AMANDA DIAS BRAGA

Papel da Angiotensina-(1-7) na inflamacgéao

aguda induzida por cristais de acido urico

Instituto de Ciéncias Biologicas
Universidade Federal de Minas Gerais
Fevereiro/2020



AMANDA DIAS BRAGA

Papel da Angiotensina-(1-7) na inflamacgéao

aguda induzida por cristais de acido urico

Dissertacao apresentada ao Programa de Pds-
Graduagdo em  Biologia Celular do
Departamento de Morfologia, do Instituto de
Ciéncias Biologicas, da Universidade Federal
de Minas Gerais, como requisito parcial para
obtencéao do titulo de Mestre em Ciéncias.
Area de concentracdo: Biologia Celular

Orientador(a): Dr. Flavio Almeida Amaral

Instituto de Ciéncias Biologicas
Universidade Federal de Minas Gerais
Fevereiro/2020



Braga, Amanda Dias.
Papel da Angiotensina-(1-7) na inflamagao aguda induzida por cristais de
acido urico [manuscrito] / Amanda Dias Braga. - 2020.
78 f. 1 il.; 29,5 cm.

Orientador(a): Dr. Flavio Almeida Amaral.

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Federal de Minas Gerais, Instituto
deCiéncias Bioldgicas. Programa de Pds-Graduagéo em Biologia Celular.

1. Biologia Celular. 2. Gota. 3. Angiotensinas. I. Amaral, Flavio Almeida.
Il.Universidade Federal de Minas Gerais. Instituto de Ciéncias Bioldgicas.
lll. Titulo.

CD

Ficha catalogréfica elaborada pela bibliotecaria Fabiane C M Reis - CRB 6 -
2680




Universidade Federal de Minas Gerais - Instituto de Ciéncias Biologicas
Programa de Pés-Graduagio em Biologia Celular

ATA DA DEFESA DE DISSERTACAO DE MESTRADO DE ﬁ:’fﬁff
2°/2018
AMANDA DIAS BRAGA 2018716977

As nove horas e trinta minutos do dia 14 dc fevereiro de 2020, reuniu-se, no Instituto de Ciéncias
Biologicas da UFMG, a Comissio Examinadora da Dissertagdio, indicada pelo Colegiado do
Programa, para julgar, em exame final, o trabalho final intitulado: "PAPEL DA ANGIOTENSINA
(1-7) NA INFLAMACAO AGUDA INDUZIDA POR CRISTAIS DE ACIDO URICO".
requisito final para obtengéio do grau de Mestre em Biologia Celular. Abrindo a sessiio, o Presidente
da Comissdo, Dr. Flivio Almeida Amaral, apos dar a conhecer aos presentes o teor das Normas
Regulamentares do Trabalho Final, passou a palavra a candidata, para apresentacio de seu trabalho.
Seguiu-se a arguigdio pelos examinadores, com a respectiva defesa da candidata. Logo apés, a

Comissiio se reuniu, sem a presenga da candidata e do publico, para julgamento e expedicio de
resultado final. Foram atribuidas as seguintes indicagdes:

Prof./Pesq. Instituicio Indicaciio
Dr. Flavio Almeida Amaral UFMG R iy
Dr. Luis Henique Franco UFMG |
4 V2,
Dra. Giselle Santos Magalhdes UFMG A

Pelas indicagdes, a candidata foi considerada: AP RO VADA

Qresodie.

O resultado final foi comunicado publicamente 4 candidata pelo Presidente da Comissio. Nada mais
havendo a tratar, o Presidente encerrou a reunifio e lavrou a presente ATA, que sera assinada por
todos os membros participantes da Comissdo Examinadora. Belo Horizonte, 14 de fevereiro de

2020,

P4
o

Dr. Flavio Almeida Amaral (Orientador) / ’“’

A
o
Fi.
Fod

,{ 4 % A

Dr. Luis Henique Franco %AM%@Y\O/LWD

Dr’. Giselle Santos Magalhiies &QM.@L}%‘.ML&@'—

Obs: Este documentg alidade sem a assinatura e carimbo do Coordenador
[/ - ' m

Pinho da Silvu
me ot 4o Programa ¢

s Galoioen Bga (s KB

Digitalizado com CamScanner



AGRADECIMENTOS

Ao meu orientador, Dr Flavio Aimeida Amaral pela orientagao, direcionamento e
aprendizado durante o desenvolvimento desse projeto. Obrigado pela paciéncia e
disponibilidade.

Ao Mauro e ao Flavio pela oportunidade de desenvolver esse projeto no
Laboratério de Imunofarmacologia e por oferecerem todo o suporte necessario para
a realizagao desse projeto.

Aos colegas e professores do grupo Imunofamacologia pelo companheirismo,
convivéncia e discussdes. Agradeco em especial a Vivian, Daiane, Allyson, |zabela,
Eliza, Bruno, Leticia e Juliana, pela ajuda nos experimentos e analises, conversas,
risadas, discussdes e almocos.

A llma, pela disponibilidade, pelo auxilio nos experimentos, pela paciéncia, pelas
conversas e por fazer o laboratoério funcionar.

A Luana por acreditar no meu potencial e ter me mostrado esse caminho.

Ao programa de pos-graduacdo em Biologia Celular, a CAPES, CNPq e
Fapemig pelo suporte financeiro.

A minha familia, minha mae e meu pai por serem minha base, por terem me
apoiado em cada decisao, pelo amor, pela relacdo de amizade que sempre existiu,
pelas longas conversas ao celular, pelo incentivo e orgulho que sentem por mim. As
minhas irmas, Cibelly e Isabelly, pelo carinho, apoio e por me ensinarem a importancia
de dividir.

Ao Reinaldo, por ter vivido mais essa etapa ao meu lado, por todo amor, apoio,
paciéncia, conversas, amizade, compreensao e por me ouvir sempre.

A Deus, por tudo que foi a mim concedido.

A todos que de alguma forma contribuiram nas conquistas que me trouxeram a
esse momento.

Obrigada por torcerem por mim!



RESUMO

A gota é uma doenca inflamatdria causada pela deposi¢ao de cristais de urato
monossodico (MSU) nas articulagbes. O ataque agudo da gota comecga pelo
reconhecimento dos cristais de MSU por células residentes articulares induzindo uma
resposta inflamatoria local, desencadeada pela ativagdo do inflamassoma NLRP3 e
liberagcdo de IL-1B. A sinalizagdo provocada pela ligagdo da IL-13 ao seu receptor
promove a produgdo de agentes quimioatraentes, resultando no recrutamento de
neutrofilos que intensificam o processo inflamatério nas fases iniciais da resposta.
Ang-(1-7) é um peptideo do sistema renina-angiotensina que atualmente vem se
destacando por suas fun¢des no controle da resposta inflamatoéria. Dentre suas agdes
estao a reducao do nivel de varias citocinas e quimiocinas, o que leva a uma redugao
do acumulo de células na cavidade articular, além da inducéo apoptose de neutrdéfilos
e sua eferocitose em modelos de artrite. O objetivo deste trabalho foi avaliar o papel
da Ang-(1-7) na inflamacao aguda da gota. Os resultados apresentados mostram que
a Ang-(1-7) reduz a produgao de mediadores inflamatérios e o acumulo de neutréfilos
na articulagdo submetida a injegcdo intra-articular de cristais de MSU em
camundongos, enquanto o tratamento com o A-779, inibidor do receptor seletivo da
Ang-(1-7), demonstrou o papel da Ang-(1-7) endégena no controle do recrutamento
de neutrdfilos. A Ang-(1-7) também reduziu a producdo de IL-1B e TNF em
macrofagos peritoneais in vitro. Ainda, foi demonstrado que a Ang-(1-7) age
diretamente nos neutrofilos reduzindo a adeséo celular in vivo e migragdo desses
leucécitos sob diferentes estimulos quimiotaticos, tanto in vivo quanto in vitro. Assim,
a Ang-(1-7) apresentou um papel anti-inflamatério na artrite gotosa, sugerindo uma
possivel estratégica terapéutica para o tratamento da inflamagéo articular aguda

induzida pela deposi¢ao de cristais MSU.



ABSTRACT

Gout is an inflammatory disease caused by the deposition of monosodium urate
crystals (MSU) in the joints. The acute attack of gout begins with the recognition of
MSU crystals by resident joint cells inducing a local inflammatory response triggered
by the activation of the NLRP3 inflammasome and release of IL-1B. The binding of IL-
1B to its receptor promotes the production of chemoatracting agents, resulting in the
recruitment of neutrophils that intensify the inflammatory process in the initial phases
of the response. Ang-(1-7) is a peptide from the renin-angiotensin system that is
currently highlighted for its functions in controlling the inflammatory response. Among
its actions are reducing the level of various cytokines and chemokines that leads to a
reduction or increase of cells in the joint cavity, in addition to the induction of neutrophil
apoptosis and its efferocytosis in arthritis models. The aim of this work was to evaluate
the role of Ang-(1-7) in an acute inflammation of gout. To do that, mice were submitted
to intra-articular injection of MSU crystals and treated or not with A-779, a selective
inhibitor of Ang-(1-7) receptor. The results show that Ang-(1-7) reduces the production
of inflammatory mediators and the accumulation of neutrophils in the joint in mice,
while treatment with A-779 demonstrated the role of endogenous Ang-(1-7) in
controlling the recruitment of neutrophils. Ang-(1-7) also reduced the production of IL-
18 and TNF-a in peritoneal macrophages in vitro. Results also show that Ang-(1-7)
acts directly on neutrophils, reducing cell adhesion in vivo and migration of these
leukocytes under different chemotactic stimuli, both in vivo and in vitro. Thus, Ang-(1-
7) has an anti-inflammatory role in gouty arthritis, suggesting a possible therapeutic
strategy for the treatment of acute joint inflammation induced by the deposition of MSU

crystals.
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1. Introducao

1.1. Gota (Aspectos gerais)

A Artrite Gotosa foi uma das primeiras doengas a ser clinicamente reconhecida,
sendo considerada até os dias atuais como um dos quadros agudos mais dolorosos
vivenciados pelos seres humanos (Martinon and Glimcher, 2006). Identificada em
uma mumia pelos egipcios em 2640 antes de Cristo, a podagra (doenga aguda que
atingia a primeira articulagdo metatarso falangeana) foi descrita no século V antes de
Cristo por Hipdcrates, que a considerou como “a doenca nao transmissivel”. Os tofos
sdo nodulos duros de cristais de urato monossodico (MSU), geralmente depositados
sob a pele ao redor das articulagdes. Galeno, no século lll, descreveu os tofos, além
de reconhecer a relagéo entre a artrite gotosa e o estilo de vida, considerando também
os fatores hereditarios. Randolphus de Bocking foi o primeiro a se referir a doenca
como ‘gota’, no século Xlll, o termo derivou do latim gutta, que fazia referéncia a uma
crenca medieval que considerava a saude um equilibrio entre os quatro ‘humores’,
sendo que o excesso de um deles iria “gotejar” sobre uma articulagao resultando em
inflamacdo e dor. Posteriormente, Thomas Sydenham, portador da doenca,
descreveu a crise aguda gotosa. Devido a relagao entre a artrite gotosa e o estilo de
vida dos acometidos, com acesso a uma alimentagao farta e bebidas alcodlicas, a
gota foi também referida como "artrite dos ricos”, sendo até mesmo desejada por sua
prevaléncia entre os politicos e aqueles socialmente poderosos (Nuki and Simkin,
2006).

A gota é a forma mais comum de artrite inflamatoria, causada por deposi¢ao de
cristais de MSU no espaco articular, estruturas peri-articulares e tecidos moles
(Carvalho et al., 2019)(Yang, Shin and Jo, 2012). A progressdo da gota é
frequentemente definida por quatro fases fisiopatolégicas. A hiperucemia
assintomatica € a primeira fase, onde ndo ha manifestacbes clinicas da doenca,
embora os niveis do acido urico nos fluidos biologicos estejam acima dos niveis de
saturacao. A segunda fase é a gota aguda, caracterizada por uma crise subita de dor
articular que aumenta em um periodo de 6 a 12 horas, associada a calor, rubor, e
edema locais, causando sensibilidade ao toque (Martinon, 2010). A articulagédo

frequentemente acometida € a primeira metatarsofalangica, mas pode acometer
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outras articulagdes. A duragdo da crise aguda da gota varia de horas a poucos dias.
Apés o término, o paciente passa para a terceira fase, chamada fase intercritica,
assintomatica e de duragao variavel que tende a diminuir com a progressao da
doenca. Dor continua de intensidade moderada em varias articulagdes e a formacgao
de tofos sdo as caracteristicas patologicas da gota tofacea cronica, a quarta fase.
Geralmente, os tofos sao indolores, mas podem resultar em limitagées na mobilidade

da articular ou ainda causar ulceragdes (Dalbeth, Merriman and Stamp, 2016).

1.1.2. Epidemiologia da Gota

Atualmente, a prevaléncia geral da gota é de 1 a 4% da populagdo mundial,
sendo os paises desenvolvidos os mais afetados e sua incidéncia anual € de 2,68
casos/1000 pessoas (Kuo, Grainge, Zhang, et al., 2015). De acordo com estudo
realizado no Reino Unido, a prevaléncia de gota foi de 2,49% e a incidéncia de 1,77
por 1.000 pessoas/ano em 2012, com ambos 0os numeros sendo maiores do que em
1997 (Kuo, Grainge, Mallen, et al., 2015). Nos Estados Unidos, a prevaléncia de gota
aumentou significativamente de 2,9%, entre 1988 e 1994, para 3,9% entre 2007 e
2008. Contudo, a prevaléncia geral permaneceu inalterada quando comparada ao
periodo de 2015-2016, segundo a National Health and Nutrition Examination Survey
(NHANES), mesmo com o aumento do numero de pessoas diagnosticadas com gota
de 8,3 milhdes para 9,2 milhdes. No Brasil ainda existe uma caréncia de estudos
epidemioldgicos de gota (Singh, Lingala and Mithal, 2019)(Zhu, Pandya and Choi,
2011).

A epidemiologia da gota passou por mudancas significativas ao longo dos anos,
deixando de ser uma doenca “de ricos” e passando a afetar todos os aspectos
socioecondmicos (Kedar and Simkin, 2012). Esse aumento gradual na incidéncia e
prevaléncia da gota esta diretamente relacionado ao aumento da hiperuricemia,
embora uma pequena parte da populagdo com indices elevados de acido urico sérico
venha a desenvolver a artrite gotosa, sugerindo a importancia de outros fatores para
a producao dos cristais (Doherty, 2009). Aléem disso, evidéncias atribuem a mudangas
no estilo de vida o aumento nos riscos de desenvolvimento da gota: fatores dietéticos,
incluindo maior ingestdo de carne, frutos do mar, bebidas alcodlicas, refrigerantes
acucarados e alimentos ricos em frutose; comorbidades como hipertensao,

insuficiéncia renal, hipertrigliceridemia, hipercolesterolemia, hiperuricemia, diabetes e
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obesidade também foram relacionadas ao maior risco de gota de incidente; ainda,
medicamentos diuréticos estéo ligados ao aumento nos niveis de acido urico(Choi et
al., 2004)(Choi and Curhan, 2008). Em contrapartida, estudos demonstram que
ingestao de leite e consumo de café foram associados com menor risco de gota
incidente e, em alguns casos, menor taxa de crises de gota (Choi et al,
2004)(Kiyohara et al., 1999).

1.1.3. Diagnéstico da Gota

Embora o diagndstico clinico da gota seja amplamente utilizado em todo o
mundo, a analise do liquido sinovial, para identificacdo de cristais de MSU usando
microscopia de luz polarizada (padrao-ouro), ainda € aconselhada pela Liga Europeia
Contra o Reumatismo (EULAR) para excluir outras doengas, principalmente a artrite
séptica e confirmar o diagndstico. Os cristais de MSU sdo encontrados no liquido
sinovial em todos os estagios da doenga; durante ataques, no periodo intercritico ou
na gota crénica tofacea (Richette and Bardin, 2010).

Dentre as recomendagdes da EULAR, na auséncia da possibilidade de analise
do liquido sinovial, o diagnéstico clinico de gota é suportado por caracteristicas
sugestivas: envolvimento monoarticular de um pé (especialmente o primeiro
metatarso) ou articulagdo do tornozelo, episddios recorrentes de artrite aguda
semelhantes, inicio rapido de dor e inchago intensos (<24 horas); eritema, sexo
masculino, doencas cardiovasculares associadas e hiperuricemia. Embora esses
recursos sejam altamente sugestivos, ndo sao especificos para a gota, fazendo
necessaria a analise do aspirado sinovial, ndo sendo aceitavel o diagnostico baseado
apenas na presenca de hiperuricemia (Richette et al., 2019).

Quando o diagnéstico clinico de gota € incerto e a identificacdo de cristais nao
€ possivel, é necessaria a investigagdo por exames de imagem para procurar a
deposigao de cristais da MSU e caracteristicas de qualquer diagndstico alternativo. A
ultrassonografia pode ser mais util no estabelecimento de um diagnostico com
suspeita de surto de gota ou artrite gotosa crbénica pela detecgdo de tofos ndo
evidentes no exame clinico ou um sinal de contorno duplo nas superficies da
cartilagem, que é altamente especifico para depdsitos de urato nas articulagdes
(Richette et al., 2019).
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Fatores de risco para hiperuricemia crénica devem ser pesquisados em todas
as pessoas com gota. Além da avaliagdo sistematica da presenga de comorbidades
associadas em pessoas com gota, incluindo obesidade, insuficiéncia renal,
hipertensao, cardiopatia isquémica, insuficiéncia cardiaca, diabetes e dislipidemia
(Richette et al., 2019).

1.1.4. Metabolismo de Purinas e a formagao de acido urico

O acido urico é o produto final da via metabdlica das purinas. Como a renovagao
fisiolégica dos acidos nucleicos ocorre constantemente, o acido urico esta presente
como um constituinte normal intracelular e em fluidos biolégicos. Além disso, o acido
urico exégeno pode ser obtido através da dieta (So, 2008). Os nucleotideos purinicos,
como adenina e guanina oriundos do DNA e RNA, perdem um grupo fosfato a partir
da acao da enzima 5’-nucleotidase, formando o monofosfato de adenosina no caso
da adenina (AMP) e o monofosfato de guanina no caso da guanina (GMP). Os
nucleosideos inosina e guanosina sao posteriormente hidrolisados em hipoxantina e
guanina a base de purina, respectivamente, pela purina nucleosideo fosforilase
(PNP). A hipoxantina é entdo oxidada para formar xantina pela xantina-oxidase (XO),
e a guanina é desaminada para formar xantina pela guanina desaminase. A xantina
€ novamente oxidada pela xantina oxidase para formar o produto final, o acido urico
(Figura 1) (Maiuolo et al., 2016).
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Figura 1: Via bioquimica do acido urico e sua homeostase

Purinas sdo absorvidas da dieta através do intestino ou s&do derivadas da degradacgéo
enddgena de DNA e RNA. Posteriormente, sdo oxidadas pela xantina oxidase até a formagao
do acido urico. A maioria do acido urico é excretada pelos rins e o resto nas fezes, embora
uma quantidade seja reabsorvida nos tubulos proximais dos rins (retirado de Rock, Kataoka
and Lai, 2013).

A maioria dos mamiferos expressa a uricase hepatica, uma enzima peroxisomal
que oxida o acido urico em alantoina, que € altamente soluvel, e agua. Essa uricase
endogena reduz um pouco os niveis de acido urico e, consequentemente, essas
espécies nao desenvolvem gota em condi¢cdes naturais. A espécie humana néao
produz uricase e isso explica por que os niveis de urato sdo muito mais altos que os
de outros mamiferos (Rock, Kataoka and Lai, 2013)(So, 2008). Em individuos
saudaveis, o acido urico esta presente no sangue em concentragdes de ~ 6,0 mg/dl,
0 que € um nivel notavelmente alto dado que o limiar para a saturagao desta molécula
em fluidos biolégicos é de ~7,0 mg/dl. Quando os individuos desenvolvem
hiperuricemia como consequéncia da ingestao excessiva de purinas ou predisposi¢céo
genética, o acido urico satura os fluidos corporais, ocorrendo o risco de nucleagéo e

formacao dos cristais de MSU nas suas articulagbes (Rock, Kataoka and Lai, 2013).
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A hiperuricemia € o principal fator que facilita a formag¢ao dos cristais de MSU,
embora outros fatores (como a temperatura local, pH e o trauma) também possam
desempenhar um papel relevante. Uma vez formados, os cristais de MSU sao
capazes de provocar uma resposta inflamatdria pela ativagao de leucdcitos e células

parenquimais do tecido sinovial (So, 2008).

1.2. Patogénese da gota

1.2.1. Ativagao do inflamassoma por cristais de MSU

Os cristais de MSU depositados no interior e ao redor das articulagdes sao
fagocitados por células fagociticas sinoviais, como fibroblastos e macréfagos (Martin,
Walton and Harper, 2009). A interiorizagdo dos cristais de MSU por essas células
inicia uma cascata inflamatéria caracterizada pela ativacdo da enzima intracelular
caspase-1, secrec¢ao de citocinas e quimiocinas inflamatérias, como interleucina (IL)
-1B, fator de necrose tumoral (TNF), IL-6 e CXCL8. Esses mediadores inflamatdrios
sao responsaveis pelo recrutamento de células inflamatdrias, neutrofilos e mondcitos,
para o tecido sinovial, também conhecido como sinévia (Martin, Walton and Harper,
2009) (Pétrilli and Martinon, 2007) (Richette and Bardin, 2010).

Em 2006, Martinon e colaboradores sugeriram o envolvimento do inflamassoma
NLRP3 na indug¢do de inflamagdo aguda gotosa. Foi demonstrado que macréfagos
de camundongos deficientes em componentes do Inflamassoma NLRP3 e sua via de
sinalizacdo, como caspase-1 e ASC, tém uma menor capacidade de ativacao de IL-
18 quando estimulados por cristais de MSU (Martinon et al., 2006a). Além disso,
camundongos deficientes em NLRP3, ASC ou receptor de IL-18 (IL-1R) também
mostraram comprometimento do recrutamento de neutréfilos apds injecéo
intraperitoneal ou intra-articular de cristais de MSU, apoiando o papel critico do
inflamassoma NLRP3 na deteccéo da deposicdo de MSU e subsequente ativacao da
resposta imune inata (Martinon et al., 2006)(Amaral et al., 2012).

Embora ja seja bem esclarecido o papel central do inflamassoma,
especificamente o inflamassoma NLRP3, na inflamagao aguda gotosa, ainda ndo esta
claro o mecanismo que liga os cristais de MSU a ativagdo desse complexo. Estudos
apontam a familia de receptores toll-like (TLRs) principalmente TLR2 e TLR4 como
0s responsaveis por reconhecer os cristais de MSU e desencadear uma cascata de
sinalizagao in vitro, primordial para o inicio do processo inflamatério (Liu-Bryan et al.,
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2005). Em trabalho recente do nosso grupo, Batista e colaboradores demonstraram
que a pentraxina 3 pode se ligar aos cristais de MSU, promovendo a fagocitose
desses cristais através da ativagao de receptores FcgRIll, culminado no aumento da
ativacdo de caspase-1 e consequente ativagao de IL-1p (Batista et al., 2019). Além
disso, os cristais de MSU podem interagir com o colesterol presente na membrana
celular, sem a necessidade de um receptor especifico, e desencadear uma cascata
intracelular de sinalizacdo dependente de Syk (Ng et al., 2008).

O papel central de células fagociticas mononucleares na resposta inicial dos
cristais de acido urico ja € bem descrito. Mondcitos estimulados por cristais de MSU
secretam citocinas inflamatorias, principalmente IL-13 (Yagnik et al., 2000). Os cristais
de MSU depositados nas articulagdes interagem com macroéfagos residentes, levando
a transcrigdo dos componentes do NLRP3. Esses macréfagos também fagocitam os
cristais de MSU, desencadeando sinais que resultam na oligomerizagdo do
inflamassoma NLRP3, ativacdo da caspase-1 e subsequente clivagem da pré-IL-13
(forma inativa) para produzir IL-1p ativa. Apds a clivagem, a IL-13 ativa € liberada
para o fluido sinovial e se liga aos receptores da IL-1 expressos pelas células
endoteliais e células residentes sinoviais (Yagnik et al., 2000).

A sinalizagdo pré-inflamatéria desencadeada pela interagao dos cristais de MSU
com células residentes é dependente da pré-ativagao celular (priming), considerada
o primeiro sinal de ativagdo do inflamassoma NLRP3 nas crises gotosas agudas (So
and Martinon, 2017). Os niveis elevados de acido urico soluvel, glicose, estresse por
cisalhamento s&o alguns dos estimulos que podem primar as células in vivo (Braga
etal., 2017)(Zhou et al., 2010). In vitro o priming é feito pelos ligantes de outros PRRs
(como os ligantes de TLR) ou citocinas, como TNF (Amaral et al., 2016) e MIF (Galvao
et al., 2016). Nessa etapa, ocorre o controle da expressdo dos componentes do
inflamassoma além da expressdo de proteinas que serdo ativadas através da
modificagao por caspases inflamatérias (So and Martinon, 2017).

Ainda que seja necessario um primeiro sinal para a ativagao do inflamassoma,
esse sinal ndo é suficiente para ativar a cascata de acontecimentos necessario para
a montagem do complexo. Desse modo, um segundo sinal, mais especifico que o
primeiro, € necessario para a ativagao do inflamassoma (So and Martinon, 2017).
Esse sinal direciona de forma direta a agregacéo e polimerizagao pds-transcricional
dos componentes do inflamassoma, processo promovido por microtubulos (Misawa et

al., 2013). Alguns mecanismos tém sido identificados como responsaveis por



22

desencadear o segundo sinal para promover a ativagdo do NLRP3, dentre eles efluxo
de potassio; a geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), derivadas de
mitocdndrias e a desestabilizacdo fagolisossébmica apds a digestdo de agonistas de
particulas grandes como os cristais de MSU. (Rathinam, Vanaja and Fitzgerald,
2012).

O sinal de montagem do complexo protéico do inflamassoma pode envolver um
mecanismo geral compartilhado por varios ativadores do inflamassoma. A via
fagocitica, onde a internalizagdo dos cristais pode romper a membrana do
fagolisossomo liberando a catepsina B - uma protease lisossémica — € um desses
ativadores, atuando como segundo sinal para a montagem do inflamassoma
(Hornung et al., 2008). Além disso, o acido urico soluvel também ja foi demonstrado
capaz de ativar a oligomerizacéo do inflamassoma (Braga et al., 2017). E sugerido
também um papel de destaque a perturbacgdes idnicas, principalmente o efluxo de
potassio mediado por receptor P2X7 - receptor do ATP - na ativagdo do NLRP3, sendo
que o bloqueio do efluxo de potassio inibe essa ativagdo (Perregaux and Gabel,
1994)(Munoz-Planillo et al., 2013)(Kahlenberg and Dubyak, 2004)(Pétrilli and
Martinon, 2007). A perturbagdo iGnica € necessaria para a geragdo de ROS,
determinante para a montagem do inflamassoma NLRP3, sendo aumentada pelo
leucotrieno B4 induzido em respostas ao proéprio cristal de MSU, de forma que a
inibicdo de ROS bloqueia a liberagdo de IL-1B em resposta a MSU (Kingsbury,
Conaghan and McDermott, 2011) (Amaral et al., 2012)(Tavares et al., 2019).

O inflamassoma NLRP3 é composto de trés componentes; um receptor de
reconhecimento de padrdes (PRRs), membro da familia dos receptores do tipo NOD
(NLR), capaz de detectar patégenos e moléculas enddégenas derivadas de lesao
celular com dominios de repetigdo ricos em leucina (Kanneganti, Lamkanfi and
Nufiez, 2007). O NLR é uma proteina de oligomerizagdo que contém dominios de
interacdo proteica que permitem a associacdo com o segundo componente, a
proteina adaptadora ASC (contendo um dominio de recrutamento de caspase)(He,
Hara and Nufez, 2016). A proteina ASC é sintetizada na forma de mondémeros e,
quando estimulados, podem formar oligbmeros, amplificando os sinais detectados
pelo NLR e envolvendo praticamente todas as moléculas de ASC em um complexo
celular ativo. As moléculas de ASC sao responsaveis pelo recrutamento do terceiro

elemento do inflamassoma, responsavel pelo recrutamento da caspase efetora que
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ativa citocinas pro-inflamatorias, como a caspase-1 (Bortoluci and Medzhitov, 2010)
(Rathinam, Vanaja and Fitzgerald, 2012).

A caspase-1 recrutada pela proteina adaptadora ASC permanece inativa (pro-
caspase-1) sendo que sua ativagao ocorre através da auto clivagem depende de sinal
(Martinon, Burns and Tschopp, 2002). A forma ativa da caspase-1 atua clivando as
moléculas de pré-IL-18 e pro-IL-18 em citocinas pro-inflamatorias ativas IL-13 e IL-18
(Thornberry et al., 1992). Além disso, a caspase-1 atua na clivagem de outra molécula
relacionada ao inflamassoma, a gasdermina D. A caspase-1 libera a por¢ao N-
terminal da Gasdermina D, que polimeriza na membrana plasmatica, formando poros.
A perda da integridade da membrana leva entdo a morte celular por piroptose
resultando na amplificacdo da resposta inflamatéria e facilitando a liberacido de
citocinas, incluindo a IL-1B (Figura 2) (So and Martinon, 2017). Existem ainda outras
formas de secrecéo de IL-1B, como a liberacéo através microvesiculas, liberacédo de
lisossomas ou autofagossomo, brotamento de exossomos ou mesmo os poros D de
gasdermina D, sem a ocorréncia de morte celular (MacKenzie et al., 2001)(Dupont et
al., 2011)(Qu et al., 2007)(Evavold et al., 2018).

Na inflamac&o aguda da gota, a secregéo de IL-13 por inflamassomas resulta a
uma resposta inflamatoéria articular, com vasodilatacdo e rapido recrutamento de

neutrofilos para a articulagao (Kingsbury, Conaghan and McDermott, 2011).
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Figura 2: Ativacao do inflamassoma NLRP3 pelos cristais de urato monossédico

O inflamassoma NLRP3 deve ser preparado antes da ativagdo. O priming (sinal 1) induz a
expressao de componentes funcionais do inflamassoma, como o NLRP3. Os cristais de MSU
fornecem o sinal 2, desencadeando a montagem do inflamassoma. A interacao de cristais de
MSU com a membrana plasmatica promove uma resposta celular que ainda é pouco
compreendida, mas inclui marcas da ativagdo de NLRP3, incluindo efluxo de potassio através
de canais ibnicos e perturbagdes mitocondriais que levam a producao e liberagcdo de ROS
para o citosol. A proteina adaptadora ASC é recrutada para o inflamassoma se organizando
em filamentos. A caspase-1 é recrutada por ASC e oligomeriza ao longo dos filamentos de
ASC, levando a ativagao autoproteolitica da caspase-1 responsavel pela clivagem proteolitica
e a maturacgao de pré-IL-1B em IL-1f3 biologicamente ativa. A caspase-1 também promove a
clivagem da gasdermina D liberando sua porgdo N-terminal que oligomeriza na membrana
plasmatica, causando a formacgido de poros piroptéticos. Esses poros interrompem a
integridade da membrana plasmatica celular e podem contribuir para a liberagcdo de
mediadores inflamatdrios, incluindo IL-1B. Adaptado de (So and Martinon, 2017).

1.2.2. IL-1B

A IL-18 é a principal citocina inflamatdria envolvida na inflamagao gotosa aguda.
Essa citocina € produzida na forma de pro-IL-1B (com peso molecular de 35 Kda) e
sua atividade biologica € dependente de clivagem pela caspase 1, embora as caspase
11 (homdlogos caspase 4 e 5 em humanos) e caspase 8 também possam
desempenhar essa funcdo. A IL-1[ ativa é entdo secretada para fluido articular, onde
se liga ao seu receptor expresso em células residentes sinoviais e em células
epiteliais (Pétrilli and Martinon, 2007).
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Os receptores de IL-1B s&o heterodimeros contento o ligante, receptor e co-
receptor. Quando a IL-13 se liga ao seu receptor especifico (IL-1R1) ocorre uma
mudanga conformacional que permite a ligagdo do co-receptor (IL-1RAcP)
(Greenfeder et al., 1995). A interagao entre os dominios extracelulares de IL-1R1 e
IL-1RACP leva a ligacdo dos dominios intracelulares de receptor Toll/receptor de IL-
1B, ocasionando o recrutamento da proteina de diferenciagdo mieldide (MyD88) e ao
inicio de uma via de sinalizacdo de quinases (Dinarello, 2019). Essa sinalizagao
polipeptidica que resulta na fosforilagao e degradacao do inibidor do fator nuclear kB
(NF-kB), levando a transcricdo e secregdao de citocinas pro-inflamatérias e
quimiocinas ligantes ao receptor CXCR2, especialmente o CXCL1 e CXCL8 (nos
humanos), promovendo o recrutamento de neutrofilos para o tecido articular (Figura
3)(Russo et al., 2014)(Chen et al., 2006).

Além da produgédo de quimioatraentes a IL-13 também induz a expresséo de
moléculas de adesdo celular, como selectinas e integrinas, aumento da
permeabilidade vascular e vasodilatagao, eventos fundamentais para a migragao de

leucdcitos do sangue pra a articulagao (Chapman et al., 1997)
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Figura 3: A sinalizacdo da IL-1 liga a ativagao do inflamassoma com as cascatas
inflamatérias

Os sinais de IL-1B através do complexo receptor de IL-1, composto pelo receptor de IL-1 tipo
1 (IL-1R1) e sua proteina acessoéria do receptor de cofator IL-1 (IL-1RAcP), leva ao
recrutamento da proteina adaptadora MyD88. A expressédo de IL-1R1 & generalizada, tanto
em leucdcitos quanto em células endoteliais e sinoviais. A expressao de IL-1R1 resulta no
recrutamento de proteinas efetoras, desencadeando a fosforilagéo e degradagéo do inibidor
de NF-kB. Adaptado de (So and Martinon, 2017).

1.2.3. Neutrofilos

Os neutrdéfilos raramente sdo encontrados em articulagées saudaveis, sendo
recrutados rapidamente por fatores quimiotaticos produzidos por células residentes
sinoviais. Da mesma forma, a ativacao das células endoteliais aumenta ainda mais a
resposta inflamatéria e a migracdo de neutrdfilos. Isso leva a um influxo local de

neutrofilos, muitas vezes considerado como um “enxame de neutroéfilos” (Ragab,
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Elshahaly, and Bardin 2017)(Lammermann et al, 2013). Os sinais para o
recrutamento de neutrofilos do sangue até a chegada destes na articulagcéo
compreendem varias etapas que envolvem a interagdo com o endotélio. A ativagao
endotelial na gota é estimulada por citocinas secretadas pelas células residentes
sinoviais, principalmente IL-13 e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), que ativam a
expressdo de moléculas de adesdo (Chapman et al., 1997). Inicialmente, os
neutrofilos livres no fluxo sanguineo entram em contato com as células endoteliais
ativadas, fazendo com que ocorra o rolamento celular ao longo da parede do vaso.
Esse processo é mediado pelas P- e E-selectinas expressas nas células endoteliais
(Chapman et al., 1994)(Kanwar et al., 1997). O rolamento dos neutrofilos propicia a
interacdo com quimiocinas presentes na camada superficial do endotélio através da
ligacdo aos seus receptores nos neutroéfilos, especialmente os ligantes do receptor
CXCR2 (quimiocinas que compartilham um motivo ELR - acido glutamico-leucina-
arginina), importantes no contexto da migragao desses leucécitos (Russo et al., 2014)
A sinalizagdo desencadeada por essa ligagao aos receptores acoplados a proteina G
resulta na a ativagao de integrinas (Williams et al., 2011).

As integrinas ativadas entram em contato com seus ligantes expressos no
endotélio, o que ocasiona a reducédo da velocidade de rolagem desses leucdcitos,
propiciando uma interagao de alta afinidade entre neutréfilo e endotélio resultando na
adesao firme e estavel entre esses dois tipos celulares (Ley et al., 2007). Entretando,
ja foi demonstrado que alteragdes no fenétipo endotelial podem induzir a expresséo
de integrinas de forma suficiente para ocasionar o recrutamento de leucocitos
independente das seletinas (Figura 4) (Hickey, Granger and Kubes, 1999). A partir
desse ponto, os neutréfilos extravasam para os tecidos pelo processo de
transmigracéo através da barreira celular endotelial (Ley et al., 2007).

A ativacdo de vias do complemento também esta relacionada a chegada de
neutréfilos na articulagdo acometida, representadas pela producado de C3a e Cba.
Além disso, C5a age como sinal enddégeno que € requerido para produgao de pré-IL-
1B e IL-1B madura induzida por cristais de MSU (An et al., 2014). Tanto a via classica
quanto a alternativa do complemento estdo envolvidas na inflamag¢do aguda gotosa.
Foi demonstrado que varios componentes do complemento, incluindo C1, C3 e C5,
se ligam a superficie do cristal (Shi, Mucsi and Ng, 2010). O complexo de ataque a

membrana, resultante da cascata do complemento, esta relacionado a secrecio de
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IL-8/CXCL8 apds estimulo com cristais de MSU, estando assim envolvido no
recrutamento de neutrofilos para a articulagédo inflamada (Tramontini et al., 2004).

A ligacado dos quimioatraentes aos receptores expressos em leucdcitos leva a
ativacdo de enzimas pertencentes a familia de fosfatidilinositol-3-cinases (PI3K),
responsaveis por fosforilar fosfolipideos de inositol, levando a montagem de uma
cascata que culmina na fosforilagdo da serina-treonina-quinase Akt (Cantley,
2002)(Franke et al., 1995). A atividade catalitica de Akt fosforilado (pAkt), resulta na
fosforilagcdo de uma série de outras proteinas que cordenam o crescimento,
movimentagdo, ativagdo e a sobrevivéncia celular (Cantley, 2002). Um estudo
mostrou que a PI3Ky, uma isoforma de PI3K, participa do recrutamento de neutrofilos
por diferentes estimulos (CXCL1, C5a e FMLP) e da migracédo desses leucdcitos
(Pinho et al., 2007). A PI3Ky tem um papel critico na inflamacéo gotosa experimental
aguda, atuando desde o controle da ativagdo da caspase-1, no recrutamento e
ativagcao de neutrofilos de maneira dependente da producédo de ROS (Tavares et al.,
2019).
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Figura 4: O processo de recrutamento de Neutrofilos

Neutrodfilos circulantes na corrente sanguinea interagem com quimiocinas produzidas por
células endoteliais ativadas. Esses leucdcitos entdo rolam e aderem aos vasos sanguineos,
iniciando o processo de transmigragao entre as células epiteliais direcao ao local inflamado
(retirado de Massachusetts General Hospital, 2004-2007).

Na gota, a partir do processo de transmigragao, os neutrdfilos infiltrados chegam
as articulagdes inflamadas onde entram em contato com os cristais de MSU. A
fagocitose desses cristais promove a ativagcdo e consequente liberagdo de

mediadores responsaveis pela vasodilatagdo, eritema e dor associados ao ataque
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agudo da gota, amplificando a resposta inflamatoria. Dentre esses mediadores
incluem-se as espécies reativas de oxigénio, leucotrieno B4 (LTB4), prostaglandina
Ez, IL-1, quimiocinas e proteinas tais como S100A8, S100A9 que atuam amplificando
a resposta inflamatéria aguda da gota (Amulic et al., 2012) (Mitroulis, Kambas and
Ritis, 2013). Além desses mediadores, a fagocitose dos cristais de MSU pelos
neutréfilos também induz a liberacdo das serina-proteases elastase, proteinase 3 e
catepsina G, componentes dos granulos azurofilos. A serino-proteases séo entéao
direcionadas para os fagossomos e a membrana plasmatica, onde atuam regulando
proteoliticamente as atividades de uma variedade de citocinas e quimiocinas
(Korkmaz et al., 2010). Os neutrdfilos portanto, sdo capazes de secretar IL-13 ativa
através da clivagem enzimatica da pré-IL-1B por essas proteases, embora de forma
menos eficiente do que a atividade da caspase-1 (So and Martinon, 2017). Além disso,
essas enzimas, associadas com a liberagdo de ROS, também geram danos teciduais
(Korkmaz et al., 2010).

Ainda, a fagocitose dos cristais de MSU por neutréfilos, associados a espécies
reativas de oxigénio (ROS), induzem a liberagdo do DNA pelas células (Schauer et
al., 2014). Os neutréfilos que passam por esse processo formam armadilhas
extracelulares de neutrofilos (NETs), descritas em 2004. As NETs s&o estruturas
compostas por proteinas de granulos azurofilicos (elastase de neutréfilos, catepsina
G e mieloperoxidase), granulos especificos e granulos terciarios de neutrdfilos, além
de DNA (Brinkmann et al., 2004). Essas estruturas neutrofilicas liberadas no meio
estracelular atuam como padrdao molecular associadas a danos (DAMPs),
promovendo respostas inflamatérias (Li et al., 2018). Na gota aguda, a IL-1B
secretada por macrofagos impulsiona a liberagdo de NETS, contribuindo assim para
a inflamacéo gotosa (Sil et al., 2017). Entretanto, estudos mostraram um novo papel
para as NETs na inflamagdo aguda gotosa, onde as NETs induzidas por MSU
formariam agregados densos que degradam citocinas e quimiocinas inflamatorias
reduzindo o recrutamento de neutréfilos e a inflamagéao (Schauer et al., 2014).
Portanto, os neutréfilos parecem exercer fungédo dual na inflamagéo gotosa, atuando
na fase inicial como aplificador da inflamacédo, mas reduzindo essa inflamagao em

tempos tardios, contribuindo para a resolugéo da inflamagao (Schett et al., 2015).
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1.3 — Controle da Resposta Inflamatoéria

Embora intensas, as crises agudas de gota s&o autolimitadas. Diversos
mecanismos tém sido propostos para explicar a resolugao espontanea da gota aguda,
como a alteragdo do revestimento proteico dos cristais por lipoproteinas que contém
apoproteina E, tornando os cristais incapazes de desencadear uma resposta
inflamatéria em neutrofilos, e até mesmo a degradacdo de moléculas proé-
inflamatorias por agdo das NETs, como citado acima (Terkeltaub et al., 1991)(Schauer
et al., 2014).

Além disso, apoptose de neutréfilos e a fagocitose destes por macréfagos,
fenbmeno conhecido como eferocitose, €& importante na fase de resolucéo
espontanea da inflamacéo gotosa. Nesse processo, ocorre uma alteragéo no perfil de
atividade dos macrofagos, os quais passam a apresentar propriedades anti-
inflamatodrias e pro-resolutivas, como a secrecdo de TFG-[3, uma potente citocina com
funcao anti-inflamatéria na gota, reduzindo a ativagao endotelial com consequente
limitagdo do recrutamento celular, mas também reduzindo a expressao de citocinas
pré-inflamatérias (Fadok et al.,, 1998a) (Yagnik et al., 2004). Apdés a completa
diferenciacao, os macréfagos também atingem a capacidade de fagocitar cristais de
MSU sem estimular eventos inflamatdrios (Yagnik et al., 2004). Assim, as diferentes
respostas celulares e moleculares interagem na resolu¢ao da inflamag¢ao aguda da

gota.

1.3.1 — Mecanismos anti-inflamatorios e pré-resolutivos

Diferentes perturbagbes podem estimular uma resposta inflamatéria aguda do
organismo caracterizada pela produ¢cdo de mediadores inflamatorios e acumulo de
leucdcitos, principalmente neutréfilos, no tecido afetado (Medzhitov, 2008). A
eliminagdo do agente nocivo pelos leucdcitos leva a um estado de estabelecimento
da homeostase tecidual, a resolugéo da inflamagéo (Medzhitov, 2010).

Desde o inicio até o estabelecimento da homeostase tecidual, a resposta
inflamatoria é controlada por diferentes mediadores, sejam eles inflamatérios, anti-
inflamatoérios ou pro-resolutivos. Os mediadores inflamatérios compreendem as
moléculas que estimulam a reacao inflamatdria, levando aos principais sinais da

inflamacéo tecidual — calor (febre), rubor (vermelhid&o), tumor (inchago e edema), dor
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e perda de fungéo - visando a eliminagao do agente perturbador (Fullerton and Gilroy,
2016)(Basil and Levy, 2016).

No controle da acdao exacerbada dos mediados inflamatérios estdo os
mediadores anti-inflamatérios, que atuam principalmente inibindo a producédo de
citocinas e quimiocinas inflamatérias visando controlar o influxo neutrofilico e diminuir
os sinais inflamatorios (Soehnlein and Lindbom, 2010). Apds a eliminagao do agente
nocivo é estabelecida uma nova homeostase tecidual, nesse processo, moléculas
pro-resolutivas ativam estimulos responsaveis pelo bloqueio na produgao de citocinas
e quimiocinas inflamatorias, impedindo o influxo neutrofilico (Sugimoto et al., 2016).
Além disso, os mediadores pré-resolutivos promovem a apoptose dos neutréfilos
presentes no tecido inflamado e a eferocitose desses por macrofagos, processo
capaz de alterar o fenoétipo inflamatério das células mononucleares para um perfil pro-
resolutivo (Ortega-Gomez, Perretti and Soehnlein, 2013). Assim, os mediadores pro-
resolutivos sdo moléculas que atuam promovendo os “pilares da resolugcao” - remogao
de microrganismos, células mortas e detritos, restauragéo da integridade e perfuséo
vascular, regeneragao tecidual, remissao da febre e alivio da dor inflamatdria (Basil
and Levy, 2016).

1.3.2 — Controle da inflamagao na gota

Reduzir os niveis de acido urico sérico para abaixo dos indices de saturacio &
o objetivo principal para o controle da gota, evitando novos ataques (Ragab,
Elshahaly, and Bardin 2017). Os dois grupos de medicamentos usados atualmente
para reduzir o urato sérico sdo os inibidores da xantina oxidase (alopurinol e
febuxostate) e os medicamentos uricosuricos (sulfinpirazona, probenecida e
benzbromarona), que aumentam a excregdo do acido urico (Punzi et al., 2012).
Porém, as flutuacdes nos niveis séricos de acido urico podem desencadear novos
ataques, exacerbando o processo inflamatoério, de forma que o tratamento deve ser
iniciado apds o fim da crise aguda da doenga, simultdneo algum medicamento com
atividade anti-inflamatéria para evitar novos ataques (Eggebeen, 2007).

O tratamento de primeira linha para os ataques agudos de gota, os quais
causam uma rapida e intensa inflamacao articular, € feito por anti-inflamatérios, como
a colchicina e os anti-inflamatdrios nao-esteroidais (AINEs) (Richette and Bardin,
2010). A colchicina atua reduzindo a atividade e migragao dos neutréfilos por meio do

bloqueio na montagem dos microtubulos, a liberagdo de quimioatraentes apds a
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fagocitose de cristais MSU, redugédo de moléculas de adesdo em células endoteliais
em resposta a IL-1B ou TNF-a e reducéo da ativagao de inflamasoma (Ravelli et al.,
2004)(Phelps, 2008)(Asako et al., 1992)(Cronstein et al., 1995)(Martinon et al.,
2006b). Além disso, o bloqueio dos microtubulos leva a inibicdo da ativagao da
caspase-1, por impedir a movimentagcédo dos fagossomos contendo cristais de MSU
no interior das células (Punzi et al., 2012). O uso de esteroides € uma alternativa a
pacientes que apresentam resisténcia ou intolerancia a colchicina e aos AINES
(Ragab, Elshahaly and Bardin, 2017)(Wilson and Saseen, 2016). Ainda, pacientes
que nao respondem aos tratamentos tradicionais podem ser tratados com agentes
biolégicos anti-citocina, principalmente aqueles que reduzem a atividade da IL-1b
(Punzi et al., 2012)(Carvalho et al., 2019).

Por seu papel central no inflamassoma NLRP3, a IL-1B é considerada um
importante alvo terapéutico para tratamento das crises agudas gotosas. Dentre os
inibidores da IL-13 disponiveis atualmente destacam-se o Anakinra, um antagonista
do receptor da IL-1 recombinante; o anticorpo Canakinumab, neutralizante da IL-1(;
e o receptor IL-1 soluvel Rilonacept (Dinarello, Simon and Van Der Meer, 2012). Além
desses, outros tratamentos inibem de forma indireta a IL-13, como o MCC950, que
inibe a oligomerizagdo de NLRP3, bloqueando assim a montagem do inflamassoma
(Coll et al., 2015).

Ainda, moléculas pro-resolutivas também apresentam caracteristicas potenciais
para o tratamento da crise aguda gotosa. Em um modelo murinho de gota aguda a
Anexina A1 reduziu o recrutamento e acumulo de neutrdfilos, além de induzir a
resolucao da inflamagao estimulando a apoptose de neutréfilos e reduzindo os niveis
de IL1-B (Galvao et al., 2017). Algumas moléculas envolvidas no controle da resposta

inflamatoria da gota estdo resumidas na tabela 1.
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Tabela 1: Moléculas que atuam no controle da inflamagao aguda gotosa

Molécula Principal fung¢ao no controle da Referéncia
inflamagao gotosa
Agonistas dos Inibem o infiltrado neutrofilico e a (Getting et al., 2002) —
receptores de liberagao de IL-13 murino.
melanocortina
Anakinra Antagonista do receptor de IL-13 (So et al., 2007) —

murino € humano,
(Ottaviani et al., 2013) —

humano.

Anexina A1 Estimula a resolugéo da inflamacao (Galvao et al., 2017) —
gotosa experimental aguda murino.

Canakinumab Bloqueia a IL-13 (So et al., 2010) -

humano

IL-37 Inibe a produgéo de citocinas pro- (Zeng et al., 2016) —
inflamatdrias humano.

Rilonacepte Bloqueia a IL-13 (Torres et al., 2009) —
murino.

TGF- Inibe a expressao de moléculas de (Yagnik et al., 2004) —

adeséao e citocinas humano, (Lioté et al.,

1996) — murino, (Scanu
et al., 2012) — humano.

1.4 — Sistema Renina-Angiotensina

O Sistema Renina-Angiotensina € um sistema endécrino que atua no controle
da fungdo cardiovascular e renal (Dzau, 1988). Esse sistema &€ uma cascata
enzimatica que resulta na produgao de peptideos ativos (Nasijletti and Masson, 1971).
Dentre eles a Angiotensina Il (Ang Il), principal efetor desse sistema através da
ligac&o ao receptor de angiotensina tipo | (AT1R) vasoconstri¢ao, proliferacédo celuglar,
fibrose, formacéo de radicais de superoxido, ativacdo do sistema nervoso simpatico. Em
contraste com o AT1R, a Ang Il também pode se ligar ao receptor de angiotensina
tipo 2 (AT2R), contrabalanceando algumas ag¢des do AT1R inibindo o crescimento e
a proliferagao, reduzindo a remodelacédo do tecido e aumentando a vasodilatagao e
producéao de radicais (Mckinney et al., no date).

Recentemente, um novo peptideo do Sistema Renina-Angiotensina foi
descoberto e vem ganhando destaque por seu papel contraregulador aos efeitos da
Ang I, principalmente por inibir o crescimento celular, a migragdo e a

inflamacgao(Passos-Silva, Verano-Braga and Santos, 2013).
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1.4.1 — Ang-(1-7)

A Ang-(1-7) € um heptapeptideo bioativo pertencente ao sistema renina-
angiotensina. A Ang-(1-7) foi primeiramente caracterizada pela sintese através de
outra molécula da via de degradacgao do Angiotensinogénio, a Angiotensina | (Santos
et al., 1988).

Atualmente sdo conhecidas diferentes vias e enzimas envolvidas na producao
da Ang-(1-7). A sintese da Ang-(1-7) comega com o Angiotensinogénio, uma
glicoproteina sintetizada principalmente pelo figado e secretada na circulagcéo
(Nasjletti and Masson, 1971). No plasma, o Angiotensinogénio passa pela acéo
enzimatica da renina, produzida pelas células justaglomerulares renais, gerando a
Angiotensina | (1-10). Em seguida, a Angiotensina | € convertida pela enzima
conversora de angiotensina (ACE), uma exopeptidase ligada a membrana, liberando
o octapeptideo vasoativo ang Il (1-8) (SKEGGS, KAHN And SHUMWAY, 1956).
Dentre as enzimas envolvidas na sintese da Ang-(1-7), a enzima conversora de Ang
Il (ACEZ2) é a mais bem caracterizada e potente. Descrita simultaneamente em 2000
por Donoghue et al e Tipnis et al, a enzima homdloga a ACE apresenta grande
afinidade com seu substrato 2004-2007 (Donoghue et al., 2000) (Tipnis et al., 2000).
A Ang Il é clivada pela ACEZ2 diretamente em Ang-(1-7). Embora essa seja a via mais
eficiente, outras enzimas também geram Ang-(1-7) através de diferentes precursores.
A geracao de Ang-(1-7) a partir de Angiotensina | pode acontecer por agao de muitas
outras peptidases, especialmente prolil-endopeptidase (PEP) e endopeptidase neutra
(NEP) (Welches et al., 1991)(Gafford et al., 1983) A prépria ACE2 ou a NEP podem
hidrolisar a Angiotensina | em Angiotensina 1-9 e esta ser clivada pela ACE ou pela
(NEP) em Ang-(1-7) (Rice et al., 2004). Embora os niveis de ACE2 e a razéo
ACE/ACE2 sejam geralmente considerados uma referéncia para a produgdo de
Angiotensina (1-7), a participacdo de enzimas alternativas deve ser considerada
(Nehme et al., 2019).

A descrigdo em 1994 de uma molécula que reduzia seletivamente a atividade da
Ang-(1-7) , o A-779, abriu espaco para uma questao: a existéncia de um receptor
especifico que mediaria a agdes da Ang-(1-7) (Santos et al., 1994). A identificagdo do
receptor MAS, um receptor acoplado a proteina G e antagonizado pelo A-779,
confirmou a relevancia da Ang-(1-7) como peptideo ativo do sistema renina-

angiotensina. Foi demonstrado que a exclusao desse receptor inibia a ligagado da Ang-
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(1-7), abolindo suas a¢des em rins de camundongos (Santos et al., 2003). Portanto,
as funcdes biologicas da Ang-(1-7) sdo principalmente exercidas através da ligacédo
ao receptor MAS.

A ativagao dos receptores acoplados a proteina G é finamente regulada. A partir
da exposi¢cao por tempo prolongado ou a grandes concentracées de Ang-(1-7), o
receptor MAS pode ser dessensibilizado pelo desacoplamento da proteina G seguido
pela internalizacdo por endocitose. Apds a internalizacdo, o receptor pode ser
ressensibilizado e reciclado ou degradado (Cerniello et al., 2017) (Gironacci et al.,
2011). Foi demonstrado também que esse receptor pode antagonizar o AT1R, um
dos receptores da Ang Il, através da formagéo de heterodimeros, inibindo as agdes
da Ang Il (Kostenis et al., 2005). Em relagao ao receptor AT2R, receptor com fungdes
protetoras da Ang Il, o receptor MAS apresenta efeitos semelhantes, evidenciando
uma interagao funcional entre esses receptores (Villela et al., 2015). Além disso, a
descricao de uma nova familia de receptores acoplados a proteina G relacionados ao
MAS (MRGPR) levantou questbes sobre possiveis ligantes, dentre eles, a Ang-(1-7)
(Figura 5) (Solinski, Gudermann and Breit, 2014). Essas descobertas abriram os
recentes questionamentos sobre a especificidade da Ang-(1-7) ao receptor MAS.

Dentre as fung¢des exercidas através da ligagao da Ang-(1-7) ao receptor MAS,
destacam-se o controle das funcbes cardiovasculares, renais e vasculares. Além
disso, as acdes mais bem descritas da Ang-(1-7) apontam esse peptideo como um
contrarregulador das fungdes da Ang IlI, exercendo protecdo contra doengas
cardiovasculares através da melhora da funcédo endotelial, inibicdo da proliferagao e
migragdo de células musculares lisas vasculares, vasodilatagdo e modulagdo da

remodelagao ventricular (Ferreira and Santos, 2005) (Santos et al., 2013).
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Figura 5: O sistema renina-angiotensina

O sistema renina-angiotensina € uma cascata de peptideos interconvertidos que sédo gerados
principalmente pelas acdes de ACE e ACE2. O eixo tradicional do RAS ¢é através da geragao
de Ang Il mediada pela ACE, que sinaliza principalmente via AT1R e também o AT2R. O eixo
contra-regulatorio do RAS esta centrado nas agdes de ACE2 e producéo de Ang- (1-7) e Ang-
(1-9) de Ang Il e Ang |, respectivamente, e neutraliza os efeitos patologicos da Ang Il no
AT1R. Ang- (1-7) exerce efeitos protetores via Mas enquanto Ang- (1-9) foi relatado
recentemente para atuar através do AT2R. ACE: Ezima de conversdo da Angiotensina; Ang:
angiotensina; AT1R: receptor da angiotensina tipo 1; AT2R: Angiotensina receptor tipo 2; Cp
A: Catepsina A; Cx A: carboyxpeptidase A; NEP: endopeptidase neutra; POP: Prolil
endopeptidase; TOP: Thimet oligopeptidase (Mckinney et al. 2014).

Entretanto, estudos recentes tém elucido outras agbes da Ang-(1-7) além das
funcdes cardiovasculares. Evidencias sinalizam um papel no controle de respostas
inflamatadrias, particularmente com fungdes anti-inflamatérias, anti-proliferativas, anti-
fibroticas e pro-resolutivas, demonstrado em varios modelos animais de doencgas
inflamatdrias agudas e crénicas, como diabetes (Bossi et al., 2016), asma (Magalhaes
et al., 2018), leséo renal (Lu et al., 2017), infarto do miocardio (Zhao et al., 2015) e
artrite (da Silveira et al., 2010).



37

Estudos anteriores avaliaram efeitos anti-inflamatérios da Ang-(1-7) e seu
analogo, AVE 0991, agonistas do receptor MAS, na artrite induzida por antigeno, em
camundongos, e na artrite induzida por adjuvante, em ratos. Os agonistas do receptor
MAS reduziram a infiltragdo celular, sinais locais de inflamagao (dor e edema),
alteragdes histologicas e a liberagdo de citocinas pro-inflamatorias, além de
diminuirem diretamente o rolamento e a ades&o dos leucdcitos ao endotélio nas
articulagdes inflamadas. Ainda, a dele¢ao genética do receptor foi associada com leve
agravamento de alguns aspectos da artrite em camundongos, observado pelo maior
acumulo de neutrofilos e liberagao de citocinas. Desse modo, a ativagao do receptor
MAS causa melhora significativa da artrite em modelos experimentais de artrite em
camundongos (da Silveira et al., 2010). Além disso, um inibidor do receptor de
angiotensina tipo 1 (AT1R), receptor da Ang I, reduziu o recrutamento de neutrdfilos,
a producédo de citocinas e quimiocinas e inibiu diretamente o rolamento e a adesao
de leucécitos (Silveira et al., 2013).

Em outro estudo experimental de artrite induzida por antigeno, a Ang-(1-7)
também foi eficaz na reducdo do acumulo de neutréfilos em locais inflamatdrios, na
inducdo de apoptose de neutréfilos dependente de caspase com consequente
aumento de eferocitose por macréfagos, demonstrando suas atividades pro-
resolutivas de maneira dependente do receptor MAS. Seus efeitos anti-inflamatorios
diminuiram as respostas inflamatérias através da inibicao de NF-kB e da migragao de
leucocitos (Barroso et al. 2017). Em conjunto, esses estudos indicam que a Ang-(1-7)

tem atividades anti-inflamatorias e pro-resolutivas.
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2. Justificativa

A gota é a forma mais comum de artrite, tendo uma prevaléncia geral de 1 a 4%
na populacdo mundial, sendo os paises desenvolvidos os mais afetados. O aumento
gradual na incidéncia mundial de gota esta relacionado a alteragdes no estilo que
incluem os maus habitos alimentares e a falta de exercicios fisicos. Além disso,
pacientes com gota frequentemente possuem outras comorbidades incluindo doenga
renal, sindrome metabdlica, diabetes mellitus e hipertensao (Ragab, Elshahaly, and
Bardin 2017). As crises de dor intensa afetando uma ou mais articulagées séo as
manifestagdes mais comuns da inflamagao gotosa aguda. A auséncia de controle da
hiperucemia pode levar a evolugdo da doencga resultando na formacido de tofos,
comprometendo a mobilidade da articular podendo ainda causar ulceragbes. O
tratamento dos ataques agudos da gota por anti-inflamatérios empregados
atualmente pode causar reacdes adversas e, muitas vezes sido contraindicados.
(Dalbeth, Merriman and Stamp, 2016). Dessa forma, € importante investigar possiveis
novos tratamentos.

Evidéncias apontam que a Ang-(1-7) participa no controle de respostas
inflamatdrias, particularmente com fungdes anti-inflamatorias e pré-resolutivas. Como
mecanismo de acao, a Ang-(1-7) participa na reducao do nivel de varias citocinas e
quimiocinas bem como da atividade de moléculas de sinalizagdo (Ruiz et al., 2017).
De maneira interessante, animais tratados com Ang-(1-7) tiveram uma redugao da
inflamacédo das articulagbes em diferentes modelos de artrite, principalmente
controlando o acumulo de células e produgdo de citocinas nas articulagbes, mas
também estimulando a apoptose de neutrdfilos de maneira dependente do receptor
Mas (da Silveira et al., 2010) (Barroso et al. 2017).

Dessa forma, a identificacdo de moléculas com possiveis atividades anti-
inflamatorias abriria novas perspectivas terapéuticas na gota, uma vez que as
estratégicas terapéuticas imunoldgicas atualmente sao baseadas apenas na inibigao
de IL-1B. Nesse contexto, a Ang-(1-7) € um potencial candidato para o controle da
inflamacgéao da gota. Além disso, entender melhor o papel da Ang-(1-7) na inflamacé&o
gotosa poderia contribuir para uma compreender melhor os mecanismos de agao

dessa molécula em respostas inflamatodrias.
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3. Objetivos gerais

Investigar o papel anti-inflamatério da Ang-(1-7) na resposta inflamatéria

induzida por cristais de MSU.

3.1. Objetivos especificos

3.1.1. Avaliar a cinética da resposta inflamatéria articular apés a injecao de
cristais de MSU em camundongos.

3.1.2. Avaliar as propriedades anti-inflamatorias da Ang-(1-7) apds estimulo com
cristais de MSU.

3.1.3. Avaliar a propriedade pro-resolutiva da Ang-(1-7) induzida por cristais de
MSU.

3.1.4. Avaliar o papel da Ang-(1-7) na ativagdo de macrofagos.

3.1.5. Avaliar o papel da Ang-(1-7) na ativagdo e migragao de neutrofilos.
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4. Métodos

4.1. Animais

Foram utilizados camundongos C57BI/6, tipo selvagem, fémeas, com peso
aproximado de 22 gramas, entre 8-10 semanas, fornecidos pelo Biotério Central da
Universidade Federal de Minas Gerais. Foram utilizados ainda camundongos LysM-
eGFP C57BI/6 (portadores de uma mutagao no locus da lisozima M que permite a
emissao de fluorescéncia verde) machos ou fémeas, obtidos no biotério de criagao,
Biotério do laboratério Imunofarmacologia (ICB-UFMG).

Todos os animais foram mantidos no ciclo claro-escuro de 12 horas, com livre
acesso a agua e ragao no biotério do Laboratorio de Imunofarmacologia - UFMG. O
presente estudo foi aprovado pelo Comissao de ética no uso de animais (CEUA) sob

o protocolo de pesquisa numero 295/2018 (Anexos 1).

4.2. Modelo de Gota

4.2.1. Preparo dos cristais de acido urico (cristais de MSU)

Para preparacao dos cristais, 1,68 g de acido urico (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA) foram adicionados em 500 mL de uma solugdo de hidroxido de sédio
(NaOH 0,01 M). A solucéo foi colocada em agitagcao a 70 °C e foi adicionado NaOH
(1 M) para manter a solugdo com o pH entre 7,1 e 7,2. Uma vez dissolvida, a solugao
foi filtrada em filtro de 0,22 um em capela de fluxo laminar, para manter a solugéo
estéril. A solucado foi deixada em temperatura ambiente para a precipitacdo dos
cristais de acido urico. Apdés 7 dias a solucdo com os cristais foi coletada e
centrifugada (7.000 RPM, 10 minutos) e o sobrenadante descartado. Posteriormente,
duas lavagens do precipitado com alcool absoluto foram realizadas. Além disso, a
solucao foi submetida ao processo de sonicagao para diminuir o tamanho dos cristais
e posteriormente foi deixada secando em temperatura ambiente em condicbes
estéreis. Apos secar, os cristais foram autoclavados e, entdo, ressuspensos em

solugdo salina na concentragao desejada e mantidos a - 20°C até posterior utilizagao.
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4.2.2. Indugao da gota por injegao intra-articular de cristais de MSU

Inicialmente os camundongos foram anestesiados via intraperitoneal com uma
mistura de cetamina 80 mg/kg e xilazina 15 mg/kg diluidos em tampé&o salina fosfato
(PBS), via intraperitoneal. Em seguida, a regiao tibio-femural desejada foi depilada e
os cristais de MSU obtidos foram diluidos em solugdo salina para a inje¢ao intra-
articular tibio-femural de 10 pyL de solugdo contendo 100 pg do cristal. A articulagéo
contralateral foi utilizada como controle (injecdo de veiculo — solugao salina). Os
animais foram eutanasiados por sobredose de anestésico (240 mg/kg de Cetamina e
45 mg/kg de xilazina) apos 3, 6, 12, 15 e 18 horas a depender dos experimentos. O
mesmo protocolo foi utilizado para o desafio por inje¢do intra-articular tibio-femural de
10 uL de CXCL1 (100 ng/cavidade), os animais foram eutanasiados 3 horas ap6s o

desafio.

4.2.3. Tratamento com Ang-(1-7)

Ap06s o desafio intra-articular com 10 ulL de cristais de MSU (100 pg/cavidade)
ou CXCL1 (100 ng/cavidade), os animais foram anestesiados e submetidos a injecéo
intra-articular tibio-femural de 10 yL de Ang-(1-7) (100 ng/cavidade) 3, 10 e 12 horas
e logo apds o desafio respectivamente. Os camundongos do grupo controle
receberam apenas veiculo (solugdo salina) (Barroso et al. 2017), nos tempos
descritos nos resultados.

4.2 4. Tratamento com A-779

O tratamento com A-779 foi realizado por injegao intra-articular tibio-femural de 10 yL
(200 ng/cavidade) nos animais anestesiados, apos 12 horas do desafio intra-articular
com 10 pL de cristais de MSU (100 pg/cavidade).Os camundongos controle

receberam apenas veiculo (solugao salina) (Barroso et al. 2017).

4.3. Avaliagao da migragao de neutréfilos para a cavidade articular

Apo6s o desafio com cristais de MSU, os animais foram eutanasiados por
sobredose de anestésico (240 mg/kg de Cetamina e 45 mg/kg de xilazina) nos tempos
descritos nos resultados. Para avaliar a migracao de leucécitos (neutréfilos) para a
cavidade articular, foi realizado um lavado intra-articular. Este procedimento consistiu

em lavar por trés vezes com 3,3 uL a cavidade articular utilizando uma solucao de
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albumina bovina (BSA) 3 % diluida em (PBS), lavando-a trés vezes para que uma
amostra das células presentes no interior da cavidade fosse coletada juntamente com
a solugao de albumina recapturada com uma pipeta. Este lavado de células da
articulagao foi diluido em 90 uL de albumina bovina 3 % para a posterior contagem

total e diferencial dos leucédcitos.

4.3.1. Contagem total dos leucécitos

Aliquotas de 10 uL do lavado articular foram diluidas em 10 pL de solugado Turk
(Renylab), sendo a contagem total dos leucdcitos realizada em camara de Neubauer,
com o auxilio de microscépio Optico (aumento de 100x) e contador manual. O niumero
total de leucdcitos foi utilizado para calculo da percentagem dos diferentes leucocitos
encontrados no lavado articular a partir da contagem/discriminagao por visualizag&o

de laminas preparadas por citocentrifugacao utilizando o microscoépio optico.

4.3.2. Contagem diferencial dos leucécitos

As laminas para contagem diferencial foram preparadas por citocentrifugacao
de uma aliquota de 90 pL do lavado articular (citospin; Shandon Lipshaw Inc.,
Pittsburgh, Pennsylvania, USA). As laminas foram coradas utilizando o Kit panaético
rapido (Laborclin, Parana) e examinadas sob microscépio optico, objetiva de imerséo
em Oleo (aumento de 1.000x), utilizando os critérios morfolégicos padrbes para
diferenciar os tipos celulares. Foi feita uma andlise da porcentagem de células
polimorfonucleares e mononucleares de cada amostra e os resultados foram
expressos como numero de leucdcitos x 10%/cavidade articular, baseando-se na

contagem total de leucécitos.

4.3.3. Andlise da apoptose e eferocitose de leucécitos

As laminas contendo os leucdcitos recuperados no lavado articular foram
preparadas como descrito no item anterior. A apoptose e eferocitose dos leucdcitos
presentes no lavado articular dos animais desafiados com MSU, com ou sem os
tratamentos, foi avaliada morfologicamente (Pinho et al., 2007, Vago et al., 2012). As
células foram contadas (300 células por lamina) utilizando microscépio 6tico para

determinar a porcentagem de células com morfologia apoptética ou de eferocitose.
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As ceélulas apoptdticas foram identificadas por alteragbes morfologicas
caracteristicas como, condensagao da cromatina, fragmentagéo nuclear e formagéo
de corpos apoptoticos. A eferocitose foi identificada pela presenca de corpos

apoptaticos envoltos por membrana no citoplasma de células mononucleares.

4.4. Processamento do tecido periarticular para dosagem de citocinas

O tecido periarticular removido foi pesado e processado com o homogeneizador
de tecidos (Power Gen 125 - Fisher Scientific Pennsylvania, EUA) com solugéo de
extragdo de citocinas (NaCl 0,4M, NaPOs4 10 mM, PMSF 0,1 mM, Cloreto de
Benzeténio 0,1 mM, EDTA 10 mM, Tween 20 0,05 %, 0,5 % de BSA, 20 Kl de
Aprotinina) na proporgdo de 1mL por 100mg de tecido. Apés homogeneizagao e
centrifugacédo (10.000RPM 15 minutos a 4 °C), o sobrenadante foi coletado e

estocado a -20°C para quantificacdo de citocinas.

4.41. Dosagem de Citocinas e Quimiocinas: Ensaio Imunoenzimatico
(ELISA)

A dosagem de IL-1B, TNF-a e CXCL1 foi feita pelo método de ELISA através do
kit R&D system. Foi adicionado anticorpo de captura de interesse diluido em PBS a
placa de 96 pocos. Essa placa foi incubada a 4 °C por 12 a 18 horas. O conteudo foi
retirado e os pogos lavados 4 vezes (300 pL/mL) com o tampdo de lavagem
(PBS/Tween 0,5 %) utilizando um lavador de placas (Bio-Tek Instruments, INC). Foi
adicionado 100 uL/pogo de tampéo de bloqueio (PBS/BSA 1 %) e a placa foi incubada
por 2 horas a temperatura ambiente. O conteudo foi retirado e os pocos lavados 4
vezes (300 pL/mL) com o tampao de lavagem (PBS/Tween 0,5 %) utilizando um
lavador de placas. Foi adicionado 50 pyL/pogo dos padroes e amostras a placa. A placa
foi incubada por 2 horas e mantida temperatura ambiente. O conteudo foi retirado e
0s pocos lavados 4 vezes (300 uL/mL) com o tampao de lavagem (PBS/Tween 0,5
%) utilizando um lavador de placas. Foram adicionados 50 pL/pogo de anticorpo de
deteccao e a placa foi incubada por 2 horas a temperatura ambiente. O conteudo foi
retirado e a placa lavada 4 vezes com tampéao de lavagem. Foram adicionados 100
ML/poco de estreptavidina — HPR 1:200 a placa que foi incubada por 20 a 30 minutos
a temperatura ambiente ao abrigo da luz. O conteudo foi retirado e a placa lavada 4
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vezes com tampao de lavagem. Foram adicionados 100 pL/pogo do substrato OPD
(ophenylenediamine dihidrocloride - Sigma) com 0.006% peréxido de hidrogénio
(Grupo Quimica) a placa que foi incubada por 20 a 30 minutos a temperatura ambiente
ao abrigo da luz. Para parar a reagao, foram adicionados 50 uL/pogo de solugéo de
H2S0O4 1 M. A leitura foi realizada em leitor de ELISA em densidade 6tica de 490 nm
com o espectrofotdbmetro SpectraMax Plus Microplate Reader (Molecular Devices), e

os resultados expressos com base na concentracao da curva padrao.

4.5. Isolamento de neutrofilos de medula 6ssea

O lavado do canal medular (tibia e fémur) foi feito com 5 mL de PBS. A solugéo
de PBS contendo células da medula foi e centrifugada a 1200 RPM, 7 minutos a 4°C
e resuspendidas em 1 mL de PBS. As células foram cuidadosamente adicionadas em
tubos de 15 mL contendo gradiente duplo de separagdo formado pela adigédo
sequencial de 3 mL de Histopaque 1119 e 3 mL de Histopaque 1077 (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA). Os tubos foram centrifugados a 1800 RPM com aceleracgéo e
desaceleragao minima por 30 minutos e em temperatura ambiente. A camada inferior
de células polimorfonucleares foi coletada com o auxilio de pipeta Pasteur e as células
foram lavadas e ressuspensas em PBS. As células apds isolamento foram diluidas
em Turk para contagem total dos leucdcitos realizada em camara de Neubauer, com
o auxilio de microscopio optico. A pureza foi determinada através de visualizacido de
laminas preparadas por citocentrifugacéo (Citospin, Shandon Lipshaw Inc, Pittsburg,
Pennsylvania, USA) sob microscopio éptico e posteriormente coradas de acordo com
o kit pandtico rapido (Laborclin, Parana) e examinadas sob microscépio o6ptico
(objetiva de 100X em 6leo de imersao) usando os critérios morfolégicos padrdes para
diferenciar os tipos celulares. Apenas amostras com pureza e viabilidade acima de 90
% foram consideradas nos ensaios. As células foram estimuladas de acordo com o

experimento.

4.6. Obtencao e cultura de macréofagos peritoneais

Tioglicolato a 3 % foi injetado via intraperitoneal nos camundongos e apos 4 dias
esses foram sacrificados. Foi feita a coleta das células através da lavagem peritoneal
utilizando 5 mL de PBS gelado. Logo ap6s as células foram contadas e 1x10° células

por poco foram plaqueadas em placa de 24 pocos. Essas células foram colocadas em
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meio DMEM (Meio de Earle modificado por Dulbecco) suplementado com 10% de
soro fetal bovino (FBS) a 37 °C em atmosfera contendo 5 % CO:2 e deixadas overnight.
Apods este periodo foi feita a lavagem das placas com solugao salina para remogao
das células ndo aderidas e foram ultilizados dois estimulos diferentes:

1. LPS: Foram acrescentados 300 ul de meio DMEM 0%, acrescidos 300 nM de
Ang-(1-7) ou salina. Apos 1 hora de incubagéo foram adicionados 1 pg/pogo de LPS
ou salina. Os macréfagos foram incubados por 3 horas a 37 °C em atmosfera
contendo 5 % CO2. Ap6s o tempo de incubagéo, o sobrenadante foi recolhido para
ser utilizado no ensaio de ELISA.

2. Cristais de MSU: Foram acrescentados 300 pl de meio DMEM 0%, acrescidos
de 1 pg/pogo de LPS ou salina. Os macrofagos foram incubados por 1 hora, em
seguida, as placas foram lavadas e foram acrescentados 300 ul de meio DMEM 0%
acrescido de 30, 100 ou 300 nM de Ang-(1-7) ou salina. Apos 1 hora de incubagéo
foram adicionados 300 pg/ml de Cristais de MSU ou salina. Os macrofagos foram
incubados por 6 horas a 37 °C em atmosfera contendo 5 % CO2. Apds o tempo de

incubacao, o sobrenadante foi recolhido para ser utilizado no ensaio de ELISA.

4.7. Microscopia intravital

Camundongos C57BI/6 apds o desafio intra-articular com cristais de MSU e
tratados com Ang-(1-7) foram anestesiados e colocados em uma placa térmica
mantida a 37 °C, para manutencdo da temperatura corpérea do animal. A pele do
tornozelo dos animais foi removida até a base dos quadris, tornando possivel a
visualizacdo do tend&o patelar que foi entdo cortado, o que permitiu a visualizagao do
“corpo adiposo de Hoffa”, um tecido adiposo intra-articular contendo células sinoviais
na superficie interior da articulacao.

Um microscopio intravital (Nikon C-SRS H550L; Japan) com uma lente objetiva
de 20X foi utilizado para observar a microcirculagdo deste tecido sinovial intra-
articular. Uma camera digital (Nikon DSQIMC, Japan) acoplada ao microscopio foi
usada para projetar imagens a um monitor de computador. Essas imagens foram
gravadas para posterior analise usando o programa Imaging software (NIS
ELEMENTS-NIKON) O numero de leucdcitos rolando e aderentes foi determinado
apos analise das imagens gravadas. O numero de células rolando foi determinado

pela contagem de células passando por um determinado ponto marcado no vaso por
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minuto. Um leucécito foi considerado aderente quando permanecia parado por pelo
menos 30 segundos, e o numero de leucdcitos aderentes foi quantificado contando o

numero de células aderentes dentro de um comprimento de 100 um de vaso.

4.8. Ensaio de quimiotaxia (camara de Boyden)

O ensaio de quimiotaxia foi realizado na Camera de Boyden de 48 pocos (Neuro
Probe, Cabin John, USA), utilizando uma membrana de policarbonato (Neuro Probe,
Cabin John, USA) com poros de 5 um de didmetro (Pinho et al., 2007). Na parte
inferior da camara foram adicionados 28,5 uL de meio de cultura DMEM 0% contendo
os estimulos quimiotaticos CXCL1 (30 ng/mL) e LTB4 (10 M). Como controle
negativo, foi utilizado apenas o meio DMEM 0 %, em seguida, os pogos foram
cobertos com a membrana de policarbonato. Na parte superior da cadmara foram
adicionados 50 uL de DMEM, contendo 5x10* neutrofilos, isolados como descrito
anteriormente e pré-tratados por 1 hora com 300 nM de Ang-(1-7). A camara foi
incubada por 60 minutos a 37 °C e 5 % de COz2. Apds incubacido, a membrana de
policarbonato foi removida cuidadosamente, lavada em PBS e fixada e corada em kit
pandtico rapido (Laborclin, Parana).

O numero de células migradas para a parte inferior da membrana foi contado
em 5 campos aleatdrios em microscépio Optico (objetiva de 100X em dleo de
imersao). Os resultados foram expressos como a média do numero de células por
campo. As células que migraram em diregdo aos estimulos quimiotaticos foram
consideradas como migragéo direcionada e as células que migraram em diregdo ao

DMEM como migrag&o randémica ou aleatoria (controle).

4.9. Analises estatisticas

A anélise estatistica foi realizada com o software Prisma. Os resultados foram
expressos como meédia = erro padrdo da média. A analise da diferenca entre dois
grupos foi realizada pelo teste t-student. A analise da diferenga entre dois ou mais
grupos quando as amostras obedeciam a distribuicdo normal foi realizado ANOVA
seguida do pos-teste Newman-Keuls. A significancia estatistica foi estabelecida em
p<0,05.
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5. Resultados

5.1. Perfil inflamatério da gota aguda em camundongos

Estudos anteriores mostraram que a injeg&o intra-articular de cristais de MSU
em camundongos induz uma inflamagéo aguda local, com aumento do influxo de
neutrofilos, produgao da citocina IL-13 e das quimiocinas CXCL1 e CXCL2 de maneira
dependente da dose e do tempo (Amaral et al., 2012)(Galvéao et al., 2017). Entretanto,
lotes diferentes de cristais de MSU podem induzir alteragdes na cinética da resposta
inflamatdria, uma vez que o preparo dos cristais é feito no nosso laboratério. Assim,
o primeiro teste foi avaliar a cinética da resposta inflamatéria articular apos a injecéo
de cristais de MSU através da analise do acumulo de leucocitos na cavidade articular
e produgao de moléculas pro-inflamatérias no tecido periarticular. Como pode ser
visto na Figura 6, o acumulo de células na cavidade articular ocorre nas primeiras
horas apos a injegdo de MSU, chegando ao pico as 3 horas (Figura 6A). O pico
leucocitario foi também o pico de neutrofilos (Figura 6B) e a quimiocina CXCL1 (Figura
6C). A citocina IL-1B teve a maior produgado apés 6 horas do desafio (Figura 6D). A
partir desse ponto, houve uma diminui¢ao tanto no numero de neutrofilos, quanto na
producédo de CXCL1 e IL-13, sendo que apos 18 horas eles ja tinham atingido niveis
basais.

A quantidade de células mononucleares teve um aumento nao significativo ao
longo do tempo, atingindo o pico 12 horas apdés o desafio (Figura 6E). Essas
diferengas entre os numeros de neutrofilos e células mononucleares e a redugao de
CXCL1 e IL-1B sugerem que a inflamag&o ja possa apresentar caracteristicas da
resolucao da inflamacao, conforme demonstrado em outros contextos de inflamacao
aguda (Vago et al., 2012b)(Boff et al., 2018).
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Figura 6: Perfil inflamatdrio da gota aguda.

Os animais foram desafiados com injegao intra-articular de cristais de MSU (100 pg) e as
analises foram realizadas nos tempos de 3, 6, 12 e 18 horas apds o desafio. Foi realizado o
lavado articular para a recuperagao e contagem de células totais, neutréfilos e células
mononuclears (A, B e E respectivamente). Além disso, a quantificagéo de IL-1B (D) e CXCLA1
(C) foi realizada no tecido periarticular por ELISA. As barras representam a média + desvio
padrao de 5 camundongos por grupo. (*) para p<0,05 quando comparado a média do grupo
controle (Crtl — injegcao de salina) (ANOVA seguida pelo pos-teste Student-Newman-Keuls).

5.2. Ang-(1-7) diminui a secregdao de IL-1B, CXCL1 e o infiltrado de

neutrofilos in vivo

Em um estudo experimental de artrite induzida por antigeno, a Ang-(1-7) reduziu
a resposta inflamatoria através da inibicdo da migragao de leucdcitos, conferindo a
esse peptideo uma atividade anti-inflamatéria (Barroso et al. 2017). Assim, as
propriedades anti-inflamatérias da Ang-(1-7) na inflamagdo aguda da gota foram
avaliadas através do tratamento por injegdo intra-articular de 100 nM Ang-(1-7) 3
horas apoés a injegao intra-articular de 100 ug/10 uL de cristais de MSU. O grupo de

animais nao tratados recebeu uma injecdo de solugdo salina. Trés horas apds o
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tratamento (6 horas apds o desafio com cristais de MSU), foi verificada uma redugao
significativa do numero de células totais e neutrofilos nos animais tratados com Ang-
(1-7) quando comparados com os animais com gota, mas nao tratados. Também foi
observada uma diminuigao significativa de IL-13 e CXCL1 no tecido periarticular dos
animais tratados com Ang-(1-7) quando comparados com o0s animais que n&o
receberam o tratamento. Assim, esses resultados indicam que a Ang-(1-7) exerce um

papel anti-inflamatério no modelo de gota aguda em camundongos.
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Figura 7: Ang-(1-7) diminui a secreg¢ao de IL-18, cxcl1 e o infiltrado de neutrdfilos in
vivo. Os animais foram desafiados com injegao intra-articular de cristais de MSU (100 pg/10
ML) e 3 horas apds o desafio eles foram tratados com injegao intra-articular de Ang-(1-7) (100
nM). Seis horas apds inje¢do dos cristais, os animais foram eutanasiados para a realizagao
do lavado articular e contagem do numero de células totais (A), neutrdfilos (B) e células
mononucleares (C). O tecido periarticular foi utilizado para a quantificacao de IL-1B (D) e
CXCL1 (E) por ELISA. As barras representam a média * desvio padrao de 3 (A,Be C)ou 5
(D e E) camundongos por grupo (*) para p<0,05 quando comparado a média do grupo
controle, (#) para p<0,05 quando comparado com o grupo que nao recebeu tratamento
(ANOVA seguida pelo pos-teste Student-Newman-Keuls).



50

5.3. Ang-(1-7) diminui o infiltrado de neutréfilos de forma dependente do
receptor MAS

Visto que a Ang-(1-7) exdgena reduziu os principais parametros inflamatérios da
gota aguda, o préximo passo foi investigar o papel anti-inflamatério endégeno dessa
molécula, através do tratamento com um antagonista seletivo para o receptor MAS, o
A-779. A crise aguda gotosa foi induzida por injec&o intra-articular de cristais de MSU
(100 ug/10uL). Apds 12 horas, os animais foram tratados com uma injegéo intra-
articular de 10 uL contendo 200 ng de A-779 (o grupo de animais nao tratados recebeu
uma injecdo de solugdo salina). Passadas 6 horas do tratamento (18 horas apds o
desafio com os cristais de MSU) houve um aumento de células totais, neutrofilos e
mononucleares nos animais tratados com A-779 quando comparados com 0s animais
nao tratados. Porém, ndo houve diferengca na quantificagao de IL-13 e CXCL1 no
tecido periarticular dos animais que receberam o tratamento por A-779 quando
comparados com o0s animais que nao receberam o tratamento, conforme mostrado
na Figura 8. Portanto, o bloqueio do receptor MAS levou a um retardo na resolugao
da inflamagéo, sugerindo uma produgdo enddgena de Ang-(1-7) no controle da
resposta inflamatéria causada por cristais de MSU, pelo menos na redugédo do
infiltrado celular.
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Figura 8: Ang-(1-7) diminui o infiltrado de neutrofilos de forma dependente do receptor
MAS

Os animais foram desafiados com injecéo intra-articular de cristais de MSU (100 ug/10 pL) e
12 horas ap6s o desafio eles foram tratados com injecao intra-articular de Ang-(1-7) (100 nM).
Dezoito horas apés injecao dos cristais, os animais foram eutanasiados para a realizagao do
lavado articular e contagem do numero de células totais (A), neutrdfilos (B) e células
mononucleares (C). O tecido periarticular foi utilizado para a quantificacao de IL-1B (D) e
CXCL1 (E) por ELISA. As barras representam a média + desvio padrao de 8 camundongos
por grupo (*) para p<0,05 quando comparado a média do grupo controle, (#) para p<0,05
quando comparado com o grupo que nao recebeu tratamento (ANOVA seguida pelo pos-teste
Student-Newman-Keuls). (Grafico representativo do somatério dos dois experimentos).

5.4. Ang-(1-7) parece nao participar da resolugao da inflamacao por cristais
de MSU

Os resultados apresentados até agora demonstram um papel anti-inflamatério
da Ang-(1-7) na inflamagao aguda articular induzida por cristais de MSU. Entretanto,
trabalhos anteriores também sugerem uma fung¢do pré-resolutiva dessa molécula.
Assim, o préximo passo foi investigar se a Ang-(1-7) também mediaria a resolugéo da
inflamagcdo aguda na gota. A inflamagéao gotosa aguda foi induzida nos animais,

seguida do tratamento com 100 nM Ang-(1-7) em tempos tardios. As estratégias
utilizadas foram as seguintes:
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Tabela 2: Estratégias experimentais

Tempo apés a injegao dos cristais de MSU Identificacéo
Tratamento com Ang (1-7) Analise do infiltrado celular
10 horas 15 horas 10/15
12 horas 18 horas 12/18

Nas estratégias 10/15 e 12/18, a Ang-(1-7) ndo reduziu o numero de leucdcitos
totais e neutréfilos em comparagao aos que néo receberam o tratamento (Figura 9).
Além disso, o tratamento com Ang-(1-7) n&do alterou os parametros relativos a
resolucao da inflamagéo aguda, como aumento de apoptose de neutréfilos ou da
eferocitose por macréfagos nos tempos avaliados (Figura 10). Assim, esses dados
sugerem que a Ang-(1-7) parece nao ter um papel pro-resolutivo na inflamagéo aguda
da gota quando administrada na mesma concentragdo em que apresenta
caracteristicas anti-inflamatérias. Sendo assim, os proximos experimentos foram
conduzidos com o intuito de identificar os mecanismos anti-inflamatérios da Ang-(1-

7) apos estimulagdo com cristais de MSU.
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Figura 9: Ang-(1-7) parece ndo participar da resolugao da inflamag¢ao aguda da gota

Os animais foram desafiados com injecao intra-articular de cristais de MSU (100 ug/10 uL),
horas apds o desafio eles foram tratados com injecédo intra-articular de Ang-(1-7) (100 nM).
Horas apds injegao dos cristais, 10/15 (A) e 12/18 (B), os animais foram eutanasiados para a
realizacao do lavado articular e contagem do numero de células totais, neutrdfilos e células
mononucleares. As barras representam a média * desvio padrao de 5 camundongos por
grupo (*) para p<0,05 quando comparado a média do grupo controle, (#) para p<0,05 quando
comparado com o grupo que nao recebeu tratamento (ANOVA seguida pelo pés-teste

Student-Newman-Keuls). Cada experimento foi repetido 2 vezes. (Grafico representativo de
um experimento).
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Figura 10: Ang-(1-7) ndo induz parametros resolutivos na aguda da gota

Os animais foram desafiados com injecao intra-articular de cristais de MSU (100 ug/10 L),
horas apés o desafio eles foram tratados com injegao intra-articular de Ang-(1-7) (100 nM).
Horas apés injegao dos cristais, 10/15 (A) e 12/18 (B), os animais foram eutanasiados para a
realizagao do lavado articular e contagem do numero de neutréfilos apoptoticos e eferocitose
por células mononucleares. As barras representam a média = desvio padrao de 5
camundongos por grupo (*) para p<0,05 quando comparado a média do grupo controle, (#)
para p<0,05 quando comparado com o grupo que nao recebeu tratamento (ANOVA seguida
pelo pés-teste Student-Newman-Keuls). Cada experimento foi repetido 2 vezes. (Grafico
representativo de um experimento).

5.5. Ang-(1-7) reduz a ativagcao dos macréfagos

Os macroéfagos residentes sao responsaveis pela produgao primaria de citocinas
pro-inflamatdrias, especialmente IL-13, em resposta a exposi¢ao a cristais da MSU
(Martin, Walton and Harper, 2009). Assim, macréfagos peritoneais foram estimulados
por 6 horas com 300 ug/ml de cristais de MSU. O pré-tratamento com diferentes
concentragbes de Ang-(1-7) (30 - 300 nM) por 1 hora causou uma redugao
significativa da secrecéo de IL-1 no sobrenadante, sugerindo que a Ang-(1-7) pode

controlar a secrecao de IL-1 também no modelo in vitro (Figura 11).
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Figura 3: Ang-(1-7) reduz a secreg¢do de IL-1B in vitro. Macrofagos peritonais foram
primados por LPS (1 ug/pogo) por 1 hora, seguido de tratamento ou ndo com Ang-(1-7) (30,
100 e 300 nM) por 1 hora. Em seguida, as células foram estimuladas por MSU (300 ug/ml)
por 6 horas. As barras (T) representam a média + desvio padrédo de 5 pogos por grupo. (*)
para p<0,05 quando comparado a média do grupo controle, (#) para p<0,05 quando
comparado com o grupo que nao recebeu tratamento (ANOVA seguida pelo pés-teste
Student-Newman-Keuls).

Em estudos in vitro, a primagem celular € fundamental para a investigagédo de
da ativacdo de Inflamassoma, pois € necessaria a estimulagdo para induzir a
transcricdo de componentes da via de sinalizagao, principalmente utilizando células
murinas (Kahlenberg et al., 2005). Um dos agentes capazes de estimular as células
€ a citocina TNF (Franchi, Eigenbrod and Nufez, 2009). Particularmente, foi
demonstrado que o TNF tem um papel crucial na inflamagéo gotosa, estimulando a
expressdo do mRNA da pro-IL-1B na gota experimental humana e que sua forma
transmembranar é suficiente para desencadear inflamacao induzida por MSU em
camundongos (Yokose et al., 2018) (Amaral et al., 2016). Nesse contexto,
macrofagos estimulados com LPS, um dos principais agentes utilizados para esse
tipo de primagem, liberam quantidades significativas de TNF (Riches, Chan and
Winston, 1996). A partir disso, foi realizado um ensaio in vitro, apresentando na Figura
12, onde macrofagos peritoneais foram estimulados por 3 horas com 1 ug/pogo de
LPS na presenga ou ndo de 300 nM de Ang-(1-7). A quantificagdo do TNF por ELISA
mostrou que a Ang-(1-7) reduz significativamente a secregdo dessa citocina. Esse
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dado sugere que a Ang-(1-7) pode diminuir a transcricdo de componentes da via de

sinalizagao do inflamassoma NLRP3.
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Figura 4: Ang-(1-7) reduz a secre¢ao de TNF-a in vitro

Macrofagos peritoniais pré-tratados com Ang-(1-7) (300 nM) foram estimulados por LPS (1
ug/poco) por 3 horas. As barras (T) representam a média + desvio padrao de 6 pogos por
grupo. (*) para p<0,05 quando comparado a média do grupo controle, (#) para p<0,05 quando
comparado com o grupo que nao recebeu tratamento (ANOVA seguida pelo pés-teste
Student-Newman-Keuls). (O experimento foi repetido 2 vezes. Grafico representativo de um
experimento).

5.6. Ang-(1-7) reduz a migragao de neutréfilos in vivo e in vitro.

Conforme demonstrado na Figura 6, a Ang-(1-7) reduziu o acumulo de
neutrofilos na cavidade articular apés a injecdo de cristais de MSU. Assim,
investigamos se a Ang-(1-7) teria um papel direto nas fungbes dos neutrofilos.
Inicialmente, foi avaliado se esse efeito seria diretamente sobre o rolamento e adeséo
de neutrdfilos. Dessa forma, animais C57/LysM foram desafiados com injec¢ao intra-
articular de cristais de MSU. Trés horas apds esse desafio, um grupo de animais
foram tratados com injecé&o intra-articular de 100 ng (10 uL) de Ang-(1-7) (o grupo ndo
tratado recebeu uma injecdo intra-articular de solugéo salina). Trés horas depois, ou
seja, 6 horas apds o desafio com os cristais de MSU, foi realizada a analise de
rolamento e adesao de leucdcitos circulantes nos vasos do corpo adiposo de Hoffa
através da microscopia intravital. Os animais tratados com Ang-(1-7) né&o

apresentaram diferencga significativa no rolamento de leucocitos em comparagéao aos
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animais ndo tratados (Figura 13A). Em relag&o a ades&o celular, houve uma redugéo
significativa nos animais tratados com Ang-(1-7) em comparagao com os animais que
nao receberam tratamento (Figura 13B). Esses dados demonstram que a Ang-(1-7)
pode diminuir a inflamagao aguda através da diminuigao da adesao de neutrdfilos as

células epiteliais dos vasos sanguineos, evitando assim a transmigragao.
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Figura 5: Ang-(1-7) reduz a adesao de neutrofilos.

Os animais LysM foram desafiados com inje¢ao intra-articular de cristais de MSU (100 ug), 3
horas apos o desafio eles foram tratados com injecédo intra-articular de Ang-(1-7) (100 nM).
Seis horas Aops a injegao dos cristais, os animais foram anestesiados e o tecido adiposo
articular foi exposto, foram entao analisados o rolamento (A) e a adeséao (B) das células de
linhagem mieloide. As barras representam a média + desvio padrdo de 9 camundongos por
grupo (*) para p<0,05 quando comparado a média do grupo controle, (#) para p<0,05 quando
comparado com o grupo que nao recebeu tratamento (ANOVA seguida pelo pés-teste
Student-Newman-Keuls). (O experimento foi repetido 2 vezes. Grafico representativo do
somatorio dos 2 experimentos).

Posteriormente, foram realizados outros experimentos para avaliar se a Ang-(1-
7) diminuiria o influxo de neutréfilos quando estimulados por quimioatraentes in vivo.
Para esse fim, os animais anestesiados receberam uma injegao intra-articular com
100 ng/10 uL de CXCL1 e, logo em seguida tratados com 100 nM (10 uL) de Ang-(1-
7) por injecdo intra-articular. Apés 3 horas, houve uma diminui¢do significativa das
células totais e dos neutréfilos nos animais tratados com Ang-(1-7). Nao houve
diferenca no niumero de células mononucleares com o tratamento (Figura 14). Assim,
esse resultado sugere que a Ang-(1-7) inibe o influxo de neutrofilos através da inibigdo

da sinalizag&o por quimiocinas.
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Figura 64: Ang-(1-7) inibe o recrutamento de neutrdfilos in vivo.

Os animais foram desafiados com injegao intra-articular de cxcl1 (100 ng/10uL), e em seguida
foram tratados com injecao intra-articular de Ang-(1-7) (100 nM). Trés horas apés a injecao
de CXCLA1, os animais foram eutanasiados para a realizacao do lavado articular e contagem
do numero de células totais (A), neutrdfilos (B) e células mononucleares (C). As barras (T)
representam a média + desvio padrao de 8 camundongos por grupo. (*) para p<0,05 quando
comparado a média do grupo controle, (#) para p<0,05 quando comparado com o grupo que
nao recebeu tratamento (ANOVA seguida pelo pés-teste Student-Newman-Keuls). (O
experimento foi repetido 2 vezes. Grafico representativo do somatério dos 2 experimentos).

Ainda explorando a atuagao da Ang-(1-7) na atividade neutrdfilos, foi realizado
o ensaio de quimiotaxia (utilizando camara de Boyden) onde neutréfilos murinos
previamente tratados por 1 hora 300 nM de Ang-(1-7) foram estimulados com 30
ng/mL de CXCL1 ou 108 M de LTB4 por 1 hora. Os neutrofilos tratados exibiram uma
reducdo significativa na migragdo em comparagdo com oS que nao receberam o
tratamento (Figura 15). Esses dados indicam que a Ang-(1-7) tem um papel direto na
movimentacao de neutrdfilos, contribuindo assim para o menor influxo desses

leucécitos para o local da inflamacgao.
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Figura 75: Ang-(1-7) reduz a migrag¢ao de neutréfilos murinos

Neutréfilos murinos foram tratados por 1 hora com Ang-(1-7) (300 nM) e, em seguida
estimulados com CXCL1 (30 ng/mL) (A) e LTB4 (10-8M) (B) por 1 hora na Camara de Boyden.
As barras (T) representam a média + desvio padréo de 4 pogos por grupo. (*) para p<0,05
quando comparado a média do grupo controle, (#) para p<0,05 quando comparado com o
grupo que nao recebeu tratamento (ANOVA seguida pelo pés-teste Student-Newman-Keuls).
(O experimento foi repetido 2 vezes. Grafico representativo de um experimento).
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6. Discussao

A gota é uma doencga inflamatdria iniciada pela deposi¢cao de cristais de MSU
nas articulagdes e nos tecidos periarticulares (Yang, Shin and Jo, 2012). A resposta
inflamatoria articular na gota ocorre apds a internalizagdo dos cristais de MSU por
células fagociticas sinoviais, ativando a cascata de sinalizagdo via inflamassoma
NLRP3, produzindo moléculas pré-inflamatérias e recrutamento de neutrdfilos
(Martin, Walton and Harper, 2009)(Martinon et al., 2006). No presente estudo foi
identificado o papel da Ang-(1-7) como molécula regulatéria na inflamagé&o induzida
por cristais de MSU.

O influxo de neutrdfilos para a cavidade articular € um marcador do ataque
agudo de gota e contribui para a les&o articular (Phelps and McCarty, 1966). A injecéo
intra-articular de cristais de MSU causa um rapido e intenso influxo de neutrdfilos,
com producdo de CXCL1 e IL-1B de maneira dependente de tempo (Amaral et al.,
2012). Aqui, também foi demonstrado que a inflamagé&o induzida por cristais de MSU
€ dependente do recrutamento de neutrdfilos, com pico em 3 horas, esse também foi
o pico de CXCL1. Além disso, 6 horas apds o desafio articular a IL-1B atingiu o pico
de secrecdo no tecido periarticular. A partir desse ponto, houve uma diminuigao
desses marcadores inflamatérios, conferindo caracteristicas de resolugdo da
inflamacao sustentada pelo aumento das células mononucleares. Diferengas na
cinética da inflamagao aguda induzida por cristais de MSU s&o aceitaveis, uma vez
que os cristais de MSU sao produzidos em nosso laboratério e podem ocorrer
diferencas de tamanho e estabilidade entre os lotes, o que reflete diretamente na
intensidade e duragdo da resposta inflamatéria. Portanto, € importante que a
execugao de um projeto seja realizada com um mesmo lote de cristais de MSU.

As citocinas, especialmente a IL-1[3, s&o responsaveis pelo inicio e manutengao
da resposta inflamatoria na gota, facilitando o influxo de neutréfilos para a articulagéo
acometida, o que por sua vez pode aumentar a producgéao local da propria IL-1p (Pétrilli
and Martinon, 2007). Da mesma forma, a IL-13 também impulsiona a liberagédo de
quimiocinas, como CXCL1, importante para o recrutamento de neutréfilos, ampliando
a resposta inflamatéria articular (Chen et al., 2006). Diferentes estudos ja
demonstraram que a Ang-(1-7) reduz a produgdo de citocinas, quimiocinas e,
consequentemente, o recrutamento de leucdcitos em diferentes condicbes
inflamatorias (Barroso et al., 2017)(da Silveira et al., 2010)(Magalhées et al., 2015)(EI-
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Hashim et al., 2012). Corroborando com esses estudos, o tratamento com a Ang-(1-
7), reduziu a produgao de IL-1B, da quimiocina CXCL1 e o numero de neutrofilos
recrutados para a cavidade articular. Portanto, a Ang-(1-7) tem um papel anti-
inflamatério na inflamagao aguda induzida por cristais de MSU.

A Ang-(1-7) se liga seletivamente ao receptor MAS para exercer suas agdes
biologicas (Santos et al., 2003). Essas agbes podem ser bloqueadas através da
inibicdo do receptor por um antagonista seletivo, o A-779 (Santos et al., 1994).
Observamos que o tratamento com A-779 previne a evolugao natural da resolugao da
inflamacgéo, observada pelo aumento de neutréfilos na cavidade articular 18 horas
apo6s o desafio. Esse achado esta de acordo com dados anteriores onde a ativagao
do receptor MAS resultou em efeitos anti-inflamatorios, e seu silenciamento promoveu
o prolongamento da resposta inflamatdria (da Silveira et al., 2010). Esses resultados
sugerem a participagdo da Ang-(1-7) endogena no controle do recrutamento de
neutrofilos apos estimulo inflamatério com MSU, sugerindo que a Ang-(1-7) modula a
resposta inflamatoéria através do receptor MAS. Entretanto, em nossos dados nao
observamos diferenca na producao da citocina IL-1B e da quimiocina CXCL1 apds o
bloqueio do receptor MAS, fato esse que poderia estar relacionado de acordo com o
tempo de tratamento utilizada e dose do antagonista utilizado. Ainda, acreditamos que
a quantificacdo da Ang-(1-7) enddgena no sitio inflamatdrio durante o curso da artrite
gotosa contribuiria para avaliar se o bloqueio do receptor MAS teria algum impacto na
producao de mediadores inflamatdrios.

Como descrito anteriormente, durante a resolugdo da gota os neutrdfilos
recrutados entram em apoptose e sao fagocitados por células mononucleares visando
a restauracdo da homeostase tecidual (Fadok et al., 1998b). Além disso, é descrito
que a Ang-(1-7) induz a polarizagdo dos macréfagos para um perfil fenotipico
regulador da inflamagado (Hammer et al., 2016). De forma interessante, nossos
resultados mostram que, apesar da Ang-(1-7) reduzir os parametros inflamatérios
induzidos por cristais de MSU, o tratamento em tempos tardios parece nao ter efeitos
pro-resolutivos dentre os parametros avaliados, apoptose e eferocitose, na
inflamagéo induzida por cristais de MSU. Em oposigdo, em um modelo de artrite
induzida por antigeno, Barroso e colaboradores (2017) demonstraram que o
tratamento com Ang-(1-7) no pico inflamatério diminui o numero de neutrdfilos,

atuando tanto na apoptose de neutréfilos quanto na remocgao destes por eferocitose
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(Barroso et al., 2017). Assim, a Ang-(1-7) parece nao apresentar fungdes proé-
resolutivas no modelo utilizado de inflamagao aguda induzida por cristais de MSU.
Os macréfagos residentes sédo responsaveis pela produgdo primaria de
citocinas pro-inflamatdrias, especialmente IL-13, em resposta a exposicao a cristais
da MSU (Martin, Walton and Harper, 2009). A IL-1B € produzida inicialmente em sua
forma imatura, a qual é entdo clivada e liberada em sua forma ativa através da
ativagcao do inflamassoma NLRP3 (Martinon et al., 2006). Na inflamacgéao induzida por
MSU, a IL-1B atua estimulando a producdo de moléculas de adesao e quimiocinas,
responsaveis pelo influxo neutrofilico (Amaral et al., 2012). O pré-tratamento com
Ang-(1-7) reduziu os niveis de |IL-1 no sobrenadante de macréfagos estimulados por
cristais de MSU de forma dependente de concentragao. Esses dados estdo de acordo
com estudos que descreveram que a Ang-(1-7) inibe a ativagdo do inflamassoma
NLRP3 induzido pela Ang Il em hepatdécitos, e ainda atua diminuindo a produgéo de
IL-18 e a fibrose hepatica em miofiblobastos induzidas por arecolina através do
controle da producédo de ROS (L. L. Zhang et al., 2016)(You et al., 2019). Diante disso,
acreditamos que a Ang-(1-7) controla a producdo de IL-18 por macrofagos
peritoneais, provavelmente atuando no controle da ativagido do inflamassoma NLRP3.
Souza e Costa-Neto (2011) demonstraram que a Ang-(1-7) reduz a expressao
do fator de necrose tumoral, induzida por LPS, em macréfagos peritoneais de
camundongos de forma dependente do receptor MAS (Souza and Costa-Neto, 2012).
O TNF estimula a transcricdo de componentes do inflamassoma in vitro, como os
protétipos de Inflamassoma (por exemplo, o proprio NLRP3), a proteina acessoria
ASC, a enzima caspase-1 e a forma intacta e inativa da IL-18 (pré-IL-1B) (Kahlenberg
and Dubyak, 2004). Aqui, o pré-tratamento com Ang-(1-7) reduziu a secregao de TNF
em células estimuladas por LPS, sugerindo que a Ang-(1-7) tenha uma acéo
bloqueadora no priming celular e a redugao da IL-13 no tecido periarticular pode ser
consequéncia da diminui¢cao da expressao de mRNA de IL-1B. Entretanto, outras vias
ainda serao investigadas, principalmente se a clivagem da pro-IL-1 em sua forma
ativa pode ser reduzida através da inibi¢do da atividade da caspase-1 pela Ang-(1-7)
tanto in vivo quanto in vitro. Por hora, a Ang-(1-7) poderia inibir a montagem e ativagao
do inflamassoma NLRP3 bloqueando a transcricdo dos componentes desse complexo
proteico, embora uma analise mais detalhada da expressdo e ativacdo dessas

moléculas intracelulares seja fundamental para uma conclusdo mais precisa.
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Fisiologicamente a Ang-(1-7) exerce um papel contra regulatério aos efeitos da
Ang Il tanto no sistema cardiovascular quanto em outros sistemas do organismo
(Santos et al., 2013). No contexto inflamatério a Ang Il, atuando no receptor AT1,
induz a liberacdo de quimiocinas em tecidos inflamados e estimula as interacdes entre
leucéceito e endotélio, aumentando a migragao de neutrodfilos in vivo (Nabah et al.,
2004). Enquanto a Ang-(1-7) inibe a migracéo celular promovido pela Ang Il através
da regulacao da inativagao da sinalizagao PI3K/Akt (F. Zhang et al., 2016).

Os neutrdfilos s&o as células principais na patologia da gota aguda, sendo que
o influxo neutrofilico para a sindvia ocorre poucas horas apds o desafio com cristais
de MSU (Popa-Nita and Naccache, 2010). Como descrito anteriormente, a Ang-(1-7)
reduziu o influxo de neutréfilos na cavidade articular apés o desafio com cristais de
MSU. Desse modo, analisamos se a Ang-(1-7) exerce essa fungédo diretamente nos
neutrofilos. A microscopia intravital em animais LysM-eGFP revelou que a Ang-(1-7)
controla a adesao celular, provavelmente a adeséo de neutréfilos, por ser o leucécito
mais abundante na inflamagao aguda gotosa e pela a expressao de LysM por esses
leucdcitos. Assim, esses resultados sugerem uma agao direta na interacdo entre
neutrofilo e endotélio pela Ang-(1-7), bloqueando a ades&o desses leucécitos para a
articulagao inflamada.

No contexto da inflamagao gotosa, diferentes agentes quimiotaticos tém papel
direto no recrutamento de neutrdéfilos para o sitio inflamatério, como quimiocinas
(Hachicha, Naccache and McColl, 1995) e LTB4 (Rae, Davidson and Smith, 1982).
Além disso, o LTB4 foi fundamental na producao de IL-1B e consequente liberacao
de quimiocinas, atuando de forma indireta no recrutamento celular (Amaral et al.,
2012). As quimiocinas sao as moléculas chave no processo de migragdo dos
neutrofilos, induzindo modificagées no endotélio e se ligando a receptores expressos
nos leucocitos (Russo et al., 2014)(Williams et al., 2011). Nossos resultados mostram
que in vitro, a migragao de neutréfilos murinos estimulados por LTB4 é reduzida pelo
pré-tratamento com Ang-(1-7). Demonstramos in vivo que a Ang-(1-7) reduz o influxo
de neutrdéfilos para a cavidade sinovial apds o estimulo com CXCL1. Esse dado é
sustentado pelo resultado in vitro, onde o pré-tratamento com a Ang-(1-7) inibiu a
migracdo de neutrofilos murinos, propondo que a Ang-(1-7) inibe o influxo de
neutréfilos através da inibicdo da sinalizagdo de quimiocinas. Quimiocinas e LTB4
exercem suas fungdes quimiotaticas através da ligagcdo em receptores acoplados a
proteina G, levando a ativagdo da enzima PI3K (Pinho et al., 2007). Um trabalho
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recente do nosso grupo demonstrou o papel essencial de PI3Ky na inflamag¢ao aguda
da gota, onde essa molécula participa da migragéo e ativagao de neutréfilos, além de
regular positivamente a ativagao da caspase-1 (Tavares et al., 2019). Dessa forma,
acreditamos que a Ang-(1-7) possa controlar a ativagdo de macréfagos e neutrofilos

através de uma acao sobre a via da PI3K.
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7. Consideragoes finais

O presente trabalho demonstrou que a Ang-(1-7) contribui de forma significativa
no controle da inflamagdo aguda da gota, seja pela inibicdo de mediadores proé-
inflamatorios ou pela redugao do influxo de neutréfilos. A Ang-(1-7) diminui a produgao
de IL-18 e CXCL1, provavelmente controlando a montagem e ativagdo do
inflamassoma NLRP3. Além disso, a Ang-(1-7) atua diretamente em neutrofilos,
reduzindo a ades&o celular e quimiotaxia. Entretanto, o tratamento com a Ang-(1-7)
em tempos tardios, nas mesmas condicbes em que foi realizado no inicio da
inflamacéao, ndo induziu parametros relacionados a resolugao da inflamagao. Assim,
esses dados sugerem que a Ang-(1-7) tenha um papel anti-inflamatério na inflamacgéao
aguda da gota. Embora seja necessario maiores esclarecimentos sobre os
mecanismos de agdo da Ang-(1-7) neste contexto, acreditamos em seu potencial
terapéutico para o tratamento da gota e outras doencgas inflamatérias dependentes de

neutrdfilos e do inflamassoma NLRP3.
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