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RESUMO

A gota é uma doenga inflamatoéria causada pela deposi¢ao de cristais de urato
monossodico (MSU) nas articulagbes. O reconhecimento de cristais de MSU
induz uma resposta inflamatéria local, desencadeada pela ativagdo do
inflamassoma NLRP3 e liberagao de IL-1B3, o qual promove o recrutamento de
neutrofilos. O Fator Inibidor da Migragdo de Macrofagos (MIF) € uma citocina
pré-inflamatéria que desempenha um papel importante na patogénese de varias
doencas inflamatdrias. MIF é capaz de ativar o receptor CXCR2 e induzir o
recrutamento de neutréfilos. Anexina A1 (AnxA1) € uma proteina conhecida por
modular a resposta inflamatéria, inibindo o recrutamento e transmigragcéo de
leucécitos para o sitio inflamatoério, diminuindo a produgao de citocinas pro-
inflamatdrias e induzindo a apoptose e eferocitose de neutréfilos, eventos
cruciais para resolugédo da inflamagao. O objetivo deste trabalho foi avaliar os
mecanismos envolvidos na patogénese da gota por meio do estudo de um
mediador importante para recrutamento de neutréfilos (MIF), e resolutivos,
através do estudo da AnxA1, em um modelo murino de gota. Métodos e
resultados: Os experimentos foram realizados em camundongos C57/BI6
machos, além de camundongos Balb/c selvagens e deficientes em AnxA1. A
injecao de cristais de MSU na articulagao tibio-femoral aumentou a expresséao
de MIF no tecido sinovial nas primeiras horas apo6s desafio (ELISA) e a injecéo
de MIF recombinante humano (rMIF) causou um influxo de neutrdfilos para
cavidade articular com aumento dos niveis de IL-18 e CXCL1. A inibicdo da
atividade de MIF, utilizando-se o inibidor 1ISO-1, reduziu o recrutamento de
neutrofilos, os niveis de IL-1B e a hipernocicepgao na articulagdo dos animais. A
injecado de rMIF induziu a sintese de mMRNA de IL-1p in vitro e in vivo € a inibigao
da atividade de MIF diminuiu a sintese de IL-13 induzida pela injecao de cristais
de MSU (gPCR). No entanto, o bloqueio de IL-1B n&o reduziu o recrutamento
induzido por rMIF. Em pacientes com gota aguda, a presenca de MIF no liquido
sinovial se correlaciona positivamente com os niveis de IL-1B. A avaliacdo do
papel da AnxA1 na inflamacéo induzida por MSU mostrou que os niveis de
AnxA1 no tecido sinovial estao diretamente associados ao infiltrado leucocitario.
A inibicdo de AnxA1 utilizando duas estratégias diferentes, uso de um

antagonista do receptor (BOC-1) e um anticorpo neutralizante, preveniu a



resolugao espontanea, observada pela persisténcia de neutréfilos na cavidade
articular no tempo de 24 horas. Animais deficientes em AnxA1 apresentaram
maior recrutamento e permanéncia de neutrofilos na cavidade articular que os
animais selvagens, embora ambos resolvam a inflamagao no tempo de 36 horas.
O tratamento com um peptideo derivado da AnxA1, Ac2-26, reduziu o numero
de neutrdfilos recrutados, o intervalo de resolugdo (melhora do indice de
resolucao) e os niveis de IL-1B. O efeito pro-resolutivo de Ac2-26 foi associado
ao aumento de apoptose de neutrdfilos, sendo este evento prevenido pelo uso
de um pan-inibidor de capase, zZVAD-fmk. Conclusao: Neste modelo, MIF
promoveu o recrutamento de neutrdfilos e sintese de IL-1[3, dois eventos cruciais
que contribuem para a patogénese da gota. Mostramos ainda que AnxA1 possui
um papel anti-inflamatério e pro-resolutivo, sugerindo que o peptideo mimético
de AnxA1 possa se constituir em uma estratégica terapéutica para o tratamento

da inflamacao articular induzida pela deposi¢ao de cristais monossaodico.

Palavras-chaves: Gota, mediadores inflamatdrios, MIF, resolugao da

inflamacao, Anexina A1.



ABSTRACT

Gout is an inflammatory disease caused by deposition of monosodium urate
(MSU) crystals into the joints. The recognition of MSU crystal induces a local
inflammatory response, triggers the activation of NLRP3 inflammasome and
release of IL-1( that drives the recruitment of neutrophils. Macrophage migration
inhibitory factor (MIF) is a potent pro-inflammatory cytokine known to activate
CXCR2 and to induce recruitment of neutrophils and plays an important role in
the pathogenesis of numerous inflammatory diseases. Annexin A1 (AnxA1) have
been shown to modulate biological events, restrains leukocyte recruitment and
transmigration during inflammation and induces neutrophil apoptosis and
efferocytosis, which are crucial events on resolution of inflammation process. The
aim of this work was to evaluate the inflammatory and resolutive mechanisms in
a murine model of gout. Methods and results: Experiments were performed in
male C57/BI6 and wild-type and AnxA1”- Balb/c mice. MSU crystals injection
increased MIF expression in the beginning of inflammation on synovial tissue
(ELISA) and recombinant MIF injection caused neutrophil influx to articular cavity
and increase the levels of IL-1p an CXCL1.The inhibition of MIF activity (ISO-1)
was effective in reduction neutrophil recruitment, IL-1B levels and
hypernociception. Injection of rMIF induced IL-18 mRNA synthesis both in vitro
and in vivo and the inhibition of MIF activity decreased IL-1B synthesis following
MSU crystals injection. However, blockade of IL-1B did not reduce the recruitment
of neutrophils induced by MIF. In patients with acute gout, MIF was detectable in
synovial fluid and there was a positive correlation with IL-1B levels. The
evaluation of the role of AnxA1 in the inflammation induced by MSU crystals

showed that AnxA1 levels in synovial tissue are directly associated with leukocyte



infiltration. The inhibition of AnxA1 using two different strategies (BOC-1 and Anti-
AnxA1) prevented the spontaneous resolution of gout as observed by persistence
of neutrophils in the cavity at 24h time point. AnxA1” mice presents higher
recruitment and retention of neutrophils in the joint cavity after MSU injection
comparing to wild type mice, though both resolve the inflammation at 36 hours
after MSU injection. The treatment with Ac2-26 (AnxA1-active N-terminal peptide)
decrease the number of neutrophils recruited, shortened resolution interval
(improved resolution indices) and decreased IL-1(3 levels. The proresolving effect
of Ac2-26 was due to increased apoptosis of neutrophil since it was prevented by
a pan-caspase inhibitor zZVAD-fmk. Conclusion: In the model used in this study,
MIF promotes neutrophil recruitment and IL-13 synthesis, two crucial events that
contribute to the pathogenesis of gout. We also show that AnxA1 has an anti-
inflammatory and proresolving role in inflammation induced by MSU crystals,
suggesting the Ac-2-26 an important therapeutic strategy.

Key-words: Gout, pro-inflammatory mediators, MIF, resolution of inflammation,

Annexin A1.
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1. Introducao

1.1. Gota (Aspectos gerais)

A gota é uma das primeiras doengas reconhecidas na clinica. Foi
primeiramente identificada por Egipcios em 2640 antes de cristo e
posteriormente relatado por Hipdcrates no século V antes de cristo, que
observou uma relagao entre a doenca e o estilo de vida. Galeno foi o primeiro a
descrever o tofo, depdsitos de cristais de urato monossédio (MSU), seis séculos
depois. O nome gota foi dado pelo monge dominicano Randolphus de Bocking
que associou a doenga a uma crenga medieval onde 0 excesso de um dos quatro
“humores” levava ao desequilibrio da saude causando dor e inflamacao (Nuki
and Simkin 2006). Ao longo da histéria, a gota tem sido associada com a
ingestao de comidas ricas em purinas e consumo excessivo de alcool. Por causa
disso, é claramente associada com a qualidade de vida e era conhecida no
passado como “doenca dos reis”, devido a sua prevaléncia entre os poderosos
socialmente (Nuki and Simkin 2006).

A gota é uma inflamacgao causada por deposi¢ao de cristais de acido urico
nas articulagdes. Existem quatro estagios caracterizados na gota: assintomatica,
aguda, intercritica e gota crénica tofacea (Dhanda, Jagmohan et al. 2011). No
estagio assintomatico o paciente apresenta hiperuricemia, porém, sem
aparecimento de sintomas clinicos. A deposi¢ao de cristais de urato dentro das
articulagdes leva a inflamacgao, caracterizando o estagio de artrite gotosa (ataque
de gota). Este estagio se manifesta com dor, articulagcdo vermelha, quente e
algumas vezes associado a manifestagdes sistémicas. O ataque de gota pode
envolver uma ou multiplas articulagdes; acomete comumente as articulagdes dos
dedos dos pés, tornozelos e joelho. A dor, eritema e inchago comegam no inicio
da manha, com pico entre 24 e 48 horas. A dor é tdo intensa que os pacientes,
muitas vezes, nao suportam o contato com roupas e lengois (Eggebeen 2007).
A gota intercritica representa um intervalo assintomatico entre os ataques de

gota mesmo com a presenga de cristais de urato no liquido sinovial e
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hiperuricemia (Dhanda, Jagmohan et al. 2011). Ataques repetidos com formagao
de tofo caracterizam a gota crénica. O tofo € uma deposigao de cristais de urato
monossoédio por debaixo da pele, formando protuberancia nas articulagbes. A
formacéao de tofo no tecido leva a uma significativa morbidade da doenga que,
se nao tratada, pode levar a erosao e destruicdo da articulagdo (Eggebeen
2007).

1.2. Epidemiologia da gota

Segundo um estudo feito na populagdo dos Estados Unidos entre 1993 e
2009, o numero de visitas ao ambulatério devido a gota aumentou trés vezes nas
ultimas décadas (Krishnan and Chen 2013). Segundo um estudo da National
Health and Nutrition Examination Survey (NHANES), a prevaléncia de gota entre
os adultos nos Estados Unidos entre 2007 e 2008 foi de 3,9%, sendo que a
prevaléncia no sexo masculino € maior (5,9%) que no feminino (2,0%) (Zhu,
Pandya et al. 2011).

Em 2012, no Reino Unido, a prevaléncia de gota foi de 2,49% e a
incidéncia de 1,77 por 1000 pessoas/ano, o que indica um aumento de gota nos
ultimos anos. Os homens tiveram uma maior prevaléncia (3,9%) comparada com
as mulheres (1,05%). Essa diferenca na prevaléncia entre os géneros €
observada em todas as idades, porém a partir dos 80 anos a prevaléncia ¢é a
mesma em ambos os géneros (Kuo, Grainge et al. 2015). A diferenga entre os
géneros na prevaléncia da gota esta no fato de mulheres no periodo pré-
menopausa estarem sob o efeito uricosurico do hormdnio estrogeno (Singh
2013).

Estudos epidemioldgicos e experimentais apontam uma associagao entre
gota, aumento dos niveis de acido urico no sangue (hiperuricemia) e
comorbidades. Evidencias sugerem que hiperuricemia e gota sao fatores de
riscos independentes para o desenvolvimento de comorbidades como
hipertensdo, sindrome metabdlica, doenca renal crénica e doencas
cardiovasculares. Estas condi¢des contribuem para o aumento da mortalidade
observada nos pacientes com gota. Os mecanismos pelos quais se ligam gota,

hiperuricemia e comorbidades sao multifatoriais incluindo o baixo grau de
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inflamacao, a atividade da enzima xantina oxidase, responsavel pela formacao
de acido urico e os efeitos deletérios da propria hiperuricemia (Richette, Perez-
Ruiz et al. 2014). Estudo feito na Inglaterra e Nova Zeléndia, demonstraram que
entre 1999 e 2009 ocorreu aumento das hospitalizagbes devido a gota e que
estes pacientes apresentavam alta taxa de comorbidades, dentre as mais
comuns a hipertensdo, doencgas renais e diabetes melitus (Robinson, Merriman
et al. 2013).

1.3. Formacao de acido urico e hiperuricemia

O acido urico € um produto final do metabolismo das purinas derivadas da
dieta ou enddgena a partir da renovagao dos nucleotideos purinicos dos acidos
nucléicos. Os nucleotideos das purinas sdo degradados por meio de uma via na
qual o grupo fosfato é perdido pela agdo da enzima 5’-nucleotidase, formando o
monofosfato de adenosina (AMP). O AMP libera a adenosina, que é entéo
desaminada para inosina pela adenosina desaminase. A inosina € hidrolisada
para liberar a D-ribose e a base purinica hipoxantina. A hipoxantina é entao
oxidada sucessivamente para xantina e para acido urico pela xantina oxidase.
Na figura 1 pode ser observado este processo (Rock, Kataoka et al. 2013). O
monofosfato de guanosina (GMP) também é catabolizado até acido urico.
Primeiramente o GMP ¢é hidrolisado para liberar o nucleosideo guanosina, o qual
é clivado para liberar guanina. A guanina sofre remogao hidrolitica do seu grupo
amino para liberar xantina que € convertida em acido urico pela xantina oxidase.
A velocidade de excrecédo de acido urico pelo ser humano adulto normal € de
cerca de 0,6 g/24h (Choi, Mount et al. 2005).

Os niveis de urato sdo mantidos a custa da excre¢cao do excedente da
producao diaria principalmente pelos rins, que eliminam cerca de dois tercos
dessa producgao, ou através do intestino, que excreta o restante. O aumento da
concentragao sérica de acido urico a niveis acima de 6,8 mg/dl leva ao quadro
de hiperuricemia que predispde ao risco de cristalizagao, sobretudo na presenca
de condigdes favoraveis, como a diminuicao da temperatura local ou do pH, que
acontecem essencialmente nas extremidades (Punzi, Scanu et al. 2012). O
processo de cristalizacdo do MSU parece ser complexo e ainda nao é entendido
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totalmente. Além da alta concentracido de acido urico e de sua solubilidade
diminuir com a temperatura, a deposi¢céo ndo ocorre em solugao e sim no tecido,
principalmente na superficie da cartilagem, o que parece ser um componente

importante no processo de cristalizagao (Bardin and Richette 2014).
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Figura 1. Via bioquimica do acido urico e sua homeostase

Purinas sdo absorvidas da dieta através do intestino ou s&o derivadas da degradagao
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.
Adaptado de (Rock, Kataoka et al. 2013).

A hiperuricemia esta associada a uma dieta com ingestao excessiva de
purinas (derivados de carne vermelha e frutos do mar) e alcool. Além disso, a

morte de células em larga escala pode levar a precipitagcao do urato. No entanto,
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0s niveis de acido urico elevados no soro ndo levam necessariamente a gota. A
gota pode ocorrer ocasionalmente em individuos com niveis de acido urico
normais, indicando claramente que fatores adicionais podem estar envolvidos na

precipitagdo de acido urico (Ghaemi-Oskouie and Shi 2011).

1.4. Diagnéstico e Tratamento da Gota

Os sinais e sintomas de pacientes com gota aguda monoarticular podem
ser confundidos com os sinais clinicos de pacientes com artrite séptica,
pseudogota, outro tipo de artrite inflamatéria, celulite ou trauma. Além disso, o
diagndstico correto é essencial para o tratamento apropriado dos pacientes
afetados. Embora o diagnéstico definitivo seja estabelecido através da presenga
de MSU no fluido sinovial ou tofo, existem critérios clinicos para identificar um
paciente com gota (Hamburger, Baraf et al. 2011).

As recomendacgdes da liga europeia de reumatismo (EULAR) para o
diagndstico da gota sao:

1. Ataque agudo monoarticular nas extremidades baixas, seguido de
desenvolvimento rapido de dor, inchaco e sensibilidade com alcance
maximo de 6 a 12 horas, especialmente com eritema €& altamente
sugestivo de inflamacgao por cristais, embora nao seja especifico para
gota;

2. Embora somente a demonstracao de cristais de MSU no fluido sinovial
ou aspirado do tofo constitua um diagndstico definido de gota, o
diagndstico clinico sozinho € razoavelmente preciso em pacientes com
apresentacgoes tipicas de gota;

3. Os niveis de acido urico no soro sao o fator de risco mais importante
para gota, porém nao confirmam ou excluem a gota, uma vez que
muitas pessoas com hiperuricemia néo desenvolvem gota, e em outras
os niveis de acido urico no soro durante o ataque de gota sdo normais;

4. E recomendada a obtencdo de amostras do fluido sinovial de

articulagdes inflamadas para pesquisa de cristais de MSU;



22

5. Quando o diagnéstico € duvidoso, a identificagdo de cristais de MSU
nas articulagbes assintomaticas permite um diagndéstico definido
durante um periodo intercritico;

6. Gota e sepse podem coexistir, portanto, quando a artrite séptica € uma
suspeita, a coloracédo por Gram e cultura do fluido sinovial devem ser
feitos, mesmo que cristais de MSU sejam identificados;

7. A avaliagdo da excrecgao renal de acido urico € raramente necessaria
em pacientes com gota, mas deve ser considerada para pacientes com
idade menor que 25 anos com inicio de gota ou com histérico familiar;

8. Radiografias podem ser usadas no diagndstico diferencial e podem
mostrar caracteristicas tipicas de gota. Radiografias ndo sao uteis na
confirmagao de diagndstico precoce ou gota aguda e s6 devem ser
feitas se ha suspeita de fratura;

9. Fatores de risco para gota devem ser avaliados, incluindo aqueles
caracteristicos de sindrome metabdlica (obesidade, hiperglicemia,
hiperlipidemia e hipertensao), doencga cronica renal, medicamentos,

histérico familiar e estilo de vida (Hamburger, Baraf et al. 2011).

Os objetivos principais do tratamento da gota sao o controle dos sintomas
durante o ataque agudo, modificagdes dos fatores de riscos e farmacoterapia
para prevencgao (Eggebeen 2007).

Devido a intensa reacéao inflamatéria caracterizada pelo ataque de gota, o
tratamento apropriado de primeira linha é realizado com colchicina e/ou anti-
inflamatorios néo esteroidais (NSAID). A colchicina € um medicamento antigo
que é capaz de reduzir a atividade e migracdo dos neutréfilos, bloqueando a
montagem dos microtubulos, a fagocitose e transporte de cristais de MSU,
reduzir as moléculas de adesdo na superficie das células endoteliais em
resposta a IL-18 ou TNF-a. Em pacientes intolerantes ou resistentes a colchicina
e aos NSAID os esteroides sdo uma boa escolha terapéutica. Porém, em alguns
casos, nos quais o paciente ndao responde aos tratamentos tradicionais,
anticorpos anti-citocinas, em particular, anti-IL-1B tém sido empregados com
sucesso (Punzi, Scanu et al. 2012).

Em pacientes com mais de dois ataques de gota por ano, com tofo e dano

articular visto em radiografia, € recomendado farmacoterapia preventiva com uso
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de farmacos que reduzem os niveis de acido urico como o inibidor da enzima
xantina oxidase (Alopurinol) ou agentes uricosuricos (Probenecida). Esta terapia
deve ser iniciada somente apds a completa resolugéo do ataque de gota, porque
as flutuacdes dos niveis de acido urico podem piorar o processo inflamatoério
(Eggebeen 2007). E recomendado ainda o uso de baixas doses de colchicina
para prevenir os ataques de gota em pacientes no inicio do tratamento com os
farmacos que diminuem os niveis de acido urico (George, Pullman-Mooar et al.
2013).

1.5. Resposta inflamatéria na gota

Células danificadas e em necrose sao potencialmente danosas ao
organismo e o sistema imune possui alguns sensores moleculares tais como
receptores do tipo Toll, NOD e RLR que detectam e respondem ao dano. Além
disso, o sistema imune inato possui mecanismos para monitorar células sadias.
Esse monitoramento é feito através do reconhecimento de moléculas
intracelulares quando estdo presentes no meio extracelular. Moléculas
intracelulares sao liberadas apds a ruptura da membrana plasmatica e sua
exposicao no meio extracelular ativa o sistema imune, que reconhece e responde
a esse sinal de dano de modo a limita-lo e repara-lo. O sinal de dano celular pode
ser referido como padrdes moleculares associados ao dano (DAMPs, do inglés:
Damage associated molecular patterns). O acido urico é considerado um DAMP
(Rock, Kataoka et al. 2013).

Normalmente, as células contém altos niveis de acido urico intracelularmente
e quando essas células morrem, liberam ainda mais acido Urico no meio
extracelular através da metabolizagdo das purinas. O acido urico € ainda mais
imunogénico na sua forma de cristal. Cristais de MSU s&o capazes de ativar
células dendriticas e aumentar a resposta imune possuindo desta forma uma
atividade adjuvante (Shi, Evans et al. 2003). Os cristais de MSU podem ser
reconhecidos por células do sistema imune inato como células dendriticas,
macrofagos e neutrdfilos (Ghaemi-Oskouie and Shi 2011). Os macréfagos
residentes do tecido quando estimulados por cristais de MSU produzem

mediadores inflamatérios que conduzem a inflamagcdo. A gota é entdo
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desencadeada por um mediador natural do organismo que pode ser produzido
em grandes quantidades ou gerado inapropriadamente causando uma
inflamacé&o robusta (Rock, Kataoka et al. 2013).

A interagdo entre os cristais de MSU e as células resistentes na
articulacdo, tais como sinoviocitos, promove a liberacdo de mediadores
inflamatorios que resulta no recrutamento de neutréfilos. Esse recrutamento de
neutrofilos € um marcador inflamatério da gota aguda, uma vez que normalmente
nao existem neutroéfilos na articulacdo saudavel. Apds um estimulo inflamatario,
os neutréfilos migram em grande numero para membrana sinovial e fluido
sinovial, chegando a uma porcentagem de 80% (Figura 2)

O processo de migragao dos neutréfilos do sangue para o tecido ocorre
por meio da interagdo com as células endoteliais. Esse evento possui varios
passos que dependem da expressao de P- e E- seletinas nas células endoteliais.
Um estimulo inflamatério induz a expressao destas selectinas na superficie do
endotélio, no qual, promove o rolamento dos neutréfilos ao longo do endotélio.
Este rolamento expde o neutréfilo ao gradiente de quimiocinas expostas na
camada do endotélio, resultando na ativagdo dos receptores de integrina. A
ativacdo das integrinas dos leucécitos e a sua ligagcédo aos receptores presentes
no endotélio, induz uma interacao de alta afinidade entre neutréfilo e endotélio.
Essa interacao resulta na adesao firme e estavel entre esses dois tipos celulares.
Na proxima etapa, os neutréfilos migram principalmente através de jungdes inter-
endoteliais. A migragao é mediada por varias moléculas de adesao incluindo a
LFA-1, ICAM-1 e ICAM2 (Mitroulis, Kambas et al. 2013).

A chegada de neutrofilos na articulagcdo € estimulada por citocinas,
principalmente IL1B e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), que estimulam a
expressao de moléculas de adesao como a E-selectina. A fagocitose de cristais
de urato pelos neutréfilos promove a liberagdo de mais mediadores, amplificando

a resposta inflamatoria aguda durante a gota (Rose and Liu-Bryan 2006).
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Figura 2. Iniciagdo da inflamacgéao induzida por cristais de dcido.

Durante a fase aguda, cristais de MSU interagem com receptores de reconhecimento
de padrbes moleculares expressos nos sinoviécitos presentes nas articulagoes,
resultando na liberagdo de citocinas e quimiocinas pro-inflamatérias. Esse evento
resulta no recrutamento de leucdcitos circulantes e liberagdo adicional de mediadores
inflamatdrios, amplificando assim a resposta inflamatéria. Adaptado de (Rose and Liu-
Bryan 2006).

1.5.1. Reconhecimento dos cristais de acido Urico e vias de sinalizagdo
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Os cristais de MSU possuem carga altamente negativa e superficie reativa
que é conhecida por se ligar avidamente as proteinas no plasma. Essa ligacéo
é feita através de interagcdes n&o especificas (Rose and Liu-Bryan 2006). Alguns
estudos mostraram que cristais de acido urico isolados dos sitios inflamados na
gota sdo cobertos com imunoglobulinas, principalmente IgG. A ligagdo do
anticorpo ao cristal € feita através da regido Fab enquanto a porgao Fc fica
exposta. Acredita-se que essa ligagao do anticorpo com o acido urico facilita a
precipitagdo do cristal, além de facilitar também a fagocitose desse cristal através
do reconhecimento pelos receptores Fc presentes nas células imunes (Ghaemi-
Oskouie and Shi 2011). Os mecanismos de reconhecimento e sinalizagéo
induzido por cristais de MSU sao descritos a seguir (Figura 3).

As vias do complemento, classica e alternativa, estdo envolvidas na
inflamacao induzida por cristais de MSU. Fatores do complemento como C1, C3
e C5, ja foram encontrados na superficie do cristal. Nao se sabe ainda qual é o
exato mecanismo da fixacdo do complemento, se a superficie do cristal age
como um catalisador ou se € necessario algum fator sérico adicional para a
ativacao da cascata. A fixacao do complemento tem implicagcdes importantes. A
principal implicagdo é o recrutamento de neutréfilos que € um marcador da
inflamacdo da gota. Alguns fragmentos do complemento possuem acgao
quimiotatica, dentre eles, o C5a (Shi, Mucsi et al. 2010). Um estudo recente
demonstrou que C5a age como sinal enddégeno que é requerido para produgao
de pro-IL1B e IL1B maduro induzido por cristais de MSU (An, Mehta et al. 2014).
A fixacdo do complemento pode também produzir o complexo de ataque a
membrana. Este complexo leva ao dano da membrana plasmatica e morte
celular (Shi, Mucsi et al. 2010).

Os receptores do tipo Toll foram inicialmente descritos no reconhecimento
de infecgdes microbianas. Porém, varios estudos tém descrito o envolvimento
destes receptores no reconhecimento de outras substancias como os cristais de
MSU (Shi, Mucsi et al. 2010). Liu-Bryan e colaboradores (2005) descreveram
que os receptores do tipo Toll 2 e 4 (TRL2/4) e o adaptador MyD88 séao
necessarios para ativagcado de macrofagos e recrutamento de neutréfilos na
resposta inflamatdéria induzida por cristais de MSU (Liu-Bryan, Scott et al. 2005).
Posteriormente, 0 mesmo grupo de pesquisa descreveu a participacdo do
receptor CD14 juntamente com TRL2/4 na inflamacéao induzida por cristais de
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MSU. CD14 é capaz de se ligar aos cristais de MSU e melhorar a sinalizagao
mediada por TRL4 (Scott, Ma et al. 2006).

Ao entrar em contato com a membrana, os cristais interagem com os
receptores do tipo Toll 2 e 4 (TLR2/4) ativando, via fator de diferenciacéo
mieloide (MyD88), o fator nuclear-kappa B (NF-kB). Esta cadeia de eventos pode
ativar as células apresentadoras de antigenos além de promover a produgao de
citocinas proé-inflamatorias (Ghaemi-Oskouie and Shi 2011).

Outro modo de ativacdo das células por cristais de MSU ¢é através da
interacao dos cristais com os lipidios de membrana. Essa interagao passou a ser
investigada com o intuito de identificar algum receptor especifico nas células
dendriticas, uma vez que os receptores do tipo Toll pareciam nao ser funcionais
neste tipo celular (Ghaemi-Oskouie and Shi 2011). Ng et al. (2008)
demonstraram que a deplegao de colesterol da membrana plasmatica bloqueia
completamente a resposta da célula dendritica ao MSU. Apds esta descoberta,
foi possivel identificar os eventos subsequentes da interacéo dos cristais de MSU
com os lipidios de membrana. O cristal de MSU se liga no colesterol presente na
superficie celular e essa ligagdo leva a uma movimentagdo dos lipidios de
membrana devido a fluidez da membrana. Essa movimentacao de lipidios leva
a formacado de agregados proteicos. Foi identificado nesses agregados um
acumulo de moléculas sinalizadoras dentre elas a motivo imunorreceptor de
ativagdo baseado em tirosina (ITAM, do inglés: immunoreceptor tyrosine-based
activation motif). Em resposta a esse evento, a molécula Syk (do inglés: Spleen
tyrosine kinase) é recrutada. Em seguida, Syk se liga a fosfatidilinositol 3-cinase
(PI13K) mediando a fagocitose do cristal. Este processo explica como cristais de
MSU, sem receptor proteico especifico, ativam células dendriticas na auséncia
de opsonizacéo e ligacao a anticorpo (Ng, Sharma et al. 2008).

Martinon et al. (2006) demonstraram que a liberagcdo de IL-1p era
dependente de inflamassoma NLRP3, uma vez que a deficiéncia de NLRP3,
ASC ou caspase 1 impede a ativagcao de IL-1p induzida por cristais de MSU
(Martinon, Petrilli et al. 2006). O termo inflamassoma descreve um complexo de
alto peso molecular localizado no citoplasma das células, que possui atividade
enzimatica através do recrutamento e ativagdo de caspase 1, sendo esta
responsavel pela ativacao de IL-1 a partir do seu precursor pro-IL-13. NLRP3 é
membro da familia dos receptores do tipo NOD, reguladores da imunidade inata,
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capazes de detectar estruturas microbianas e sinais de dano no citoplasma
celular. Mecanismos tém sido propostos para explicar como os cristais de MSU
conseguem ativar o inflamassoma (Martinon 2010). Um dos mecanismos foi
descrito por Hornung et al. (2008) que demonstraram experimentalmente que a
fagocitose de cristais leva a lise ou dano lisossomal com consequente ativagao
do inflamassoma NLRP3 via liberacdo de catepsina B (cisteino-protease
lisossomal) (Hornung, Bauernfeind et al. 2008). Outros mecanismos, tais como
efluxo de potassio e estresse oxidativo induzido pelo cristal de MSU, também
s&o capazes de ativar o inflamassoma (Martinon 2010).

Estudos recentes descrevem IL-13 como uma citocina pro-inflamatéria
que desempenha um papel chave durante a gota, promovendo influxo de
neutrofilos para sindvia e fluido articular, caracterizando assim, a IL-18 como um
marcador patolégico da resposta inflamatéria aguda (Kingsbury, Conaghan et al.
2011).
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Figura 3: Mecanismos de ativagao celular induzida por cristais de MSU.

O acido urico forma cristais através da ligacao com anticorpos. Os cristais ativam as
vias do complemento produzindo c3a, c5a e complexo de ataque a membrana. Os
cristais de MSU ativam receptores do tipo Toll 2/4 e CD14, quem levam a ativagao de
NF-xB via Myd88/TRIF. Os cristais de MSU podem ainda se ligar no colesterol presente
na membrana plasmatica. A movimentagdo desses lipidios de membrana leva ao
recrutamento de Syk através da ativagdo de ITAMs. Syk se liga a PI3K mediando a
fagocitose dos cristais. A fagocitose dos cristais de MSU causa dano a membrana
lisossomal promovendo a liberacao de catepsina B, que ativa o receptor do tipo NOD
(NLRP3 inflamassoma). Ativacao do inflamassoma leva a liberacdo de IL-13 maduro

promovendo inflamagao sistémica. Adaptado de (Ghaemi-Oskouie and Shi 2011).

1.6. Fator Inibitério da Migragcao de Macréfagos - MIF

O fator inibitério da migragao de macrofagos (MIF do inglés: Macrophage

Migration Inhibitory Factor), uma citocina pré-inflamatoéria, foi descoberta ha
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quase 40 anos durante um estudo de reacao de hipersensibilidade do tipo tardia.
Foi descrita em 1960 como uma citocina de célula T e redescoberta no inicio de
1990 como um peptideo neuroenddcrino e modulador da imunidade inata. Ao
contrario da maioria das citocinas, MIF é constitutivamente expressa e estocada
em pools intracelulares e, por isso, nao requer a sintese proteica de novo antes
da sua secrecao (Calandra and Roger 2003).

MIF é uma proteina altamente conservada de 12.5kDa. E um trimero com
trés mondmeros idénticos. Cada mondmero consiste em duas a hélices
antiparalelas e seis fitas das quais quatro constituem folhas (3. Esta estrutura
trimérica de MIF possui uma fungdo enzimatica, a catalisagao da tautomerizacao
de D-dopacromo, com relevancia biologica ainda desconhecida (Aeberli, Yang
et al. 2006).

Notavelmente, MIF é expressa por células dos tecidos que estdo em
contato direto com o ambiente, tais como os pulmbdes, pele e tratos
gastrointestinal e geniturinario. Outra caracteristica distinta de MIF é seu alto
nivel de expressao em varios tecidos do sistema enddcrino, especialmente por
orgaos que estdo envolvidos na resposta ao estresse (hipotalamo, pituitaria e
glandula adrenal) (Bernhagen, Calandra et al. 1993). Quando estimulados com
LPS, macréfagos liberam MIF. Outras moléculas efetoras pré-inflamatérias de
células imunes, tais como TNF e IFN-y sdo também fortes indutores da producgéo
de MIF pelos macréfagos (Calandra, Bernhagen et al. 1994). Apds a liberagéo
de MIF no tecido e na circulagdo, esta age como uma classica citocina pro-
inflamatdria induzindo a resposta imune inata e adaptativa através da ativagao
de macroéfagos e células T (Calandra and Roger 2003).

Um evento importante durante o processo inflamatério € a migracédo de
leucdcitos para o local inflamado. Esse evento de migracdo depende da
interacdo do leucocito com o endotélio. Esse processo pode ser regulado
também por MIF como descrito por Gregory et al. (2004), no qual sugere que
MIF promove a interacdo entre leucdcitos e células endoteliais, através da
promocgao de rolamento mediado por P-selectinas (Gregory, Leech et al. 2004).
Posteriormente, 0 mesmo autor descreveu que MIF promove a ativacdo da
resposta inflamatéria mediada por macrofagos, através da indugao da migracao
de mondcitos para o local da inflamacéao via inducao da liberacao de CCL2 pelas
células endoteliais (Gregory, Morand et al. 2006). Além disso, foi descrito por
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Bernhagen et al. (2007) que MIF pode ainda possuir atividades quimioatrativas
para neutrofilos (Bernhagen, Krohn et al. 2007). Santos et al. (2011) descreveu
a participagdo de MIF no recrutamento de neutréfilos em inflamagao artritica
através da facilitagdo da resposta migratéria mediada por quimiocinas e ativagcao
de MAPKSs (proteinas cinases ativadas por mitogenos) (Santos, Fan et al. 2011).
A inducdo e regulacédo de MIF durante a resposta imune inata esta demonstrada
na figura 4.

A sinalizacdo de MIF requer a ligacédo ao seu receptor CD74. CD74 é
conhecido como cadeia invariante associada ao MHC de classe |l envolvida no
transporte de proteinas do reticulo endoplasmatico para o complexo de Golgi.
Cerca de 5% do conteudo celular de CD74 permanece expresso na superficie
celular independente da molécula de MHC Il. O dominio intracelular de CD74
parece nao apresentar motivos conhecidos de ligagdo para moléculas de
sinalizagao (Calandra and Roger 2003).

As células do sistema imune respondem a acao de MIF, porém nem todas
as células possuem o receptor CD74, como é o caso dos neutrofilos. Dessa
forma, Bernhagen et al. (2007), demonstraram uma co-localizagado de CD74 e
CXCR2/4 sugerindo CXCR2/4 como receptores funcionais para MIF. A ativagéo
destes receptores por MIF demonstra sua funcdo semelhante a de quimiocinas
e apresenta MIF como um regulador da inflamagao (Bernhagen, Krohn et al.
2007).

Além disso, ja €& descrito que CD74 possui um dominio intracelular
pequeno com auséncia de motivos para ativagao de segundos mensageiros.
Essa informacdo levou a descoberta, por Shi et al 2006, da participagdo da
molécula CD44 como molécula acessoéria na transdugao de sinal induzida por
MIF (Shi, Leng et al. 2006). A formacdo do complexo MIF-CD74-CD44 leva a
ativagcdo da tirosina-quinase Src e subsequentemente a ativagdo das proteinas
MAPKs, em particular ERK1/2 (quinase regulada por sinal extracelular), p38
MAPK e de c-Jun N- terminal quinase (JNK), assim como a fosfatidilinositol-3-
cinase (PI3K). A fosforilagcdo de moléculas de sinalizagdo em resposta ao MIF
leva ao aumento da expressdo de genes-alvos, importantes na inflamacéao e
proliferacao. Além disso, MIF promove uma potencializagdo dos efeitos de outras
moléculas pro-inflamatérias devido a sua habilidade de amplificar a ativagao de
MAPKs. Um mecanismo alternativo da sinalizagao da atividade de MIF ocorre no
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citoplasma apos endocitose de MIF. MIF se liga e interage com a proteina que
se liga ao dominio de ativagao de c-Jun 1 (JAB-1). JAB-1 ativa JNK a fosforilar
Jun e age como co-ativador da proteina ativadora 1 (AP-1) — fator de transcrigao
associado a producdo de mediadores inflamatérios, crescimento celular e
transformacé&o. MIF ao interagir com JAB-1 é capaz de inibir sua atividade,
incluindo modulacdo da atividade de AP-1 e sustentacdo da fosforilacdo de
ERK1/2 (Santos and Morand 2009).

MIF tem um papel bem estabelecido na resposta a endotoxina bacteriana,
ativagdo de células T e trafego de leucdcitos e € associado a patogénese de
doencas inflamatérias comuns incluindo artrite reumatoide, colite, esclerose
multipla, lupus sistémicos eritematosos, entre outras (Aeberli, Yang et al. 2006).

Uma caracteristica importante de MIF é que, além de sua fungdo como
citocina pré-inflamatéria, possui uma relagdo com glicocorticoides (GCs), agindo
como um contrarregulador da agédo anti-inflamatéria e supressora dos GCs.
Daun e Cannon (2000) sugeriram que MIF antagoniza os efeitos dos GCs
através da inibicdo da sintese de |kB-a, proteina responsavel por manter NF-xB
no citoplasma celular, impedindo, dessa forma, a transcricdo de genes pro-
inflamatdrios (Daun and Cannon 2000). Posteriormente, Roger et al. (2005)
sugeriu que MIF exerce seu efeito contra regulatério sobre GCs através da
inibicdo da expressao de MKP-1, membro da familia das fosfatases que

desfosforilam e inativam as MAPKs (Roger, Chanson et al. 2005).
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Figura 44. Indugéo e regulacdo de MIF durante a imunidade inata.

MIF regula a expressao de TLR4 pelos macrofagos permitindo o rapido reconhecimento
de endotoxinas, que promovem a produgdo de citocinas, incluindo MIF, e outros
mediadores. MIF ativa a cascata de eventos seguidos da ativacdo de ERK1/2. MIF
contrarregula os niveis imunossupressivos nos niveis transcricional e pés traducional.
Adaptado de (Calandra and Roger 2003).

Como ja mencionado anteriormente, os neutroéfilos sao células chave no
processo inflamatério e dano tecidual observado na gota. Além disso, esse
recrutamento de neutréfilos € dependente de IL-1[3 e receptores de quimiocinas
como o CXCR2 (Amaral, Costa et al. 2012). Sabendo que este receptor é
funcional para MIF, uma das hipoteses deste trabalho foi investigar a

participagao de MIF no contexto da inflamagao induzida por cristais de MSU.

1.7. Resolug¢ao da inflamagao

A inflamacao é uma resposta do organismo a diferentes estimulos, sejam
eles infecciosos ou nao. Como caracteristicas, ha a producdo de varios
mediadores de origens diferentes, ativagcdo de diferentes receptores e um

importante recrutamento celular para o sitio inflamatério. Apesar de necessaria,
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a resposta inflamatéria, se excessiva, € potencialmente maléfica, podendo ser
base de algumas doengas inflamatérias crénicas ou até causar a morte do
organismo em condigdes extremas como a sepse (Fullerton, O'Brien et al. 2013).
Assim, maneiras de atenuar ou inibir uma inflamacao exacerbada constitui uma
estratégia importante para preservar a integridade do organismo. A resolugéo de
tais respostas inflamatdérias é necessaria para restabelecer a homeostase,
limitando lesao tecidual excessiva e minimizando o desenvolvimento de doencgas
cronicas (Serhan, Brain et al. 2007).

Uma caracteristica interessante da gota aguda é a sua natureza limitante
da inflamacdo. Na auséncia de tratamento o episddio de gota se resolve
espontaneamente em 7 a 10 dias (Steiger and Harper 2014). O clearence de
neutréfilos e outras células apoptoéticas é essencial para o mecanismo de
resolucao da inflamagao aguda (Choi, Mount et al. 2005). Porém, pouco se sabe
sobre as vias envolvidas na resolugéo da inflamagéo da gota (Steiger and Harper
2014).

A resolugao da gota segue o curso geral de resolugado de uma inflamacéao
aguda. Em resposta a injuria, os neutréfilos migram para o sitio inflamatdrio,
neutralizando e eliminando estimulos potencialmente deletérios. Com o fim do
estimulo, ocorre diminui¢ao local dos mediadores proé-inflamatérios, através da
diminuicdo da sintese e aumento do catabolismo dos mesmos. Em adicao a
esses eventos, ocorre liberagao de fatores anti-inflamatérios e pro-resolutivos
que previnem a formagcdo de edema e migracao de PMN adicionais. Estes
eventos marcam o inicio do processo resolutivo que ira restabelecer a
homeostase tecidual (Alessandri, Sousa et al. 2013)

No caso da gota, o processo de resolugao se inicia com a remogao e/ou
neutralizagao dos cristais de MSU (Figura 5). Macréfagos podem capturar os
cristais de MSU, porém essa captura depende do estado de diferenciacéo
desses macrofagos. Quanto mais maduros forem esses macrofagos, mais
cristais de MSU eles sado capazes de capturar. Macrofagos imaturos sao
encontrados em maior quantidade no sitio inflamatério no inicio da gota, e podem
contribuir para o inicio da inflamagdao, enquanto, macroéfagos que estao
presentes mais tardiamente contribuem para resolucéo através do clearence de
cristais de MSU (Rose and Liu-Bryan 2006). Alguns estudos tém demonstrado
ainda, que o revestimento da superficie dos cristais de MSU é um fator
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importante que regula a resposta inflamatéria. O revestimento dos cristais com
imunoglobulinas possui ligagado com a fase inflamatodria, enquanto o revestimento
dos cristais com lipoproteinas ApoB e ApoE esta associado com a fase de
resolucdo. A ligacdo de ApoB e ApoE na superficie dos cristais suprime a
ativacdo de neutrofilos. Além disso, as apolipoproteinas possuem papel de
mascarar os cristais de MSU impedindo sua detecgao por células inflamatorias,
facilitando dessa forma a captura dos cristais e sua remocao (Steiger and Harper
2014). Alguns receptores de reconhecimento padrdo presentes na superficie
celular sdo necessarios para o reconhecimento desses cristais. Um exemplo séo
os receptores do tipo Toll 2/4 que participam da fagocitose dos cristais e
expressao de citocinas pré-inflamatorias. O receptor de reconhecimento padrao,
CD14 ¢ altamente expresso em macréfagos imaturos e € capaz de reconhecer
cristais de MSU inerte e desencadear a produgao de citocinas pro-inflamatérias
(Rose and Liu-Bryan 2006).

O clearence eficiente e rapido de neutréfilos apoptéticos contribui para a
resolucao da inflamacgao. Essa contribuicéo é feita de duas formas. A retirada de
neutréfilos apoptoticos impede que esses neutrofilos sofram necrose secundaria
o que liberaria moléculas intracelulares que danificam o tecido além de exacerbar
a resposta inflamatéria. Além disso, a fagocitose de neutréfilos apoptéticos por
macrofagos desencadeia a liberagdo de mediadores anti-inflamatérios nestas
células, tais como fator de crescimento transformante 8 (TGF-B), Interleucina-10
(IL-10) e Prostaglandinas anti-inflamatérias como a PGE2. Dessa forma, o
clearence de neutréfilos apoptéticos por macréfagos acelera a resolugao da
resposta inflamatéria (Rose and Liu-Bryan 2006). Estudo recente demonstrou
que os neutréfilos também possuem capacidade nao inflamatéria através da
fagocitose de neutréfilos apoptéticos, evento denominado pelo autor como
canibalismo. Esse processo também desencadeia a produgdo de TGF-B1
contribuindo de forma significativa para o processo de resolugédo (Steiger and
Harper 2013).

Os mediadores anti-inflamatoérios contribuem para resolugdo da
inflamacao da gota por diversas maneiras. O TGF-f, liberado por macréfagos
ativados por cristais de MSU, suprime a expressao de moléculas de adeséao (E-
selectina) nas células endoteliais, levando a uma menor adesao leucocitaria e

consequentemente menor recrutamento de neutrdfilos (Yagnik, Evans et al.
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2004). Além disso, TGF-B promove a diferenciacdo de fibroblastos que
contribuem para o reparo de feridas e estabilizagcado do tofo. A PGEZ2, juntamente
com outros mediadores lipidicos, estimula a apoptose de neutréfilos e sua

eferocitose por macrofagos (Rose and Liu-Bryan 2006).
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Figura 5. Resolugdo da inflamacgao induzida por cristais de MSU.

Durante a fase de resolugao, cristais de MSU sao capturados e neutralizados diminuindo
o0 acesso e disponibilidade aos cristais. Além disso, o clearence de neutréfilos
apoptéticos auxilia na resolugdo desencadeando a geragcdao de mediadores anti-

inflamatdrios. Adaptado de (Rose and Liu-Bryan 2006).

Algumas vias envolvidas no processo de resolugdo da gota, ja foram
descritas e sao citadas a seguir (Figura 6). Segundo Dubois et al 1900, o TGF-

B contribui para a resolucao da inflamacgao induzida por cristais de MSU através
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da sua capacidade em reduzir a expressao do receptor de IL-13 (IL-1R) nas
células hematopoiéticas (Dubois, Ruscetti et al. 1990). A producdo de IL-1 e a
ativagdo do seu receptor (IL-1R) sdo essenciais para desencadear a inflamagéo
induzida por cristais de MSU (Chen, Shi et al. 2006). Um antagonista natural
seletivo do receptor de IL-1 (IL-1Ra) inibe os efeitos de IL-1 por competi¢ao pelo
receptor na sinovia (Schiff 2000). Estudos demonstraram que TGF-B1 pode
induzir a secrec¢ao de IL-1Ra por mondcitos (Turner, Chantry et al. 1991) e o
tratamento com IL-1Ra (Anakinra) ameniza as manifesta¢des inflamatérias do
ataque de gota (So, De Smedt et al. 2007).

Existem evidencias que reguladores negativos de citocinas podem
contribuir para a resolugdo da inflamacdo. Esses reguladores incluem as
proteinas STATs (transdutoras de sinais e ativadores transicionais) e as
supressoras de sinalizagao de citocinas (SOCS). Foi demonstrado por Chen et
al. (2011) o aumento da produgéo de TGF-31, IL-1Ra, IL-10 e dos receptores
soluveis de TNF, além da regulacdo positiva de CIS (citocina indutivel por
proteina SH2) e SOCS3 durante a resolugédo espontanea do ataque agudo de
gota (Chen, Hsieh et al. 2011).

Alguns estudos tém sugerido a ligagdo entre mediadores lipidios e
resolugao da inflamacao. O dmega 3 gerado a partir de acido graxo é capaz de
limitar o recrutamento de neutrofilos e aumentar o clearence de neutréfilos
apoptéticos pelos macréfagos. Além disso, foi relatado que o 6mega 3 pode
inativar o inflamassoma e consequentemente bloquear a secregéo de IL-13 (Yan,
Jiang et al. 2013, Steiger and Harper 2014)

Estudos prévios indicam que neutrdfilos ativados com MSU liberam
“armadilnas extracelulares de neutrofilos” (NETs, do inglés: neutrophil
extracellular traps), e essa formacdo de NETs € capaz de desencadear um
processo de regulacdo de morte celular conhecida como NETose. Este
mecanismo promove a remog¢ao destes neutrofilos juntamente com os neutrdfilos
apoptéticos via fagocitose por macréfagos (eferocitose). Além desse clearence,
os macrogados secretam TGF-B1, reforcando a eferocitose e inibindo a
amplificacdo da sinalizagédo de IL-1p através do bloqueio da geracao de pro-IL-
1B (Steiger and Harper 2014).
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Figura 6: Mecanismos envolvidos na resolu¢cao espontanea da inflamacao
induzida por cristais de MSU.

Macrofagos residentes reconhecem e fagocitam cristais de acido urico. Esse evento
leva liberagédo de IL-13 que se liga ao seu receptor no endotélio promovendo o
recrutamento de neutrdfilos para o local da inflamagao. Neutréfilos também fagocitam
os cristais e morrem por apoptose ou NETosis. Macréfagos diferenciados séo capazes
de fagocitar cristais e neutrofilos mortos (eferocitose) promovendo o clearence do local.
Além disso, macrofagos diferenciados, neutrofilos mortos por apoptose e émega 3
liberaram TGF-B que contribui para o processo resolutivo através da inibicao de IL-13 e
consequentemente da diminuigao do recrutamento de neutréfilos. Adaptado de (Steiger
and Harper 2014).
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1.8. Anexina A1

Até a década de 90 acreditava-se que a resolucéo da inflamacao fosse
um processo passivo com inativacdo/diluicdo dos mediadores produzidos
durante a fase produtiva da inflamacgéo. Diversos estudos durante os anos 2000
e atuais, liderados principalmente pelo Prof. Charles Serhan (Serhan et al., 2007)
contribuiram para o entendimento do processo resolutivo. Sabe-se, atualmente,
que o processo resolutivo € um fenbmeno ativo e continuo no qual envolve a
ativagcdo de diferentes mediadores bioquimicos e vias de sinalizagdo para
alcancar uma restauragao rapida e bem-sucedida da homeostase do tecido. A
resolugao requer a diminuigdo do recrutamento de granuldcitos, substituicdo de
mediadores pro-inflamatoérios por mediadores pro-resolutivos que incluem os
mediadores enddgenos de natureza lipidica (Lipoxina, resolvinas, maresinas) e
ou protéica (Anexina A1), dentre outros. Além disso, a resolu¢ao esta associada
com o desligamento das vias de sinalizagao associadas a produgao de citocinas
pro-inflamatérias e vias sobrevivéncia celular, culminando na apoptose de
granulécitos e clearence por macrofagos de fendétipo resolutivo (Serhan et al,
2007; Perreti & Daquisisto, 2009; Alessandri et al, 2013; Sousa et al, 2013). Nos
ultimos anos, estudos tém focado em mediadores com estas propriedades
resolutivas como alvos terapéuticos e neste contexto, a anexina A1 (AnxA1) tem
sido investigada (Gavins and Hickey 2012).

Anexina foi descoberta e caracterizada em 1970. Foi inicialmente descrita
como uma proteina que possuia habilidade de modular a geracao de
eicosanoides, através da inibicao da atividade da fosfolipase A2 e, assim, inibir
a liberagao de prostaglandina E2 e LTB4 por neutrdéfilos e macréfagos. Diferentes
nomes foram sugeridos para esta proteina, mas o termo escolhido foi lipocortina
1. O nome Anexina A1 foi dado posteriormente devido a sua habilidade de se
anexar em fosfolipidio de membrana (Gavins and Hickey 2012).

Anexina A1 pertence a superfamilia das anexinas. Essa familia é
caracterizada por possuir quatro grupos de dominios com repeticdes homologas
de aproximadamente 70 residuos que abriga dominios de ligagdo ao calcio.
Cada membro desta familia é distinguido por uma regidao N-terminal. A AnxA1 &
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altamente expressa em células do sistema hematopoiético, incluindo neutrofilos,
macrofagos e mastécitos. Os neutréfilos contém grande quantidade de AnxA1,
na qual, representa 2-4% das proteinas citoplasmaticas totais (D'Acquisto,
Perretti et al. 2008).

A localizagcao da AnxA1 depende do tipo celular. Nos neutrdfilos ela esta
presente nos granulos de gelatinase e dispersa no citoplasma. Nos macréfagos
e na maioria das células investigadas ela esta localizada no citoplasma embora
também possa ser encontrada associada a membrana celular, citoesqueleto e
nucleo dependendo do estado de ativagdo celular (D'Acquisto, Perretti et al.
2008).

A AnxA1 possui uma relevancia particular no controle da inflamacéao. Foi
descrita por Flower and Blackwell em 1979 como segundo mensageiro dos
glicocorticoides (Flower and Blackwell 1979). Desde ent&o, evidencias sugerem
que Anexina A1 seja um regulador importante do sistema imune. (Yang, Morand
et al. 2013) Anexina A1 participar do estagio inicial da inflamacéao, especialmente
no recrutamento de leucdécitos e geragao de mediadores, além de agir na fase
resolutiva induzindo a apoptose de neutrofilos e aumentando a eferocitose de
macrofagos (Sousa, Alessandri et al. 2013).

Os glicocorticoides possuem grande efeito anti-inflamatério e por esse
motivo tém sido usados para tratamento de varias doengas inflamatérias por
décadas. A agao bioldgica dos glicocorticoides € exercida através de sua ligacao
ao seu receptor citoplasmatico. O complexo glicocorticoide-receptor (GR) migra
do citoplasma para o nucleo, onde exerce seu efeito na regulagdo génica, ou
através da interacdo do complexo GR com fatores transcricdo ligados ao DNA
promovendo o recrutamento de transativadores ou transrepressores da
expressao génica, ou pela interacédo direta com sequencias no DNA chamada
elementos responsivos aos glicocorticoides (GRE). A atividade transrepressora
esta envolvida na repressao da producdo de citocinas pro-inflamatérias e
consequentemente na inibicdo do recrutamento de células inflamatdrias. A
atividade transativadora esta envolvida na expressdo de mediadores anti-
inflamatdrios tais como proteina quinase ativada fosfatase 1 (MKP-1), ziper de
leucina induzida por glicocorticoide (GILZ) e AnxA1. A participagao de AnxA1 no
efeito anti-inflamatoério dos glicocorticoides tem sido demonstrado em modelos
murinos de artrite reumatoide incluindo artrite por transferéncia de soro K/BxN
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(Patel, Kornerup et al. 2012) e artrite induzida por antigeno (AIA) (Yang, Morand
et al. 2004). A participagdo de AnxA1 em um contexto de gota ainda n&o foi
descrita.

O potencial efeito anti-inflamatério mediado por AnxA1 tem sido
investigado desde sua descoberta. Varios estudos em diferentes modelos
experimentais vém demonstrando a participacdo de AnxA1 no controle do
recrutamento de neutréfilos e producado de citocinas pro-inflamatorias além da
inducao de apoptose em neutrdfilos (Yang, Morand et al. 2013).

Neutréfilos, mondcitos e macréfagos contém constitutivamente grande
quantidade de AnxA1 no citoplasma. Apds ativacao celular, AnxA1 se mobiliza
para superficie celular e é rapidamente secretada. O mecanismo de secrecéo de
AnxA1 é célula-especifica. Em macréfagos, o sistema de transporte ABC é o
responsavel pela secrecao de AnxA1 enquanto em, nas células da hipdfise, a
fosforilagcdo em serina 27 é requerida. Como ja mencionado, AnxA1 é estocado
em granulos de gelatinase no neutrofilos e pode ser rapidamente mobilizada pela
exposicdo das células a fracos sinais de ativagdao, tais como baixas
concentracbes de quimioatraentes ou adesdo a monocamada endotelial. A
ativacao celular realoca AnxA1 para a parte externa da membrana plasmatica,
onde ela fica ancorada de maneira dependente de calcio. Concentragdes
extracelulares de calcio acima de 1 mM leva a uma mudanga conformacional da
proteina, tal que a regido N-terminal que esta ancorada na membrana & exposta

e assim a forma ativa da Anexina A1 é gerada (Perretti and D'Acquisto 2009).
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Figura 7: Mobilizacao de AnxA1 em células ativadas e seu potencial modo de
acao.

Apos ativacao celular, através da adesdo a monocamada endotelial, AnxA1 intracelular
€ mobilizada para membrana plasmatica. Dependendo do tipo celular ela é
externalizada ou secretada através de 3 mecanismos: ativagdo do transportador ABC;
fosforilagao do residuo N-terminal de serina 27 seguido pela localizagdo na membrana
em dominios lipidicos especificos com movimentacao para parte exterior da membrana
plasmatica e secrecdo subsequente; ou através da fusao de granulos contendo AnxA1
com a membrana plasmatica seguida de liberacdo. Na presenga de concentragbes
extracelulares de calcio acima de 1 mM ocorre mudancga conformacional da AnxA1
levando a exposicao da regido N-terminal que se liga ao seu receptor ALXR (também
conhecido como FPR2). AnxA1 pode funcionar de maneira autdcrina, paracrina e
justacrina (envolvendo contato célula-célula) de maneira a ativar a sinalizagdo via
receptor. A via AnxA1/ALXR pode der modulada por glicocorticoide, o qual induz
expressao de genes aumentando o efeito anti-inflamatério do circuito. Adaptado de
(Perretti and D'Acquisto 2009)

AnxA1 enddgena e administrada de forma exdgena (através do peptideo
bioativo que abrange a regido N-terminal) modula a atividade imune inata, em
particular o recrutamento de leucdocitos e a produgdo de mediadores
inflamatorios (Yang, Morand et al. 2013). Foi descrito em 2000 por Walther et al,

que a ligacao de AnxA1 ao seu receptor regula o extravasamento de neutrofilos
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(Walther, Riehemann et al. 2000). Ainda em 2000, Zouki et al descreveram que
peptideos anti-inflamatorios regulam a expressdo de moléculas de adesdo em
leucécitos e dessa forma previnem a adesao de neutréfilos em células
endoteliais (Zouki, Ouellet et al. 2000).

AnxA1 compete com Lipoxina A4 e outros ligantes que s&o capazes de se
ligar ao receptor FPR2. Esse receptor possui 7 dominios transmembrana e €
acoplado a proteina G (Yang, Morand et al. 2013). O bloqueio de FPR pelo uso
do antagonista BOC previne a agao inibitéria da AnxA1 e seu peptideo sobre a
transmigracéo de neutréfilos. Em resumo, neutrdfilos ativados liberam AnxA1
que se liga ao seu receptor FPR2, promovendo influxo de Ca?* e destacamento
dos neutrdfilos aderidos no endotélio que resulta na redugao da transmigracéo
(Perretti 2003).
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Figura 8: Agao da AnxA1 sobre o destacamento de neutrdéfilos.

A adeséao do neutrofilo € um estimulo para mobilizagao de AnxA1 que é secretada e se
liga em seu receptor FPR promovendo aumento da concentragéo de calcio intracelular.

Essa resposta intracelular pode interferir em eventos celulares que ocorrem antes da
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diapese, promovendo a redugdo da expressdo de molécula de adeséo (L-Selectina) o
que resulta no destacamento de neutrdéfilos do endotélio. A administragdo exégena do

peptideo ativo de AnxA1 possui o mesmo efeito. Adaptado de (Perretti 2003).

A AnxA1 intacta é uma proteina de 37 kDa que € externalizada apds
ativacao celular. Uma vez secretada, a maior parte da proteina é clivada na
regiao N-terminal por proteases como elastase e proteinase 3, dando origem a
AnxA1 de 33 kDa. A regidao N-terminal é caracterizada como promotora da agao
anti-inflamatoria da AnxA1; sendo assim, a clivagem inativa a proteina e AnxA1
clivada ndo possui atividade anti-inflamatéria (Sousa, Alessandri et al. 2013).
Ainda n&o se sabe ao certo qual a relevancia dessa clivagem, ou seja, se a
clivagem é um mecanismo homeostatico para limitar a agdo da proteina, ou se
essa clivagem auxilia na resposta inflamatéria. Estudos tém demonstrado a
participagdo dos neutrofilos ativados na clivagem desta proteina. Smith et al
(1990) descreveu a degradacao de AnxA1 apds a ativagdo de neutrofilos em
lavado pulmonar humano como um mecanismo que permite que a inflamacao
ocorra para destruir o estimulo provocador da inflamagao (Smith, Tetley et al.
1990). Tsao et al (1998) descreveu a degradacao de Anexina A1 por elastase de
neutrofilos no lavado broncoalveolar. Esta degradagao remove 36 aminoacidos
da porgdo N-terminal formando um produto inativo de 33 kDa que esta
relacionado com a inflamagéao pulmonar (Tsao, Meyer et al. 1998). Em 2007,
Vong et al demonstraram que a clivagem da anexina A1 por neutréfilos ativados
€ dependente de proteinase 3, gerando o produto de 33kDa (Vong, D'Acquisto
et al. 2007). Pederzoli-Reibeil et al 2010 sugeriram que a reducgao da clivagem
de Anx A1 influencia na adesdo de neutrdfilos, destacando a acgao anti-
inflamatdria da AnxA1 intacta de 37 kDa (Pederzoli-Ribeil, Maione et al. 2010).
Williams et al (2010) sugerem que os dois diferentes fragmentos de AnxA1
possuem funcdes opostas na resposta inflamatéria, sendo a porgao C-terminal
de 33kDa, pré-inflamatéria.

Além dos efeitos anti-inflamatérios de AnxA1, ja mencionados, esta
proteina também possui papel pro-resolutivo, acelerando a apoptose de
neutrofilos (Solito, Kamal et al. 2003) bem como a o engolfamento destas células
por macrofagos (Maderna, Yona et al. 2005, Dalli, Jones et al. 2012). Vago et al
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(2012), demonstraram que AnxA1 é mediadora da ativagdo de apoptose de
neutréfilos em exudato pleural. O tratamento com o peptideo Ac2-26 promoveu
resolugao neutrofilica através da ativacédo de caspase 3 e Bax e inibicao de Mcl-
1, ERK1/2 e NF-xB (Vago, Nogueira et al. 2012).

Como ja citado anteriormente, a gota € uma inflamagéao induzida por
cristais de MSU que causa muita dor e desabilidade articular. A inflamacao é
autolimitada de modo que a resolugao do ataque de gota ocorre em média em
10 dias. Porém, os mecanismos de resolucao envolvidas nesta inflamacéao ainda
precisam ser melhor investigados. Além disso, o papel de Anexina A1 neste

contexto ainda nao foi descrito.
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2. Justificativa

Nosso grupo de pesquisa tem se dedicado ao estudo dos mecanismos
envolvidos na resposta inflamatoria. Entender esses mecanismos e desenvolver
maneiras de modular a resposta inflamatéria € de grande importancia para o
desenvolvimento de novos alvos terapéuticos mais eficazes, que sejam mais
acessiveis e ndo tragam riscos ao paciente.

A gota € uma das inflamagdes articulares mais prevalentes em paises em
desenvolvimento onde 1 a 4% da populacdo, especialmente homens idosos,
apresentam hiperuricemia (Gerber, Groneberg et al. 2013). Este grande numero,
esta relacionado ao aumento da longevidade e alteragées do estilo de vida.
Mesmo com a existéncia de farmacos para o tratamento dos ataques de gota, a
doenca ainda representa um problema de saude importante e o tratamento nao
é satisfatorio em muitos casos (Mitroulis, Kambas et al. 2013).

A manifestacdo mais comum da gota sao episédios de extrema dor aguda
afetando uma ou mais articulagdes. Além disso, pacientes com gota
frequentemente possuem outras comorbidades incluindo doenca renal,
sindrome metabdlica, diabetes mellitus e hipertensao. Apesar de ja se saber que
o0 acido urico é o causador da gota, muitas questdes ainda precisam ser
solucionadas, tais como: Qual é o mecanismo exato de gatilho da inflamagao
induzida pelos cristais? Quais sdo os mediadores que dirigem esta resposta
inflamatodria e resolutiva? (Rock, Kataoka et al. 2013).

Amaral et al (2012) descreveram a importancia do receptor CXCR2 para
o influxo de neutrdéfilos na articulagdo de camundongos no modelo de gota e
Bernhagen et al (2007) identificou este receptor como funcional para MIF. O
presente trabalho pretendeu identificar o papel de MIF neste modelo.

Além disso, pretendemos investigar os mediadores importantes para a
resolucao da inflamacgédo. Vago et al (2012) demostraram AnxA1 como um
mediador importante na resolugao natural e induzida por glicocorticoides (Vago,
Nogueira et al. 2012). No presente trabalho também se avaliou o papel de AnxA1

na resolucao da inflamagao induzida por cristais de MSU.
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Objetivo Geral

Estudar os mecanismos envolvidos na inflamacgéao articular e sua resolugédo em

um modelo murino de gota: Investigar o papel de MIF na patogénese da gota,

bem como o papel da proteina Anexina A1 na resolugao dessa inflamacéao

3.6.
3.6.1.

e

3.1.2.

Objetivos Especificos Desenvolvidos

Identificar a importancia de MIF na inflamagao articular induzida por MSU,
utilizando os seguintes objetivos:

Avaliar se MIF é capaz de promover recrutamento celular na cavidade
intra-articular;

Verificar se os cristais de acido urico sdo capazes de induzir aumento de
MIF no tecido periarticular e aumento da expressao do receptor CD74
Avaliar se o0 bloqueio de MIF diminui os parametros inflamatérios e
nocicepgao a partir do tratamento com um inibidor especifico (ISO-1).
Identificar mecanismo pelo qual MIF participa da resposta inflamatoria
induzida por cristal de MSU.

Investigar a correlagao entre MIF e IL-18 em liquido sinovial humano.

Estudar o papel de Anexina A1 na resolugido da inflamag¢ao induzida por

MSU, utilizando os seguintes objetivos:

a-
b-

Verificar a cinética de expressao da proteina AnxA1 em tecido sinovial;
Investigar o papel de AnxA1 na resolugao natural da inflamagao, através
da inibicdo do receptor FPR2 (utilizando o antagonista BOC-1) e da
neutralizagao de AnxA1 (utilizando um anticorpo neutralizante).

Avaliar o curso da resposta inflamatéria em animais geneticamente
deficientes em AnxA1 comparando aos animais nao deficientes (WT).
Avaliar se o pré-tratamento com o peptideo mimético de AnxA1 (Ac2-26)
modula o recrutamento de neutrdfilos para cavidade articular e os niveis
de IL1-B.

Avaliar se o tratamento com Ac2-26 antecipa a resolucao da inflamagao
através da mensuracao dos indices de resolucao, dos niveis de IL1-B e
do score histolégico da articulagéo.

Investigar se a apoptose de neutréfilos € um mecanismo de resolugao
induzido pelo tratamento com o peptideo Ac2-26.
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4. Metodologia

4.6. Animais
Foram utilizados camundongos C57BI/6 e Balb/c, tipo selvagem, machos

ou fémeas, com peso aproximado de 25 gramas, entre 8-10 semanas, fornecidos
pelo Centro de Bioterismo do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade
Federal de Minas Gerais (CEBIO-ICB/UFMG). Foram utilizados ainda
camundongos Balb/c machos deficientes em AnxA1 cedidos em colaboracao
pela Dra. Patricia M. R. Silva (Instituto Osvaldo Cruz, Rio de Janeiro). Todos os
animais foram mantidos no ciclo claro-escuro de 10-12 horas, com livre acesso
a agua e racao. O presente estudo foi aprovado pelo comité de ética em
experimentacao animal (CETEA) sob o protocolo de pesquisa numero 165/2008
e 2/2015 (Anexos 1 e 2).

4.7. Farmacos e reagentes:

Cetamina (Vetbrands, Brasil), cloridrato de xilazina (Agener Unido, Brasil),
albumina de soro bovino (BSA), o inibidor inespecifico do receptor FPR2 (BOC-
1) e o acido urico foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St, Louis MO, USA). O
inibidor amplo de caspase (zVAD-fmk) foi adiquirido da Tocris Bioscience
(Ellisville, MO, USA), o antagonista de MIF (ISO-1) da Calbiochem (San Diego,
CA, USA) e MIF recombinante humano adquirido da Peprotech (pais).
Antagonista do receptor de IL-1 (IL1-RA) foi adquirido da Byogen. O peptideo
Ac2-26, derivado sintético correspondente aos aminoacidos da regiao N-terminal
de AnxA1 (AMVSEFLKQAWFIENEEQEYVQTVK) foi sintetizado por Synpeptide
Co. Ltd.(Shangai, China). O anticorpo neutralizante anti-anexina A1 (Anti-AnxA1)
foi cedido pelo National Institute for Biological Standards and Control (NIBSC)
(Blanche Lane, Potters Bar Hertfordshire EN6 3QG, UK).

4.8. Modelo de Gota:

4.8.1. Precipitagdo de Cristais de Acido Urico
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Foram adicionados 1,68 g de acido urico em 500 mL de hidroxido de sédio
(NaOH 0,01 M). A solucdo permaneceu em agitagdo 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 solucao foi filtrada em filtro de 0,45 um em capela de fluxo laminar, para manter
a solucao estéril. A solucéo foi deixada em temperatura ambiente por 7 dias para
a precipitagao dos cristais de acido urico, quando foi entdo centrifugada (10.000
rpm, 10 minutos) e o sobrenadante descartado. Duas lavagens do precipitado
com alcool absoluto foram realizadas. Além disso, a solugao foi submetida ao
processo de sonicacdo ainda em alcool para diminuir o tamanho dos cristais e
posteriormente foi deixada secando em temperatura ambiente em condi¢des
estéreis. Uma vez secos, os cristais foram ressuspensos em quantidade de
tampéo fosfato (PBS) necessaria para obter uma solugdo na concentragao

desejada.

4.8.2. Indugao da gota

Os cristais de acido urico obtidos foram diluidos em PBS para a injecao
intra-articular tibio-femural de 10 uL contendo 100 pg do cristal. A articulagéo
contralateral foi utilizada como controle (inje¢do de veiculo — PBS). Os
camundongos foram anestesiados com uma mistura de cetamina 80 mg/kg e

xilazina 15 mg/kg diluidos em PBS 1X para a realizagao da injegao.

4.9. Protocolos experimentais

4.9.1. Inflamacgao articular induzida por injecdao de MIF recombinante

Camundongos C57BI/6 foram anestesiados e submetidos a injegao intra-
articular tibio-femural de 10 uL de MIF recombinante (100 ng/cavidade). A
articulagao contralateral foi utilizada como controle (injecao de veiculo — PBS).
Os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical nos tempos descritos

nos resultados.
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4.9.2. Tratamentos realizados no modelo de gota:

ISO-1 (antagonista de MIF): Camundongos C57BIl/6 foram anestesiados e

submetidos a injecdo intra-articular tibio-femural de 10 pL de 1SO-1 (50
ug/cavidade) diluido em tampéo fosfato (PBS 1x) 10 minutos antes do desafio
intra-articular com 10 ulL de cristais de acido urico (100 pg/cavidade). Os
camundogos controle receberam apenas veiculo.

IL1-RA (antagonista do receptor de IL-1B): Camundongos C57BI/6 foram

submetidos a uma injegao intraperitoneal (200 pL) do inibidor do receptor de IL-
1 (IL1-RA — 5 mg/Kg) diluido em tampdo fosfato (PBS) 40 minutos antes do
desafio intra-articular com 10 uL de cristais de acido urico (100 ug/cavidade)
(Amaral, Costa et al. 2012). Os camundogos controle receberam apenas veiculo.

BOC-1 (antagonista de FPR2): Camundongos C57BI/6 foram submetidos a uma

injecao intraperitoneal (200 uL) do antagonista do receptor FPR2 (BOC-1, 5
mg/kg) (Souza, Fagundes et al. 2007) 6 e 12 horas apds desafio intra-articular
com 10 puL de cristais de acido urico (100 ug/cavidade). Os camundogos controle
receberam apenas veiculo.

Anticorpo neutralizante anti-AnxA1: Investigamos se a inibicado de AnxA1 reverte

a resolucao inflamatoéria natural. Para atingirmos este objetivo utilizamos um anti-
soro anti-AnxA1 produzido em ovelha. O anticorpo neutralizante anti-AnxA1 foi
diluido na propor¢ao 1:1 em PBS e administrado 200 pL via intraperitoneal
(Vago, Nogueira et al. 2012, Vago, Tavares et al. 2015) 1 hora antes do desafio
intra-articular com 10 uL de cristais de acido urico (100 nug/cavidade). Um
tratamento de reforgo foi dado 6 h apds o desafio. Os camundogos controle
receberam apenas veiculo.

Peptideo Ac2-26: Camundongos C57BI/6 foram submetidos a uma injecao

intraperitoneal (200 pL) do Peptideo Ac2-26 (150 yg/animal) (Souza, Fagundes
et al. 2007, Vago, Nogueira et al. 2012) que contém a porgao ativa N-terminal da
AnxA1 1 hora antes do desafio intra-articular com 10uL de cristais de acido urico
(100ug/cavidade) e 12 horas apdés o desafio. Os camundogos controle
receberam apenas veiculo.

zVAD-fmk (inibidor amplo de caspases): O tratamento com o pan-inibidor de

caspases zVAD-fmk foi realizado 15 minutos antes da administragéo de peptideo
Ac2-26 como descrito (Sousa, Lopes et al. 2010, Vago, Nogueira et al. 2012,
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Vago, Tavares et al. 2015) . O zVAD-fmk foi diluido em 2 % de DMSO e PBS
estéril e administrado 1 mg/kg, via intraperitonial. Os camundogos controle

receberam apenas veiculo.

4.10. Parametros inflamatorios avaliados:

4.10.1. Avaliacao da migragao de neutréfilos para a cavidade articular

Apos o desafio com MSU, os animais foram eutanasiados por
deslocamento cervical nos tempos descritos. Para avaliar a migracédo de
leucécitos (neutréfilos) para a cavidade articular, foi realizado um lavado intra-
articular. Este procedimento consistiu em lavar por duas vezes com 5 pL a
cavidade articular utilizando uma solucédo de albumina bovina 3 % diluida em
PBS, lavando-a trés vezes para que uma amostra das células presentes no
interior da cavidade fosse coletada juntamente com a solugdo de albumina
recapturada com uma pipeta. Este lavado de células da articulacao foi diluido em
90 pL de albumina bovina 3 % para a posterior contagem total e diferencial dos

leucdcitos.

4.10.2. Contagem total dos leucécitos

Aliquotas de 20 L do lavado articular foram diluidas em 20 uL de solugao
Turk (IMBRALAB®), sendo a contagem total dos leucdcitos realizada em camara
de Neubauer, com o auxilio de microscopio 6ptico (aumento de 100x) e contador
manual. O numero total de leucdcitos foi utilizado para calculo da percentagem
dos diferentes leucdcitos encontrados no lavado articular a partir da
contagem/discriminacdo por Vvisualizagdo de laminas preparadas por

citocentrifugacéao utilizando o microscépio 6ptico.

4.10.3. Contagem diferencial dos leucécitos

As laminas para contagem diferencial foram preparadas por
citocentrifugacdo de uma aliquota de 80 uL do lavado articular (citospin;
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Shandon Lipshaw Inc., Pittsburgh, Pennsylvania, USA). As laminas foram
coradas utilizando o Kit pandtico rapido (LB Laborclin®) e examinadas sob
microscopio optico, objetiva de imersao em 6leo (aumento de 1.000x), utilizando
os critérios morfolégicos padrdées para diferenciar os tipos celulares. Foi feita
uma analise da porcentagem de neutréfilos de cada amostra e os resultados
foram expressos como numero de neutréfilos x 104 cavidade articular,

baseando-se na contagem total de leucdcitos.

4.10.4. Processamento Tecidual para dosagem de citocinas

Resumidamente, o tecido periarticular removido foi pesado e processado
com o homogeneizador de tecidos (ultra-turrax) com solugédo de extragdo de
citocinas (NaCl 0,4M, NaPO4 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
proporcao de 1mL por 100mg de tecido. Apds homogeneizagéo e centrifugagéo
(10.000rpm 10 minutos a 4°C), o sobrenadante foi coletado e estocado para

quantificacao de citocinas.

4.10.4.1. Dosagem de Citocinas: Ensaio Imunoenzimatico (ELISA)

A dosagem de citocinas 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 pocos lavados 4 vezes (300 uL/mL) com o tampao de lavagem
(PBS/Tween 0,5 %) utilizando um lavador de placas (Bio-Tek Instruments, INC).
Foi adicionado 200 plL/pogo de tampao de bloqueio (PBS/BSA 1 %) e a placa foi
incubada por 2 horas a temperatura ambiente. O conteudo foi retirado e os pocgos
lavados 4 vezes (300 pL/mL) com o tampéo de lavagem (PBS/Tween 0,5 %)
utilizando um lavador de placas. Foi adicionado 100 plL/pogo dos padrbes e
amostras a placa. A placa foi incubada por 2 horas e mantida temperatura
ambiente. O conteudo foi retirado e os pogos lavados 4 vezes (300 uL/mL) com
o tampao de lavagem (PBS/Tween 0,5 %) utilizando um lavador de placas.
Foram adicionados 100 pL/pogo de anticorpo de detecgao e a placa foi incubada
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por 2 horas a temperatura ambiente. O conteudo foi retirado e a placa lavada 4
vezes com tamp&o de lavagem. Foram adicionados 100 uplL/pogo 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 vezes com tampao de lavagem. Foram adicionados 100 pL/pogo do substrato
OPD (ophenylenediamine dihidrocloride - Sigma) com 0.006% peroxido de
hidrogénio (Grupo Quimica) a placa que foi incubada por 20 a 30 minutos a
temperatura ambiente ao abrigo da luz. Para parar a reagéo, foram adicionados
50 ulL/pogo de solugao de H2SO4 1 M. A leitura foi realizada em leitor de ELISA

em densidade o6tica de 490 nm.

4.10.5. Avaliagao de hipernocicepcao - teste de pressao crescente na pata de
camundongo

Os experimentos foram realizados utilizando o teste de pressdao com um
anestesidmetro eletrénico (Insight Equipamentos, Sao Paulo, Brazil), que
consiste em um transdutor de pressao conectado a um contador digital de forga
(g). Este método também é conhecido como Von Frey eletrébnico (Moller,
Johansson et al. 1998). O contato do transdutor de pressao a pata é realizado
através de uma ponteira descartavel de polipropileno com 0,5 ou 4,15 mm? de
didmetro que € adaptada a ele. Os animais sdo alocados em caixas de acrilico,
medindo 12 x 10 x 17 cm cujo assoalho é uma rede de malha igual a 5 mm?
constituida de arame nao maleavel de 1 mm de espessura, durante 15 minutos
antes do experimento para adaptagcdo ao ambiente. Espelhos sao posicionados
25 cm abaixo das caixas de experimentagao para facilitar a visualizagao da
regiao plantar das patas dos animais. O experimentador deve aplicar, por entre
as malhas da rede, uma pressao linearmente crescente no centro da planta da
pata do camundongo até que o animal produza uma resposta caracterizada
como sacudida (“flinch”) da pata estimulada. Os estimulos sao repetidos por até
seis vezes, em geral até o animal apresentar 3 medidas similares com uma clara
resposta de “flinch” apds a retirada da pata. Os testes nociceptivos foram
realizados entre 08:00 e 16:00 h.

A
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Figura 9. Foto do equipamento utilizado no teste de pressao crescente na pata de
camundongo.

A foto apresenta o anestesidometro eletronico (Insight Equipamentos, Sao paulo, Brazil),
constituido por transdutor de pressao (1) conectado a um contador digital de forga (2),
as caixas de acrilico (12 x 10 x 17 cm de altura) (Hamburger, Baraf et al.) e os espelhos
inclinados (4), abaixo do assoalho que forneceu uma vista desobstruida das patas
traseiras dos animais, utilizados no teste de pressdo crescente no joelho de
camundongos (A). Foto no momento do teste de pressao crescente na pata de
camundongo. A foto apresenta a ponteira de polipropileno (1) acoplada ao transdutor de
forgca (2) em contato com a pata do animal (circulo). O experimentador deve aplicar, por
entre as malhas da rede do assoalho (Hamburger, Baraf et al.), uma pressao
linearmente crescente no centro da planta da pata até que o animal produza uma

resposta caracterizada como “sacudida” (“flinch”) (B).

4.10.6. Analise por Western blot

Ao tecido sinovial e periarticular do joelho de camundongos desafiados
com MSU ou PBS, foram adicionados 500 a 1000 ul uma solucgéo de lise (Triton
X-100 0,5 %; Tris/HCI 100 mM, pH 8.0; glicerol 10 %; EDTA 0,2 mM; NaCl 200
mM; DTT 1 mM; PMSF 1 mM, NaF 25 mM; leupeptina 2,5 pg/mL; aprotinina 5
pug/mL e ortovanadato de sédio 1 mM), sendo o tecido macerado com auxilio de
homogeinizador de tecido e deixado em banho de gelo por 15 minutos.
Posteriormente, o lisado foi centrifugado a 3.000 rpm por 10 minutos a 4° C,
sendo o sobrenadante coletado e armazenado a -20 °C até o momento de uso.
A concentragdo das proteinas totais foi determinada por espectrofotometria
utilizando o “Kit Bio-Rad Assay” (Bio-Rad Laboratories USA), por método de
Bradford. Amostras contendo entre 20 e 60 ug de proteinas totais foram
fracionadas em gel de poliacrilamida/SDS (PAGE) de 10 a 15 % a 100 V por 1,5
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horas e transferidas para membrana de nitrocelulose (GE Healthcare,
Piscataway, NJ), conforme protocolo do “Kit Bio-Rad Transferency” (Bio-Rad
Laboratories, USA). Apos transferéncia, as membranas foram coradas com
“solugao de Ponceau (IMBRALAB®)” para visualizacédo da eficiéncia da mesma,
além da informacao previa sobre a equivaléncia das quantidades de proteinas
aplicadas nas diferentes canaletas. As membranas foram bloqueadas por 1 hora
a temperatura ambiente, utilizando-se PBS contendo 0,1 % de Tween-20 e 5 %
de leite em p6 desnatado.

As membranas foram primeiramente lavadas por trés vezes em PBS
contendo 0,1 % de Tween-20, e, posteriormente, incubadas com o anti-AnxA1
(Invitrogen) a 4 °C por 18-20 horas em solucéo de PBS/Tween contendo 5 % de
BSA. As membranas foram lavadas novamente em PBS/Tween por trés vezes e
incubadas durante 1 hora a temperatura ambiente com o anticorpo secundario
ligado a peroxidase (Santa Cruz Biotechnology) na diluicdo de 1:3000 em
solugdo PBS/Tween contendo 5 % de BSA. Apds nova sessao de lavagens (3
vezes em PBS/Tween), as membranas foram incubadas em solugao reveladora
“ECL-Plus” (GE Healthcare, Piscataway, NJ), expostas contra filme de raio X em
intervalos de 10 segundos a 10 minutos (Hyperfilm ECL, Amersham, Pharmacia),
e revelados utilizando-se revelador e fixador (Kodak), de acordo com indicag¢des
do fabricante. Como controle interno da quantidade de extratos protéicos
aplicados as diferentes canaletas foi realizado o immunoblot das membranas

com o anticorpo anti-B-actina (Sigma Aldrich).

4.10.7. gPCR — Reacgao da cadeia de polimerase por transcri¢ao reversa
quantitativa

4.10.7.1. Extracdo do RNA

As amostras (pool de no minimo 2 sindvias), foram homogeneizadas em
1 mL de TRIZOL (GIBCO/BLR Laboratories, Grand Island, N.Y., EUA) utilizando-
se um homogeneizador elétrico. As amostras homogeneizadas foram incubadas
por 5 a 10 minutos a temperatura ambiente para permitir a completa dissociacao
de complexos nucleoprotéicos. Em seguida, foram adicionados 200 uL de

cloroférmio de alta qualidade para cada 1 mL de TRIZOL. Foi realizada agitagéao
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em vortex e depois incubacdo por 3 minutos a temperatura ambiente. O
homogenato foi centrifugado a 10.000 rpm por 15 minutos a 4 °C. Apds a
centrifugagéo, a mistura ficou separada em uma fase inferior (rosa), contendo
fenol-cloroférmio, uma fase intermediaria e uma fase aquosa transparente
superior. O RNA permaneceu exclusivamente na fase aquosa que foi transferida
para um microtubo novo. O RNA foi precipitado com isopropanol (MERCK) de
altissima qualidade (500 pL de isopropanol para cada 1 ml de TRIZOL). As
amostras foram incubadas por 10 minutos a temperatura ambiente e entao
centrifugadas a 10.000 rpm por 10 minutos a 4 °C e foi formado um pellet branco.
Apo6s descarte do sobrenadante, foi adicionado 500 uL de etanol 75 % (diluido
em agua Mili-Q) para 1 mL de TRIZOL. O tubo foi agitado no vortex para que o
pellet se solte do fundo. Entao, foi realizada nova centrifugagao a 10.000 rpm por
5 minutos a 4 °C. Apds descarte do sobrenadante, o tubo foi deixado aberto por
5 minutos para secagem do pellet que foi, em seguida, diluido em agua Mili Q

em volume suficiente para diluir toda a amostra. O RNA foi estocado a —70 °C.

4.10.7.2. Quantificagao do RNA

A quantificagcdo das amostras de RNA foi feita no espectrofotdmetro
NanoDrop ND1000 (Nano Drop Technologies, Wilmington, DE, EUA).
Primeiramente, foi feita a calibragao do aparelho com agua Mili-Q e, em seguida,
foi selecionada a opgéo de leitura de RNA ja definida no aparelho. A leitura do
branco também foi feita com agua Mili-Q. O RNA foi quantificado pela absorgéo
a 260 nm e utilizando a razado (260/280) os valores encontrados devem estar

entre 1,8 de 2 para uma pureza adequada do RNA.

4.10.7.3. Preparo do cDNA por Transcri¢cao Reversa

A reacéao de transcrigao reversa do mRNA obtido dos tecidos dos animais
foi realizada utilizando-se 2 ug de RNA aos quais foi adicionado 50 yM do primer
Oligo dT (15) (Promega Cor., Madison WI, EUA). Foi feita uma incubacéao por 5
minutos a 70 °C e em seguida por 5 minutos no gelo para permitir a separacao
das fitas de RNA e o anelamento do primer e para impedir a formagcao de
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artefatos inespecificos, respectivamente. Em seguida, foi adicionada uma
mistura de reagentes em um volume de 14,5 pL contendo 1,5 pyL de dNTPs a
100 mM (Promega Cor., Madison, WI, EUA), 4 uL tampdo MMLV 5X (Promega
Cor., Madison WI, EUA) e 200 U da enzima Transcriptase reversa MMLV
(Promega Cor., Madison WI, EUA) e 8,5 pL de agua Milli-Q autoclavada. A
mistura foi incubada por 2 horas a 42 °C quando ocorrera a transcrigao reversa

do mRNA. As amostras de cDNA foram conservadas a -70 °C.

4.10.7.4. PCR especifica

Para as reacdes subsequentes de amplificacao, 2 uL da amostra de cDNA
foram utilizadas. A PCR foi realizada em um volume final de 10 uyl contendo 8
ML de um mix de 5 pL Power SYBR Green PCR Master Mix 2X (Applied
biosystems, Foster City, CA, EUA), 1 uL de primer senso e anti-senso a 5 yM e
1 uL de agua Milli-Q. A reacgao foi realizada utilizando-se o protocolo para PCR
com SYBR Green do termociclador Step One PCR System (Applied Biosystems,
Foster City, CA, EUA). Em resumo, foi feita uma incubacéo inicial de 1 minuto a
95 °C e, em seguida, 15 segundos a 95 °C para desnaturagao, 1 minuto para
anelamento e extensao a 60 °C. Esses dois ultimos passos foram repetidos 40
vezes e depois foi feita a curva de melting: 95 °C por 15 segundos, 60 °C por 1
minuto e uma rampa de subida lenta de temperatura até 95 °C. Os resultados
foram obtidos com auxilio do software Step One PCR System (Applied
Biosystems, Foster City, CA, EUA). Os dados foram analisados utilizando a
formula: 2-24Ct onde: AACt= ACt — o valor de calibragéo encontrado através da
subtracado das médias do Ct do grupo control e ACt= Ct do gene alvo — Ct do
gene constitutivo (GAPDH). As sequéncias dos iniciadores utilizados foram as
seguintes:
- IL1B: primer senso- 5'- CTA CAG GCT CCG AGA TGA ACA AC -3’,primer anti-
senso- 5- TCC ATT GAG GTG GAG AGC TTT C -3,
- GAPDH: senso 5- ACG GCC GCATCT TCT TGT GCA -3, anti-senso 5’- CGG
CCAAAT CCGTTC ACACCGA-3.

4.10.8. Extragao de macréfagos derivados de medula 6ssea (BMDM) e cultura
celular.
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Os camundongos C57/Bl6foram eutanasiados por deslocamento cervical.
Um corte na pele do abdome foi feito e a pele retirada da cintura para baixo
(como uma “calga”). Os musculos da perna mantendo o fémur e a tibia intactos
foram cortados e os ossos do fémur foram separados dos da tibia. Os ossos
foram bem limpos principalmente na parte da epifise e colocados na placa de
Petri, devidamente identificada e sobre o gelo.

Apos a retirada de todos os ossos as epifises foram cortadas (sem
quebrar os 0ssos). Com a agulha acoplada a seringa, foi inserido 5 mL de PBS
1X em cada 0sso, pelas 2 extremidades, fazendo leve e simultanea fricgdo. O
PBS que passa pelo osso é coletado em um tubo de 50 mL (Falcon), fazendo
assim um pool de células.

Esta solucdo foi centrifugada a 1200 rpm 10 minutos a 4 °C e
ressuspendida com o meio DMEM completo (~2 mL por animal, dependendo do
tamanho do pellet). Esta suspensao foi passada pelo cell strainer antes de
transferir para a garrafa média de cultura celular (ja contendo 12 mL de meio).
Nesta etapa a garrafa continha 14-16 mL de meio e foi entdo incubada por 3
horas a 37 °C em estufa CO..

O sobrenadante foi coletado (as células aderidas foram descartadas) em
tubos de 50 mL (Falcons). Foram adicionados 5 mL PBS 1X por cima da garrafa
de cultura celular para lavar e este lavado foi transferido para um tubo de 50 mL
(Falcon). Este processo foi repetido e posteriormente essa suspensao de células
foi centrifugada a 1200 rpm 10 min a 4 °C. Sobre o pellet foram adicionados 1-2
mL de DMEM para contagem celular em camara de Neubauer. As células foram
ressuspendidas em DMEM completo na densidade de 5 x 10%/pogo e distribuidas
em placas de 24 pocos, (1 mL/ poco). Esse foi o dia 0. No dia 4, foram
adicionados 100 uL de meio condicionado de células L-929, (LCCM) como fonte
do fator de estimulagdo de col6nias de granulécitos/macrofagos, por pogo. No
dia 7, o meio foi trocado por 1 mL/pogo de DMEM completo. No dia 10, os
macrofagos ja estavam prontos para a estimulagdo. O meio com LCCM foi
retirado e as células foram submetidas ao protocolo experimental. As células
foram estimuladas com 1 ug/mL de LPS e 200 ng/mL de rMIF por 1 hora e foram
coletadas para PCR quantitativo para IL-18. As células foram mantidas em
estufa de CO2 a 37 °C.
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4.10.9. Calculo dos indices de resolucao

Os indices de resolucao foram quantificados como descrito previamente
(Bannenberg, Chiang et al. 2005, Chiang, Shinohara et al. 2013, Vago, Tavares
et al. 2015). Os animais foram desafiados com 100 pg de MSU na cavidade
articular e 12 horas depois do desafio (pico da inflamag&o) os animais foram
tratados com peptideo mimético da Anxa1, Ac2-26. Foi realizado um lavado
articular 12, 18, 24 e 36 horas apos o desafio e 6, 12 e 24h apés o tratamento
com Ac2-26. O numero de neutréfilos polimorfonuclear (PMN) foi determinado
por contagem total e diferencial de leucdcitos. A resolugéo da inflamagéo aguda
foi definida em termos quantitativos pelos seguintes indices de resolugao: 1)
magnitude (ymax e Tmax), ymax (PMN maximo), Tmax (tempo em que o
numero de PMN atingem a quantidade maxima); 2) duragéo (T50), T50 (tempo
em que o numero de PMN reduzem 50 % do valor maximo) e 3) Ri intervalo de
resolucao (o intervalo entre 0 Tmax e T50, quando 50 % de PMN estéo reduzidos

na cavidade articular).

4.10.10. Analise da apoptose de leucécitos

A apoptose dos leucocitos presentes no lavado articular dos animais
desafiados com MSU, com ou sem os tratamentos, foi avaliada morfologicamente
(Pinho, Russo et al. 2007, Sousa, Lopes et al. 2010, Vago, Nogueira et al. 2012).
As células recuperadas da cavidade articular foram cito-centrifugadas, fixadas e
coradas com Kit pandtico rapido (LB Laborclin®) e contadas (500 células por
ldmina) utilizando microscopio 6tico para determinar a porcentagem de células
com morfologia apoptaética.

As células apoptéticas foram identificadas por alteracdes morfologicas
caracteristicas como, condensacdo da cromatina, fragmentacdo nuclear e

formacao de corpos apoptéticos.

4.10.11. Analise histolégica
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AplOs a eutanasia dos animais poés-tratados com Ac2-26 ou veiculo
(desafiados com cristais de MSU), o joelho foi coletado e acondicionado em
cassetes para histologia que permaneceram por 48 horas em solugao de formol
tamponado 10 %. Em seguida os cassetes foram transferidos para solugao de
EDTA (acido etilenodiaminotetraacético) 14 % para descalcificagdo éssea por 30
dias. Neste periodo foi feita a troca da solugdo de EDTA a cada 48 horas. O
processamento foi realizado no Laboratorio de Patologia Experimental da
Faculdade de Odontologia da UFMG onde o tecido foi submetido a passagens
subsequentes em etanol em diferentes concentragdes (80 %, 90 %, absoluto 1
e 2 — 30 minutos cada), xilol (1 e 2 —20 a 30 minutos cada) e incluido em parafina.
As amostras foram incluidas em parafina, cortadas em micrétomo e fixadas em
l&minas histologicas. Em seguida, os cortes foram corados com Hematoxilina e
Eosina. As anadlises das laminas foram realizadas por patologista experiente que
desconhecia os grupos experimentais, em microscépio 6ptico com aumento de
40 e 400 vezes para avaliagcao dos parametros inflamatério através de um score
articular. O score articular foi estabelecido a partir de uma adaptacao do score
de artrite induzida por mBSA, descrito previamente por Queiroz-Junior 2011
(Queiroz-Junior, Madeira et al. 2011). Para refletir melhor o grau de inflamagéao
e as alteragbes histopatolégicas observadas no tecido o score utilizou os
seguintes critérios: intensidade de infiltrado inflamatério (0-3); hiperplasia da
membrana sinovial (0-2); hiperemia vascular (0-1), presenga de células
inflamatdrias no espaco articular (0-1) e alteragao da arquitetura tecidual (0-1).
Esses critérios totalizam um score de 8 pontos. Os campos de imagens
representativas de cada grupo foram capturados e fotografados por meio de uma

camera acoplada a um microscoépio.

4.11. Coleta e analise de liquido sinovial humano

Fluido sinovial foi obtido de 12 pacientes diagnosticados com gota através
da identificagdo de cristal de acido urico no liquido sinovial e 8 pacientes
diagnosticado com osteoartrite, nivel lll. A definigdo da populagao de pacientes
€ mostrada na Figura14C. O liquido sinovial foi colhido usando uma seringa
estéril injetada na articulagao do joelho através de uma técnica padronizada de
portal anterolateral, evitando estritamente a hemartrose. O liquido sinovial foi
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coletado em tubo contendo heparina para evitar a coagulagao e as contagens
celulares foram realizadas no prazo de 24 horas apds aspiragao e uma aliquota
de 500 pL foi centrifugada a 400 g durante 5 minutos, os sobrenadantes
recolhidos e imediatamente armazenados a -70 ° C até ser usado para as
medicdes de MIF e IL-1B. Todos os pacientes forneceram consentimento para
participagdo do estudo que foi aprovado pelo Comité de Etica do Hospital
Universitario de Ribeirdo Preto da Universidade de S&o Paulo, Brasil (protocolo
n°4971/2012).

4.12. Analises estatisticas

A analise estatistica foi realizada com o software Prisma. Os resultados
foram expressos como média  erro padrao da média. A analise da diferenca
entre dois grupos foi realizada pelo teste t-student. A analise da diferenca entre
dois ou mais grupos quando as amostras obedeciam a distribuicdo normal foi
realizado ANOVA seguida do pdés-teste Student-Newman-Keuls e quando as
amostras nao obedeciam a distribuicdo normal foi realizado o teste nao
paramétrico Kruskal-Wallis seguido de pds-teste Dunns. Para correlagdo de
amostra com distribuicdo normal foi realizada a correlacdo de Pearson. A

significancia estatistica foi estabelecida em p<0,05.
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5. Resultados

Resultados do objetivo 1: Identificar a importancia de MIF na
inflamacgao articular:

5.6. MIF induz recrutamento de neutroéfilos

Como ja descrito na literatura, MIF age como uma citocina proé-inflamatéria
(Calandra and Roger 2003). Sendo assim, animais C57/BI6 selvagens foram
desafiados com uma injec&o intra-articular de MIF recombinante humano (100
ng/cavidade) na articulacgao tibio-femural como descrito na metodologia. A dose
de 100 ng/cavidade foi escolhida ap6s uma dose resposta de hipernocicepgéao
induzida por injecdo de rMIF na pata. A menor dose na qual causou maior
hipernocipecgao foi a de 100 ng (dado ndo mostrado). O MIF recombinante foi
capaz de reproduzir a inflamagéao observada no modelo de gota caracterizada
por um recrutamento de leucdcitos para a cavidade articular (Figura 10A), nos
quais eram constituidos principalmente de neutréfilos (Figura 10B). Esse
recrutamento foi observado 6 e 15 horas apds o desafio, com o maior valor
observado no tempo de 15 h. Além disso, este recrutamento esta associado a
um aumento dos niveis da citocina IL-1B8 e da quimiocina CXCL1 na cavidade
articular e no tecido periarticular nos mesmos tempos observados, porém em

maior quantidade no tempo de 6 horas (Figuras 10C-F).
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Figura 10. MIF recombinante (rMIF) induz recrutamento de neutréfilos e produgao
de citocinas in vivo.

Injecédo intraarticular de MIF recombinante humano (100 ng/cavidade) induziu o
recrutamento celular (A), especialmente de neutrofilos (B), para a cavidade articular nos
tempos de 6 e 15 horas apés injecado. Além disso, a citocina IL-1f3 e a quimiocina CXCLA1
foram produzidas na cavidade articular (C e E respectivamente) e no tecido periarticular
(D e F respectivamente) apds injecao de rMIF. As barras representam a média * desvio
padrdo de 5 camundongos por grupo. (*) para p<0,05 quando comparado a média do
grupo controle e (#) para p<0,05 comparado com o grupo veiculo (gota nao tratado)
(Kruskal-Wallis seguido pelo pés-teste Dunns e ANOVA seguida pelo pos-teste Student-
Newman-Keuls).

5.7. MIF contribui para a resposta inflamatéria induzida por cristais de MSU

Ja foi descrito que cristais de acido urico sdo capazes de promover o
recrutamento de neutréfilos e esse recrutamento € dependente do receptor
CXCR2 (Amaral, Costa et al. 2012). Outro conceito ja estabelecido é que MIF é
capaz de se ligar a esse receptor e promover também o recrutamento de

leucdcitos (Bernhagen, Krohn et al. 2007). Sabendo disso, animais C57/BI6
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selvagens foram desafiados com uma injecdo intra-articular de cristais de acido
urico (MSU — 100 pg/cavidade). A sindvia e tecido periarticular foram coletados
em diferentes tempos para observar se cristais de MSU seriam capazes de
induzir a secreg¢ao de MIF. Como mostrado na Figura 11A, a injecdo de MSU
promove aumento de MIF na primeira e terceiras horas, voltando aos niveis
basais a partir da sexta hora.

Para saber se MIF seria importante na indugao da inflamacéao induzida por
cristais de acido urico no modelo de gota, animais C57/BI6 foram pré-tratados
com uma injecéao intra-articular de um inibidor de MIF (ISO-1 — 50 ug/ cavidade)
10 minutos antes do desafio com uma injegéo intra-articular de cristais de acido
urico (MSU — 100 pg/cavidade). Amaral et al, (2012) ja haviam demonstrado que
o influxo de neutrdfilos no modelo de gota se inicia com 3 horas e persiste até 15
horas apdés o desafio articular com MSU, onde é observado o pico de
recrutamento. Foi observado na Figura 10 que o bloqueio de MIF promove
diminuicdo dos parametros inflamatérios analisados. Durante o pico da
inflamacédo (15 horas) animais pré-tratados com o inibidor de MIF (ISO-1)
apresentaram diminuicdo no recrutamento de leucécitos, especialmente de
neutrofilos, que sdo as células marcadoras do processo inflamatério na gota
contribuindo para a patogénese da doenca (Figuras 11B, C). Além disso, houve
uma diminuigao da citocina IL-1B na cavidade articular e no tecido periarticular
(Figuras 11D, E). Assim como os neutréfilos, a citocina IL-1p também possui
papel importante na patogénese da doenca por ser a citocina pro-inflamatoria
chave na gota (Steiger and Harper 2013). Esses resultados reforcam a ideia de
que o bloqueio de MIF reduz os padrdes inflamatérios caracteristicos da gota.
Os niveis da citocina CXCL1 ndo apresentaram alteragao significativa com o pré-
tratamento com ISO-1 na cavidade articular e no tecido periarticular (Figuras
11F, G). Foi observado ainda que animais pré-tratados com ISO-1 apresentaram
maior limiar de retirada da pata apds o estimulo mecanico (Von Frey eletrbnico)

representando assim, uma diminui¢ao de hipernocicepcéao (Figura 11H).
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Figura 11. MIF participa da resposta inflamatéria induzida por MSU.

MSU é capaz de induzir MIF no tecido periarticular (ELISA)(A). Animais pré-tratados
com o inibidor de MIF (ISO-1 - 50ug/cavidade) 10 minutos antes do desafio com 100ug
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de MSU reduziu todos os paradmetros inflamatérios avaliados. O inibidor ISO-1 reduziu
recrutamento celular (B), especialmente de neutrdfilos (C). Além disso, o inibidor reduziu
a citocina IL-13 na cavidade articular (D) e no tecido periarticular (E) e ndo foi observado
diferenga nos niveis de CXCL1 na cavidade articular (F) e no tecido periarticular (G). O
pré-tratamento aumentou o limiar de retirada da pata (H). As barras representam a
média * desvio padrdao de 5 camundongos por grupo. (A) - (*) para p<0,05 quando
comparado a média do grupo controle, (#) para p<0,05 quando comparado a média do
grupo 1 hora (A), (+) p<0,05 quando comparado a média do grupo 3 horas; (B,C,D,E,F,G
e H) - (*) para p<0,05 quando comparado a média do grupo controle e (#) para p<0,05
comparado com o grupo veiculo (gota nao tratado) (ANOVA seguida pelo pds-teste

Student-Newman-Keuls).

A partir dos resultados apresentados na Figura 11, foi avaliado se um
tratamento com 1SO-1 apds o inicio da resposta inflamatéria induzida pela
injecdo de MSU, seria eficaz na redugao dos parametros inflamatérios avaliados.
Os animais C57/BI6 foram desafiados com uma injegao intra-articular de cristais
de acido urico (MSU - 100 pg/cavidade) e 3 horas apo6s o desafio (tempo onde
ja existe um grande influxo de neutréfilos na cavidade) foram tratados com uma
injecado intra-articular de um inibidor de MIF (ISO-1 — 50 pg/ cavidade). O
tratamento foi feito em um tempo em que os niveis de MIF ainda estavam
elevados, como apresentado na Figura 11A. A redugdo dos parametros
inflamatorios observados no pré-tratamento com o inibidor de MIF (1ISO-1)
também foi observada no pés-tratamento com este inibidor. Como apresentado
na Figura 12, o bloqueio da atividade de MIF, mesmo apds o inicio do processo
inflamatorio, foi capaz de reverter o processo, reduzindo o recrutamento de
leucdcitos, especialmente neutrdéfilos, além de reduzir a secregao da citocina IL-

18 no tecido periarticular.
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Figura 12. Efeito do tratamento com ISO-1 apods o inicio da inflamagao induzida
por MSU.

Animais C57/BI6 foram desafiados com 100 ug de MSU. 3 horas apds desafio os
animais foram tratados com o inibidor de MIF (ISO-1 - 50 ug/cavidade). O inibidor ISO-
1 reduziu recrutamento leucécitos (A) especialmente neutréfilos (B). Além disso, o
inibidor reduziu a citocina IL-1p no tecido periarticular (C). As barras representam a
média * desvio padrdo de 5 camundongos por grupo. (*) para p<0,05 quando
comparado a média do grupo controle e (#) para p<0,05 comparado com o grupo veiculo
(gota nao tratado) (ANOVA seguida pelo pds-teste Student-Newman-Keuls).

5.8. MIF contribui para a inflamagao na gota, através da indugao de producao
de pré-IL-13

Nossos resultados mostraram que rMIF induz a secre¢ao da citocina IL-
18 na cavidade e no tecido periarticular (Figura 10). Além disso, o bloqueio da
atividade de MIF através do tratamento com ISO-1 reduziu os niveis desta
citocina no modelo de gota (Figura 11). Nas duas avaliagdes, os niveis da
citocina IL-1B foram avaliados sugerindo que MIF pode estar interferindo na
inducao génica desta proteina. Para verificar esta possibilidade, nés avaliamos
a sintese do RNA mensageiro (MRNA) de pro-IL-1B in vitro e in vivo. Usando
macrofagos derivados de medula (BMDM), rMIF teve um efeito significante na
sintese do mMRNA de IL-1B apds 1 hora de desafio (Figura 13A). A injecao de
rMIF na articulacao tibio-femoral aumentou a expressdo do mRNA de IL-13 1
hora apds o desafio no tecido sinovial quando comparado com a injegcao de
salina. Além disso, a injegao intra-articular de cristais de MSU aumentou os
niveis do mRNA de IL-1B no tecido periarticular 3 horas apés o desafio (Figura

13B) e o pré-tratamento com ISO-1 10 minutos antes do desafio reduziu a
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expressao de IL-18 (Figura 13C). Portanto, MIF tem um papel em dirigir a sintese

do mRNA de IL-1B ap6s a injecao de cristais de MSU.
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Figura 13. MIF contribui para inflamag¢ao na gota através da sintese de IL-1p.

Macréfagos derivados de medula (BMDM) foram estimulados com MIF recombinante
(rMIF; 200 ng/mL) e LPS (1 pg/mL) por 1 hora e o RNA mensageiro (mMRNA) foi extraido
para dosagem de IL-1 por PCR quantitativo. rMIF e LPS aumentaram os niveis de IL-
1B (A). A injecao intra-articular de rMIF (100 ng/cavidade) aumentou a expressao do
mRNA de IL-1B 1 hora apds o desafio (B) e o bloqueio de MIF (ISO-1 - 50 ug/cavidade)
reduziu a expressao do mRNA de IL-1B 3 horas apés o desafio com cristais de MSU
(100 pg/cavidade) (C) no tecido sinovial. As barras representam a média + desvio
padrdo de 5 camundongos por grupo. (*) para p<0,05 quando comparado a média do
grupo controle (#) para p<0,05 comparado com o grupo veiculo (gota nao tratado) e
(ANOVA seguida pelo pés-teste Student-Newman-Keuls). (&) para p<0,05 comparado
com o grupo controle (teste t-student).

5.9. O bloqueio de IL-1B nao interfere no recrutamento celular induzido por
MIF

Conforme demonstrado anteriormente, MIF participa da inflamagao
induzida por cristais de MSU através da sintese de pro-IL-1B3, amplificando a
resposta inflamatdria. Posteriormente, nés investigamos se o recrutamento de
leucdcitos induzido por MIF era via acado de IL-1B. Para isso, animais C57/BI6
foram pré-tratados com antagonista do receptor de IL-1B (IL-1RA — 30 mg/Kg)
40 minutos antes da injecao intra-articular de MIF recombinante humano (100
ng/cavidade). O tratamento com o antagonista do receptor de IL-1f3 nao foi capaz
de reduzir o recrutamento total de leucécitos (Figura 14A) e neutrdfilos (Figura

14B) para a cavidade articular induzidos por rMIF (leucécitos 14A e neutrofilos
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14B), sugerindo que o recrutamento neutrofilico induzido por MIF ndo depende
de IL-1B.
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Figura 14. MIF induz o recrutamento de leucécitos independente das agées de
IL-1B.

Animais receberam pré-tratamento com o antagonista do receptor de IL-1p3 (IL1RA — 30
mg/Kg) 40 minutos antes da injecao intra-articular de MIF recombinante humano (rMIF
100 ng/cavidade). O tratamento com IL-1Ra n&o alterou o recrutamento de leucécitos
(A) especialmente neutrdfilos (B) induzido por rMIF, 6 horas apds o desafio. As barras
representam a média * desvio padrdao de 5 camundongos por grupo. (*) para p<0,05
qguando comparado a média do grupo controle (ANOVA seguida pelo pos-teste Student-
Newman-Keuls).

5.10. Os niveis de MIF se correlacionam com os niveis de IL-1B no fluido
sinovial humano

Foi demonstrado até o momento que MIF contribui para inflamacgao
induzida por cristais de MSU em um modelo experimental de gota, através da
estimulacao da sintese de pro-IL-1B e promovendo recrutamento de neutrdfilos
para o tecido inflamado. Dessa forma, nds avaliamos produgao de MIF no liquido
sinovial de pacientes com gota e o resultado pode ser observado na Figura 15A.
Os pacientes apresentam a associagao clinica tipica, com presenga de cristais
de MSU e neutrdfilos no fluido sinovial (Figura 15C). Quando quantificamos as

citocinas MIF e IL-1B no fluido sinovial desses pacientes encontramos uma
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correlagao positiva entre as duas citocinas. A analise pela correlagdo de Pearson
mostrou que os niveis de MIF estdo diretamente relacionados com os niveis de
IL-1B (r=0,636) e esta relacédo foi estatisticamente significante (valor de p=0,026)
(Figura 15B). Os pacientes com osteoartrite apresentaram niveis aumentados de

MIF sem alteragao significativa dos niveis de IL-1p (dado ndo mostrado).
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Figura 15. MIF e IL-18 estao fortemente correlacionados no fluido sinovial de
pacientes com gota.

Fluido sinovial foi obtido de pacientes com gota aguda. MIF e IL-1 foram quantificados
por ELISA (A). A analise de correlagdo de Pearson mostrou associagao significativa
entre os altos niveis de MIF e os altos niveis de IL-1f3, r=0,636 e valor de P=0,026 (B).
Tabela com as caracteristicas dos pacientes analisados (C). (*) para p<0,05 quando

comparado a média do grupo controle (ANOVA seguida pelo pos-teste Student-
Newman-Keuls).
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Resultados do objetivo 2: Estudar o papel de Anexina A1 na
resolucao da inflamagao em uma modelo de gota

5.11. A inflamagao articular induzida por cristais de MSU esta associada com o
aumento da expressao de AnxA1 no tecido sinovial

Como ja mostrado anteriormente (Amaral, Costa et al. 2012) e reforgado
aqui (Figura 9A), a injecao intra-articular com 100 pg de cristais de MSU induz
um influxo de neutréfilos de maneira dependente do tempo para a cavidade nos
animais. Esse influxo possui aumento significativo com 6 horas e numero
maximo de neutrdéfilos na cavidade entre 12 e 15 horas apés o desafio. O numero
de neutrdfilos cai com 24 horas, desaparecendo com 48 horas apods o desafio
(Figura 16A). A expressdo de AnxA1 intacta (AnxA1 — 37kDa) aumenta em
consonancia com a resposta inflamatéria envolvida na gota e sua clivagem
(AnxA1 33kDa) é prevenida no tempo em que ndao ha mais neutréfilos na

cavidade sinovial, 48 horas ap6s o desafio (figura 16B).
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Figura 16. Expressdo de AnxA1 durante a inflamacgao induzida por cristais de
MSU.

Os animais BALB/c foram desafiados com injec¢ao intra-articular de cristais de MSU (100
Mg) e o lavado articular foi realizado 1, 3, 6, 12, 24 e 48 horas ap6s o desafio. O numero
de leucécitos (A) e a expressao de AnxA1 por Western blot (B) foram avaliados. As
membranas foram normalizadas com B-atina. Em A, os resultados sdo expressos em
numeros de leucdcitos por cavidade e 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 a média do grupo 6 horas, (#) para
p<0,05 quando comparado a média do grupo 12 horas, ($) para p<0,05 quando
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comparado a media do grupo 24 horas. (ANOVA seguida pelo pés-teste Student-
Newman-Keuls).

5.12. A inibicdo de AnxA1 e o bloqueio do seu receptor previnem a resolugao
espontanea da inflamagao induzida por cristais de MSU

A relevancia funcional da AnxA1 no modelo de gota foi avaliada utilizando
duas estratégias farmacoldgicas de inibicdo da acdo de AnxA1. A primeira
estratégia foi o uso de um antagonista ndo seletivo de FPR2/ALXR (receptor de
AnxA1). A administracédo de BOC-1 foi feita intraperitonealmente 6 horas e 12
horas apds o desafio e os animais foram eutanasiados 24 horas apés o desafio,
tempo onde se observa uma diminuigéo significativa de neutréfilos na cavidade
articular (Figura 16A). O tratamento com BOC-1 preveniu a resolugao neutrofilica
espontanea, mantendo os niveis de leucdcitos elevados, dos quais eram
constituidos principalmente de neutréfilos, 24 horas apds o desafio comparando
com o controle ndo tratado (Figuras 17A e 17B). A segunda estratégia utilizada
foi a administracao intraperitoneal de anticorpo neutralizante anti-AnxA1 1 hora
antes do desafio e 6 horas apds o desafio com MSU (100 ug). Corroborando o
dado anterior, observou-se a persisténcia de neutréfilos na cavidade articular no
tempo de 24 horas comparado com o grupo nao tratado (Figuras 17C e 17D).
Estes dados mostram que a inibicao da atividade da AnxA1 ou do seu receptor
previnem a resolugdo natural da gota murina, sugerindo que AnxA1 seja um
modulador endégeno da resposta inflamatéria desencadeada pela injecéo de
MSU.
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Figura 17. A inibicdo de anexina A1 retarda a resolu¢ao natural da resposta
inflamatdria induzida por MSU.

Camundongos BALB/c foram tratados com BOC-1, um antagonista nao especifico de
FPR2/AXLR, 6 horas e 12 horas apoés a injecao de cristais de MSU (A e B). Em outra
estratégia, os animais receberam tratamento com um anticorpo neutralizante para
anexina A1, 1 hora antes e 6 horas depois da injecao de cristais de MSU (C e D).
Animais foram eutanasiados no pico na inflamacao (12 horas) e na fase de resolucao
(24 horas) e o lavado foi coletado para contagem de leucécitos (A e C) e neutrofilos (B
e D). Os resultados sdo expressos em numeros de leucécitos por cavidade e as barras
representam a média * desvio padrdao de 5 camundongos por grupo. (*) para p<0,05
quando comparado a média do grupo controle, (#) para p<0,05 quando comparado a
média do grupo 12 horas. (ANOVA seguida pelo pos-teste Student-Newman-Keuls).

Além das estratégias farmacoldgicas utilizadas acima, nds avaliamos a
relevancia de AnxA1 na modulagao da resposta inflamatéria da gota, utilizando
animais geneticamente deficientes para este gene (animais deficientes em
AnxA1). Assim, nds desafiamos os animais com 100 ug de cristais de MSU em
diferentes tempos e avaliamos o recrutamento neutrofilico comparando com os
animais sem essa deficiéncia genética (WT- tipo selvagens). Foi observado que
os animais deficientes para AnxA1 (AnxA17) apresentaram maior recrutamento
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e acumulo de neutrofilos nos tempos de 6, 12, e 24 horas apds o desafio
comparados com o grupo selvagem (WT). Ambos os gendtipos, selvagens e
AnxA1--, apresentaram numeros reduzidos de neutréfilos no tempo 36 horas
(Figura 18A), mostrando que apesar da inflamag¢ao mais exacerbada os animais
deficientes em AnxA1 resolvem a inflamagao no tempo de 36 h da mesma forma
que os animais WT. Foi observado ainda um aumento da expressao de AnxA1
nos animais selvagens 12 horas (Figura 18B) apds o desafio com MSU. Estes
resultados sugerem a participagédo de AnxA1 endogena, tanto na fase inicial de
recrutamento neutrofilico quanto na fase de resolu¢cao da inflamacéo induzida

por cristais de MSU.
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Figura 18. Animais deficientes em AnxA1 (AnxA1”) recrutam mais neutroéfilos
durante a inflamacgao induzida por cristais de MSU.

Os animais receberam uma injegéo intra-articular de cristais de MSU (100 pg) sendo
eutanasiados em diferentes tempos. O lavado da cavidade articular foi feito para
contagem de neutrdfilos (A). Os resultados séo expressos em numeros de neutrdéfilo por
cavidade, cada ponto representa a meédia £ desvio padrdo de 5 camundongos por grupo.
Em B esta representado o western blot para anexina A1 no tecido periarticular 12 horas
apos a injecao de MSU e em C a densitometria respectiva. Na figura A (*) para p<0,05
quando comparado aos animais WT nos tempos de 12 e 24 horas. Na figura C (*) para
p<0,05 quando comparado a média do grupo controle. (#) para p<0,05 quando
comparado a média do grupo MSU nos animais AnxA1-/-(ANOVA seguida pelo pos-
teste Student-Newman-Keuls).
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5.13. O pré-e pos-tratamento com peptideo bioativo de AnxA1, Ac2-26, possui
efeito anti-inflamatério e pré-resolutivo

Uma vez observado que AnxA1 enddgena é importante no processo de
resolucado espontanea no modelo de gota, experimentos foram realizados para
avaliar o efeito da administragdo exdgena de AnxA1 no curso da inflamagao
induzida por cristais de MSU. Para essa avaliacado, nos utilizamos dois protocolos
experimentais através da injecao intraperitoneal do peptideo Ac2-26, no qual
contém a porgao N-terminal ativa de AnxA1. No primeiro protocolo, nés injetamos
Ac2-26 (150 ug/camundongo) 1 hora antes do desafio com cristais de MSU e
coletamos o lavado articular e tecido periarticular no pico da inflamagéao (12 horas
apos o desafio com cristais de MSU). Observamos que o pré-tratamento com
Ac2-26 reduziu os niveis de leucdcitos, nos quais eram constituidos
principalmente de neutrdfilos, além de reduzir os niveis da citocina IL-18 nos
tecidos dos animais tratados quando comparados com os animais nao tratados
(Figuras 19 A-C).
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Figura 19. O pré-tratamento com peptideo derivado de AnxA1, Ac2-26, reduz
resposta inflamatdria induzida por cristais de MSU.

Animais foram pré-tratados com Ac2-26 (150 pg/i.p.) 30 minutos antes do desafio intra-
articular com cristais de MSU (100 pg). Os animais foram eutanasiados 12 horas apos
o desafio e o lavado articular foi feito para avaliar contagem de leucdcitos (A) e
neutrdéfilos (B). O tecido periarticular foi coletado para dosagem de IL-183 por ELISA (C).
As barras representam a média £ desvio padrao de 5 camundongos por grupo. (***) para
p<0,001 quando comparado a média do grupo controle, (###) para p<0,001 quando
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comparado a média do grupo veiculo (ndo tratado). (ANOVA seguida pelo pos-teste
Student-Newman-Keuls).

Os indices de resolucdo tém sido empregados para avaliar o efeito pro-
resolutivo de varias moléculas (Bannenberg, Chiang et al. 2005, Chiang, Schwab
et al. 2008, Kamaly, Fredman et al. 2013). Dessa forma, para avaliar o potencial
terapéutico e quantificar os indices de resolugado, nés utilizamos um segundo
protocolo no qual tratamos os animais com peptideo Ac2-26 no pico da
inflamacéo (12 horas apds o desafio com cristais de MSU). Foi feito o lavado
articular 6, 12 e 24 horas ap0os o tratamento. O peptideo Ac2-26 reduziu de forma
significativa o numero de neutrofilos na cavidade articular e o intervalo de
resolucao (Ri) para aproximadamente 5 horas (Figuras 20A e B). Além disso, 0
tratamento também reduziu significativamente os niveis da citocina IL-1p (Figura
20C). Para avaliar se o tratamento com Ac2-26 melhora o dano tecidual foi
realizado a histologia desses animais 18 horas apdés o desafio. O corte
histolégico esta representado na Figura 21A, sendo que as imagens localizadas
a esquerda possuem aumento de 40 vezes e um local de interesse foi
selecionado e esta representado a direita em um aumento de 400 vezes. O score
articular esta representado na Figura 21B e foi realizado considerando os
critérios descritos na metodologia. Foi possivel observar a diminuigdo
significativa do score articular no grupo tratado com Ac2-26 quando comparado
com o grupo que somente recebeu injegao intra-articular de cristais de MSU. Os
animais do grupo controle receberam injecao intra-articular de salina, e por esse
motivo apresentam alguns aspectos de um processo inflamatério leve, porém
nao comparavel com o grupo que recebeu injecao intra-articular com cristais de
MSU, nos quais apresentaram elevados todos os critérios avaliados. Estes
resultados sugerem que administracdo exdgena de um peptideo mimético de
AnxA1 possui efeito anti-inflamatério e pré-resolutivo na inflamagao induzida por
cristais de MSU.
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Figura 20. O tratamento com Ac2-26 melhora os indices de resolugao durante a
resposta inflamatdria induzida por MSU.

Os animais foram desafiados com uma inje¢ao intra-articular de cristais de MSU (100
Mg) e 12 horas apés a injegdo um grupo foi tratado com Ac-2-26 (150 ug/i.p.). A
contagem de neutrdfilos foi avaliada 12, 18, 24 e 36 horas apds a injecao intra-articular
de MSU e o indice de resolugao foi calculado (A). Tmax= 12h é o tempo em que é
observado o numero maximo de neutrofilos na cavidade; Tso Acz-26 ~17h € o tempo em
que o numero de neutréfilos chegaram a metade do nidmero maximo; e indice de
resolucdo Ri Acz26 ~5h é periodo de tempo em que o tratamento conseguiu reduzir o
numero de neutréfilos pela metade na cavidade articular comparado ao grupo nao
tratado. Em B e C, os animais receberam injecéo articular de cristais de MSU e foram
tratados com Ac.-26 (150 pg/i.p.) 12 horas apds o desafio e eutanasiados 18 horas apés
o desafio. O lavado foi coletado para contagem de neutréfilos (B) e o tecido periarticular
foi coletado para dosar os niveis de IL-1 (C). As barras representam a média + desvio
padrdo de 5 camundongos por grupo. (*) para p<0,05, (**) para p<0,01 e (***) para
p<0,001 quando comparado a média do grupo controle, (#) para p<0,05 e (##) para
p<0,01 quando comparado a média do grupo veiculo (ndo tratado). (ANOVA seguida
pelo pés-teste Student-Newman-Keuls).
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Figura 21. O tratamento com Ac2-26 reduz a inflamagao articular promovida pela
injecdo de MSU

Os animais foram desafiados com uma injecéo intra-articular de cristais de MSU (100
Mg) e 12 horas apds a injegao um grupo foi tratado com Ac-2-26 (150 ug/i.p.). Para a
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histologia foram utilizados 4 animais por grupo. No corte histolégico (A) as imagens
cabeca de seta indica infiltrado inflamatdrio, seta indica vaso hiperemiado, (*) indica
hiperplasia da sindvia e (#) indica células inflamatérias no espaco articular. As imagens
da esquerda estdo em aumento de 40 vezes e as imagens da direita e inserto estdo em
aumento de 400 vezes. A soma dos parametros histolégicos avaliados foi expressa com
score articular (B). As barras representam a média + desvio padrao por grupo, (***) para
p<0,001 quando comparado a meédia do grupo controle, (##) para p<0,01 quando
comparado a média do grupo veiculo (ndo tratado). (ANOVA seguida pelo pds-teste
Student-Newman-Keuls).

5.14. Aresolugdo da gota induzida por Ac2-26 é dependente de caspase

Para investigar se a resolugdo promovida por Ac2-26 seria através da
inducdo apoptose de neutrofilos, foi administrado nos animais um inibidor de
caspase de amplo espectro (zZVAD-fmk — 1 mg/kg) pela via intraperitoneal, 15
minutos antes da administragdo do peptideo Ac2-26 (150 ug/cavidade). Os
tratamentos foram feitos no pico da inflamacgéo (12 horas apd6s o desafio com
cristais de MSU) e o lavado articular foi realizado 6 horas apds os tratamentos.
Os resultados mostraram novamente o efeito de Ac2-26 na reducdo do
recrutamento neutrofilico e o efeito do inibidor de caspase revertendo o efeito
pré-resolutivo do Ac2-26 (Figuras 22A e B). O tratamento somente com zVAD
nao alterou o recrutamento de neutréfilos para a cavidade articular (dado nao
mostrado). De forma interessante, a porcentagem de neutréfilos com morfologia
apoptatica, avaliada pela contagem das preparagdes de citospin, mostrou que o
tratamento com Ac2-26 promoveu a apoptose de neutrdfilos, efeito este revertido
pelo pré-tratamento com zVAD-fmk (Figura 22 C). Estes dados sugerem que a
apoptose contribui para o efeito resolutivo de Ac2-26 nos neutrdfilos e essa

apoptose depende da participacao de caspase.
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Figura 22. Tratamento com Ac2-26 induz resolu¢do na gota através da apoptose
de neutrdfilos.

Animais foram desafiados com injecao intra-articular de cristais de MSU (100 ug) e 12
horas apds o desafio foram tratados com Ac2-26 (150 pg/i.p.) e 30 minutos antes do
tratamento com Ac2-26 os animais receberam tratamento com inibidor de caspase
zVAD-fmk (1 mg/Kgi.p.). O niumero total de leucdcitos (A), neutréfilos (B) e porcentagem
de neutrofilos apoptéticos (C) foram avaliados 6 horas apds o tratamento com Ac2-26.
As barras representam a média * desvio padrdao de 5 camundongos por grupo. (*) para
p<0,05, (**) para p<0,01 e (***) para p<0,001 quando comparado a média do grupo
controle, (#) para p<0,05 e (##) para p<0,01 quando comparado a média do grupo
veiculo (ndo tratado). (+) para p<0.05 e (++) para p<0,01 quando comparado com o
grupo tratado com Ac2-26 (ANOVA seguida pelo pés-teste Student-Newman-Keuls).
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6. Discussao

A gota é uma doenga causada pela deposi¢cao de cristais de MSU nas
articulagdes, com inflamacéo local significante e dor intensa. No presente estudo
nos identificamos pela primeira vez que MIF é um importante mediador da
inflamacédo causada por cristais de MSU, principalmente na fase inicial da
resposta inflamatéria e que a proteina AnxA1 possui papel indispensavel no
controle do recrutamento de neutrdfilos para articulagédo além de participar da
fase de resolugao da resposta inflamatdria.

Os principais achados sdo sumarizados a seguir:

1) a injecdo de MIF recombinante na articulagédo produziu uma resposta
inflamatdria observada na gota incluindo recrutamento de neutréfilos, aumento
de citocinas e hipernocicepcao;

2) ainjecéo de cristais de MSU aumentou os niveis de MIF e o seu bloqueio
reduziu a inflamacao articular;

3) Como mecanismo, MIF é necessario para a produgao de IL-1pB, citocina
essencial no contexto da gota, pela estimulagédo da sintese do mRNA de IL-1(;

4) existe uma correlagao positiva entre a produgao de MIF e IL-1 no fluido
sinovial de pacientes com gota aguda;

5) AnxA1 é expressa no tecido sinovial durante a inflamagéo induzida por
cristais de MSU e os niveis de expressdo estdo associados ao influxo
leucocitario;

6) a inibicao de AnxA1, pelo bloqueio do receptor ou pela neutralizagéo da
proteina, preveniu a resolugao espontanea da gota;

7) animais deficientes em AnxA1 apresentam inflamacao exacerbada com
um maior numero de neutréfilos recrutados e mantidos na cavidade apds a
injecao de cristais de MSU;

8) o pré- e pés-tratamento com Ac2-26 (peptideo ativo N-terminal de AnxA1),
diminuiu o numero de neutrofilos e os niveis de IL-18 na cavidade articular e
reduziu o intervalo de resolugao;

9) Como mecanismo proposto, o efeito pro-resolutivo de Ac2-26 foi devido a

um aumento de apoptose de neutréfilos na cavidade articular.
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MIF é conhecido por possuir agbes quimioatrativas em diferentes células,
incluindo mondécitos, células T, células B e neutréfilos (Bernhagen, Krohn et al.
2007, Klasen, Ohl et al. 2014). MIF possui papel em condigdes inflamatérias
crOnicas e agudas tais como artrite reumatoide, aterosclerose e Iupus
eritematoso (Santos and Morand 2009). Nas nossas condi¢gdes experimentais, a
injecdo de MIF na articulagao tibio-femoral foi capaz de promover o recrutamento
de neutrdfilos. E importante lembrar que o influxo de neutréfilos para a cavidade
articular € um marcador do ataque agudo de gota e contribui para a lesdo e dor
articulares (Popa-Nita and Naccache 2010). Além disso, mostramos que rMIF
aumenta os niveis da citocina IL-1B e da quimiocina CXCL1, moléculas ja
conhecidas por também contribuirem para o recrutamento de neutréfilos para a
cavidade articular (Amaral, Costa et al. 2012).

Sob estimulacdo de TNF-a, neutréfilos maduros, nos quais estdo presentes
em sitios inflamatorios, sdo capazes de liberar MIF (Daryadel, Grifone et al.
2006). N6s demonstramos que a injegcao de cristal de MSU aumenta os niveis
de MIF na articulagédo nas primeiras horas apos a inje¢cao, tempo onde somente
poucos neutrofilos podem ser detectados na articulagao dado ja mostrado por
Amaral et al 2012 (Amaral, Costa et al. 2012) e reforgado aqui.

Diferentes estudos ja demonstraram que o recrutamento de leucécitos €
reduzido em diferentes condi¢cdes inflamatdrias, como na artrite autoimune, na
auséncia de MIF ou atravées do seu bloqueio com anticorpos
neutralizantes(Leech, Metz et al. 1998, Gregory, Leech et al. 2004, Santos, Fan
et al. 2011). Foi descrito que uma molécula pequena denominada ISO-1 inibe a
atividade enzimatica tautomerase de MIF, suprimindo, dessa forma, sua
atividade pré-inflamatéria (Lubetsky, Dios et al. 2002). Neste trabalho, nés
utilizamos ISO-1 para bloquear o MIF enddgeno e suprimir sua atividade pré-
inflamatadria in vivo como descrito por (Al-Abed, Dabideen et al. 2005). Nossos
resultados demonstraram que o bloqueio de MIF, através do uso de ISO-1,
reduziu o recrutamento de neutrofilos induzidos por cristais de MSU. Além disso,
o tratamento com ISO-1 reduziu a hipernocicepg¢ao associada com a inflamacao
induzida por cristais de MSU. Neste sistema, n6s demonstramos recentemente
que a hipernocicepc¢ao induzida por cristais de MSU é dependente do influxo de
neutrofilos (Amaral, Costa et al. 2012). Dessa forma, MIF contribui para o influxo

inicial de neutrdfilos e dor associada a este influxo neste modelo.
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A participagédo da citocina IL-18 na inflamag¢do induzida por MSU, como
mediador importante para influxo neutrofilico e dor ja € bem descrita na literatura
(Amaral, Costa et al. 2012, Mitroulis, Kambas et al. 2013). IL-18 € produzida
incialmente em sua forma imatura, denominada pro- IL-13, na qual é entao
clivada e liberada em sua forma ativa IL-1[3 através da ativacio de inflamassoma
NLRP3 (Martinon, Petrilli et al. 2006). Nossos resultados demonstraram que MIF
aumenta os niveis de IL-1B na articulagao inflamada. Este achado consiste com
a habilidade de MIF induzir IL-18 em outras condigdes (Toh, Aeberli et al. 2006,
Assuncao-Miranda, Bozza et al. 2010). Além disso, o bloqueio da agado de MIF
através do uso de ISO-1, esta associado com a inibi¢do dos niveis de IL-18 em
resposta a injecdo de cristais de MSU. O tratamento com ISO-1 previne o
aumento de pro- IL-1B induzido por cristais de MSU sugerindo que o controle de
transcrigdo génica de IL-13 € o mecanismo pelo qual MIF controla a inflamagéao
neste contexto. Este mecanismo corrobora com um estudo in vitro, o qual, mostra
que a pro-IL-1B é regulada positivamente por MIF em fibroblastos sinoviais
(Onodera, Nishihira et al. 2004); e com um estudo in vivo, o qual, descreve a
menor expressao de mRNA de IL-13 em tecido sinovial de animais deficientes
em MIF em um modelo de artrite induzido por transferéncia de soro (K/BxN)
(Santos, Fan et al. 2011).

De forma interessante, nossos resultados mostram que apesar de MIF
induzir IL-1B e ser importante para sua formagao durante a resposta inflamatéria
induzida por cristais de MSU, o bloqueio de IL-13 parece néo ter efeito no influxo
neutrofilico induzido por MIF, porém esse dado deve ser confirmado No nosso
modelo, a injecao articular de rMIF promove recrutamento de neutréfilos, que
parece ser independente de IL-1B. Ao contrario, no contexto de gota, Amaral et
al 2012 demonstraram que o tratamento com IL1-Ra reduz a inflamacéo,
incluindo diminuicao do recrutamento de neutréfilos e resposta hipernociceptiva
(Amaral, Costa et al. 2012). Dessa forma, nossos resultados demonstram
claramente que o MIF é necessario no estagio inicial da resposta inflamatdria,
promovendo a producao de IL-1B e recrutamento de neutréfilos, amplificando a
resposta inflamatdéria induzida por cristais de MSU.

Alguns estudos prévios avaliaram os niveis de MIF no fluido sinovial e
sugeriram um papel relevante de MIF na patogénese de algumas doengas como
artrite idiopatica juvenil (Meazza, Travaglino et al. 2002), osteoatrite (Liu and Hu
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2012) e artrite reumatoide (Onodera, Tanji et al. 1999). Nos pacientes avaliados
no nosso estudo, os niveis de MIF puderam ser detectados em todas as
amostras e correlacionados positivamente com niveis de IL-1B3, corroborando
com o0s nossos resultados obtidos no modelo animal. Os niveis de MIF em
pacientes com gota (8060,62 £ 6121,63 pg/mL) foram similares aos encontrados
em pacientes com osteoartrite (8005,47 + 6112,25 pg/mL). N6s nao tivemos
acesso as amostras de pacientes saudaveis, desta forma ndao houve como
compararmos com este grupo controle. Um estudo prévio demonstrou que os
niveis de MIF no fluido sinovial foi maior em pacientes com osteoatrite quando
comparados aos pacientes controles (Liu and Hu 2012), sugerindo que 0s niveis
de MIF encontrados no nosso estudo devem estar elevados quando comparados
a niveis basais. Em contraste, individuos com osteoatrite ndo apresentaram altos
niveis de IL-1B (54,27 + 79,50 pg/mL) quando comparados com pacientes com
gota (147,75 £ 231,09 pg/mL). Dessa forma, parece que MIF é importante para
a producao de IL-1B no contexto de gota, porém, parece nao ser importante para
producao de IL-18 em pacientes com osteoartrite.

A inflamacdo causada por cristais de MSU ¢é desencadeada pelo
reconhecimento do cristal por células locais, as quais, secretam mediadores
inflamatdrios que promovem recrutamento de neutrdfilos além dos sinais clinicos
ja caracterizados. Apesar desta resposta inflamatdria ser limitada, é necessario
um fino controle do processo inicial para evitar a inflamacgao persistente e dano
tecidual.

Ja foi previamente descrito por Amaral et al (2012) que a injegao de cristais
de MSU na articulacao tibio-femoral induz o influxo de neutréfilos para a
cavidade de maneira tempo-dependente com um pico em 15 horas apds desafio
(Amaral, Costa et al. 2012). Nossos resultados também mostram que a
inflamacao induzida por cristais de MSU é dependente do recrutamento de
neutrofilos, com pico em 12 horas. Além disso, mostramos que AnxA1 é
expressa no tecido sinovial de animais desafiados com cristais de MSU. Essa
expressao aumenta com o tempo e com recrutamento de neutrdéfilos para a
cavidade articular. Corroborando com nossos achados, Morand at al 2006
mostra que anexina A1 é constitutivamente expressa em sinovidcitos de

humanos com artrite reumatoide (Morand, Hall et al. 2006).
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A anexina A1 é uma proteina de agao anti-inflamatoria que ao se ligar no seu
receptor FPR2/ALXR promove o destacamento de neutréfilos do endotélio e
dessa forma controla o recrutamento de neutréfilos (Perretti 2003). O uso de
BOC-1, um antagonista desse receptor, implica na inibicdo da agdo de AnxA1
sobre a transmigragcdo de neutrofilos (Walther, Riehemann et al. 2000). Esse
efeito também foi observado nos nossos resultados, onde o tratamento com
BOC-1 promoveu a persisténcia de neutréfilos na cavidade articular apos 24
horas. Com 24 horas é possivel observar a resolucado natural nesse modelo, uma
vez que nesse tempo o numero de neutréfilos em animais desafiados, mas nao
tratados, ja caiu significativamente. O BOC-1 € um antagonista inespecifico de
AnxA1 uma vez que pode também, em concentragbes maiores, agir no receptor
FPR1. Além disso, o receptor FPR2/ALXR é compartilhado com lipoxina A4,
molécula que também possui efeitos anti-inflamatérios através da limitagao do
recrutamento de neutréfilos (Yazid, Norling et al. 2012). Dessa forma, para uma
avaliacdo mais especifica do papel da AnxA1 na resolugdo natural da gota
utilizamos o tratamento com um anticorpo neutralizante anti-AnxA1. O
tratamento com anti-AnxA1 preveniu a resolugdo natural, observada pela
persisténcia de neutrofilos na cavidade articular 24 horas apdés o desafio,
corroborando com os dados obtidos com BOC-1. De acordo com estes achados,
estudos do nosso grupo de pesquisa mostraram a participagdo de AnxA1
enddégena no controle do recrutamento de neutrdéfilos apds estimulo inflamatério
com LPS (Vago, Nogueira et al. 2012), sugerindo que AnxA1 modula a resposta
inflamatdria em varios modelos experimentais de inflamacgao.

Além das estratégias farmacoldgicas, animais deficientes em AnxA1 foram
utilizados para confirmar a importancia desta proteina na modulagdo da
inflamacao da gota. Hannon et al (2002) descreveram que animais deficientes
em AnxA1 exibem uma resposta exagerada em resposta a estimulos
inflamatorios tais como carragenina e zymosan caracterizada pelo aumento da
emigracao de leucdcitos (Hannon, Croxtall et al. 2003). Além disso, Damazo et
al. (2006) mostram um maior infiltrado neutrofilico com maior producédo de
citocinas e quimiocinas em animais AnxA1”- comparados aos WT, mas seguido
de resolugao em ambos (Damazo, Yona et al. 2006). Corroborando com esses
achados, nossos resultados também mostram um maior recrutamento de

neutréfilos nos animais deficientes em AnxA1 comparados com o0s animais
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selvagens. Além do maior numero de neutrofilos na cavidade dos animais
deficientes em AnxA1 nas primeiras horas apos o estimulo inflamatério com
cristais de MSU, os neutréfilos persistem por mais tempo na cavidade, como
observado no tempo de 24 horas. Estes dados sugerem que AnxA1 atue
modulando a chegada e a permanéncia dos neutréfilos no sitio inflamatorio da
gota, confirmando os dados obtidos com os inibidores de AnxA1.

Estudos recentes tém demonstrado que a administracdo terapéutica de
peptideo sintético derivado de AnxA1 é eficiente na prevenc¢ao do recrutamento
de leucadcitos e indugéo da resolucdo da inflamacgao (Vago, Nogueira et al. 2012,
Girol, Mimura et al. 2013, Guido, Zanatelli et al. 2013, Trentin, Ferreira et al.
2015). Nossos dados estdo de acordo com a literatura uma vez que o pré-
tratamento com Ac2-26, peptideo sintético da por¢cao N-terminal de Anexina A1,
reduziu o numero de neutroéfilos recrutados e os niveis da citocina IL-13. Além
disso, o pés-tratamento com Ac2-26 também reduziu o recrutamento de
neutroéfilos e os niveis de IL-1B. Interessantemente, o tratamento com Ac2-26 no
pico da inflamagao reduziu o intervalo de resolugdo por aproximadamente 5
horas, sugerindo, dessa forma, que o Ac2-26 e outros peptideos miméticos de
AnxA1, como o Ac2-50 resistente a clivagem (Dalli, Consalvo et al. 2013),
possam se constituir em possiveis estratégias terapéuticas em pacientes com
ataque de gota.

A anxA1 participa da resolugao da inflamagao através de dois mecanismos.
Primeiramente induzindo apoptose de neutréfilos recrutados para o local da
inflamacéao (Solito, Kamal et al. 2003, Vago, Nogueira et al. 2012). Além disso,
AnxA1 funciona como um sinal de ache-me (“find me”) para aumentar a
eferocitose de neutrdéfilos apoptéticos por células mononucleares (Scannell and
Maderna 2006). Outro estudo interessante mostrou que AnxA1 externalizada
pelos neutréfilos em apoptose tardia se constitui em um mecanismo para
recrutamento de células mononucleares facilitando dessa forma o clearance
destas células do local (Blume, Soeroes et al. 2012). Como ja descrito
anteriormente, durante a resolugao da gota, os neutrdfilos recrutados entram em
apoptose e o clearance por células mononucleares deve ser feito para uma
resolugao efetiva (Rose and Liu-Bryan 2006). A partir dessa informagéo, nos
avaliamos se o tratamento com Ac2-26 promoveria apoptose de neutrofilos, o
que foi confirmado pela contagem morfolégica. Além disso, observamos que o
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tratamento com zVAD-fmk, um inibidor amplo de caspase, preveniu a resolugao
(queda do numero de neutrofilos e aumento da apoptose destas células) induzida
por Ac2-26 sugerindo a participagdo de caspases no controle da apoptose
induzida por Ac2-26

Nos dados mostrados aqui, a expressao de MIF aumenta nas primeiras 3
horas apds o desafio, e sua expressao decai a partir de 6 horas apés o desafio.
Ja a expressao de AnxA1 aumenta a partir de 6 horas apdés o desafio
permanecendo aumentada até 48 horas. Esses dados estdao de acordo com Sun
et al. (2013) que demonstraram que MIF suprime a expressao de AnxA1 e na
auséncia de MIF a expressao de AnxA1 aumenta (Sun, Wang et al. 2013). Como
ja descrito na literatura, MIF promove o recrutamento de neutréfilos e antagoniza
o efeito anti-inflamatério de glicocorticoide (Gregory, Hall et al. 2009). Estudos
tém demonstrado que na auséncia de MIF enddégeno ha um aumento da
sensibilidade aos glicocorticoides através da expressdo de MKP-1 (Roger,
Chanson et al. 2005, Aeberli, Yang et al. 2006). Outro mecanismo pelo qual MIF
contra regula o efeito de glicocorticoide pode ser via AnxA1 (Sun, Wang et al.
2013). Dessa forma, nossos dados sugerem que MIF e AnxA1 participam da
patogénese da inflamacédo induzida por MSU de maneira orquestrada.
Inicialmente, MIF através do aumento da expressao de IL-1B induz influxo de
neutrofilos, e posteriormente, AnxA1 que controla controle esse influxo
neutrofilico e induz resolucao.

Estas observagbes sugerem novas estratégicas terapéuticas para os
pacientes que nao apresentam resposta satisfatéria aos tratamentos
convencionais. Além de tratamentos farmacolégicos, tratamentos adjuvantes
como o uso de probidticos tem demonstrado eficacia clinica através da reducgao
de citocinas pro-inflamatérias e do aumento de mediadores anti-inflamatorios
(Vieira, Teixeira et al. 2013) capazes de regular a atividade de leucdcitos, além
de contribuir para a resolucao da inflamagao (Serhan, Brain et al. 2007). Neste
contexto, o uso do probidtico Bifidobacterium longum 5' por via oral durante 7
dias em animais com gota levou a um efeito anti-inflamatério significativo no
modelo, reduzindo o numero de neutrdéfilos recrutados e hipernocicepcéo (Vieira,
Galvéao et al. 2015 in press) (ANEXO3).
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7. Conclusao

Em conclusao, o presente trabalho demonstrou que diferentes estratégias
farmacoldgicas contribuem de forma significativa no controle da inflamagao, seja
pela inibicdo de mediadores pré-inflamatérios, seja por aumento de mediadores
pro-resolutivos.

N&s mostramos neste estudo que MIF participa da inflamacéo induzida por
cristais de MSU. O mecanismo pelo qual MIF controla a inflamacéo é dependente
da sua habilidade em controlar a producdo de mRNA de IL-13. Além disso, MIF
pode contribuir diretamente para o recrutamento de neutréfilos para a cavidade
articular, fato importante para promocéo de dano articular. Os niveis de MIF no
liquido sinovial de pacientes com gota correlacionam-se fortemente com os
niveis de IL-1B8 o que corrobora com os nossos achados no modelo murino de
gota.

Nos mostramos ainda que AnxA1 tem papel fundamental no processo de
resolucao da inflamacgéao induzida por cristais de MSU. Além disso, o peptideo
derivado de AnxA1 diminuiu o recrutamento e acumulo de neutrdfilos na
cavidade articular e reduzir o intervalo de resolucdo. Mecanisticamente, AnxA1
resolve a inflamagao induzida por cristais de MSU através da indugao de
apoptose e redugéao dos niveis de IL-1p.

Assim, concluimos que MIF € um importante mediador no processo inicial da
inflamacao da gota, mimetizando um ataque agudo de gota e pode ser usado
como alvo para controle de inflamacéao intensa desencadeada pela deposicao de
cristais de MSU. Além disso, AnxA1 participa do processo de resolugdao da
inflamacao da gota, controlando o recrutamento de neutrdéfilos e induzindo a
resolucao através da indugdo de apoptose em neutrdfilos recrutados. O
tratamento terapéutico com peptideo derivado de AnxA1 pode ser uma
importante estratégia terapéutica para reduzir o tempo de resolugédo do ataque

agudo de gota.
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Abstract

Gout is an acute inflammatory disease characterized by the presence of uric acid
crystals in the joint. This event promotes neutrophil infiltration and activation that leads
to tissue damage. We investigated here whether the oral administration of the probiotic
strain Bifidobacterium longum 5'" (BL) could ameliorate monosodium urate crystal
(MSU)-induced inflammation in a murine model of gout. Mice received oral
administration of BL or saline daily for 7 days and then were injected with MSU in the
knee cavity. Treatment with BL significantly alleviated the inflammatory parameters, as
seen by reduced hypernociception, reduced neutrophil accumulation in the joint and
myeloperoxidase activity (MPO) in periarticular tissue. There was inhibition of the
production of CXCL1 and IL-1p in joints. Levels of the anti-inflammatory cytokine IL-
10 were significantly higher in the knee tissue of mice treated with than control mice
injected with MSU. In conclusion, oral BL treatment reduced the inflammatory
response in an experimental murine model of gout, suggesting it may be useful as an
adjuvant treatment in patients with gout.

Keywords: probiotics, Bifidobacterium, inflammation, gout
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3
1
2
3 47  Introduction
4 48
5 49  Gout is an inflammatory disease that can affect both men and women and that is caused
6 50 by deposition of monosodium urate (MSU) crystals in joints (Harrold er al., 2006). The
U 51  prevalence of this disease has been increasing over the years, and both genetic and diet
g 52  are important risk factors associated with gout development (Bardin and Richette, 2014;
10 53  Robinson and Horsburgh, 2014; Roddy and Choi, 2014). Acute gout flares are usually
1 54  extremely painful and the inflammation response usually resolves spontaneously in a
12 55  few days. However, inadequate inflammatory resolution and repeated episodes of acute
13 56  gout may lead to irreversible tissue damage. The intense joint pain can be debilitating
14 57  and affect the occupational function of patients (Robinson and Horsburgh, 2014).
15 58  The injection of MSU crystals in the knee joint of mice may stimulate leucocytes to
16 59 release the active form of the inflammatory cytokine IL-1p (Amaral et al., 2012;
::; 60  Martinon et al, 2006). The release of IL-1p in gout is pivotal for downstream
19 61  stimulation of synovial cells, release of chemoattractants, recruitment of inflammatory
20 62  cells and progressive tissue damage (Amaral et al., 2012; Hachicha er al., 1995; Martin
21 63 et al, 2009; Terkeltaub and Ginsberg, 1988). Neutrophils are crucial for the
22 64  pathogenesis of gout (Terkeltaub, 2009) and their timely removal is essential for the
23 65  resolution of inflammation and avoidance of tissue injury (Busso and So, 2010; Martin
24 66 and Harper, 2010; Perez er al., 2014). Several treatment strategies may be used to
25 67  control the high levels of uric acid and thereby prevent crystal formation and gout
g? 68 attacks (Rees ef al., 2014). Treatment is not effective in all patients, especially those
28 69  with long standing hyperuricemia and gout.
29 70  There is a large set of evidence showing the influence of gut microbiota on the
30 71 development and maintenance of innate and adaptive immune responses (Arpaia ef al.,
31 72 2013; Maslowski et al., 2009; Vieira et al., 2015; Wu et al., 2010). In the therapeutic
32 73 panorama, this raises the possibility of using gut commensal bacteria as probiotics to
33 74  modify the systemic inflammatory response. Probiotics are defined as “live
34 75  microorganisms, which, when administered in adequate amounts, confer a health benefit
35 76 on the host” (Reid ef al., 2003). Most probiotics are commensal bacteria from the
g? 77  human gut, including bifidobacteria and lactic acid bacteria, which have been shown to
38 78 modulate the immune system locally and systematically (Vieira er al., 2013).
39 79 Bifidobacterium longum 5'* has been isolated from the feces of a healthy child and
40 80 selected as a candidate for probiotic use based on in vitro (Souza et al., 2013) and in
41 81  vivo criteria (Souza ef al., 2012), and in a clinical trial (Guerra et al, 2011). The
42 82  beneficial effects of B. longum 5'* as an anti-inflammatory probiotic have been
43 83  demonstrated before (Soura et al., 2012; Souza et al., 2013). Therefore, in the present
44 84  study, we aimed to investigate the potential beneficial effects of oral administration of
45 85 the probiotic B. longum 5'* in a model of inflammation induced by injection of MSU
js 86  crystals in the knee joint of mice.
48 &
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Materials and methods
Animals

Eight-to-ten-week-old male C57BL/6J (wild type) mice were purchased from the Center
for Bioterism of the Federal University of Minas Gerais (UFMG) in Belo Horizonte,
MG, Brazil. Water and commercial autoclavable diet (Nuvital, Curitiba, PR, Brazil)
were sterilized by steam and offered ad /ibitum to animals which were maintained in a
ventilated animal caging system (Alesco Ltda., Campinas, SP, Brazil) with controlled
lighting (12 h light, 12 h dark) and temperature (22.0 + 0.5°C). All experimental
procedures were carried out according to the standards set forth by the Brazilian Society
of Laboratory Animal Science/Brazilian College for Animal Experimentation
(SBCAL/COBEA, 2006. Available at: http://www.cobea.org.br/.). The study was
approved by the Ethics Committee in Animal Experimentation of the UFMG (CETEA
165/2008).

Oral treatment with Bifidobacterium longum

Bifidobacterium longum 5" (BL) used in this experiment was isolated from the feces of
a healthy child, identified by Multiplex PCR and belongs to the culture collection of the
Laboratory of Ecology and Physiology of Microorganisms, UFMG, Belo Horizonte,
MG, Brazil. The bacterium was grown in De Man, Rogosa and Sharpe (MRS) broth
medium (Difco, Sparks, MD, USA) for 48 hours in an anaerobic chamber (Forma
Scientific Company, Marietta, OH, USA,) containing an atmosphere of 85% N, 10%
H, and 5 %CO,, at 37°C. A single daily dose of 0.1 ml containing 10° colony-forming
units (CFU) was administrated by intragastric gavage to each mouse during 7 days prior
to monosodium urate (MSU) crystals injection. A control group received intragastrically
phosphate buffer saline (PBS).

Experimental model

After anesthesia (60:80 mg/kg ketamine:xylazine; i.p. Syntec, Sdo Paulo, Brazil), mice
were injected with MSU crystals (100 pg) into the tibio-femoral joint. Inflammation
parameters were evaluated at different time points after MSU crystals injection (6 and
15 hours). A control group was injected with PBS.

Experimental design

Four groups of 6-7 mice each were evaluated: 1) Control group injected with PBS
(PBS); 2) Contrel group injected with PBS and orally treated with B. longum (PBS +
BL); 3) Group injected with MSU crystals and orally treated with PBS (MSU); and 4)
Group injected with MSU crystals and orally treated with B. longum (MSU + BL). All
mice were sacrificed by cervical dislocation, and the knee articular cavity was removed
and washed with PBS containing 3% bovine serum albumin (2 x 5 pL) for cell counts.
Leukocytes from the articular cavity were determined in a Neubauer chamber after
staining with Turk’s solution. Differential counts were performed in Cytospin (Shandon
11, Thermo Shandon, Frankfurt, Germany) preparations by evaluating the percentage of
each leukocyte on a slide stained with May-Grunwald-Giemsa. Periarticular tissue was
removed from the joints for cytokine and chemokine evaluation and myeloperoxidase
activity.
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2
3 138
4 139 Evaluation of hypernociception
g 140
. 13; Evaluation of mechan.ical hypernociception was performed as previously described
8 pp i}SatchsSei al., 2011), using an eleclro_nic pressure meter (INSIGHT Instruments, Ribeirdo
9 e b;flrl ;;io ;ﬁ Paulo, Brazil). The ﬂexllon-el{cited .withdrawal threshold was used to infer
10 - responses associated with pain. Mice under pain tolerate lower pressure.
1 esults are expressed as mean measurements (in gram).
12 146
::3 147  Cytokine and chemokine determination

148
15 iarti i
i 149  Periarticular knee tissue were collected and homogenized in PBS containing anti-
e 150 prot@ase's (0.]' mM PMSF, 0.1 mM benzethonium chloride, 10 mM EDTA, and 20
o 12; ll\(/[a(l)lllil}eslglnhlbltor IOJmts of aprotinin A - all purchased from Sigma-Aldrich, St. Louis
19 =2 1 ,2 ) and 0.05% Tween 20 (Slgma-Aldrich), as previously described (Coelho er
20 > c?,, 00$). Samples were homogenized and the supernatant was used for cytokine and
21 d}emokme concentrations measured by ELISA in accordance with the manufacturer’s
gg 155  Kit instructions (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA)

156 ’ ‘
24 157  Quantification of neutrophil tiss ]

[ phil tissue accumulation by my idas “tivity

22 N Svaniyila mulation by myeloperoxidase (MPO) activity

159
27 .
o8 120 The extent of neutrophlls accumulation in the periarticular knee tissue was measured by
59 1 assaying myeloperox1d_ase (MPO) activity, as previously described (Amaral ef al., 2012;
30 162  Vieira ef al. 2015). This enzyme is present at a high specific activity withi , hil ’

163  Briefly, the tis /¢ ‘e : in liquid ni ; i il
31 . y, the tissue was removed and snap-frozen in liquid nitrogen. Upon thawing, the
32 164  tissue (100 mg) was homogenized with 1.9 mL buffer (0.1 M NaCl, 0.02 M Nal—l:PO4
gi 165 1H,O, 0.015 M Nag—EDTA, pH 4.7) and centrifuged at 3,000 g for 10 minutes atL4OC‘
= 166  The supematant was discarded and the precipitate was subjected to hypotonic lysisl
o 167 AﬁEr further centrifugation, the precipitate was resuspended in a 0.05 M NaHzPO«.
37 168 bu_h‘er (pH .5.4) ?ontaining 0.5% hexadecyltrimethyl-ammonium bromide (HTAB;
38 139 §S1gma-Aldr1ch), frozen three times in liquid nitrogen, and centrifuged at 4°C at 3,000 g
39 0 or 10 minutes, and homogenates supernatants were stored at -20°C until used 1‘0r,MF'O
40 171 assay. "_l"he assay ust_:d 25 uL of 3,3,5,5'-tetramethylbenzidine (TMB; Sigma Chemical
41 172 Co.), dissolved in dimethyl sulfoxide (Merck, Rahway, NJ) in a final concentration of
42 173 1.6 mM, 100 pL H,O., dissolved in phosphate buffer (0.05 M Na;PO. 9
2 s B : p _ ; a;P04, 0.5% HETAB,
” pH 54) in a Ilqal concentration of 0.003% v/v and 25 pL of supernatant from tissue
e 175 sample processing. The reaction was started at 37°C for 5 minutes in a 96-well
o gf}, n;lé:roplate by adfimg the supernatant and the TMB solution. After that, H>O, was
A5 o del.i!d, allgg the mixture incubated at 37°C for 5 minutes. The reaction was stopp;d by
48 ing 1C pL of 4 M H>S04 and was quantified at 450 nm in a spectrophotometer. The
49 179  neutrophil content was calculated from a standard curve based on MPO activity
50 180 expressec_l as absorbance increase at 450 nm from 5% casein peritoneal-inducezi
51 181  neutrophils assayed in parallel. We used casein-elicited neutrophils from mice to
glz)’ 182 c:‘o.nstruct the standard curves. Under the conditions described here, the MPO assay
- 183  failed toldetect macrophages obtained from the peritoneal cavity of thioglycollate-
e 184  treated mice and processed the same way. o

185 )
5 .
5? 186  Statistical analysis

187
58
59



OO~ WN =

188
189
190
191
192
193

Beneficial Microbes

All experiments were repeated at least three times. Data were expressed as means +
standard error and analysis performed using the statistical software GraphPad Prism
5.00 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Differences between means were
evaluated using analysis of variance (ANOVA test), followed by Newman-Keuls test.
Results with p<0.05 were considered significant.
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Results

Oral B. longum 5" treatment decreased hypernociception and leukocyte accumulation
induced by MSU crystals

First, joint dysfunction was evaluated by measuring the hypernociceptive response of
mice to MSU injection. We have previously described that the injection of 100 pg of
MSU crystals induces a hypernociceptive response, a clinical marker of pain in animals,
characterized by a decrease of the withdrawal threshold in response to mechanical
stimulation of the inflamed limb (Amaral et afl, 2012). This increase of
hypernociception was observed 15 hours after MSU injection (Figure 1). Treatment
with BL greatly decreased hypernociception to values observed in the PBS group
(Figure 1).

Next, we investigated if oral treatment with BL could reduce the joint inflammation
induced by MSU crystals. As presented in Figure 2, MSU injection induced an influx of
leukocyte to the joint starting after 6 hours and peaking 15 hours post injection (Figure
2A). This infiltrate was predominantly constituted of neutrophils as determined by
differential count (Figure 2B). It have been described that neutrophils are the pathologic
hallmark of inflammation induced by MSU crystals (Amaral ef al., 2012; Popa-Nita and
Naccache, 2010). When we gave mice a preparation of BL by oral gavage 7 days prior
to MSU challenge, there was a demonstrable decrease in the total numbers of leukocytes
(Figure 2A), basically due to reduced neutrophil recruitment to the knee cavity (Figure
2B). Altogether, these results show that previous oral BL treatment improved the
clinical parameters in the experimental murine model of gout, as demonstrated by the
reduction of hypernociception and leukocyte recruitment.

Oral B. longum 5" treatment reduces myeloperoxidase activity and production of pro-
inflammatory mediators but induces high production of anti-inflammatory cytokines in
gouty mice

In order to confirm if oral BL treatment reduced inflammatory parameters associated
with the neutrophil influx seen in gout, we investigated the MPO activity and
production of some cytokines. Oral BL treatment reduced the MPO activity in the
periarticular tissue 6 and 15 hours after MSU injection (Figure 3) corroborating with the
reduction of neutrophils accumulation into the articular cavity (Figure 2B). We also
investigated the production of the pro-inflammatory mediators CXCLI1 and IL1-p and
the anti-inflammatory mediator IL-10 (Figure 4). MSU crystal increased the levels of
CXCLI and TL-1p in the periarticular knee tissue of mice 6 and 15 hours after injection.
These high levels are associated with neutrophil recruitment 6 and 15 hours after the
challenge observed in the previous figures. Although oral treatment with BL induced
higher levels of CXCLI1 at 6 hours comparing to untreated mice (Figure 4A), these
levels dropped significantly 15 hours after MSU crystals injection in the MSU + BL
group (Figure 4A). Similar results were found for IL-1f levels in the periarticular knee
tissue of the same group of mice (Figure 4B). High levels of TL-1p were also observed
after 6 hours in the MSU + BL group, but these levels similarly reduced rapidly 15
hours after the injection when compared to the MSU group (Fig. 4B).

Interestingly, mice treated with BL showed higher levels of the anti-inflammatory 1L-10
cytokine after 6 hours of MSU injection when compared to the MSU group (Figure 4C)
although there was no difference at 15 hours. Increased levels of [L-10 are generally
associated with spontaneous resolution of gout (Chen ef al., 2011), whereas reduction of
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IL-1p levels are associated with a decrease of inflammatory and hypernociception
response (Amaral er al., 2012). Altogether, these data suggest that oral BL treatment
might induce the resolution of the inflammatory response induced by MSU crystals.
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Discussion

The present study evaluated the effects of prophylactic administration of
Bifidobacterium longum 5'* in a model of gout in mice. Our findings showed that daily
oral treatment with B. longum 5'A for seven days reduced inflammation by decreasing
the number of inflammatory leukocytes recruited to the joint, reduced levels of pro-
inflammatory cytokines and hypernociception induced by injection of MSU crystals in
the knee joint. It was also found that such treatment increased the levels of the anti-
inflammatory cytokine IL-10 in the knee tissue.

Gout is the most prevalent form of inflammatory arthritis and is associated with
impaired quality of life and development of the metabolic syndrome (Lee et al., 2009;
Roddy et al., 2007b). The prevalence of the disease has risen within the last decades,
rendering gout an important health care issue. This increase could be attributed to
various factors including increase in longevity, lifestyle and dietary modifications
(Roddy et al., 2007a). Although there are some treatment modalities for acute gout
episodes, this disease still represents a substantial health issue and dietary therapy
emerges as a new promising alternative. The association between gout and dietary
factors has been recognized for centuries but only recently this has been confirmed by
epidemiological studies (Roddy and Doherty, 2010). Another factor influenced by both
dietary modifications and arthritis development is the gut microbiota (Maslowski and
Mackay, 2011). Altered gut microbiota (dysbiosis) has been found in patients with
arthritis (Eerola ef al., 1994) and the use of gnotobiotic animals also confirmed the role
of gut microbial communities in arthritis development (Scher and Abramson, 2011).
Probiotics seem to be capable of normalizing gut microbiota in a beneficial way in
situations of dysbiosis, as well as to have anti-inflammatory properties, not only locally
in the gut but also systematically (Homayouni Rad er al., 2013). Additionally, clinical
trials showed that treatment with probiotics in arthritis reduced disease activity
(Hatakka et al., 2003; Pineda Mde et al., 2011).

Bacteria pertaining to the genus Bifidobacterium are important constituents of the
indigenous microbiota of the human gut and their well-known beneficial effects on the
health of the human gastrointestinal tract explain its widely use as probiotics to prevent
and/or to treat intestinal disorders (Picard ef al., 2005; Vieira et al., 2013). Interestingly,
Bifidobacterium fecal levels have been found reduced in arthritic rats (Vaahtovuo er al.,
2008) and administration of a Bifidobacterium bifidum strain produced a significant
reduction of inflammatory biomarkers with simultaneous colonization of bifidobacteria
in the colon (Al-Okbi, 2011). To explain this effect, Fukuda et al. (Fukuda et al., 2011)
proposed recently a mechanism involving the production of short chain fatty acids
(SCFA) by these bacteria. Our group has previously demonstrated that acetate, the
mostly abundant SCFA produced by fermentable commensal bacteria in the gut, had
anti-inflammatory effects in many chronic diseases such as, asthma, colitis and also
arthritis (Maslowski ef al., 2009). Although, we did not explore in the current study the
effects of such metabolites produced by BL, this may be an alternative mechanism by
how this bacterium could be acting in the gout model used here. A probable underlying
mechanism through which probiotics affect systemic immunity is also through the
interaction with microorganism associated molecular patterns and pattern recognition
receptors (MAMPs and PRRs, respectively) and others receptors such as, G-coupled
protein receptors 43 (Lebeer et al., 2010; Vieira et al., 2013). These findings put
forward the ability of oral treatment with probiotic to diseases that occur outside the gut.
However, the immunomodulatory properties of probiotics are strain specific, which has
to be taken into account when it exerts the desired effects in a particular health
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condition.

In the present work, BL treatment reduced both the recruitment of neutrophils and the
MPO activity at the site of inflammation, but for the first parameter this reduction was
only observed in the last phase of the experimental gout period (15 hours). Clinically,
gout is characterized by an edema of the joints, with consequent severe pain, and a
strong infiltration of neutrophils in the intra- and periarticular area. In our murine model
of gout induced by injection of MSU crystals, the chemokine CXCL1 is necessary for
the recruitment of neutrophils to the inflammation site(Amaral et al., 2012; Coelho ef
al., 2008; Kobayashi, 2008). Neutrophils are an important cell population as first line of
defense, especially in the early stage of an infection where they have been largely
known to participate in antimicrobial host defense (Nathan, 2006). Neutrophils remain
in high local levels and contribute significantly to tissue damage by production of
several inflammatory mediators (Amaral et al., 2012; Nathan, 2006). Thus, their timely
removal is essential for the resolution of inflammation and strategies to promote their
withdrawal from the inflammatory site would be clinically beneficial. Consistently, we
showed here the ability of BL treatment to induce resolution of experimental gout
inflammation concomitant with reduction of hypernociception (pain).

In addition to the low levels of CXCL-1, the reduction of neutrophils was also
associated with a falling in [L-1pB levels. The production and the release of the active
form of IL-1B is crucial step that initiates gouty inflammation and promotes the
recruitment of vast numbers of neutrophils at the site of inflammation (Amaral et al.,
2012; Martinon et al,, 2006). Here, the mechanisms by which BL acts on IL-1p
signaling were not clarified, and this would be an important objective for further
studies. However, the production of IL-10 was significantly increased in knee tissue of
mice previously treated with BL and then challenged with MSU crystals. IL-10 is an
anti-inflammatory cytokine whose quantitative determination has been used recently to
assess the immunomodulatory effects of probiotic (Foligne ef al., 2007; Shida et al.,
2011). It has been reported as a good indicator of clinical efficacy of probiotic strains
under investigation, since high levels of IL-10 are associated with down-regulation of
leukocytes activity contributing to the resolution of inflammation and restoration of
tissue homeostasis (Serhan et al., 2007).

Conclusion

The data presented in the current study show that B. longum 5'* has significant anti-
inflammatory effect in a murine model of gout. However, further studies are necessary
to elucidate the underlying mechanisms of this beneficial action and whether they
should also be beneficial in humans. In this regard, it may be of interest to consider
probiotic therapies using promising candidates, such as B. longum 5'*in future clinical
trials to treat gastrointestinal and extra-intestinal inflammatory diseases, such as gout.
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Legends to figures

Figure 1. Nociceptive response to mechanical stimulation after MSU injection. Mice
were sacrificed 6 or 15 hours after intraarticular injection of 100 pg of MSU crystals.
Oral treatment with BL. was done by daily gavage 7 days prior MSU crystals injection
and until sacrifice. Bars show the mean = SEM results in 6 mice per group. **p<0.01.

Figure 2. Recruitment of leukocytes after oral B. /ongum treatment and MSU induced-
inflammation. Intraarticular injection of 100 pg of MSU crystals promoted an influx of
total leukocytes (A). This influx was compound mainly by neutrophils (B) in the
intraarticular knee cavity. Bars show the mean + SEM results in 6 mice per group.
*p<0.05.

Figure 3. Accumulation of neutrophils in the periarticular tissue assessed by
myeloperoxidase activity (MPO). Intraarticular injection of 100 pg of MSU crystals
induced an accumulation of neutrophils in the periarticular tissue 15 hours after the
challenge. The pre-treatment for 7 days with BL reduced this accumulation. Bars show
the mean + SEM results in 6 mice per group. *p<0.05 and ***p<0.001,

Figure 4. Levels of pro-inflammatory and anti-inflammatory cytokines in the
periarticular tissue after oral B. longum treatment. The pro-inflammatory cytokines
CXCL1 (A) and IL-1B (B) and anti-inflammatory cytokine IL-10 (C) were determined
by ELISA in the periarticular knee tissue from mice 6 and 15 hours after intraarticular
injection of 100 pg of MSU crystals. Bars show the mean = SEM results in 6 mice per
group. *p<0.05 and **p<0.01.
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Abstract

Objectives: The aim of this study is to evaluate the role of Macrophage migration
inhibitory factor (MIF) in inflammation caused by monosodium urate (MSU) crystals.
Methods: MSU crystals and recombinant MIF were injected into the tibiofemoral joint
of C57B1/6J male mice. Cell influx and levels of IL-1p and CXCL1 were evaluated in the
joint. Mechanical hypernociception was analyzed by electronic pressure meter. MIF was
also measured in synovial fluid obtained from patients with gout.

Results: Intra-articular injection of rMIF promoted neutrophil recruitment and increased
the levels of IL-1P and CXCL1 in the joint. MSU crystals increased the levels of MIF at
early time points and treatment with ISO-1, a small molecule inhibitor of MIF, reduced
neutrophil recruitment induced by MSU crystals. Injection of rMIF induced IL-1 mRNA
synthesis both in vitro and in vivo and the inhibition of MIF activity decreased IL-1p
synthesis following MSU crystals injection. However, blockade of IL-1p did not reduce
the recruitment of neutrophils induced by MIF. In patients with acute gout, MIF was
detectable in synovial fluid and there was a positive correlation with IL-1p levels.
Conclusion: In the model used in this study, MIF is upregulated by MSU crystals and its
inhibition causes reduced joint inflammation. Mechanistically, MIF promotes neutrophil
recruitment and IL-1f synthesis, two crucial events contributing to the pathogenesis of

gout.

Key words: Gout, MIF, IL-18, neutrophil



127

Introduction

Gout is an ancient disease caused by the deposition of monosodium urate (MSU)
crystals in the joints (Nuki and Simkin 2006). This disease is directly correlated with life
style, such as an excessive consumption of alcohol and purine-rich foods and also by
genetic factors that regulate uric acid metabolism, a byproduct of purine degradation
(Robinson and Horsburgh 2014). Importantly, the incidence of gout has constantly
increased over the past few decades (Roddy and Choi 2014). Hyperuricemia is necessary
but not sufficient to cause gout attacks and joint disease. During the acute phase of gout,
the deposition of MSU crystals triggers an extremely painful inflammatory attack in the
affected joints, accompanied by edema and erythema of the overlying skin. The
persistence of the stimulus contributes to the appearance of tophi, joint limitation, joint
swelling and deformity, characteristic symptoms and signs of the chronic stage of gout
(Perez-Ruiz, Castillo et al. 2014).

Resident cells, including macrophages, fibroblasts and mast cells, interact with
MSU crystals and initiate the production of several inflammatory mediators, which lead
to a massive neutrophil infiltration to the joint, amplifying the inflammation (Martin,
Walton et al. 2009) (Reber, Marichal et al. 2014). It is well known that MSU crystals
trigger NLRP3 inflammasome activation, culminating in the release of the active form of
IL-1B, a major cytokine driving inflammatory changes in response to MSU crystal
(Martinon, Petrilli et al. 2006). The influx of neutrophils into the joint is a hallmark of
acute gout attack (Popa-Nita and Naccache 2010). Experimentally, neutrophil recruitment
that occurs in gout is dependent on the chemokine receptor CXCR2 and its related
chemokines, CXCL1 and CXCL2, that are produced under IL-1f action (Amaral, Costa

et al. 2012). Once in the joint, neutrophils release a series of inflammatory mediators that
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contribute to joint inflammation and pain, including ROS, cytokines, chemokines, NETs
and granule constituents, such as proteolytic enzymes (Mitroulis, Kambas et al. 2013).
MIF was one of the first cytokines described and was identified in a delayed-type
hypersensitivity (DTH) reaction and released by T lymphocytes (David 1966). MIF has
important functions in innate immunity and is expressed constitutively in immune cells,
which release MIF after stimulation with microbial products and pro-inflammatory
cytokines (Calandra and Roger 2003). MIF appears to contribute to the pathogenesis of
certain acute and chronic inflammatory diseases, including rheumatoid arthritis (Leech,
Metz et al. 1999). The major actions triggered by MIF occur by binding to the
extracellular domain of CD74 molecule, the cell-surface form of the MHC class-II-
associated invariant chain (Leng, Metz et al. 2003). However, in addition to the direct
effect on CXCR2, MIF up-regulates IL-8, the cognate ligand of CXCR2 dependent
neutrophil recruitment, and also IL-1PB messenger RNAs via a complex system (Onodera,
Nishihira et al. 2004). In the present study, we investigated whether MIF could be
involved in the inflammatory cascade and injury that follows injection of MSU crystals

In mice.
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Methodology

Animals

Eight-to-ten-week-old male C57BL/6J (wild type) mice were purchased from the
Centro de Bioterismo of the Universidade Federal de Minas Gerais (UFMGQG) in Brazil.
All animals were maintained with filtered water and food ad libitum and kept in a
controlled environment. Experiments received prior approval by the animal ethics

committee of UFMG (protocol n® 165/2008 and 2/2015).

Articular inflammation

Mice were placed under anesthesia (150:10 mg/kg ketamine:xylazine; i.p. Syntec, Sao
Paulo, Brazil) and were injected with human recombinant MIF (rMIF — 100 ng/cavity —
PeproTech Inc., Rocky Hill, NJ, USA) or MSU crystals (100 pg/cavity) into the
tibiofemoral joint. In different set of experiments, mice received an injection of MIF
antagonist (ISO-1 - 50ug/cavity - Calbiochem, US and Canada), into the tibiofemoral
joint before MSU crystals injection or the administration of IL-1 receptor antagonist (IL-
Ira - 5mg/kg - Biogen) intraperitoneously before rMIF injection. Inflammation
parameters were evaluated at different time points after injection of rMIF injection (6 and
15 hours) or MSU crystals (1, 3, 6 and 15 hours). Mice were culled in a CO, chamber
followed by cervical dislocation, and the articular cavity was washed with phosphate
buffered saline (PBS) continaing 3 % bovine serum albumin (2 x 5 pL) for cell counts.
Periarticular tissue was removed from the joints for cytokine and chemokine evaluation.
Leukocyte numbers in the articular cavity were determined in a Neubauer chamber after
staining with Turk’s solution. Differential counts were performed in Cytospin (Shandon

III, Thermo Shandon, Frankfurt, Germany) preparations by evaluating the percentage of
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each leukocyte on a slide stained with May-Grunwald-Giemsa (Amaral, Costa et al.

2012).

MSU preparation

For preparation of MSU, 1.68 mg of uric acid was dissolved in 500 mL of 0.01 M NaOH
solution heated to 70 °C, the pH adjusted to 7.1-7.2 and filtered (0.2 pm). The solution
was maintained at room temperature with slow stirring until crystals were formed (around
24 h). The supernatant was discarded and the crystals washed in ethanol followed by short

sonication. The crystals were then dried and resuspended in PBS just before use.

Evaluation of hypernociception

Evaluation of mechanical hypernociception was performed as previously described
(Sachs, Coelho et al. 2011), using an electronic pressure meter (INSIGHT Instruments,
Ribeirdo Preto, Sao Paulo, Brazil). The flexion-elicited withdrawal threshold was used to
infer behavioral responses associated with pain. Results are expressed as the change in

withdrawal threshold (in grams).

Cytokine and chemokine determination

Periarticular tissues were collected and homogenized in PBS containing antiproteases
(Coelho, Pinho et al. 2008). Samples were homogenized and the supernatant was used for
cytokine and chemokine concentrations, in accordance with the manufacturer’s

instructions (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA).

Western blot analysis
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Periarticular tissue samples (20-40 mg tissue) were homogenised at 500 pl of lysis buffer
using a homogenizer Electrical (Power Gen 125 - Pennsylvania Fisher Scientific, USA).
The whole-cell extracts were prepared as described earlier (Vago, Nogueira et al. 2012).
Protein amounts were quantified with the Bradford assay reagent from Bio-Rad
(Hercules, CA, USA). Extracts (30 g) were separated by electrophoresis on a denaturing,
15% polyacrylamide-SDS gel and electrotransferred to nitrocellulose membranes.
Membranes were blocked overnight at 4°C with PBS containing 5% (w/v) nonfat dry
milk and 0.1% Tween-20, washed three times with PBS containing 0.1% Tween-20, and
then, incubated with specific primary antibodies (anti-CD74, Santa Cruz Biotechnology,
INC. and anti-B-actin, Sigma-Andrich, St. Loius MO, USA) using a dilution of 1:1000 in
PBS containing 5% (w/v) BSA and 0.1% Tween-20. After washing, membranes were
incubated with appropriated HRP-conjugated secondary antibody (1:3000).
Immunoreactive bands were visualized by using an ECL detection system, as described

by the manufacturer (GE Healthcare, Piscataway, NJ, USA).

Real-Time PCR

Total RNA was isolated from synovial tissue using TRIzol reagent (Ambion, Life
Technologies, USA) and from Bone Marrow Derived Macrophage using RNeasy mini kit
(Qiagen, Hilden, Germany). The RNA obtained was resuspended in diethyl
pyrocarbonate treated water and stocked at -70 °C until use. Real-time PCR quantitative
mRNA analyses was perfomed on 7500 fast real time PCR system using Power SYBR
Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, FosterCity, CA, USA) after reverse
transcription reactions of 1 pg of RNA using SuperScript III Reverse Transcriptase
(Invitrogen, Life technologies, USA). The relative level of gene expression was

determined by the comparative threshold cycle method as described by the manufacturer,
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whereby data for each sample were normalized to GAPDH constitutive gene and
expressed as a fold change compared with control. The following primer pairs were used:
for GAPDH 5°- ACG GCC GCA TCT TCT TGT GCA -3’(forward) and 5’- CGG CCA
AAT CCG TTC ACA CCG A -3’(reverse); for IL-1B 5’- CTA CAG GCT CCG AGA
TGA ACA AC -3’(forward) and 5’- TCC ATT GAG GTG GAG AGC TTT C -

3’(reverse).

In vitro study

We used bone marrow-derived macrophages (BMDM). After euthanasia, mice were
sprayed with 70 % ethanol and each femur and tibia flushed with 5 mL of Dulbecco’s
modified Eagle’s medium (DMEM; Cultilab, Sdo Paulo, Brazil) containing 100 U/mL
penicillin, 100 mg/mL streptomycin, and 2 mM Lglutamine). The resulting cell
suspension was centrifuged, and the cells resuspended in bone marrow differentiation
media containing DMEM, 10 % fetal bovine Serum (FBS; Cultilab) and 10 % L929 cell-
conditioned medium (LCCM) as a source of macrophage colony-stimulating factor (M-
CSF) (Englen, Valdez et al. 1995). The cell suspension generated thereafter was filtered
with cell strainer (BD Biosciences, Bedford, MA, USA) and transferred to a bottle culture,
incubated for 3 hours at 37 °C ina 5 % of CO; atmosphere. The supernatant was collected,
the bottle was washed twice with 5 mL of PBS and then centrifuged with 1200 rpm 10
min. Cells were resuspended in bone marrow differentiation media, seeded (5 x 10° cell
per well)

in 24 wells culture plates (BD Biosciences) and incubated at 37 °C in a 5 % CO»
atmosphere (day 0). Four days later, 100 pL of LCCM was added to the cultures and
incubated for an additional 3 days. At day 7, the supernatants were discarded, 1mL of

DMEM added and cells incubated for an additional 3 days. At the end of this process,
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BMDM were obtained for further experimental procedure. Cells were stimulated with 1
pg/mL of lipoposacharide (LPS) from Escherichia coli (Sigma Aldrich, St. Louis MO,
USA) and 200 ng/mL of rMIF for one hour (Klasen, Ohl et al. 2014). Cells were collected

for real time PCR for IL-1.

Collection of synovial fluid

Synovial fluid (SF) was obtained from 12 patients diagnosed with gout by the
identification of monossodium urate crystal in synovial fluid and from 8 patients
diagnosed with osteoarthritis, level III. The definition of patients’ population is shown in
Table 1. The SF was harvested using a sterile syringe with the needle injected into the
knee joint using a standardized anterolateral portal technique, strictly avoiding
hemarthrosis. Synovial fluid was collected in tubes containing heparin to avoid
coagulation. Cell counts were performed within 24 hours of aspiration and a 500 uL
aliquot was centrifuged at 400 g for 5 minutes, supernatants collected and immediately
stored at —70 °C until use for MIF and IL-1p measurements. All patients provided
informed consent to participate the study, which was approved by the Ethics Committee
of the University Hospital of Ribeirdo Preto, University of Sao Paulo, Brazil (protocol

no. 4971/2012).

Statistical analysis

All results are presented as the mean + SEM. The analysis of the difference between two
groups was performed by Student’s t-test. Normalized data of three or more groups were
analyzed by one-way ANOVA, and differences between groups were assessed using the

Student-Newman-Keuls post-test. Pearson correlation was used for correlation in
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normalized data. A P value <0.05 was considered significant. Calculations were
performed using the Prism 5.0 software for Windows (GraphPad Software, San Diego,

CA, USA).
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Results

In order to verify if MIF could induce joint inflammation akin to what has been observed
after MSU crystals (Amaral, Costa et al. 2012), we injected 100ng of recombinant MIF
(rMIF) into the tibiofemoral joint of mice. We choose that dose after a dose-response
curve of hypernociception induced by i.pl. injection of rMIF (10, 30, 100 and 300 ng per
paw), which peaked at the dose of 100 ng (data not shown). According to Figure 1, rMIF
promoted the recruitment of leukocytes at 6 and 15 hours after injection [Figures 1A].
Neutrophils were the majority of infiltrating cells [Figure 1A]. Moreover, rMIF induced
the expression of IL-1f in the joint cavity and periarticular tissue [Figure 1B], mainly at
6 hours after injection. A similar profile was also seen for the chemokine CXCLI,
detected in the cavity and in periarticular tissues [Figure 1C] after rMIF injection. Thus,
MIF per se can cause joint inflammation that mimics certain parameters observed after

injection of MSU crystals.

MIF contributed to the inflammatory response induced by MSU crystals

Next, we examined whether MIF has a role in the pathogenesis of MSU crystal-induced
inflammation. The injection of MSU crystals into the joint of mice increased the levels of
MIF and the expression of MIF receptor CD74 in periarticular tissue mainly at early time
points [Figure 2A]. Next, mice were treated with ISO-1, an inhibitor of MIF activity,
before injection of MSU crystals in the joint. Mice treated with ISO-1 (50 pg/cavity)
showed reduction of recruitment of neutrophils [Figure 2A], after injection of MSU
crystals when compared to vehicle-treated mice. Moreover, the blockade of MIF reduced
levels of IL-1p in the cavity and in periarticular tissue [Figure 2B]. On the other hand, the
levels of the chemokine CXCLI1 in the joint cavity and periarticular tissue [Figure 2C]

did not alter after ISO-1 treatment.
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One of the striking features of acute gout is the painful inflammation triggered by
deposition of MSU crystals. Pain is the most common clinical finding and the main reason
why patients seek medical care (Vanltallie 2010). In other to evaluate articular
hypernociception in mice, we used a method previously described, which quantifies the
withdrawal threshold after mechanical pressure of the inflamed limb (Sachs, Coelho et
al. 2011). Corroborating the contribution of MIF to the pathogenesis of gout, the blockade
of MIF activity reduced hypernociception induced by MSU crystals injection [Figure 2D].
Therefore, MIF contributes to inflammation and hypernociception caused by MSU
crystals and the contribution of MIF can be associated to facilitation of IL-1p release and

neutrophil recruitment.

MIF contributes to inflammation in gout by the induction of IL-1p mRNA synthesis
Our results showed that rMIF induced the secretion of cytokine IL-1p in the cavity and
periarticular tissue (Figure 1). Furthermore, the blockage of MIF activity through
treatment with ISO-1 reduced the levels of this cytokine in the model of gout (Figure 2).
In both tests, IL-1P protein was measured suggesting that MIF could be interfering with
induction of the gene. To evaluate the first possibility, we evaluated the synthesis of pro-
IL-1B mRNA both in vitro and in vivo. Using bone marrow derived macrophages
(BMDM), rMIF had a significant effect on IL-1p mRNA synthesis (Figure 3A). The
injection of rMIF into the joint increased the expression of IL-13 mRNA 1 hour later in
periarticular tissue when compared to saline injection (Figure 3B). Moreover, MSU
crystals injection increased the levels of IL-1 mRNA 3 hours later in periarticular tissue

and the treatment with ISO-1 10 minutes before MSU crystals injection reduced IL-1P
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mRNA expression (Figure 3C). Therefore, MIF has a major role in driving pro- IL-1f

mRNA after injection of MSU crystals.

IL-1P blockade does not interfere with the cellular recruitment induced by MIF

Next, we investigated if the blockade of IL-1p receptor interferes with the leukocyte
recruitment induced by rMIF. The treatment with IL1-ra (Biogen, USA) 40 minutes
before rMIF did not reduce the recruitment of leukocytes [Figure 4A], mostly neutrophils
[Figure 4B], 6 hours after rMIF injection when compared to mice without IL-1ra
treatment. These data suggest that although rMIF can induce IL-1p production and can
contribute to MSU crystal-induced IL-1 production and consequent neutrophil

recruitment, MIF-induced neutrophil recruitment is independent of IL-1f.

MIF levels are correlate with IL-1f levels in human synovial fluid

Once we had demonstrated that MIF contributed to MSU-induced inflammation in an
experimental model of gout by stimulating the synthesis of IL-1 mRNA and promoting
neutrophil recruitment to inflamed tissue, we evaluated whether there was production of
MIF in synovial fluid from patients with gout. Patients had a typical clinical presentation
associated with the finding of MSU crystals and neutrophils in the synovial fluid (Table
1). When we quantified the cytokines MIF and IL-1p in synovial fluid of these patients,
we found a positive correlation between these two cytokines. Pearson correlation analysis
showed that MIF levels were strongly related to IL-1p levels (r=0.636) and this relation

was statistically significant (p value= 0.026) (Figure 5).
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Discussion

Gout is a disease caused by the deposition of MSU crystals in the joint, with a
significant local inflammation and intense pain. In the present study we identify for the
first time that MIF is an important mediator of inflammation caused by MSU crystals
deposition in the joints. The major findings can be summarized as follows: 1) injection of
MIF in the joint reproduced the inflammatory response observed in gout, including
recruitment of neutrophils, increased levels of cytokines and pain; 2) injection of MSU
crystals increased the levels of MIF and its receptor in the joint and the blockade of MIF
reduced MSU crystals-induced joint inflammation; 3) mechanistically, MIF was
necessary for the production of IL-1p, an essential cytokine in the context of gout, by
stimulating the synthesis of IL-1 mRNA; 4) there is a positive correlation between MIF
and IL-1p in synovial fluid of patients with acute gout.

MIF is known to have chemotactic actions for different cell types, including
monocytes, T and B cells, and neutrophils (Bernhagen, Krohn et al. 2007, Klasen, Ohl et
al. 2014). MIF is thought to play a role in acute and chronic immunoinflammatory
conditions including rheumatoid arthritis, atherosclerosis and lupus erythematosus
(Santos and Morand 2009). MIF is released by mature blood and tissue neutrophils under
TNF-stimulation, and has a positive feedback on neutrophil recruitment in different
systems (Daryadel, Grifone et al. 2006). In our experiments, injection of MIF promoted
neutrophil recruitment when injected into the tibiofemoral joint of mice. Of note, the
influx of neutrophils into the joint is a hallmark of an acute gout attack and contributes to
articular damage and pain (Popa-Nita and Naccache 2010). Moreover, we show that rMIF
could increase levels of the cytokine IL-1B and the chemokine CXCL1, molecules that
are known to contribute to the recruitment of neutrophils to the joint. Importantly, we

demonstrate here that the injection of MSU crystals increased the levels of MIF in the
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joints only at early times points, at a time when only few neutrophils could be detected in
the inflamed joint (Amaral, Costa et al. 2012). In addition, there was up regulation of the
expression of the MIF receptor CD74.

Different studies have shown that the absence of MIF or its blockade by antibodies
reduced the recruitment of leukocytes under inflammatory conditions, including auto-
immune arthritis (Leech, Metz et al. 1998, Gregory, Leech et al. 2004, Santos, Fan et al.
2011). It was previously demonstrated that the small molecule ISO-1 inhibits MIF
tautomerase activity, suppressing its pro-inflammatory activities (Lubetsky, Dios et al.
2002). Here, we used ISO-1 to target the endogenous MIF activity and suppress
inflammation in vivo (Al-Abed, Dabideen et al. 2005). Our results demonstrate that
treatment with [ISO-1 greatly reduced neutrophil recruitment induced by injection of MSU
crystals. Moreover, ISO-1 treatment also reduced the hypernociception associated with
crystal-induced inflammation. In this system, we have previously shown that MSU
crystal-induced hypernociception was dependent on the influx of neutrophils (Amaral,
Costa et al. 2012). Therefore, MIF is produced early after injection of MSU crystals and
contributes to neutrophil influx and neutrophil-dependent inflammatory pain in this
model.

It has been previously shown that the cytokine IL-1f is a critical mediator of the
inflammation, including neutrophil influx and pain, caused by injection of MSU crystals
(Amaral, Costa et al. 2012, Mitroulis, Kambas et al. 2013). IL-1p is firstly produced in
its immature form, called pro-IL-1f, which is then cleaved and released in its active form
by the NLRP3 inflammasome assembled in response to recognition of MSU crystals by
specific cells. We demonstrate in this study that MIF increased the levels of IL-1p in the
inflamed joints. This is consistent with the ability of MIF to induce IL-1p in other

conditions (Toh, Aeberli et al. 2006, Assuncao-Miranda, Bozza et al. 2010). More
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importantly, blockade of MIF action with ISO-1 was associated with inhibition of IL-1f
levels in response to injection of MSU crystals. ISO-1 prevented the increase of pro-IL-
I mRNA induced by the MSU crystals suggesting that control of IL-1p gene
transcription is a major mechanism by which MIF controls inflammation in the context
of MSU crystal induced inflammation and, probably, in gout. This mechanism is
consistent with other in vitro studies showing that IL-13 mRNA was up-regulated by MIF
in synovial fibroblast (Onodera, Nishihira et al. 2004). Moreover, our results also
corroborate with the findings of Santos et al 2011, that showed a decreased expression of
IL-1B mRNA in synovial tissue of MIF-deficient mice in K/BxN serum transfer arthritis
(Santos, Fan et al. 2011).

An interesting finding of our study was that, although MIF induced IL-1p and was
important for MSU crystal-induced IL-1f formation, blockade of IL-18 had no effect on
MIF-induced neutrophil influx. Therefore, in our system, exogenous administration of
rMIF induced migration of neutrophils which seems to be direct effect and independent
of IL-1PB. In contrast, in the context of gout, the induction of MIF by MSU crystals was
necessary for the production of IL-1 and subsequent neutrophil influx and inflammatory
hypernociception. Amaral at al 2012 previously showed that the treatment with IL-1ra
decrease the inflammatory, including neutrophil recruitment, and hypernociceptive
responses following MSU crystals injection (Amaral, Costa et al. 2012). These
differences likely reflect the higher amount of a single cytokine (in the case MIF) given
alone versus its production in an inflammatory milieu where it interacts with many other
mediators. In gout, our results clearly show that MIF is necessary in the first stage of the
inflammation, promoting both IL-1f production and neutrophil influx which, in turn,

amplify the inflammatory response.
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Previous studies evaluating levels of MIF in human synovial fluid have suggested
that MIF had a relevant role in the pathogenesis of juvenile idiopathic arthritis (Meazza,
Travaglino et al. 2002), osteoarthritis (Liu and Hu 2012) and rheumatoid arthritis
(Onodera, Tanji et al. 1999). In our study population, levels of MIF could be detected in
all samples and correlated positively with levels of IL-1p, corroborating the results in
mice. Levels of MIF in our gout population (8060.62 + 6121.63 pg/mL) were similar to
those found in a small cohort of patients with osteoarthritis (OA, 8005.47 £ 6112.25
pg/mL) and we had no access to samples of naive individuals. A previous study showed
that levels of MIF in synovial fluid was higher in patients with OA than control
individuals (Liu and Hu 2012) suggesting that levels of MIF in our study should be indeed
elevated when compared to background levels. In contrast, individuals with OA had much
lower levels of IL-1B (54.27 + 79.50 pg/mL) than patients with gout (147.75 + 231.09
pg/mL). Therefore, it appears that MIF is relevant for IL-1p production in the context of
gout but does not appear to be sufficient to induce production of IL-1f protein in patients
with OA.

In conclusion, we showed in this study that MIF plays a major role in MSU
crystal-induced inflammation in mice. The mechanism by which MIF controls
inflammation induced by MSU crystals is dependent on the ability of MIF to control the
production of IL-1p mRNA. Furthermore, MIF may directly contribute to neutrophil
migration to the joint, a factor that imparts on articular damage. MIF levels in human
synovial fluid are strongly correlated with increase levels of IL-13, which corroborates
our findings in mice. Altogether, MIF appears to be a very important mediator in the
initial process of inflammation in gout, mimicking an acute gout attack and could be a
target to control the excessive inflammation triggered by the deposition of MSU crystals

in the joints.
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Key Messages:
1) MIF participates in the pathogenesis of gout by promoting IL-1 synthesis and

neutrophil recruitment;

2) The blockade of MIF activity could be important for the management of gouty

arthritis.
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Figure legends

Figure 1. Recombinant MIF (rMIF) induces neutrophil recruitment and cytokine
production in vivo. Intraarticular injection of rMIF (100 ng/cavity) induced total
leukocyte and neutrophils [A] recruitment at both time points evaluated. rMIF increased
the levels of the cytokine IL-1p and CXCL1 into the articular cavity and periarticular
tissue [B and C] mainly at 6 hours post injection. Control groups received saline injection
(10 uL). Bars show the mean + SEM results in 5 mice per group. * =p<0.05 versus control

group (ANOVA followed by Student-Newman-Keuls post test).

Figure 2. MIF participates in the inflammatory response induced by MSU crystals.
Intraarticular injection of MSU crystals (100 pg/cavity) induced the secretion of MIF and
expression of CD74 mainly at 1 and 3 h post injection [A]. Mice treated with ISO-1 (50
ug; i.a.) before MSU crystals injection (-1 h) reduced the recruitment of neutrophils [A]
to the joint cavity 15 h after challenge. ISO-1 treatment also reduced the levels of the
cytokine IL-1P in the cavity and periarticular tissue [B] but no difference was observed
in the chemokine CXCL1 in both compartments [C]. The paw withdrawal threshold was
also restored when MIF was blocked by ISO-1 [D]. Control groups received saline
injection (10 pL). Bars show the mean £ SEM results in 5 mice per group. * = p<0.05
versus control group. # =p<0.05 versus vehicle group (mice only challenged with MSU

crystals) (ANOVA followed by Student-Newman-Keuls post test).
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Figure 3. MIF contributes to gout inflammation through IL-1p synthesis. Bone
marrow derived macrophages (BMDM) were treated with recombinant MIF (rMIF; 200
ng/mL) and LPS (1 pg/mL) for 1 hour and the mRNA were extracted from cells for IL-
1B measurement. LPS and rMIF increased the levels of IL-1 mRNA [A]. The injection
of tMIF (100 ng/cavity; 1 h) increased the levels of IL-1 mRNA in periarticular
compared to control group [B]. Mice treated with [ISO-1 (50 pg/cavity) 40 minutes before
MSU crystals injection (100 pg/cavity) reduces IL-1f mRNA levels 3 hours after the
challenge when compared to vehicle-treated mice [C]. Control groups received saline
injection (10 pL). Bars show the mean + SEM results in 5 mice per group. * = p<0.05
versus control group. # =p<0.05 versus vehicle group (mice only challenged with MSU
crystal) (ANOVA followed by Student-Newman-Keuls post test). & = p<0.05 versus

control group (Student’s t-test).

Figure 4. MIF induces leukocytes recruitment independently of IL-1f actions. Mice
were treated with IL1-Ra (30 mg/Kg; s.c.) 40 minutes before the injection of recombinant
MIF (100 ng/cavity). The treatment with IL1-Ra does not reduce the recruitment of total
leukocytes [A] neither neutrophils [B] 15 h after rtMIF injection. Control groups received
saline injection (10 puL). Bars show the mean + SEM results in 5 mice per group. * =

p<0.05 versus control group (ANOVA followed by Student-Newman-Keuls post test).

Figure 5. Correlation between the levels of MIF and IL1f synovial fluid of patients
with gout. Synovial fluid was obtained from patients with acute gout. MIF and IL-1f
were quantified by ELISA [A]. Pearson correlation analysis had shown the association of

high levels of MIF with increased levels of IL-1p 1=0,636 and p value=0,026 [B].
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Gout Osteoarthitis
Number of patients 12 8
Gender (female/male) 0/12 5/3
Age (years, mean+SD) 54.36 + 12.66 52.71 £12.45

Total cells in SF

26268.18 + 31205/mm*

756.25 + 202.55/mm>

Neutrophils (%) in SF

83.09 +£21.02

24,42 +£27.82
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