAS.

Measurement of MPO activity

The accumulation of neutrophils in the rat paw or in the
mouse tibiotarsal joint region was measured by means of
tissue MPO activity. After the animals had been killed,
subcutaneous tissues of the paws or tibiotarsal bone complex
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were removed and assayed for MPO according to a method
described previously (Souza et al., 2000). Briefly, tissues were
homogenized at 5% (w/v) in EDTA/NaCl buffer (pH 4.7) and
centrifuged at 3000 ¢ for 15 min, at 4 °C. The pellets were re-
suspended in hexadecyltrimethyl ammonium bromide 0.5%
buffer (pH 5.4), and the samples were frozen and thawed
three times in liquid nitrogen. Upon thawing, the samples
were re-centrifuged (3000g, 15 min, at 4 °C) and 2-5 pl of the
supernatant was used for the MPO assay. The enzymatic
reaction was assessed with 1.6mM tetramethylbenzidine,
80 mM NaPOy, 0.5 mM hydrogen peroxide, and the reaction
was terminated with 4 M H,S0,. The absorbance was read at
450nm, and the results are expressed as number of
neutrophil x 10° per mg tissue.

Determination of TNF-o. and IL-1p levels

The skin of the plantar area of paws was obtained 3 h after
saline, zymosan, carrageenan or lipopolysaccharide (LPS)
injection and homogenized in 500pu! of the appropriate
buffer containing protease inhibitors, and TNF-a and IL-1p
levels were determined as described previously (Safieh-
Garabedian et al., 1995) by ELISA. Briefly, microtiter plates
(Nunc-Maxisorb, Nunc, Roskilde, Denmark) were coated
overnight at 4 °C with sheep anti-rat TNF-a or sheep anti-
rat IL-1B. After blocking the plates, rat TNF-o or IL-1B
standards at various dilutions in medium and 50pl of
samples were added in triplicate and maintained at room
temperature for 2h. Sheep TNF-a or IL-1B-biotinylated
polyclonal antibodies were added at a 1:500 dilution,
followed by incubation at room temperature for 1h. Finally,
100 pl of avidin-horseradish peroxidase (1:5000 dilution) was
added to each well and, after 30 min, the plates were washed
and the colour reagent OPD (40 pg, 50 pl per well) was added.
After 15min, the reaction was terminated with HzSO,
(1M, 50pl per well) and the absorbance read at 490nm.
The results were obtained by comparing the absorbance with
standard curves. In addition, the results were adjusted to
0.5 ml, the volume used to extract the cytokine from the paw
skin, and are expressed as picograms of respective cytokine
per milliliter. As a control, the levels of these cytokines were
determined in animals that received saline (100pul, i.pl.) or
PMX53 (60 ug, 100pl, i.pl.) 30 min before saline (100 pl, i.pl.)
injection.

Experimental protocols
Effect of PMX53 on mechanical hypernociception, neutrophil
migration and cytokine release induced by zymosan, LPS,
carrageenan or OVA. Rats received saline (100 ul) or PMX53
(60 or 180 pg—zymosan experiments; or 60 ug—LPS, carra-
geenan or OVA experiments) 30 min before zymosan (30 ug
in 100y, i.pl), LPS (0.5pg in 100!, i.pl.), carrageenan
(Cg, 100pg in 100yl i.pl) or OVA (25pg in 100pl, i.plL,
CFA-immunized animals) stimulus. Mechanical hypernoci-
ception was measured 2-24h and 2-4 days after zymosan
injection or 1-24 h after LPS, carrageenan or OVA injection.
We also evaluated the post-treatment effect of PMX53 on
zymosan-induced mechanical hypernociception. PMXS53
(60 ug in 100ul, i.pl.) was injected into the right paw on
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day 3 after zymosan injection, and hypernociception was
measured 1-24h after the antagonist injection. The groups
of animals for MPO and cytokine determination were killed
4h after zymosan injection or 3h after LPS, carrageenan or
OVA injection, as described above.

In addition, we investigated the effect of PMXS53 on
zymosan-induced tibiotarsal joint hypernociception. Mice
were lightly anaesthetized, and zymosan (30ug in 5pl) was
administered via a 29 G hypodermic needle inserted into the
right tibiotarsal joint region. Control animals received an
intra-articular injection of the same volume of sterile saline.
PMXS53 (0.3, 1 or 3mgkg™?, s.c.) or PMX53 vehicle (saline)
was given systemically (subcutaneously) 30min before
zymosan-induced joint hypernociception, and the responses
were measured at 1-7 h. Afterwards, mice were killed and the
tibiotarsal bone complex was removed and examined for
MPO content as described above.

Effect of PMX53 on mechanical hypernociception and neutrophil
migration induced by ZAS or C5a. Rats received intraplantar
injection of ZAS (dilution of 1:300 in 100ypl, i.pl.) or CSa
(40ng in 100y, i.pl.) 30min after PMX53 (60 pug in 100pl,
i.pl.) or saline (100pl, i.pl.) injection, and the mechanical
hypernociceptive responses were performed 1-24 h after ZAS
or CSa intraplantar injection. A group of animals was killed,
and rat paw tissues were collected 3 h after ZAS injection for
MPO determination.

Effect of PMX53 on mechanical hypernociception induced by BK,
TNF-a, CINC-1, IL-18, PGE, and dopamine in rats. In this set
of experiments, PMX53 (60pg in 100y, i.pl) or saline
(100 pl, i.pl.) was injected 30 min before BK (500 ng in 100 ul,
ipl), TNF-a (2.5pg in 100pl, ipl), cytokine-induced
neutrophil chemoattractant-1 (CINC-1) (100pg in 100ul,
i.pl), IL-1B (0.5pg in 100yl, i.pl.), prostaglandin E, (PGE,)
(100ng in 100pl, i.pl.) or dopamine (3pg in 100ul, i.pl.)
injection, and the hypernociceptive responses were mea-
sured 3 h after stimulus challenge.

Additionally, we investigated the effect of PMX53 on
TNF-a-induced tibiotarsal joint hypernociception. Mice were
pretreated with PMX53 (3mgkg™', s.c.) 30min before
TNF-o (100 pg in 5 pl)-induced joint mechanical hypernoci-
ception (as described above), and the hypernociceptive
responses were measured 1-5h after TNF-o intra-articular
injection.

Effect of vinblastine sulphate on mechanical hypernociception
and neutrophil migration induced by zymosan, CSa or
carrageenan. Animals (rats) received vinblastine sulphate
(0.8 mgkg™, i.v.) 72 h before intraplantar injection of saline
(100 ul), zymosan (30 pg in 100 pl, i.pl.), C5a (40ng in 100 pl,
i.pl.) or carrageenan (100pug in 100ul, ipl), and the
hypernociceptive responses were measured 3h after intra-
plantar injection of stimuli. The animals were Killed and the
rat plantar tissues were collected for MPO assay.

Drugs. The compounds used in this study were PMXS53
(Peptech/Promics, Toowong, Queensland, Australia), zymo-
san, CSa, carrageenan, LPS, CFA, OVA, BK, dopamine, IL-18,
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CINC-1, PGE, (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) and TNF-x
(National Institute for Biological Standards and Control,
UK). All compounds were dissolved in sterile saline (Halex-
Istar, Sdo Paulo, Brazil) except for PGE, (DMSO (dimethyl-
sulphoxide), Sigma-Aldrich, 0.2% in saline).

Data analysis. Results are presented as means +s.e.mean for
groups of 3-6 animals. A t-test for unpaired groups was used,
and one-way ANOVA followed by Bonferroni’s test was used
as required. The level of significance was set at P<0.05.

Results

C5a mediates innate and adaptive inflammation-induced
mechanical hypernociception

The importance of CS5a in the genesis of inflammatory
hypernociception was addressed by treating animals with
PMX53, a potent and selective C5a receptor antagonist. The
doses of inflammatory stimuli used to induce hypernocicep-
tion in the rats were as previously determined (Cunha et al.,
1991, 1992; Ferreira et al., 1988, 1993). It was observed that
local pretreatment of rats (i.pl.) with PMXS53 (60 and 180 ug
per paw, 30 min before zymosan injection) inhibited zymo-
san (30 pg per paw)-induced mechanical hypernociception
(Figure 1a). The effect of PMX53 was sustained for 6h after
zymosan injection and decreased after 24h. The local
administration of PMXS53 (60pg per paw) did not alter the
nociceptive baseline of the animals (Figure 1a).

As a single intraplantar injection of zymosan induces
mechanical hypernociception that is maintained for 5 days,
we also tested the post-treatment effect of PMXS53 in this
model. Again, the therapeutic treatment with PMXS53 (60ug
per paw, given 3 days after zymosan) significantly reduced
the zymosan hypernociception, suggesting that CSa is
important in maintaining the ongoing hypernociception
induced by zymosan (Figure 1a). Furthermore, the post-
treatment of the group (3 days after) that was already
pretreated with PMX33 (60ug per paw) also inhibited the
zymosan-induced hypernociception (data not shown).

The incubation of rat serum with zymosan triggers the
activation of the complement system with the generation of
C5a (Issekutz et al., 1996; Kodani et al., 2000). Thus, to affirm
that PMXS53 is acting on the C5a receptor, the effect of
PMXS53 on ZAS- and recombinant CSa-induced hypernoci-
ception was tested. Pretreatment of rats with PMXS3
inhibited hypernociception induced by either stimulus
(Figure 1b). Furthermore, the anti-hypernociceptive effect
of PMXS53 (60pg per paw) was also observed on LPS (0.5pg
per paw)- or carrageenan (100 pg per paw)-induced mechan-
ical hypernociception (Figure 1c). These last inflammatory
stimuli have been extensively used to investigate the
mechanism of innate inflammatory response-induced hy-
pernociception. Besides its role in innate inflammatory
response, the complement system also participates in
adaptive immune inflammation (Schleimer, 2004). In sup-
port of these findings, PMX53 (60 ug per paw) pretreatment
also reduced antigen (OVA) challenge-induced hypernoci-
ception in previously immunized rats (Figure 1d). Taken
together, these results suggest that C5a participates in the
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Figure 1 The C5a receptor antagonist (PMX53) inhibits the mechanical hypernociception induced by different stimuli. (a) PMX53 (PMX, 60
or 180 ug, i.pl.) was given 30 min before zymosan (Zym, 30 g, i.pl.) injection, and the hypernociceptive responses were measured at 2-24 h.
PMXS53 (PMX, 60ug, i.pl.) or saline was also administered on day 3 after zymosan injection, and hypernociception was evaluated 1-24 h after
PMX53 treatment. (b) PMX53 (60 g, i.pl.) was administered 30 min before zymosan activated serum (ZAS, dilution of 1:300, i.pl.) or C5a
factor (C5a, 40 ng, i.pl.). () PMXS3 (PMX, 60 ug, i.pl.) was injected 30 min before lipopolysaccharide (LPS, 0.5 g, i.pl.) or carrageenan (Cg,
100pg, ipl). (d) Ovalbumin (OVA, 25ug, i.pl.) was administered to rats previously immunized as described in Methods. (b-d)
Hypernociception was evaluated 1-24 h after stimulus injection. The nociceptive baseline of the animals was: 31.0 * 0.265 (n=30). *P<0.05
compared with serum control group for ZAS (Sal + Serum 1:300, (b) or saline paw injected control group (Sal + Sal, a-d); $<0.05 compared
with positive control group (Sal + stimulus); n=4-6 per experiment, representative of two separate experiments.

genesis of hypernociception during the innate and adaptive
inflammatory response.

In an attempt to exclude direct blockage of hypernocicep-
tion by a mechanism other than C5a receptor inhibition, we
tested the effect of PMX53 on the hypernociception induced
by the nociceptor direct-acting mediators (prostaglandins
and sympathetic amines). Indeed, these hypernociceptive
mediators act directly in the membrane of nociceptors
triggering their sensitization. PMX53 did not alter PGE;
(100ng)- or dopamine (3 pg)-induced hypernociception
(Figure 2), supporting our hypothesis that direct antagonism
of the C5a receptor is responsible for the effect of PMX53 on
inflammatory hypernociception.

CS5a does not trigger the hypernociceptive cytokine cascade

It has been demonstrated that inflammatory hypernocicep-
tion is mediated by a cascade of cytokines initiated by BK in
rats (Ferreira et al., 1993). Therefore, it was determined
whether the anti-hypernociceptive effect of PMX53 depends
on the inhibition of cytokine production. The local pretreat-
ment of rats with PMXS53 (60pg per paw) at a dose that
inhibits hypernociception did not reduce the release of
TNF-a or IL-18 induced by zymosan (30pg), LPS (0.5pg)
or carrageenan (100pg) (Table 1). These results suggest that
the inhibition of cytokine production is not the main
mechanism involved in the anti-hypernociceptive effect of
PMXS53.

British journal of Pharmacology (2008) 153 1043-1053
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Figure 2 PMX53 treatment inhibits hypernociception induced by
BK, TNF-o and CINC-1 but not that induced by IL-1p, PGE, or
dopamine. Rats were pretreated with PMX53 (PMX, 60 ug, i.pl.) or
saline (Sal, 100 yl, i.pl.) 30 min before intraplanar injection of saline
(Sal, 100pl), BK (500 ng), TNF-x (2.5pg), CINC-1 (100pg), IL-1p
(0.5 pg), PGE; (100ng) and dopamine (Dop, 3pg), and hyperno-
ciception was evaluated 3 h after stimulus administration. The data
are the means +s.e.mean; *P<0.05 compared with saline control
group (Sal + Sal); *P<0.05 compared with positive control group
(Sal + stimulus); n=4-5. BK, bradykinin; CINC-1, cytokine-induced
neutrophil chemoahractant-h IL-1B, interieukin-'l B; PMX53, C5a
;eceptor antagonist; PGE;, prostaglandin Ez; TNF-a, tumour necrosis
actor-u.

C5a mediates cytokine-induced hypernociception

Considering that CS5a does not mediate the release of
cytokines during inflammatory hypernociception, in the
next step, we determined whether C5a is involved in the
hypernociceptive action of BK and cytokines. To address this
question, rats were pretreated with PMXS53 (60 g per paw)
30min before the intraplantar administration of BK (500 ng),
TNF-a (2.5pg), IL-1p (0.5 pg) or CINC-1 (100pg), and the
intensity of hypernociception was determined 3 h thereafter.
The doses of these cytokines and BK used were those
previously determined to be hypernociceptive (Cunha
et al., 1991, 1992; Ferreira et al., 1988, 1993). As shown in
Figure 2, pretreatment with PMX53 inhibited the hyperno-
ciception induced by BK, TNF-o or CINC-1 but not by IL-1f.

Neutrophils participate in C5a-induced inflammatory
hypernociception

As demonstrated before, C5a plays a role in neutrophil
migration in many inflammatory models. Furthermore, the
hypernociceptive effect of CS5a depends on neutrophil
migration, and neutrophils play a critical role in the genesis
of inflammatory hypernociception (Levine et al., 1985).
Therefore, we investigated whether C5a mediates inflamma-
tory hypernociception by a neutrophil recruitment-depen-
dent mechanism. To test this hypothesis, rats were treated
with PMXS53 (60 pg per paw) or vehicle (saline) 30 min before
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Table 1 Effect of local administration of PMX53 on the levels of
cytokines induced by zymosan, carrageenan or lipopolysaccharide

Treatment Cytokine (pg per paw)

TNF-x IL-1p
Sal + Sal 25t2 322+28
PMX + Sal 18+1 257 £21
Sal + Zym 3414 501 +27*
PMX + Zym 37+3 48019
Sal+Cg 4214 531x16*
PMX + Cg 42+2 458+ 35
Sal +LPS 634 608 = 8*
PMX + LPS 79+5 61114

Abbreviations: IL-B, interleukin-1B; ipl., intraplantar; PMX, CSa receptor
antagonist; TNF-x, tumour necrosis factor-x.

Rats were pretreated with saline (Sal 100 pl, i.pl.) or PMX53 (60pg, i.pl)
injection 30 min before zymosan (2Zym, 30 ug, i.pl.), carrageenan (Cg, 100 ug,
i.pl.) or lipopolysaccharide (LPS, 0.5 ug, i.pl.) injection. The plantar skin was
collected 3 h after intraplantar injection of Zym, Cg or LPS, and the cytokine
levels (TNF-x and IL-1B) were determined by ELISA. The data are the
means +s.e.mean; *P<0.05 compared with saline control group (5al + Sal);
n=3-4,

the intraplantar administration of carrageenan (100pg per
paw), zymosan, ZAS or LPS (Figure 3). At 3h after
inflammatory stimulus injection, the subcutaneous tissues
of rat paw were collected for MPO activity assay. This method
is used to determine neutrophil content indirectly (Bradley
etal., 1982). PMX53 treatment reduced neutrophil migration
induced by zymosan, ZAS and CSa (Figure 3). Although
neutrophils seem to be important in the genesis of
inflammatory hypernociception induced by carrageenan
and LPS, we found that PMXS53 did not reduce the
neutrophil migration induced by these stimuli (Figure 3). It
is possible that instead of a role in the recruitment of
neutrophils, C5a could be activating neutrophils in LPS- and
carrageenan-induced inflammation.

Supporting our hypothesis that neutrophils are important
for the genesis of inflammatory hypernociception, depletion
of rat neutrophils by vinblastine sulphate treatment (72h
before stimulus challenge) reduced mechanical hypernoci-
ception induced by zymosan, C5a or carrageenan (Figure 4a).
Moreover, the treatment of rats with vinblastine sulphate
abolished neutrophil migration induced by these stimuli
(Figure 4b).

CS5a participates in the genesis of zymosan-induced articular
hypernociception in mice

To extend the concept that C5a is important for inflamma-
tory hypernociception, we tested the effect of PMX53 on the
articular hypernociception induced by joint administration
of zymosan and TNF-z in mice. It was observed that
pretreatment of mice with PMX53 systemically (0.3-
3mgkg ', s.c.) reduced zymosan- and TNF-a-induced articu-
lar hypernociception (Figures 5a and c, respectively). PMX53
(3mgkg ™', s.c.) pretreatment also reduced zymosan-induced
neutrophil migration to the tibiotarsal joint (Figure 5b).



Discussion

In the present study, we have demonstrated for the first
time the involvement of endogenous C5a in the genesis of
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Figure 3 PMXS53 inhibits Zymosan- and ZAS-induced neutrophil
migration, but not that induced by LPS or Cg. Rats were pretreated
with PMX53 (PMX, 60 ug, i.pl.) or saline (Sal, 100 ul, i.pl.) 30min
before intraplanar injection of saline (Sal, 100ul), zymosan (Zym,
30pug), zymosan-activated serum (ZAS, dilution of 1:300), lipo-
polysaccharide (LPS, 0.5ug) or carrageenan (Cg, 100 ug), and rat
plantar skin was collected 4 h after zymosan administration or 3h
after ZAS, LPS or carrageenan administration for assay of myeloper-
oxidase (MPO) activity (Methods). The naive paw sample (NP) is the
control assay. *P<0.05 compared with saline control group
(Sal + Sal); *P<0.05 compared with positive control group
(Sal + stimulus); n=4.
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mechanical hypernociception during the innate and adap-
tive inflammatory response. Furthermore, PMX53, a selec-
tive C5a receptor antagonist, displayed a potent peripheral
anti-hypernociceptive effect in different inflammatory
models, both in rats and mice. The hypernociceptive activity
of C5a was not associated with triggering the hypernocicep-
tive cytokine cascade. However, C5a is involved in the
hypernociceptive effect of these cytokines and, moreover,
our results demonstrated that neutrophils are involved in
the hypernociceptive effect of C5a.

The involvement of the complement system in many
inflammatory conditions has been demonstrated extensively
(Linton and Morgan, 1999; Arumugam et al., 2004; Hawlisch
et al., 2004; Ward, 2004). Initially, the constituents of the
complement system were considered mediators mainly of
the innate immune response by their ability to enhance
phagocytosis and consequently the host defence against
pathogens (van Beek et al., 2003). Later, the participation of
the complement system in the physiopathology of a variety
of acute and chronic inflammatory diseases was also
demonstrated. For instance, the complement system, espe-
cially through C5a, plays a crucial role in the recruitment
and activation of neutrophils and other leukocytes in
different models of inflaimmation and diseases such as
rheumatoid arthritis (Woodruff et al., 2002; Weissmann,
2006). However, the hypernociceptive role of C5a has not
been fully elucidated. In one of the first studies that
investigated the hypernociceptive activity of CSa, it was
demonstrated that C5a injected intraplantarly in rat induces
mechanical hypernociception (Levine ef al., 1985). In the
present study, by using the C5a receptor antagonist PMX53,
we have shown that CS5a acting on its receptor mediates
mechanical hypernociception induced by zymosan, carra-
geenan, LPS or antigen (OVA). We also tested the effect of
this drug on the hypernociceptive effect of the nociceptor
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Figure 4 Vinblastine sulphate-induced neutrophil depletion reduces mechanical hypernociception. Rats were pretreated with vinblastine
sulphate (VS, 0.8 mgkg ") or saline (Sal, 200 ul) intravenously 72 h before the injection of saline (100 pl i.pl.), zymosan (Zym, 30 ug i.pl.), C5a
factor (C5a, 40 ng, i.pl.) or carrageenan (Cg, 100 ug, i.pl.). (a) Mechanical hypernociception was evaluated 3 h after stimulus injection. (b) Rat
plantar skin was collected 3 h after stimulus administration for MPO activity determination. The naive paw sample (NP) is the control assay for
MPO activity. *P<0.05 compared with saline control group (Sal + Sal); *P<0.05 compared with positive control group (Sal + stimulus); n=4—

5. MPO, myeloperoxidase; TNF-x, tumour necrosis factor-z.
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Figure 5 PMX53 inhibits flexion-elicited hypernociception in mouse tibiotarsal joints. (a) PMX53 (PMX, 0.3-3mg kg~") or vehicle (saline)
was injected subcutaneously (systemically) 30 min before intra-articular injection of zymosan (Zym, 30pg in 5pl), and the hypernociceptive
response was measured 1-7 h after zymosan administration. (b) The tibiotarsal joint was collected at 7 h after intra-articular injection of
zymosan (Zym, 30ug in 5 pl) or saline for MPO activity determination. The contralateral joint (CL) is the control assay for MPO activity. (c)
PMX53 (PMX, 3mgkg~', s.c.) or vehicle (saline) was administered 30 min before intra-articular injection of TNF-x (100pg in 5pl), and
hypernociceptive response measured 1-5 h after TNF-a injection. *P<0.05 compared with saline control group (Sal); ¥P<0.05 compared with
positive control group (Zym or TNF-x); n=5. MPO, myeloperoxidase; TNF-u, tumour necrosis factor-c.

direct-acting hypernociceptive mediators (PGE, and dopa-
mine), which act directly on their receptors present on the
membrane of primary nociceptive fibres (Cunha et al., 1991;
Lorenzetti et al., 2002). As expected, PMX53 inhibited the
mechanical hypernociception induced by ZAS and recombi-
nant C5a, but not that induced by the direct-acting
mediators. These results confirm that the antihypernocicep-
tive effect of PMXS53 is primarily due to inhibition of CS5a
receptors. An important finding was that therapeutic (that is
post-challenge) treatment with PMXS53 also inhibits zymo-
san-induced sustained hypernociception, suggesting that
endogenous C5a release is involved in the maintenance of
long-lasting hypernociception induced by zymosan. Thus, it
raises the possibility of therapeutic use of C5a receptor
antagonists to control chronic inflammatory pain. In
support of this notion, oral treatment with PMX53 adminis-
tered following the onset of experimental arthritis amelio-
rates disease pathology in rats (Woodruff et al., 2002). In this
last study, animals that received PMX53 had significant
reductions in right knee swelling, gait disturbance, migrated
joint cell numbers and right knee histopathology, as well as
intra-articular levels of IL-6 and TNF-z and serum levels of
TNF-a. Although inflammatory pain is one of the most
important symptoms of rheumatoid arthritis, the antinoci-
ceptive effect of PMX53 was not addressed in that particular
study. In the present study, extending the therapeutic
potential of PMX53, we have demonstrated that PMX53
treatment inhibited, in a dose-dependent manner, hyperno-
ciception during zymosan- and TNF-a-induced monoarthri-
tis, as well as joint neutrophil migration in mice. In
agreement with our findings, it has recently been shown
that systemic treatment of rats with PMX53 reduced the
hypernociception in an experimental model of pain after
surgery, incisional pain (Clark et al., 2006).
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In previous studies, we demonstrated that inflammatory
hypernociception is mediated by a cascade of cytokines
triggered by BK (BK triggers TNF-a —IL-6 - IL-1p— PGE2; and
TNF-o— CINC-1- sympathetic amines) (Cunha et al., 1991,
1992; Ferreira et al., 1993; Verri et al., 2006). Taking into
account that C5a induces the release of several pro-
inflammatory cytokines such as TNF-o and chemokines
(O'Barr and Cooper, 2000; Laudes et al., 2002) and that
PMX53 inhibits cytokine production in an experimental
model of nociception after incisional surgery (Clark et al.,
2006), as well as in experimental rheumatoid arthritis
(Woodruff et al., 2002), we investigated whether the effect
of PMX53 depends on the inhibition of cytokine production,
using our models of inflammatory hypernociception. At a
dose that significantly inhibits hypernociception, PMX53
did not affect TNF-« and IL-1p production induced by LPS,
carrageenan and zymosan. Thus, it seems that the inhibition
of cytokine production is not responsible for the marked
antihypernociceptive effect of PMX53. It is important to
note that there is also evidence in the literature that CSa
does not directly induce the production of pro-inflammatory
cytokines (Haynes et al., 2000). In fact, C5a alone failed to
induce the release of IL-1f, TNF-x and IL-6 from human
monocytes (Haynes et al., 2000). The differences between
models could explain these contradictory data.

The inability of C5a to trigger the hypernociceptive
cytokine cascade led us to test whether it could mediate
the hypernociceptive action of these cytokines. It was
observed that PMX53 reduces BK-(which acts through release
of cytokines, see above), TNF-z- and CINC-1-induced
mechanical hypernociception. However, it was not able to
inhibit IL-1p-induced hypernociception. This suggests that
the role of C5a in inflammatory hypernociception fits in a
downstream position of the described cytokine cascade. The



inability of PMXS53 to inhibit IL-18 hypernociception is
expected, as this cytokine induces hypernociception via the
direct production of prostanoids by COX (Ferreira et al.,
1988, 1997).

Our group and others showed that neutrophil migration to
inflammatory sites and/or their activation play a crucial role
on the genesis of inflammatory hypernociception (de Abreu
Castro and Ferreira, 1979; Levine et al., 1985; Lavich et al.,
2006; Cunha et al., unpublished observation). Recently we
demonstrated that neutrophils, instead of being responsible
for initiating the cytokine cascade, are critical for cytokine-
induced hypernociception (Cunha et al., unpublished ob-
servation). Thus, we investigated whether C5a contributes to
inflammatory hypernociception through a neutrophil-de-
pendent mechanism. In agreement with a previous study
(Levine et al., 1985), it was observed that the hypernocicep-
tive action of CS5a is associated with the presence of
neutrophils, as its hypernociceptive effect was reduced
(93% compared with control group) by neutrophil depletion
in vinblastine-treated rats. Vinblastine treatment also re-
duced the hypernociception induced by carrageenan and
zymosan, confirming the participation of neutrophils in the
onset of hypernociception. Taking into account this infor-
mation and that in inflammatory disease models, such as
rheumatoid arthritis and ischaemia/reperfusion, the effec-
tiveness of PMX53 is closely related to the inhibition of
neutrophil migration or activation (Woodruff et al., 2003).
Therefore, we examined whether the antinociceptive effect
of PMX53 is a consequence of the inhibition of neutrophil
accumulation. It was seen that PMX53 reduced neutrophil
migration induced by zymosan, ZAS or CS5a, but not that
induced by carrageenan or LPS. Firstly, these results confirm
that the main mediator present in ZAS and generated in vivo
after zymosan administration that mediates neutrophil
migration is CS5a, whereas other chemotactic mediators
could participate in carrageenan- and LPS-induced neutro-
phil recruitment. For instance, there is evidence that TNF-q,
leukotriene B4 and chemokines mediate neutrophil migra-
tion induced by these inflammatory stimuli (da Rocha et al.,
2004; Vale et al., 2004). Secondly, the results also suggest that
the anti-nociceptive effect of PMX53 is not mainly due to the
inhibition of the migration process. Thus, although the
recruitment of neutrophils is essential for the genesis of
inflammatory hypernociception, in the absence of their
activation by CS5a, hypernociception is not triggered even
though they are present in the inflammatory focus. It is
possible that CS5a generated in the inflammatory focus
activates the recruited neutrophils to produce permissive
hypernociceptive products yet to be determined (Hetland
et al., 1998; Castellheim et al., 2005). For instance, there is
evidence that the activation of neutrophils leads to the
production of prostaglandins and of 15-HETE, which also
shows a hypernociceptive effect (Levine et al., 1985; Akama
et al, 1990; Cunha et al., unpublished observations).
Furthermore, the activation of C5a receptors on neutrophils
promotes oxidative burst with free radical production and
the release of enzyme granules, which could also be involved
in inflammatory hypernociception (Bazargani, 2005).
Although the neutrophil seems to be the main inflammatory
cell involved in the hypernociceptive action of C5a, as
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mentioned before, its receptors are also expressed in other
immune cells such as macrophages and mast cells (Kiener
et al., 1998; Fayyazi et al., 1999), which have also been
observed to be involved in a variety of chronic pain models
(Marchand et al., 2005). Therefore, further studies are needed
to investigate whether these cells also contribute directly or
indirectly to the pro-nociceptive activity of C5a.

Besides the peripheral role of C5a described above, we
could not discard the possibility that C5a could also
participate in the genesis of inflammatory hypernociception
by an effect on the central nervous system. In this context, in
a recent study, Griffin et al. (2007) showed that during
different models of neuropathic pain, there is an increase in
the production of complement system components by
micraglial cells at the spinal cord. Further supporting the
role of the complement system for the genesis of neuro-
pathic pain, more specifically of CS5a, it was demonstrated
that disrupted C5 signalling using C5-deficient mice, as well
as by intrathecal treatment with a CS5aR1 antagonist,
ameliorates nerve injury-induced allodynia (Griffin et al.,
2007). Furthermore, intrathecal administration of CS5a
induces cold allodynia in a dose-dependent manner (Griffin
et al., 2007).

In summary, the present study demonstrates the impor-
tance of endogenous C5a in the genesis of mechanical
hypernociception in several inflammatory models and in
two different animal species. The role of C5a in inflamma-
tory hypernociception does not involve the triggering of
hypernociceptive cytokine production, but seems to be
dependent on the presence of neutrophiis at the inflamma-
tory site. In conclusion, these results point to the blockade of
the C5a receptor as a promising pharmacological approach
to control inflammatory pain of different origins. Certainly,
PMXS53 merits further studies on its possible therapeutic use
for the control of pain.
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2006.
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on mechanical hypernociception induced by inflammatory stimuli in the rat paw”, agrees with the
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