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RESUMO

A gota é uma doenca inflamatoria cronica causada pela deposicdo de cristais de
monourato de so6dio (MSU) nas articulagdes, na qual, desencadeia uma resposta inflamatéria
caraterizada pelo influxo de neutrofilos, ativacdo do complexo intracelular de proteinas do
inflamassoma e hiperalgesia articular intensa. A prevaléncia da gota tem aumentado
mundialmente nos ultimos anos, e, ainda ndo possui tratamento eficaz. A terapia anti-
inflamatoria pode ser uma estratégia alternativa, pois detém o inicio da resposta inflamatéria
aguda ao MSU, entretanto ela ndo resolve o problema em si. Considerando as terapias anti-
inflamatdrias e estratégias alternativas, o peptideo P140 é capaz de atuar (modulando células
do sistema imunologico e a autofagia celular), apresentando efeitos benéficos para o tratamento
do Lapus, também uma doenca inflamatdria crénica. Assim, o presente trabalho tem como
objetivo principal avaliar os efeitos do tratamento com o peptideo P140 no modelo experimental
murino de gota. Pode-se observar que ambas estratégias (pré e pds-tratamento) com o peptideo
sintético P140 reduziram o recrutamento de neutrofilos para a cavidade articular, a
hipernocicepcao (dor) e a lesdo tecidual nos joelhos dos camundongos tratados e estimulados
com injecdo intra-articular de MSU. Para investigar melhor os mecanismos envolvidos,
avaliamos in vitro, a producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) em macr6fagos
estimulados com MSU. Macro6fagos derivados de medula éssea (BMDM) estimulados com o
peptideo P140 apresentaram menor producdo de ROS, quando comparadoscom aqueles que ndo
receberam o tratamento, sugerindo menor ativagdo do complexo de proteina inflamassoma. Em
todos os experimentos utilizamos também como controle dopeptideo P140 o peptideo truncado
sC140, afim de melhor elucidar os mecanismos de acdo doP140. Sendo assim, concluimos que
o0 tratamento com o peptideo P140 apresentou efeitos imunomoduladores importante no modelo
de gota experimental, sugerindo ser uma estratégia terapéutica interessante para o tratamento
desta patologia.

Palavras-chave: Gota, Peptideo, Inflamassoma, Inflamacéo, Autofagia



ABSTRACT

Gout is a chronic inflammatory disease caused by the deposition of monosodium urate
(MSU) crystals in joints, triggering an inflammatory response mark by increasing neutrophils
in joints, inflammasome-dependent autophagy activation, and increase of hyperalgesia. The
gout prevalence has grown, and this pathology does not have any effective treatment. Anti-
inflammatory therapy is the most used strategy because it can stop at the beginning of acute
MSU inflammatory response; however, it does not solve the problem. The P140 peptide can
modulate the immune system and the autophagy response, presenting beneficial effects in lupus
treatment, also a chronic inflammatory disease. Thus, the present work aims to elucidatethe
P140 treatment effects in a mice model of gout. Both therapeutic strategies, pre and post-
treatment, decreased the neutrophil recruitment in joints, the hipernocyception, and the tissue
injury in the treated mice. To better investigate the pathways and mechanisms involved, we
evaluate in vitro the species reactive oxygen (ROS) production from macrophages stimulated
with MSU. The P140 treatment group shows decreased ROS production than the no-treatment
group, suggesting a minor inflammasome activation in these cells. In all experiments, we use
a control peptide named sC140 to clarify the P140 mechanisms. Therefore, we conclude the
P140 treatment show immunomodulatory effects in this mice model of gout, and this suggests
this peptide be an attractive therapeutic strategy to treats this pathology.

Keywords: Gout, Peptide, Inflammassome, Inflammation, Autophagy.
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1. INTRODUCAO

Gota

1.1  Aspectos gerais

A artrite gotosa é uma doenca conhecida a muito tempo pela sociedade humana, na
civilizagdo egipcia, em 2640 a.C, ela j4 era citada como “podagra”. Foi reconhecida também
por Hipdcrates no século V a.C e suas percepcdes clinicas naquela época ainda se fazem
verdade nos dias atuais. Além disso, foi Hipdcrates que observou a profunda relacéo entre a
gota com o estilo de vida e dieta das pessoas que sofriam dessa mal, estando relacionada,
naquela época, com o estilo de vida das pessoas ricas (NUKI; SIMKIN, 2006; SCHWARTZ,
2006).

Seis séculos ap6s a descoberta de Hipdcrates, Galeno foi o primeiro a descrever os tofos
e associou a doenca a fatores genéticos, mas também, a um estilo de vida de libertinagem e
falta de controle préprio. Ainda nessa época, a doenca era denominada como “podagra”, o
primeiro a utilizar a nomenclatura “gota” foi o monge Randolphus de Bocking entre os anos de
1197- 1258. Esse termo deriva do latim gutta e tem relacdo com o que se acreditava na época,
que no ser humano haviam quatro humores, quando equilibrados mantinham a boa satde, mas
em certas circunstancias estes fluiam para as articulagdes e causavam inflamacéo e dor (NUKI;
SIMKIN, 2006).

A gota, durante muito tempo, foi associada como “doencga dos reis” pois estava ligada
a alimentos ricos em proteina e ao consumo excessivo de alcool, algo que s6 era possivel aos
cidaddos de classe alta (BRZEZINSKA et al., 2021). Logo, durante muito tempo ela era uma
doenca desejada, pois associava o doente a esse tipo de vida com mordomias, ela elevava o
status de quem a tinha (NUKI; SIMKIN, 2006). Nos dias atuais, em que se entende a respeito
da doenca, é visto que ela tem se alastrado principalmente devido ao estilo de vida ocidental,
0 excesso de purina na dieta presente em alimentos derivados de carne, frutos do mar e cerveja,
demonstra claramente a diferenca entre paises ocidentais e orientais em nimeros de pessoas
acometidas pela doenga (BRZEZINSKA et al., 2021; KUO et al., 2015; NUKI: SIMKIN,
2006).

Um grande causador da inflamacdo e da dor local sdo os cristais de MSU, que sdo
formados a partir do acido Grico em excesso. Estudos feitos por Freudweiler em 1898
demonstrou que a injecdo intra-articular de cristais de MSU levavam a formacao de tofos locais,
sendo um dos primeiros experimentos desse tipo conhecido (FREUDWEILER; BRILL;
MCCARTY, 1965; NUKI; SIMKIN, 2006). O &cido Urico em excesso no organismo

13



é o grande causador da formacéo dos cristais de MSU que se depositam nas articulagdes, esse
depdsito gera a inflamagé&o local e a dor. E o grande fator que gera esse excesso de &cido Urico
corporal é a dieta (CHOI et al., 2009; SO, ALEXANDER K.; MARTINON, 2017).

Acidos graxos livres de cadeia longa (FFA) estdo presentes na dieta e sd0 responsaveis,
além do MSU, em fazer parte do sinal 1 do inicio da formacdo do inflamassoma e
reconhecimento do MSU pelos macréfagos residentes no tecido periarticular (JOOSTEN et al.,
2010; YAN et al., 2013). Foi demonstrado que o acetato, que faz parte dos &cidos graxos de
cadeia curta (SCFA), tem o papel contrario em relacdo ao FFAs, ele também se liga aos
receptores do sinal 1 dos macréfagos, entretanto, tem o papel de modular a inflamacéo e a
producdo de IL-1B (SO, ALEXANDER K.; MARTINON, 2017; VIEIRA et al., 2017).

1.2  Epidemiologia

A gota é a artrite mais comum no mundo, estima-se que 1,4 mulheres e 4,0 homens a
cada 1.000 pessoas sofrem de gota (REES; HUI; DOHERTY, 2014; YIN; LIU; WANG; etal.,
2020)

A prevaléncia da gota em adultos € de 3,2% no Reino Unido, sendo 5,2% em homens
e 1,3% em mulheres, 3,9% em adultos no Estados Unidos, sendo 5,2% em homens e 2,7% nas
mulheres, e 3,8% em Taiwan sendo 5,2% nos homens e 2,3% nas mulheres. Pode-se perceber
que ha uma maior prevaléncia da doenca em homens adultos (COX et al., 2021; DALBETH;
MERRIMAN; STAMP, 2016; KUO et al., 2015).

Em relacdo aos outros paises, os dados que existem mostram que 1-2% dos adultos de
paises desenvolvidos tem a chance de desenvolver gota devido ao estilo de vida sedentario
que muitos desenvolvem, além disso a dieta influencia diretamente como fator de risco assim
como fatores genéticos (KUO et al., 2015; VAPRATH KUNIYIL et al., 2021; YIN; LIU;
WANG,; et al., 2020). Além do estilo de vida e de fatores genéticos, a gota também esta
associada a idade, acometendo em maior nimero em pessoas mais velhas em relagdo aos mais
jovens (YIN; LIU; WANG,; et al., 2020).

2. Sistema Imunoldgico e Gota

A gota é uma artrite inflamatdria caracterizada pela inflamagdo das articulagfes. O
processo patologico envolve tanto o sistema imune inato quanto o adaptativo. O
desenvolvimento da gota se da na presenca de cristais de MSU que servem como um sinal de

perigo para o sistema imune e levam a producdo de citocinas e a expressdo de moléculas
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efetoras (CHEN, JUNWEI et al., 2017; ZHU, YANYAN; PANDYA; CHOI, 2011). O
aumento do nivel de acido urico leva a deposicdo de MSU nas articulacdes e 0 MSU adverte o
sistema imune convocando suas células de protecao, ativando o sistema inato e adaptativo. O
MSU causa danos ao redor do tecido da articulacdo, as células do sistema inato — mondcitos,
mastdcitos e neutrdfilos — envolvem estes danos, o que leva a forma aguda da doenca (CHEN,
JUNWEI et al., 2017; ZHANG et al., 2021).

Um fator importante que gera inflamagao na gota séo as imunoglobulinas que se ligam
ao MSU. A imunoglobulina M (IgM) adere ao MSU e leva a deposicdo desse cristal nas
articulacbes, de uma maneira dose dependente. Além dela a 19gG, em humanos, também se
liga a0 MSU. Logo, as Igs estdo fortemente relacionadas com a deposicdo de MSU nas
articulacGes afetadas (CHEN, JUNWEI et al., 2017; KANEVETS et al., 2009; SHI, YAN;
MUCSI; NG, 2010; T; P; HR, 1984).

O MSU é reconhecido diretamente pelas células via receptores do tipo Toll-like(TLR),
que s&o os principais receptores de reconhecimento de padrdes (PRRs) e ddo o sinalde perigo
para o sistema imune apos entrar em contato com o0 MSU. O MSU é entdoreconhecido via
PRRs, TLR2 e 4 e adaptador de superficie celular CD14, apds ser reconhecido ha ativacdo de
Myd88 que leva a secrecdo de citocinas pro-inflamatorias e ao recrutamento de neutréfilos
(BUSSO; SO, 2010; CHEN, JUNWEI et al., 2017; SHI, YAN; MUCSI; NG, 2010).

Em relagdo a patologia, primeiramente os macrdfagos locais séo ativados pelo MSU,
apos isso ha o recrutamento dos mondcitos da circulacdo. Os mondcitos sdo recrutados, entram
no tecido da articulacdo e tem a funcéo de interagir diretamente com o MSU, reconhecendo-o
e iniciando a resposta aguda. Os mondcitos, quando em contato com o MSU, se ativam e passam
a liberar citocinas pré-inflamatérias como interleucina 6 (IL-6), IL-8, IL- 18, TNF-o e IL-1B
(GUERNE et al., 1989; LIU; AUPPERLE; TERKELTAUB, 2001). A IL-
1B ¢é a principal citocina que causa toda a inflamacdo da gota (MARTINON et al., 2006),
estudos demonstram que o MSU leva a ativagcdo do inflamassoma-NLRP3, via ativacdo da
Caspase-1 (Caspl), levando a produgdo de IL-1B e ao influxo de neutrofilos para o local
acometido, o que sustenta a inflamacé&o local nas articulagdes afetadas (CHEN, JUNWEI et al.,
2017; MARTINON; TSCHOPP, 2004).

Em estudos com animais deficientes em NLRP3, macrdéfagos ndo conseguiam produzir
IL-1P apos a exposicdo a MSU e ocorria uma dificuldade no recrutamento deneutrofilos para o
local da inflamacdo. Isso sugere que o NLRP3 é parte importante da resposta imune inata,

sendo o inflamassoma eficaz no controle da inflamacéo na gota. Logo,
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interacdes entre MSU, sistema imune inato e PRRs levam a inflamag&o inata na doenca da
gota (CHEN, JUNWEI et al., 2017; ZHANG et al., 2021).

Quando os neutrofilos, que ja estdo presentes nas articulagdes, entram em contato com
0 MSU, eles se ativam. Além disso, ha também o influxo de neutrofilos para a articulacéo
gerado pela liberacdo de IL-1P. Estas células expressam NF-kB ¢ AP-1 (fator de transcricéo
para citocinas pro inflamatorias) que levam a formag&o de IL-1f, TNF-a, IL-6, CXCL-8 e ciclo-
oxygenase 2 (CHEN, JUNWEI et al., 2017; LI1U; AUPPERLE; TERKELTAUB, 2001).

Outro papel importante dos neutréfilos na patologia € a liberacdo de armadilhas
extracelulares dos neutrofilos (NETS), foi visto que estas sdo responsaveis no auxilio da
resolucéo da inflamag&o na gota aguda. Os NETSs tem a formacao dependente de ROS e, uma
vez formados, esses aglomerados conseguem, rapidamente, degradar uma gama de citocinas
pré-inflamatorias. Estudos demonstraram que a inibicdo da formacdo de NETs levam a piora
do quadro inflamatério localizado de animais submetidos a formacdo da gota (DESAI et al.,
2016; SCHAUER et al., 2014; SO, ALEXANDER K.; MARTINON, 2017).

Outras células imunes presentes no contexto da inflamacao da gota sdo os mastocitos,
gue costumam aparecer no inicio da inflamacdo, e sdo capazes de secretar IL-1pB e de ativar
inflamassoma-NLRP3, e as células natural killer (NK) que sdo achadas em pessoas com caso
agudo da doenca. Além disso, ha um maior nimero de NK nas articulagfes de pessoas com
gota do que outras células do sistema imune (CHEN, JUNWEI et al., 2017; EMPSON;
MCQUEEN; DALBETH, 2010).

2.1  Inflamassoma no contexto da Gota

Inflamassoma sdo complexos de multiproteinas citosolicas que iniciam a resposta
inflamatoria. Esse complexo precisa de estimulos diferentes para ser formado e funcionar da
maneira correta. O MSU serve como um estimulo para os macréfagos residentes da articulacéo,
quando fagocitados ele leva a ruptura do fagossomo e essa ruptura serve de estimulo para a
montagem e ativacdo do inflamassoma (BUSSO; EA, 2011; KLUCK et al., 2020; SO,
ALEXANDER K.; MARTINON, 2017).

O primeiro sinal ocorre quando o MSU é reconhecido pelo receptor de membrana do
macrofago, residente da articulacdo, PRR ou TLR2/4, a partir desse reconhecimento haativacao
da via de sinalizacdo do Myd88, que leva a ativacdo do fator de transcricdo NF-kB liberando
pro-IL-1B, pro-1L-18 e componentes necessarios para a montagem e ativacdo do inflamassoma,
como o NLRP3, para o citosol celular. Apds esse primeiro reconhecimento, quando o MSU é

fagocitado, ele leva a ruptura do fagossomo, e essa ruptura ativa ROS
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mitocondrial, leva a liberacdo de catepsinas, ao influxo de calcio e efluxo de potéssio e cloreto.
O influxo de calcio e efluxo de potassio, juntamente com o ROS mitocondrial ativam NLRP3,
que havia sido liberado no primeiro sinal. O efluxo de cloreto ativa ASC e a jun¢do de NLRP3-
ASC levam a ativacao de Caspl e sua posterior juncdo, formando entdo o complexo proteico
inflamassoma-NLRP3-Caspl (Figura 1) (BUSSO; EA, 2011; GHAEMI- OSKOQUIE; SHI,
2011; SO, ALEXANDER K.; MARTINON, 2017).

Com a formac&o do inflamassoma e sua ativacdo, ocorre a quebra de pro-I1L-1p em IL-
B e pro-1L-18 em IL-18 e liberacdo destas citocinas, principalmente IL-1pB, que é a principal
responsavel pela inflamacao na gota. Ela tem o papel de vasodilatacdo e recrutamento de células
do sistema imune para o local afetado (GHAEMI-OSKOUIE; SHI, 2011; KLUCK et al., 2020;
SO, ALEXANDER K.; MARTINON, 2017).

O resultado da ativacdo do inflamassoma é a morte celular por piroptose, ela ocorre
devido a ativacdo de Caspl que leva a clivagem de gasdermina D, essa clivagem gera poros na
membrana celular alterando a sua integridade e assim levando a morte celular. A piroptose
auxilia na liberagdo das citocinas inflamatdrias como IL-1p, levando ao aumento da inflamacéo
local (SO, ALEXANDER K.; MARTINON, 2017; WEBER et al., 2020).

Além disso, o aumento da citocina IL-1p leva a um ambiente pro-inflamatério, sendo
essa uma resposta fisioldgica corporal para o combate a infecgdes e para a restauracdo de
tecidos. Entretanto, o excesso dessa citocina leva a degradacdo da cartilagem e do osso do local
afetado pelo MSU. Esta citocina se liga ao receptor de IL-1 das células sinoviais e levam,
através de via de sinalizacdo de MyD88, a liberacdo de citocinas e quimiocinas pro-
inflamatorias, que amplificam o recrutamento de células inflamatérias do sistema imune e a
inflamacdo localizada, além disso, a nivel sistémico a IL-1p causa febre por atuar diretamente
na regulacdo de temperatura corporal feita pelo hipotalamo (CHEN, CHUN-JEN et al., 2006;
DINARELLO, 2010; SO, ALEXANDER K.; MARTINON, 2017).
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Figura 1 — Inflamassoma no contexto da gota.

Primeiro e segundo sinal, demonstrando as vias de sinalizacdo que levam a ativacao do inflamassoma e posterior
liberacdo de citocinas pro-inflamatdrias nas articulagdes afetadas pelo &cido Urico. Adaptado (GHAEMI-
OSKOUIE; SHI, 2011), Criado por BioRender.com.

3. Tratamentos medicamentosos para Gota

As drogas utilizadas para tratamento de doencas autoimunes, como a gota, geralmente
visam a imunossupressdo do doente, alterando todo o sistema imunolégico sem diferenciar
aquilo que faz bem e o que faz mal a pessoa doente. Esse tipo de medicamento traz prejuizos,
a longo prazo, para aqueles que os consome (BONAM; WANG; MULLER, 2018;
VARDANYAN; HRUBY, 2016).

Logo, 0 manejo de pacientes com gota ¢ um desafio para a medicina, a maioria dos
médicos tratam o paciente apenas quando este apresenta a gota no seu estado ativo, ou seja,
quando ele esta em crise com dores, inflamac@es localizadas e inchago. A falta de entendimento
dos profissionais de salde sobre o correto manejo do paciente, com orientacfes para melhor
alimentacéo e habitos de vida que levariam a diminuicdo do acido Urico e, consequentemente,
do MSU, na grande maioria das vezes, ndo ocorre e 0s pacientes ficam a mercé de tratamentos
apenas durante crise (RAI et al., 2018; STAMP; DALBETH, 2018). Estudos mostraram que 0
tratamento individualizado dos paciente leva a diversas melhorias como maior adesdo ao

tratamento e uma diminuicdo da concentragdo de cido Urico apos dois
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anos de tratamento, quando comparados com o grupo que fez o tratamento habitual
(DOHERTY et al., 2018; STAMP; DALBETH, 2018).

Um dos medicamentos utilizados atualmente para o tratamento de gota € o Alopurinol.
Ele tem a funcdo de reduzir a concentracdo de &cido drico corporal, e um medicamento
alternativo com este mesmo fim é o Febuxostase, este medicamento apresenta maior atividade
hipouricémica em relacdo ao Alopurinol. Ambos medicamentos, mas principalmente
Febuxostase, apresentam risco potencialmente aumentado de morte cardiovascular, segundo a
Food and Drug Administration (FDA) como efeito adverso de seu uso (STAMP; DALBETH,
2018; WHITE et al., 2018).

QOutro tipo de tratamento muito utilizado em casos de crise de gota séo anti-
inflamatorios ndo esteroidais (AINES), voltados para o melhoramento da dor causada pela
doenca (MUNSTER et al., 2002; WANG, XIANG; WANG, 2019). Sdo muito utilizados a
Colchicina e os Glucocorticoides. Esses medicamentos inibem a sintese de prostaglandinas
da inflamacdo (WANG, XIANG; WANG, 2019; WOESSNER; CASTELLS,2013). Entretanto,
essa classe de medicamentos € muito conhecida por causar reacdo de hipersensibilidade,
reacOes anafilaticas, reacdes cutaneas, diarreia, nauseas, vomitos e outras complicacoes ligadas
a resposta imune da pessoa que utiliza esta classe de medicamentos (RODDY; DOHERTY,
2013; TELES et al., 2017; WOESSNER; CASTELLS, 2013).

Também sdo utilizados, em ultimo caso, corticoides. Corticoides sdo hormoénios
esteroides naturalmente produzidos no cortex adrenal a partir do colesterol (CHROUSOS,
2009; KIMURA et al., 2000). O objetivo de sua producdo farmacéutica é potencializar sua acdo
anti-inflamatoria. S&o lipofilicos, entram dentro das células e se ligam a receptores especificos,
interagindo assim com o nucleo celular. Eles sdo capazes de suprimir ou ativar partes do DNA
responsaveis por genes que regulam mediadores da inflamacdo e citocinas (ALSAEID,;
MAJEED, 1998; CHROUSOS, 2009). Sdo medicamentos classificados em relagdo a duracdo
da sua acdo no organismo, sendo os medicamentos de acdo curta: cortisona, hidrocortisona
(suprimem o ACTH por 8 a 12 horas) (KIMURA et al., 2000). A¢do media: prednisona,
prednisolona, metilprednisolona e triancinolona (suprimem o ACTH por 12 a 36 horas). E agéo
longa: dexametasona e betametasona (suprimem ACTH por 36 a 72 horas) (BUTTGEREIT;
WEHLING; BURMESTER, 2004).

Corticoides interferem na circulacéo de células imunes, reduzem neutrofilos periféricos,
inibem acumulo de neutréfilos em locais e inflamagdo, promovem apoptose de células

linféides, modulam a funcéo das células B, inibem a acdo da histamina, a sintese de
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prostaglandinas e a acdo dos ativadores do plasminogénio, entre outras funcdes (ALSAEID;
MAJEED, 1998; BUTTGEREIT; WEHLING; BURMESTER, 2004). A curto prazo o uso de
corticoides traz um conforto e melhora para o doente, mas a longo prazo trazem diversos
maleficios como perda de massa 0ssea, risco de problemas oculares e, por diminuir a resposta
imunolodgica daqueles que utilizam, sua utilizacdo precisa ser antes bem estudada (FAUCI,
1983; RODDY; DOHERTY, 2013).

Portanto, alternativas para o uso destes medicamentos sdo aguardadas pelo mercado
farmacologico, principalmente medicamentos que ndo causem nenhum, ou poucos, efeitos
colaterais (BONAM; WANG; MULLER, 2018).

4. Peptideo P140
4.1 Aspectos gerais

O peptideo P140 é um fragmento de 21-mer da pequena proteina ribonucleoproteina
nuclear U1-70K splioceossomica, sendo Mer uma medida de comprimento do seu primer,
utilizada para medir o nimero total de nucleotideos presentes nas sequéncias dos primers
desenhados. Este peptideo contém um residuo de fosfoserina na posi¢do 140, que é adicionado
quimicamente durante a sintese do peptideo. Posteriormente, viu-se que essa modificacdo
pontual era semelhante a modificacdo pos-transcricional natural especifica da apoptose da
proteina que ocorre especificamente em um estagio inicial da apoptose, antes da clivagem do
C-terminal e da desfosforilagdo de outros residuos de serina (figura 2) (PAGE et al., 2011;
WILHELM et al., 2018).

A sequéncia do peptideo P140 foi muito conservada durante a evolucédo, além disso,
P140 interage, seletivamente, com a proteina constitutiva Hsc70/Hsc73 heat shock e também
com o MHCII de humanos e camundongos (PAGE et al., 2011; WILHELM et al., 2018).

Como controle do peptideo em teste foi feito também um peptideo misturado (scrambled
peptide) denominado sC140 (figura 2). Ele é utilizado como forma de tratamento para
demonstrar que o que leva aos beneficios é a posicdo da fosforilagdo no P140 (PAGE et al.,
2011; WILHELM et al., 2018).
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Figura 2 — Peptideo P140 e sC140.
Espectroscopia por ressonancia magnética nuclear (NMR) representando os peptideos sC140 (a) e P140 (b)
(PAGE et al., 2009).

4.2 Atuacdo do Peptideo

O peptideo P140 é um inibidor de autofagia, em estudos feitos com camundongos e
humanos com lupus foi visto que ele entra nas células B, via processo de endocitose dependente
da Cavidade de Clatrina, e se estabelece nos lisossomos. Nessas células o peptideo tem o
principal efeito de reduzir a superexpressao de MHCII e na regulacdo negativada maturacéo da
célula em plasmadcito (MACRI et al., 2015; WANG, FENGJUAN et al., 2020; WILHELM et
al., 2018).

Em relacéo a autofagia, P140 atua na autofagia CMA. Este tipo autofagico estaassociado
a alteracdes nos lisossomos em numero, tamanho e pH aumentados. Entretanto,com 0 uso
de P140, essas alteragdes lisossomais ndo foram mais observadas (WANG, FENGJUAN et al.,
2017; WILHELM et al., 2018). Também foi possivel observar que P140 age no processo de
macroautofagia. A macroautofagia esta relaciona com a formacéo dos plasmécitos e formacéo
de células B de memoria, o peptideo tem uma regulacdo negativa na maturacao da células de
plasmacito, diminuindo a liberagédo de 19Gs (WANG, FENGJUAN etal., 2020; WILHELM et
al., 2018).
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Em relacédo a acdo da proteina Hsc70, proteina importante na autofagia CMA, P140 inibe
Hsc70 de redobrar as proteinas desnaturadas e isto interrompe a interagdo de Hsc70 comas co-
chaperonas, inibindo assim a autofagia por CMA (PAGE et al., 2011; WANG, FENGJUAN et
al., 2017). Além disso, a partir de imagens de fluorescéncia foi possivel visualizar que P140 se
co-localiza com as proteinas Hsc70 na superficie e no interior das células T, B, mondcitos e
granuldcitos, levando a sua regulacdo negativa. Hsc70 esta relacionada com a degradacdo e
apresentacdo de antigenos via MHCI|, principalmente na doenca de Lupus. Como o peptideo
leva a inibicdo da atuacdo de Hsc70 ocorre, comoconsequéncia, a inibicdo da apresentacao de
antigenos via MHCII, diminuindo assim a presenca de células T autorreativas, uma importante
atuacdo deste peptideo (figura 3) (MACRI et al., 2015; PAGE et al., 2011).

Foi demonstrado que o tratamento com o P140, que atualmente se encontra em estudo
clinico de fase 3 para lUpus, diminui a superexpressdo MHCII, de maneira dose dependente, em
células de pacientes com lupus (WALLACE, 2019). A mesma resposta ndo foi obtida tratando
as células com o peptideo controle sC140. Esse efeito ndo teve relacdo com a quantidade total
de células, que ndo se alterou (WALLACE, 2019; WILHELM et al., 2018). Esses resultados
também foram confirmados em experimentos in vitro. Utilizando o tratamento controle sC140
ndo foi obtido 0 mesmo resultado (MACRI et al., 2015; PAGE et al., 2011).

P140 reduziu a expressdo de MHCII em camundongos e pacientes com lGpus. Além
disso, o peptideo diminui a atividade de auto reatividade das células T humanas e murinas, pois
foi visto que as células TCD4+ ativadas se proliferaram menos na presenca de P140. Esses
resultados sugeriram que a diminuicdo de TCD4+ seja uma consequéncia direta da diminuicéo
da expressdo de MHCII devido a reducdo da apresentacdo antigénica (figura 3) (WALLACE,
2019; WILHELM et al., 2018). Esses eventos contribuiram para a diminui¢do da proliferacéo
e diferenciacdo de plasmacitos secretores de autoanticorpos, diminuindo a mortalidade dos
animais, como foi visto em camundongos com lUpus tratados com P140, quando comparados
com 0s animais tratados apenas com salina ou tratados com sC140. Como ha uma diminuicdo
de plasmacitos, consequentemente ha uma diminuicdo de IgG (MACRI et al., 2015;
WILHELM et al., 2018).
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Atuacdo intracelular do peptideo P140, demonstrando sua co-localizagdo com a proteina Hsc70, o que faz com que
haja diminuicéo da autofagia CMA e também desestabilizacdo e comprometimento de apresentagdo antigénica via

MCHII. Adaptado (PAGE et al.,
ZIMMER et al., 2013), Criado com BioRender.com.

2009, 2011; WANG, FENGJUAN et al.,

2020; WILHELM et al., 2018;

O peptideo P140, quando entra nas células B dos camundongos com lupus, aumenta o

acumulo de marcadores de autofagia p62 e LC3-I1, levando a um maior fluxo autofagico (PAGE

et al., 2011). O P140 se colocaliza com os lisossomos através da proteina Hsc70. Esta proteina

esta ligada a autofagia CMA por se ligar a Lamp2 da superficie dos lisossomos (BONAM;
WANG; MULLER, 2018; ZHU, SHENG YU et al., 2020).

Um dos muitos papeis da autofagia é regular a ativacdo do inflamassoma e controlar sua

producéo, processo e secre¢do das citocinas da familia IL-1. As citocinas da familia IL-1 s&o

reguladoras chave das respostas do sistema imune inato e adaptativo (GARLANDA,

DINARELLO; MANTOVANI, 2013; HARRIS, JAMES et al.,

2017; SO, ALEXANDER et

al., 2007). O balanco entre liberagdo de citocinas da familia IL-1 e regulacdo do inflamassoma

é critico para manter a resposta imune saudavel para muitos estimulos patogénicos pois evita-

se inflamacgGes crbnicas inapropriadas que podem levar a doengas auto inflamatorias (HARRIS,

JAMES et al., 2017; RASHIDI et al., 2019).



Estudos sugerem que a autofagia funciona como um mecanismo de feedback negativo
que atenua os processos de inflamagdo (BIASIZZO; KOPITAR-JERALA, 2020; SHI,
CHONG-SHAN et al., 2012). Estudos de imagem confocal mostraram uma co-localizacdo da
ASC e da proteina lisossomal Lamp2, sugerindo que os inflamassomas ativos sdo marcados
pelos autofagossomos e eventualmente destruidos pelos lisossomos (CAO et al., 2019;
HARRIS, JAMES et al., 2017).
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5. Justificativa

A gota € causada pela deposicdo de MSU nas articulagdes humanas, € uma doenga que
pode se tornar cronica e levar a uma debilitacdo severa (DALBETH et al., 2019). Considerando
essa cronicidade da doenga, que tem evoluido mundialmente (KUO et al., 2015), e que ainda
ndo se exista tratamentos eficazes, esse trabalho visa demonstrar uma terapia alternativa, visto
que as drogas disponiveis no mercado apresentam diversos efeitos colaterais que podem limitar
a utilizacéo nos pacientes acometidos pela patologia (LINDLER et al., 2020).

Entender estratégias terapéuticas que tragam menores efeitos indesejados para 0s
doentes se faz necessario, principalmente para que ocorra uma boa aceitacdo e uso do
medicamento. Uma alternativa é o peptideo sintético P140, que ja vem sendo utilizado em testes
clinicos fase 3 em pacientes com Lupus (WALLACE, 2019; ZIMMER et al., 2013). Ja se sabe
que esse peptideo atua alterando o fluxo autofagico de células B e de células T, reduzindo a
estabilidade o MHCI| e, devido a isso, leva a uma menor apresentacdo de antigénica e posterior
diminuicdo de autoanticorpos.

Considerando os mecanismos ja demonstrados pelo peptideo P140 na regulacéo de vias
autofagicas e na reducdo da resposta imune em LUpus, e uma vez que, as vias autofagicas
possam atuar na regulacdo do inflamassoma, iremos investigar a participacdo do complexo

inflamassoma no tratamento de gota com o P140, particularmente em neutrofilos e macréfagos.
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6. Objetivo Geral

Avaliar o potencial terapéutico do peptideo sintético P140 em um modelo

experimental murino de Gota elucidando os mecanismos envolvidos nesse processo.

6.1  Objetivos especificos

6.1.1 Avaliar o efeito da pré-administracdo do peptideo P140 na resposta inflamatdria
induzida pelo MSU no modelo experimental murino de gota avaliando o recrutamento celular
na cavidade intra-articular, a producdo de citocinas inflamatdrias, a patologia e a nocicepcéo
nos camundongos tratados versus néo tratados

6.1.2 Avaliar o efeito da pés-administracéo (tratamento) do peptideo P140 na resposta
inflamatdria induzida pelo MSU no modelo experimental murino de gota avaliando o
recrutamento celular na cavidade intra-articular, a producdo de citocinas inflamatorias, a
patologia e a nocicepg¢do nos camundongos tratados versus nao tratados

6.1.3 Elucidar o papel do P140 na ativacdo do complexo de proteinas inflamassoma
in vitro em macrdéfagos, através da producdo de ROS e producdo de IL-1p

6.1.4 Elucidar o papel do P140 na ativacdo do complexo de proteinas inflamassoma

in vivo no modelo de gota através da producdo de IL-1$
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7. MATERIAIS E METODOS
7.1  Peptideo P140 e Peptideo sC140

Foram utilizados dois tipos do peptideo, o peptideo com a fosforilagdo na altura -140
P140, e o peptideo controle truncado (mistura) sC140. Ambos se apresentavam em formato
liofilizados e foram gentilmente cedidos pela Dr. Sylviane Muller, da Université de Strasbourg,
Franca. Os peptideos foram ressuspendidos em dgua Mili-Q a uma concentracéo de 10mg/ml e

apos isso diluidos 10X em salina. Cada animal recebeu 1 pg/ml do peptideo.

7.2 Animais Experimentais

O presente estudo foi aprovado pelo comité de ética em experimentacdo animal (CEUA)
sob o protocolo de pesquisa numero CEUA138/2020 (Anexo 1). Foram utilizados 50
camundongos C57BL/6 divididos em 5 grupos com 10 animais em cada grupo, 0s animais
tinham 8 semanas, eram provenientes no Biotério Central da Universidade Federal de Minas
Gerais (UFMG), foram mantidos no biotério do departamento da Bioquimica e Imunologia,no
ciclo claro-escuro de 12 horas e comida e agua ad libidum.

O manejo dos animais foi realizado obedecendo as normas da ética animal em
experimentacdo. Todos os experimentos foram realizados no departamento de Bioquimica e
Imunologia no laboratério multiusudrio LAMEX e no laboratério de Microbiota e
Imunomodulacgédo (LMI). Os 5 grupos foram denominados: MSU (gota), grupo pré-tratamento
P140, grupo pré-tratamento sC140, grupo poés-tratamento PP140 e grupo pOs-tratamento
PsC140. Sendo entédo esse experimento divido em dois grupos que foram tratados previamente
a inducdo a gota, com ambos peptideos, e dois grupos que foram tratadosposteriormente a
inducdo a gota (figura 4). Esses grupos foram duplicados, pois metade dos animais foram
usados para a metodologia de Analise Histoldgica, sendo necessario a retirada total do joelho

dos animais.
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Figura 4 — Delineamente experimental dos grupos tratados.

Os animais foram divididos em grupos que foram pré-tratados com o peptideo P140 e sC140 e apds 1 horas houve
a inducdo da gota com a utilizagdo do MSU (A), e outros grupos foram induzidos a gota e pos-tratados com 0s
peptideos P140 e sC140 10horas apds o desafio com o MSU (B).

7.3 Inducdo a Gota

Para inducdo a gota 10 pl com 100mg de cristais de MSU, feitos em colaboracdo com
a aluna lzabela Galvéo e descrito em sua tese (GALVAO, 2015), foram introduzidos, com
auxilio de uma agulha 30G e de uma seringa de 1mL, na regido tibiofemoral do joelho direito
dos camundongos, através de uma injecdo intra-articular. A articulacdo contralateral foi
utilizada como controle (injegdo 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 realizacao
da injecdo. Essa inducdo foi feita no mesmo momento em todos os animais de todos 0s grupos

e 0s parametros inflamatdrios foram avaliados 16 horas apés a injecdo de cristais de MSU.

7.4 Tratamento

O grupo pré-tratamento recebeu os peptideos P140 ou sC140 por via intravenosa (1V)
1 hora antes da indu¢do da gota. O grupo pés-tratamento recebeu os peptideos P140 ou sC140
IV 10 horas ap0s a inducdo de gota por MSU. Apos os tratamentos, esperou-se 16 horas e todos
0s animais foram eutanasiados utilizando anestesia com uma mistura de cetamina 80 mg/kg e
xilazina 15 mg/kg diluidos em PBS 1X, apds a anestesia fizemos a coleta de sangue apartir de
um pequeno corte na base da cauda dos animais, realizamos o lavado da cavidade articular e
recolhemos o tecido periarticular de ambos joelhos para analises de citocinas. Os animais
separados para as analises histoldgicas do tecido periarticular do joelho tiveram todaa estrutura
de seus joelhos removida e posteriormente tratadas para analise histoldgica do joelho tratado e
ndo tratado, essa analise consiste em avaliacdo das estruturas afetadas e verificagdo da presenca

de infiltrado inflamatdrio no tecido periarticular.
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7.5  Delineamento Experimental

Para compreender o papel do peptideo P140 na patologia da gota foram utilizados
camundongos C57BL/6 como modelo experimental para tratamento com o peptideo. Como
anteriormente descrito, foi utilizado o peptideo como pré-tratamento, de maneira 1V, e
posteriormente foi induzido a gota no grupo de animais pré tratados (figura 5). No grupo pés-
tratamento, primeiramente fizemos a inducdo da gota e posteriormente os animais foram
tratados 1V com o peptideo P140 (figura 5).

Ao final do experimento, coletamos sangue dos animais a partir de um pequeno corte
na base da cauda para esfregaco e analises de contagem celular, fizemos a coleta do lavado da
cavidade intra-articular de ambos joelhos dos animais, coletamos o tecido periarticular dos

joelhos e também fizemos a coleta de toda a estrutura do joelho para anélise de histologia.
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Figura 5 — Delineamento experimental dos grupos.

Os grupos foram divididos em dois, um foi pré-tratado com os peptideos e posteriormente induzido a gota com o
MSU. O outro grupo, primeiramente, foi induzido a gota e posteriormente foi pds-tratado com os peptideos. Ambos
foram eutanasiados, tiveram seu sangue, lavado intra-articular, tecidos dos joelhos e joelhos recolhidosaoc mesmo

tempo de experimento.

7.6  Analise dos parametros inflamatérios

7.6.1 Avaliacdo das celulas inflamatorias na cavidade articular

7.6.2 Contagem total e diferencial de células



Nos abrimos a cavidade articular dos joelhos dos camundongos, e com o auxilio de uma
pipeta e de uma ponteira de 200pL fizemos o lavado dessas cavidades utilizando PBS contendo
3% de BSA (figura 6). Coletamos esse lavado e o utilizamos para contagem de células totais da
cavidade articular. Aliquotas de 20 pL do lavado foram diluidas em 20 uL de solucdo Turk
(IMBRALAB®), sendo a contagem total das células realizada em camara de Neubauer, com o
auxilio de microscopio dptico (aumento de 100x) e aplicativo telefonico de contagem de células
(BloodDroid Cell Counter). O numero total das células foi utilizado para o célculo da
percentagem encontrados no lavado articular a partir da contagem/discriminacdo por
visualizacdo de laminas preparadas por citocentrifugacdo utilizando o microscopio éptico,
contdvamos o total de células nas laminas e descriminavamos qual porcentagem estava
relacionado com qual tipo celular, com a ajuda do aplicativo telefénico (LORDELO VIVAS,
2012; PINHO et al., 2007).

Para contagem diferencial, foram feitas analises da porcentagem de neutrdfilos e
monacitos de cada amostra e os resultados foram expressos como nimero de cada tipo celular

x 10%/cavidade articular, baseando-se na contagem total de células.

Figura 6 — Metodologia de Lavado da cavidade articular.

Nessa ilustracdo podemos entender melhor como foram feitos os lavados da cavidade articular dos animais
experimentais. Apos a abertura local do joelho dos animais era feito o lavado com o auxilio de uma pipeta e uma
ponteira de 200pL, o lavado era coletado e colocado em tudo eppendorfs de 1mL. Criado por BioRender.

7.6.3 Andlise de apoptose de neutrofilos

A apoptose dos neutrdfilos presentes no lavado articular dos animais desafiados com
MSU, com ou sem os tratamentos, foi avaliada morfologicamente de acordo com o descrito
anteriormente pelos autores GALVAO et al., 2019; SOUSA et al., 2010; VAGO et al., 2012.
As células recuperadas da cavidade articular foram cito-centrifugadas, fixadas e coradas com

Kit panotico répido (LB Laborclin®) e contadas utilizando microscépio ético para determinar
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a porcentagem de células com morfologia apoptética. As células apoptoticas foram
identificadas por alteracbes morfologicas caracteristicas como fragmentagdo nuclear e
formacéo de corpos apoptoticos.

7.7  Processamento tecidual para dosagem de citocinas

De forma sucinta, os tecidos periarticulares dos joelhos foram removidos, pesados e
processados com auxilio de um homogeneizador de tecidos (T 25 digital Ultra-turrax® - IKA
- Staufen, Germany) com solugéo de extracdo de citocinas (NaCl 0,4M, NaPO4 10 mM, PMSF
0,1 mM, Cloreto de Benzetonio 0,1 mM, EDTA 10 mM, Tween 20 0,05%, 0,5% de BSA, 20
KI de Aprotinina) na propor¢do de 1mL por 100mg de tecido. Apds homogeneizacdo e
centrifugacdo (10.000rpm 10 minutos a 4°C), o sobrenadante foi coletado e posteriormente

mantido a -80C° para quantificacdo de citocinas.

7.8  Dosagem de Citocinas: Ensaio Imunoenzimatico (ELISA)

Foi adicionado anticorpo de captura de interesse diluido em PBS a uma placa de 96
pocos. Essa placa foi incubada a 4°C por 12 a 18 horas. O conteudo foi retirado e 0s pogos
lavados 5 vezes (300 pL/mL) com o tampé&o de lavagem (PBS/Tween 0,5 %). Foi adicionado
200 pL/pogo de tampdo de bloqueio (PBS/BSA 1 %) e a placa foi incubada por 2 horas a
temperatura ambiente. O contetdo foi retirado e 0s pocos lavados 5 vezes (300 uL/mL) com o
tampdo de lavagem (PBS/Tween 0,5 %). Apos isso, foi adicionado 100 pL/poco dos padrbes
e amostras a placa. A placa foi incubada por 2 horas e mantida temperatura ambiente. O
contetdo foi retirado e os pogos lavados 5 vezes (300 pL/mL) com o tampdo de lavagem
(PBS/Tween 0,5 %). Foram adicionados 100 pL/pogo de anticorpo de deteccdo e a placa foi
incubada por 2 horas a temperatura ambiente. O contetdo foi retirado e a placa lavada 5 vezes
com tampéo de lavagem. Foram adicionados 100 pL/pogo de estreptavidina — HPR 1:200 a
placa que foi incubada por 20 a 30 minutos a temperatura ambiente ao abrigo da luz. O contetdo
foi retirado e a placa lavada 5 vezes com tampéo 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 finalizar a reacdo, foram adicionados 50 pL/pogode solucéo de
H2S04 1 M. A leitura foi realizada em leitor de ELISA em densidade 6tica de 490 nm.
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7.9  Coleta e processamento histolégico do joelho

O joelho direito dos camundongos foram retirados, as estrutura foram adicionada em
cassetes histologicos e acondicionadas por 48 horas em formol tamponado 10%. Em seguida,
os cassetes foram transferidos para solucdo de EDTA (Acido Etilenodiamino Tetra-Acético)
14% (Marca: Synth) para descalcificacdo 6ssea por 30 dias, com a troca da solucéo a cada 2
dias para garantir a descalcificacio (BUMA et al., 2000; CENTER FOR SKELETAL
RESEARCH, 2016). Em seguida, foi realizado o processamento rotineiro para inclusdo em
parafina. A microtomia resultou em amostras do joelho como um todo (cavidade articular e
tecido 0sseo) para posterior coloracdo por HE e avaliacdo histopatoldgica das estruturas
afetadas (presenca e classificacdo do tipo de infiltrado inflamatorio; cicatrizacdo patoldgica

associada com perda de funcéo).

7.10 Avaliacdo de Hipernocicepcdo — teste de pressdo crescente na pata do
camundongo

Os experimentos foram realizados utilizando o teste de pressao crescente utilizando o
aparelho Anestesidmetro Eletronico (Insight Equipamentos, Sdo Paulo, Brazil), que consiste
em um transdutor de pressdo conectado a um contador digital de forca (g). Este método também
é conhecido como Von Frey eletrénico (ANGEBY MOLLER; JOHANSSON; BERGE, 1998).
O contato do transdutor de pressdo a pata é realizado através de uma ponteira descartavel de
polipropileno com 0,5 ou 4,15 mm2 de diametro que ¢ adaptada a ele. Os animais séo alocados
em caixas de acrilico, medindo 12 x 10 x 17 cm cujo assoalho é uma rede de malha igual a 5
mm?2 constituida de arame ndo maleavel de 1 mm de espessura,durante 15 minutos antes
do experimento para adaptacdo ao ambiente. Espelhos foram posicionados a 25 cm abaixo das
caixas de experimentacdo, para facilitar a visualiza¢do da regido 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 oanimal produza uma resposta caracterizada
como sacudida (“flinch”) da pata estimulada. Os estimulos foram repetidos por ate 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 no periodo da manha.

Os testes foram feitos antes da inducdo a gota por MSU e 16 horas ap0s a indugéo, antes
de finalizarmos o experimento. A intensidade da nocicep¢do medida foi quantificada como a

variacdo na pressdo (D de reacdo em gramas) obtida subtraindo a média dos 3 valores
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de medidas similares, observados antes do tratamento, da média dos 3 valores de medidas

similares observados ap6s a administracao dos peptideos.
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Figura 7 - Foto do equipamento utilizado no teste de pressdo crescente na pata de camundongo.

A foto apresenta o anestesiometro eletrénico (Insight Equipamentos, Sdo paulo, Brazil), constituido por transdutor
de pressdo (1) conectado a um contador digital de forca (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 presséo 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 forga (2) em contato com a pata do animal (circulo preto). O experimentador deve
aplicar, por entre as malhas da rede do assoalho (Hamburger, Baraf et al.), uma pressdo linearmente crescente no
centro da planta da pata até que o animal produza uma resposta caracterizada como “sacudida” (“flinch) (B)
(Imagens retiradas da tese de doutorando da Dra. Izabela Galvao).

7.11 Cultura de macro6fagos derivados da medula 6ssea (BMDM)

Os camundongos C57/BL6 foram anestesiados e posteriormente eutanasiados por
deslocamento cervical. Um corte na pele do abdome foi feito e a pele retirada do quadril para
baixo (como uma “cal¢a’). Os musculos da perna, mantendo o fémur e a tibia intactos, foram
removidos e 0s 0ssos do fémur foram separados da tibia. Os ossos foram bem limpos,
principalmente na parte da epifise, e colocados na placa de Petri, devidamente identificada e
sobre o gelo.

Ap0bs a retirada de todos os 0ssos as epifises foram removidas através de um corte (sem
quebrar os 0ss0s). Com uma agulha de 24G acoplada a uma seringa de 5mL, foram inseridos 5
mL de meio DMEM completo (10% FBS, 20% LCCM) em cada 0sso, pelas 2 extremidades,
fazendo leve e simultanea friccdo, a fim de que houvesse total liberacdo das células da medula
Ossea. O meio que passou por dentro do osso foi coletado em um tubo de50 mL (Falcon),
fazendo assim um pool de células.

Para cada animal utilizado, distribuimos as suas células entre 4 placas de petri de cultura
celular (com total de 20mL de meio por placa), e esse foi denominado o dia 0.

No dia 3 adicionamos mais 10mL de meio DMEM completo em cada placa de petri.

No dia 7 as células foram transferidas para placas de cultura de 24 poc¢os. Retiramos o

meio da placa de petri, desprendemos os macréfagos da placa utilizando 200uL de Tripsina-
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EDTA por placa, passamos as células para um tubo de 50mL (falcon) e o centrifugamos durante
5min a 1500rpm em uma temperatura de 4°C para formacao de um pellet. O sobrenadante foi
desprezado e o pellet ressuspendido com meio DMEM completo. Fizemos a contagem celular
em camara de Neubauer, em uma diluicdo de 100X de células em Turk (IMBRALAB®). Por
fim, os macréfagos foram divididos em placas de 24 pocos num total de4x10*células por poco.
No dia 8 os macrofagos foram estimulados com os tratamentos estipulados. Fizemos a
retirada do sobrenadante e adicionamos DMEM incompleto (apenas 0 meio DMEM). As
células foram estimuladas com 1 pg/mL de LPS durante um periodo de 1 horas. Apds esse
periodo acrescentamos 300 ug/mL de MSU, aguardamos 10 minutos e tratamos as células com
25 mM dos peptideos P140 e sC140. As células foram mantidas em estufa de CO2 a 37 °C.
Aguardamos um intervalo de 6horas, retiramos e armazenamos 0 sobrenadante em

superfreezers a -80C° e coletamos e armazenamos as células também a -80C°.

7.12 Andlise Estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas com o software GraphPad Prism 8.0.2. Os
resultados foram expressos como média * erro padrdo da média. Os dados foram normalizados
pelo teste Normality and Lognormality Tests, e a partir do teste de normalidade definimos o
pos teste utilizado em cada experimento. A analise de diferenga entre dois ou mais grupos foi
realizado por 2way ANOVA seguido pelo pés-teste a depender do teste de normalidade,
variando entre Tukey e Shapiro-Wilk.

A significancia estatistica foi estabelecida em p<0,05.
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8. RESULTADOS

8.1  P140 induziu a reducdo de células totais, em especial neutrofilos, na
cavidade articular dos animais que foram desafiados com MSU

Os animais foram pré-tratados por via intravenosa, 1 hora antes do desafio com MSU,
com o peptideo P140 ou sC140 (1 pg/ml). O desafio com MSU levou a um aumento de células
inflamatdrias, com predominancia de neutréfilos, na cavidade articular dos animais,
comparados com o0s animais do grupo controle. Foi possivel verificar que o pré-tratamento com
0 peptideo levou a uma diminuicédo de células totais na cavidade articular (Figura 8A) e também
diminuicdo na contagem de neutrofilos na cavidade articular (Figura 8B), e o tratamento com
0 peptideo truncado ndo apresentou alteragdo no recrutamento de células comparado com 0s

animais ndo tratados desafiados com MSU (Figura 8).
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Figura 8 — Pré-tratamento com P140 induz uma reducéo de células inflamatorias na cavidade articular
afetada pelo MSU.

O tratamento com o peptideo induziu a uma reducéo de células totais na cavidade articular (A) sendo (*) p=0,0363
guando comparado com o grupo veiculo (gota néo tratado), assim como também induziu a redugdo de neutréfilos
na cavidade articular (B) sendo (**) p=0,0020 quando comparado com o grupo veiculo (gota ndo tratado). As
barras representam a média + desvio padrdo de 5 camundongos por grupo. (2way ANOVA seguida pelo pds-teste
Shapiro-Wilk test).

Esses dados podem ser reiterados com a histologia do tecido periarticular destesanimais,
que demonstrou reducéo significativa da inflamacao local em relagdo ao grupo néo tratado e ao
grupo peptideo sC140 (figura 9).
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Figura 9 — O pré-tratamento com P140 reduz a inflamacao articular promovida pela injecdo de MSU.

No corte histoldgico salina (SAL) é possivel verificar o tecido articular do joelho do animal, sem que haja presenca
de células do infiltrado inflamat6rio. No corte histoldgico (MSU), representa os animais que foram apenas
desafiados com 0 MSU sem tratamento prévio, € possivel verificar um alto nivel infiltrado inflamatério local (setas
pretas). No corte histol6gico (P140) representando os animais pré-tratados com este peptideo é possivel verificar
o tecido articular do joelho sem que haja presenca de células do infiltrado inflamatério. O cortehistolégico (sC140)
representa o grupo de animais que foi pré-tratado com o peptideo controle sC140, neste corte ha uma presenca
extensa de infiltrado inflamatério, o que condiz com outros achados.

8.1.1 Pré-tratamento com P140 induziu a reducéo dos niveis de nocicepcao

Os animais foram pré-tratados com o peptideo P140 ou sC140 (1 pg/ml), a depender
do grupo, por via endovenosa. 1 hora depois foi feito o desafio com 0 MSU (10 pl com 100mg)
aplicado diretamente na articulacdo tibio-femural e ap6s 16 horas fizemos as analises,como
descrito na metodologia. O teste de hipernocicep¢do busca demonstrar a pressdo que 0S
camundongos suportam em suas patas, logo, os camundongos que foram desafiados com o
MSU, geralmente, suportam uma menor pressdo em suas patas devido a inflamacéo local e a
possivel hiperalgesia que esta inflamacdo provavelmente gera. Portanto, quanto menor acoluna
do gréfico de Hipernocicepcao, estara representando que aquele grupo de animais aceitou uma
menor pressao advinda do aparelho medidor. E, inversamente, quanto maior a coluna do
grafico, demonstra que os animais aceitaram uma maior pressdo advinda do aparelho em suas

patas.
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O desafio com o0 MSU levou a uma diminuigdo de presséo vinda do aparelho que os
animais aguentaram em suas patas, quando comparados ao grupo de animais controle. O grupo
pré-tratamento com o peptideo P140 apresentou uma melhora significativa em relagdo ao grupo
gota sem tratamento MSU. Também foi possivel observar que houve uma melhora significativa
no grupo pré-tratado com o peptideo controle sC140, em relacdo ao grupo gota ndo tratado

MSU, e esse resultado foi inesperado.
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Figura 10 — Pré-tratamento com o P140 induz ao aumento da nocicepc¢éo.

Foi possivel demonstrar que o grupo MSU, em relagdo ao grupo controle, houve uma diminuicdo da
Hipernocicepcéo (#) p<0,0001, o que demonstra que 0s animais ndo estavam aguentando tanto pressdo em suas
patas vinda do aparelho quando comparado ao grupo controle. Foi possivel constatar uma diferenca significativa
entre 0s grupos P140 e MSU (*) p=0,0257, em que o tratamento com o peptideo fez com que os animais resistissem
a uma maior pressdo em suas patas quando comparado ao grupo veiculo (gota ndo tratado). Etambém foi possivel
ver uma diferenca significativa entre sC140 e MSU (**) p=0,0061, em que também houve uma melhora em relacéo
ao grupo MSU quando comparado com o grupo veiculo (gota ndo tratado). As barras representam a média + desvio
padrdo de 5 camundongos por grupo (2way ANOVA seguido pelo pos-teste Tukey).

A partir das imagens macroscopicas dos joelhos tratados dos animais que foram
induzidos a gota com o uso do MSU podemos verificar que essa melhora parece ser,

macroscopicamente, visivel nos animais utilizados nos experimentos (figura 11).
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Figura 11 — Visualizagdo macroscépica dos joelhos tratados dos animais.

Como é possivel verificar nas imagens o grupo SAL ndo demonstrou, macroscopicamente, inflamacéo localizada.
Entretanto os grupos MSU e MSU + sC140 demonstraram, macroscopicamente, inflamacéo localizada nos joelhos.
O animal tratado com P140, demonstrado na figura MSU + P140 ndo demonstrou, visualmente, inflamacéo local.

8.1.2 P140 n&o altera os niveis de células inflamatdrias sistémicas

Como o P140 é administrado por via sistémica, fomos avaliar se a reducao de células
inflamatdrias na cavidade articular estava associada a alteracbes nas células circulantes,
exercendo-se um possivel efeito imunossupressor. Vimos que o uso do P140 como um pré-
tratamento ndo trouxe diminuicdo das células inflamatdrias sistémicas (Figura 12), diferente
daquilo que foi visto referente as células inflamatorias localizadas na regido da cavidade
articular. Como podemos concluir, o nimero de células totais (A), de neutrdéfilos totais (B) e de
monocitos totais (C) sistémicos ndo se alterou, significativamente, com o pré-tratamento
utilizado. Entretanto, houve um aumento significativo do numero de celulas inflamatorias
com a utilizagdo do peptideo controle sC140, quando comparado ao grupo gota sem tratamento
MSU.
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Figura 12 - Pré-tratamento com P140 ndo induziu uma reducao de células inflamatérias sistémicas apds o
desafio com MSU.

O tratamento com o peptideo P140 ndo levou a uma reducéo significativa das células inflamatérias sistémicas
totais (A) p=0,9996 quando comparado ao grupo veiculo (gota ndo tratado) MSU, entretanto houve um aumento
significativo das células totais no grupo tratado com peptideo controle sC140 (*) p=0,0372 comparado ao grupo
MSU. Também ndo houve uma reducéo significativa de células mononucleares sistémicas no grupo tratado com
0 peptideo P140 (B) p=0,3762 quando comparado ao grupo veiculo (gota ndo tratado) MSU. E os neutréfilos
sistémicos também ndo demonstraram redugdo com o tratamento P140 (C) p=0,2078 quando comparado ao grupo
veiculo (gota ndo tratado) MSU, entretanto houve um aumento significativo de neutréfilos sistémicos no grupo
tratado com o peptideo controle sC140 (**) p= 0,0055 quando comprado ao grupo MSU. As barras representam a
média + desvio padrdo de 5 camundongos por grupo (2way ANOVA seguida pelo p6s-teste Shapiro-Wilk test).

8.1.3 O pré-tratamento com o peptideo P140 induziu reducéo de ROS nas células
tratadas e estimuladas com MSU in vitro

Fizemos a dosagem de Espécie reativa de oxigénio (ROS) in vitro devido a sua relacdo
com a ativacdo do inflamassoma. No geral, quando ROS é liberado dentro da célula, ele auxilia
na ativacdo do complexo do inflamassoma, sendo um dos fatores para que ocorra entdo a
inflamagcéo e a liberagdo de IL-1P. Logo, foi feita a retirada das células da medula dssea dos
animais e posterior cultivo para derivacdo de macréfagos, conforme descrito na metodologia.
Posteriormente, foram feitas analises para verificacdo de nivel de ROS em relacdo aos
tratamentos utilizados nos macro6fagos in vitro. Foi possivel verificar que houve um aumento
da liberacdo de ROS no MSU, grupo gota sem tratamento, em relagdo ao grupo controle. No
grupo tratado com P140 houve reducéo da ROS quando comparado ao grupo gota néo tratado
MSU. Essa reducdo pode estar relacionada com a modulagédo da autofagia devido ao tratamento

pelo peptideo, o que pode levar a uma menor atuacao do inflamassoma.
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Figura 13 — Reducéo da concentracdo de ROS em relagdo aos tratamentos de macroéfagos in vitro.

(A) Apos experimentos in vitro foi possivel verificar uma reducéo de ROS no grupo tratado P140 p<0,0001 quando
comparado ao grupo ndo tratado MSU. Essa reducdo nos levou a sugerir uma modulacao da autofagia pelo uso do
peptideo. (B) Gréfico de &rea sob a curva referente ao gréfico A p<0,0001 (AUC e 2way ANOVA seguido pelo
pos-teste Tukey).

8.1.4 O pré-tratamento com o peptideo P140 induziu a uma reducéo de IL-1p
no tecido periartiular

Os animais foram pré-tratados com o peptideo P140 ou sC140 (1 pg/ml), a depender
do grupo, por via endovenosa. 1 hora depois foi feito o desafio com o0 MSU (10 pl com 100mg)
aplicado diretamente na articulacdo tibio-femural e apds 16 horas fizemos as analises,como
descrito na metodologia. Foram feitos o processamento tecidual e posterior analise utilizando a
técnica de ELISA nos tecidos periarticulares dos animais, conforme descrito na metodologia.

Foi possivel verificar que houve um aumento da citocina IL-1f no grupo gota nio
tratado MSU, quando comparado ao grupo controle. O grupo pré-tratado com o peptideo
P140 houve uma reducéo da citocina IL-1p, quando comparado com o0s animais do grupo gota
sem tratamento MSU. Houve também diferenca significativa na concentracdo de citocina
entre o grupo pré-tratado com o peptideo controle sC140 e o grupo gota sem tratamento MSU,
demonstrando que se faz necessario maiores estudos e experimentos pata entender a atuacdo do

peptideo controle em relagdo a essa citocina.
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Figura 14 — Pré-tratamento diminui a concentracao de IL-1p no tecido periarticular dos animais.

Foi possivel demonstrar que houve diferenca significativa entre os grupos MSU e Controle (#) p= 0,0317 quando
comparado ao grupo controle. Também houve diferenca significativa entre os grupos MSU e P140 (***) p=0,0008
guando comparado ao grupo veiculo (gota ndo tratado), em que o grupo pré-tratado demonstrou uma diminuicéo
da concentracdo de citocina nos tecidos dos animais e também houve uma diminuicdo significativada
concentracdo de IL-1B no grupo pré-tratado com sC140, em relacdo ao grupo MSU (**) p= 0,0012 quando
comparado ao grupo veiculo (gota nao tratado), demonstrado que ambos peptideos, nesse tratamento, tiveram uma
atuacdo positiva em diminuir esta citocina inflamatoria no local afetado pelo MSU. As barras representam a média
* desvio padrdo de 5 camundongos por grupo (2way ANOVA seguido pelo pds-teste Tukey).

9. Avaliar o efeito da pdés-administracdo do peptideo P140 na resposta
inflamatdéria induzida pelo MSU no modelo experimental murino de gota.
Uma vez observado que o pré-tratamento inibiu a resposta inflamatéria na gota

experimental decidimos investigar se 0 pos-tratamento teria efeitos importantes.

9.1 O poés-tratamento com o peptideo levou a reducdo de neutrofilos na
articulacao afetada pelo MSU

Induzimos a gota injetando MSU (10 pl com 100mg) diretamente na articulacéo tibio-
femural dos animais, ap6s 10 horas fizemos o tratamento com o peptideo P140 ou sC140 (1
pg/ml), a depender do grupo de animais. Foi esperado 16 horas, e foram feitas as analises, assim
como descrito na metodologia. Foi possivel verificar que o tratamento ndo demonstrou
diferenca no total de células inflamatdrias localizadas na cavidade articular dos animais (A), e
também ndo demonstrou diferenca no total de celulas mononucleares (B). Entretanto, houve
diferenga significativa no total de neutrofilos localizados na cavidade articular dos animais,

feito o pds-tratamento com o peptideo P140 houve uma reducdo do numero de neutrofilos
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presentes na articulacdo afetada pelo MSU quando comparado ao grupo gota sem tratamento
MSU.
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Figura 15 — Pds-tratamento reduz neutroéfilos na cavidade periarticular.

Com a utilizacdo do pds-tratamento com o peptideo P140 foi possivel demonstrar que (A) ndo houve diferenga
significativa no total de células inflamatdria na cavidade articular, p=0,6907 quando comparado ao grupo veiculo
(gota ndo tratado) MSU, assim como (B) ndo houve diferenca no total de células mononucleares também na
cavidade articular, p>0,9999 quando comparado ao grupo veiculo (gota ndo tratado) MSU. Entretanto (C) houve
uma diminuicao significativa de neutrofilos, em relagdo ao grupo MSU nas articulagBes pos-tratadas com o P140
(*) p=0,0048 quando comparado com o grupo veiculo (gota ndo tratado) MSU. As barras representam a média +
desvio padrdo de 5 camundongos por grupo (2way ANOVA seguido pelo pds-teste Tukey).

Esses dados podem ser correlacionados utilizando a histologia do tecido periarticular
destes animais, que demonstrou reducdo da inflamacédo local do grupo P140 em relagdo ao

grupo nao tratado MSU e ao grupo peptideo controle sC140 (figura 16).
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Figura 16 — Pos-tratamento demonstrou reducdo de neutrdfilos na cavidade articular.

Para a histologia foram utilizados 5 animais por grupo. No corte histoldgico salina (SAL) € possivel verificar o
tecido articular do joelho do animal, sem que haja presenca de células do infiltrado inflamatério. No corte
histoldgico (MSU), representa os animais que foram apenas desafiados com o MSU sem tratamento prévio, é
possivel verificar um alto nivel infiltrado inflamatdrio local (setas pretas). No corte histoldgico (P140)
representando os animais pos-tratados com este peptideo é possivel verificar o tecido periarticular do joelho sem
gue haja presenga de células do infiltrado inflamatério. O corte histolégico (sC140) representa 0 grupo de animais
que foi pds-tratado com o peptideo controle sC140, neste corte hd uma presenga extensa de infiltrado inflamatdrio,
0 que condiz com outros achados.

9.2 O pébs-tratamento com o peptideo levou a reducdo dos niveis de nocicepcao
dos animais.

Induzimos a gota injetando MSU (10 pl com 100mg) diretamente na articulacéo tibio-
femural dos animais, ap6s 10 horas fizemos o tratamento com o peptideo P140 ou sC140 (1
pg/ml), a depender do grupo de animais. Foi esperado 16 horas, e foram feitas as analises, assim
como descrito na metodologia. Como explicado anteriormente, o gréfico de nocicepgédo
necessita de ser lido de maneira invertida. Foi possivel verificar um aumento de
Hipernocicepg¢do no grupo gota sem tratamento MSU, quando comparado ao grupo controle.
O grupo pos-tratado com o peptideo P140 demonstrou uma significativa reducdo de nocicepgédo
em relacdo ao grupo gota ndo tratado MSU. Assim como no pré-tratamento, o pds-tratamento
com o peptideo controle sC140 também demonstrou beneficios em relacdo a melhora da

nocicepc¢édo, quando comparado ao grupo gota ndo tratado MSU.
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Figura 17 — Pds-tratamento com o peptideo P140 induziu a redugédo de nocicepg¢ao nos animais tratados.
Foi possivel demonstrar que o grupo MSU, em relagdo ao grupo controle, houve uma diminuicdo da
Hipernocicepcéo (#) p <0,0001, o que demonstra que os animais ndo estavam aguentando tanto pressédo em suas
patas vinda do aparelho quando comparado ao grupo controle. Apds o tratamento com o P140 houve uma
significativa redugdo dos niveis de nocicepcdo dos animais, quando comparados ao grupo MSU p= 0,0013
quando comparado ao grupo veiculo (gota ndo tratado). Houve também diferenca significativa entre o grupo
tratado com o peptideo controle sC140 e o grupo MSU p= 0,0026 quando comparado ao grupo veiculo (gota ndo
tratado). As barras representam a média + desvio padrdo de 5 camundongos por grupo. (2way ANOVA seguido

pelo pos-teste Tukey).

A partir da visualizacdo macroscopica dos joelhos dos animais pds-tratados, que foram

induzidos a gota utilizando o MSU podemos verificar que essa melhoria foi aparente,

macroscopicamente (figura 18).
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Figura 18 — Joelhos induzidos a gota utilizando MSU dos animais pos-tratados.

Como é possivel verificar visualmente nas imagens dos joelhos dos animais experimentais, houve uma
diferenca visual entre os grupos. O grupo SAL ndo demonstrou inflamagéo, no contexto visual, no joelho
dos animais. Ja o grupo que foi induzido a gota, sem tratamento, MSU, demonstrou uma intensa
inflamacéo localizada, macroscopica. O grupo induzido a gota e pds-tratado com o peptideo controle
demonstra também uma inflamacdo local, porém diminuida quando comparado com o grupo MSU. O
grupo pos-tratado com o P140 demonstra uma diminuicdo da inflamacdo ainda maior do que o grupo
tratado com o peptideo controle, quando compramos com o grupo MSU, corroborando com os demais
achados.

9.3  Pos-tratamento com P140 ndo interferiu com o nivel de neutrofilo
apoptotico na cavidade articular

A partir dos dados de contagem de células locais e da diferenca significativa no nimero
de neutrofilos, fomos verificar se havia alguma diferenca no niamero de neutrofilos apoptéticos
no joelho que foi induzido a gota, visto que neutr6filos apoptéticos aparecem na fase
inflamatdria de crise de gota aguda, principalmente ao final da inflamacé&o. Logo, induzimos a
gota injetando MSU (10 ul com 100mg) diretamente na articulacéo tibio-femural dos animais,
apos 10 horas fizemos o tratamento com o peptideo P140 ou sC140 (1 pg/ml), a depender do
grupo de animais. Foi esperado 16 horas, e foram feitas as analises, assim como descrito na
metodologia. Foi possivel verificar que ndo houve diferenca significativa entre 0s grupos
tratados e ndo tratados para gota referente ao nivel de neutrofilos apoptdticos na cavidade

articular em que foi injetado MSU.
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Figura 19 — O tratamento com P140 nao demonstrou diferenca significativa no nimero de neutrdfilos
apoptoticos na cavidade articular dos animais.

O tratamento com o peptideo ndo demonstrou diferenga significativa entre os grupos tratados e ndo tratados para
gota e o nivel de neutrofilos apoptéticos, p=0,3085. As barras representam a media + desvio padrdo de 5
camundongos por grupo (2way ANOVA seguida pelo pos-teste Tukey).

9.4  Pés-tratamento levou a reducdo de IL-1p no tecido periarticular dos
animais

Induzimos a gota injetando MSU (10 ul com 100mg) diretamente na articulacéo tibio-
femural dos animais, ap6s 10 horas fizemos o tratamento com o peptideo P140 ou sC140 (1
ug/ml), a depender do grupo de animais. Foi esperado 16 horas, e foram feitas as analises, assim
como descrito na metodologia. Foi demonstrado que o grupo gota sem tratamento MSUteve um
aumento significativo de IL-1B, quando comprado ao grupo controle. Houve uma diminui¢éo
significativa da concentracéo de IL-1B no grupo pos-tratado pelo peptideo P140, em relacdo ao
grupo gota ndo tratado MSU. Entretanto, assim como no pré-tratamento,também verificamos
que houve uma diferenca significativa entre o grupo tratado com o peptideo controle sC140 e o
grupo gota ndo tratado MSU, logo reiterando a hipdtese de que sefaz necessario entender melhor

a atuacdo do peptideo controle em relagéo a essa citocina.
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Figura 20 — Pds-tratamento com o peptideo levou a diminui¢éo da concentragédo de IL-1p no tecido
periarticular dos animais.

Apos tratamento com o peptideo, foi possivel verificar uma diferenga significativa entre o grupo MSU e o grupo
Controle (#) p=0,0317. Houve diferenca significativa de liberagéo da citocina pré-inflamatéria, em que demonstra
uma diminuicdo da concentracdo de IL-1B no tecido periarticular entre o grupo P140 e o grupo MSU (***) p=
0,0003 quando comparado ao grupo veiculo (gota ndo tratado). Além disso, também foi possivel verificar uma
diferenca significativa entre o grupo peptideo controle sC140 e o grupo gota sem tratamento MSU (****) p
<0,0001 quando comparado ao grupo veiculo (gota ndo tratado), sendo um resultado ndo esperado, porém
interessante para analises posteriores. As barras representam a média + desvio padrdo de 5 camundongos por grupo
(2way ANOVA seguido pelo pos-teste Tukey).
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10. DISCUSSAO

A gota é uma doenca causada pela deposicdo de MSU nas articulagcdes que leva a
inflamacdo local devido ao recrutamento de células inflamatorias (BENAVENT et al., 2021;
HARRIS, MARK D.; SIEGEL; ALLOWAY, 1999) e a ativacdo de inflamassoma NLRP3, com
posterior liberacdo de IL-1p (BUSSO; SO, 2010; HARRIS, JAMES et al., 2017; SCHRODER,;
TSCHOPP, 2010). No presente estudo foi possivel observar, pela primeira vez, que o uso do
peptideo sintético P140 induz uma melhora, no aspecto inflamatério local, nos animais
desafiados com gota e tratados com o peptideo.

A gota € caracteriza por ataques inflamatdrios localizados e limitantes (MITROULIS;

KAMBAS; RITIS, 2013) que conduzem ao desgaste e a destruicdo das articulacdes,
desfiguracéo e incapacidades (TERKELTAUB, 2010). O reconhecimento do cristal formado a
partir do &cido Urico que se deposita nas articulagcdes, denominado MSU, gera essa cascata
inflamatoria local e liberagdo de IL-1B (MITROULIS; KAMBAS; RITIS, 2013; MITROULIS;
SKENDROS; RITIS, 2010). As principais células relacionadas a esse ataque inflamatorio séo
os macrdfagos residentes das articulagbes, que sdo os primeiros a reconhecer o MSU
(DALBETH et al., 2019) e a levar a ativacdo do inflamassoma. Apos a liberagao do IL-1p ha o
recrutamento dos neutrofilos para o local afetado (MITROULIS; KAMBAS; RITIS, 2013). Os
nossos achados mostraram que o0 pré-tratamento com peptideo P140 diminuiu o namero de
células inflamatorias totais na cavidade articular dos animais, com umareducao significativa de
neutrdfilos, quando comparados ao grupo com MSU nédo tratado. A reducdo de neutréfilos nas
articulacdes pode estar associada com as melhoras clinicas (Hipernocicepcao) e patoldgicas
(histopatologica) também observadas nesse projeto. Muitos trabalhos tem demonstrado a papel
de neutrofilos na patologia da gota experimental (AMARAL et al., 2012; BROSTJAN;
OEHLER, 2020; MITROULIS; KAMBAS; RITIS,
2013; SO, ALEXANDER, 2013), além disso, trabalhos tem demonstrados que estratégias
farmacologicas de inibicdo de recrutamento de neutréfilos melhoram a inflamagdo da Gota
(BRANDT, 1974; CHEN, BAOFENG et al., 2019; TSEUGUEM; NGANGOUM,; et al.,2019;
TSEUGUEM; NGUELEFACK; et al., 2019).

Nas articulagdes afetadas pelo MSU os neutrofilos, podem ou ndo fagocitar o MSU, e
posteriormente secretam mediadores inflamatérios que levam a uma piora do quadro da gota
(MITROULIS; KAMBAS; RITIS, 2013). Os neutrofilos séo recrutados para a cavidade intra-
articular com gota ap6s o primeiro reconhecimento do MSU pelos macréfagos e liberacdo de
citocinas, tais quais, IL-1p e a quimiocina CXCR2 (POPA-NITA; NACCACHE, 2010).
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Apesar de ndo ter sido dosado CXCR2, observamos uma reducdo dos niveis de IL-1p no tecido
periarticular dos animais tratados com o peptideo P140 ap6s desafio com MSU, sugerindo um
efeito do P140 associado a modulagéo do inflamassoma.

Essa reducao significativa de neutrofilos poderia estar associada a um menor ambiente
inflamatdrio local (AMARAL et al., 2012; COELHO et al., 2008; CUNHA et al., 2008), com
menor producdo de citocinas e quimiocinas, para o qual eles, provavelmente, foram menos
atraidos depois do desafio com o MSU. Outro ponto a ser levado em consideracéo, a respeito
da reducdo local de neutrofilos, esta relacionado com a possivel atuacdo do peptideo inibindo
estas células de migrarem para os locais inflamados, correlacionando essa sugestdao com o fato
visto do nimero ligeiramente aumentado de neutrofilos sistémicos no grupo tratado com P140,
em relagédo ao grupo MSU.

Outro ponto que sugere uma evidéncia de atuacdo do peptideo P140 no grupo tratado
como inibidor de recrutamento de neutrofilos é o resultado de que ndo houve diferenca na
contagem de neutrdfilos apoptéticos, sugerindo que o peptideo a principio, ndo interfere na
sobrevida dos neutrofilos no local inflamado.

Além disso, outra consideracdo associada ao contexto de infiltracdo de neutrofilos na
cavidade articular com gota esta relacionado com a hiperalgesia, os autores AMARAL et al.,
2012; YIN et al., 2020 demostraram que os neutréfilos estdo diretamente relacionados com a
hiperalgesia nos animais testados para gota. Logo, nossos resultados corroboram com a
literatura, em que houve uma diminuicdo de neutrdfilos e também uma diminuicdo de
hiperalgesia desses animais tratados.

Em relacdo a medicacdes e terapias utilizadas para o tratamento desta doenca, estudos
feitos com outras terapias alternativas para o tratamento de gota, como por exemplo o0 uso dos
fitoterapicos Curcumina, Eucaliptol e do extrato aquoso de Paullinia pinnata tem como um dos
principais objetivos a redugdo do recrutamento neutrofilico, devido ao fato de que o aumento
de neutrdfilos locais leva ao aumento de hiperalgesia e inflamacdo (CHEN, BAOFENG et al.,
2019; TSEUGUEM; NGUELEFACK; et al., 2019; YIN; LIU; WANG,; et
al., 2020). Um outro exemplo de doenca inflamatéria autoimune com melhora do quadro
quando h& uma diminuicdo dos neutréfilos é a vasculite, estudos mostram que a atividade
excessiva dos neutréfilos exacerba o quadro patoldgico (NAKAZAWA et al., 2018; XIAO et
al., 2002).
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Medicamentos muito utilizados na doenca de gota como cloroquina e a
hidroxicloroquina atuam na autofagia alterando o pH lisossomal, afetando a funcdo celular
como um todo. O principal efeito colateral destes medicamentos ocorrem nos olhos e no
coracdo, aparecendo com o seu uso a longo prazo, sendo um efeito colateral acumulativo
(VOMERO et al., 2018; XIU et al., 2014; ZIEGLER; UNANUE, 1982). Outros autores, por
sua vez, defendem o uso de AINES, mesmo com os efeitos colaterais ja citados como
gastrointestinais, cardiovasculares e nefrotoxicos (FITZGERALD et al., 2020; PILLINGER;
MANDELL, 2020) e outros medicamentos, principalmente anti-inflamatorios. Entretanto, o
principal ponto negativo a respeito do uso destes medicamentos sdo os efeitos colaterais, e
esse é o0 ponto chave do peptideo P140, ele ndo apresenta efeitos colaterais, segundo estudos
publicados (BONAM; RUFF; MULLER, 2019; MONNEAUX et al., 2003, 2007).

O peptideo P140 atualmente vem sendo estudado e bastante publicado em casos de lUpus
(BONAM; WANG; MULLER, 2018; MULLER, 2017; PAGE et al., 2009; WANG,
FENGJUAN et al., 2020; WILHELM et al., 2018; ZIMMER et al., 2013), sua atuacdo como
modulador da autofagia e do sistema imunoldgico nesta doenca nos levou a utiliza-lo em um
modelo animal de gota. Este peptideo exibe propriedades fisico-quimicas intrinsecas altamente
favoraveis, ndo € imunogénico, é seguro e nao exibe atividade imunossupressora (BONAM,;
RUFF; MULLER, 2019; WANG, FENGJUAN et al., 2020).

No modelo de Iupus ele atua como um imunomodulador que interfere nas respostas
imunolodgicas excessivas e retarda, consideravelmente, o processo fisiopatoldgico (BONAM;
WANG; MULLER, 2018; GROS; MULLER, 2014; RETNAKUMAR; MULLER, 2019;
SCHALL et al., 2012). Foi demonstrado que ele interage diretamente com a proteina Hsc70, se
co-localizando diretamente com essa proteina, inibindo sua atividade chaperona (PAGE et al.,
2009, 2011).

O peptideo, quando co-localizado com Hsc70, tem uma papel de regulagdo negativa,
diminuindo assim o fluxo autofagico via CMA (BONAM; WANG; MULLER, 2018;
MULLER, 2018) e essa modulagédo da resposta autofagica celular, pode estar relacionada com
a melhora nos casos de gota, quando tratados com o peptideo (figura 22), pois pode levar a uma
modulacdo negativa da resposta autofigica apds a fagocitose dos cristais de MSU,
diminuindo assim a formacgdo de NLRP3 (BONAM; WANG; MULLER, 2018).
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Figura 21 — Regulacéo da autofagia CMA pelo peptideo P140.

Resumo da atuac&o direta do peptideo P140 nos lisossomos que leva a modulagdo da autofagia celular. Adaptado
(BONAM; WANG; MULLER, 2018; ZHU, SHENG YU et al., 2020) Criado comBioRender.com.

Embora ndo explorado em nosso trabalho, nossa hipétese levantada é de que um dos
mecanismos pelo qual o peptideo poderia estar atuando na gota poderia ser na modulacdo da
autofagia, afetando a resposta macrofégica ao cristal de MSU, quando este é fagocitado por
estas células. Embora essa nossa hipdtese seja apenas especulativa, a temos como perspectiva
de estudo.

Quando ha o aumento da autofagia de uma célula ocorre o decréscimo de Caspl ativada,
levando a uma menor formacdo do complexo inflamassoma que por sua vez diminuia clivagem
de IL-1pB, consequentemente diminuindo sua liberagcdo (CAO et al., 2019; HARRIS, JAMES et
al., 2017)

Considerando a reducdo de IL-1p nos tecidos articulares dos animais com gota tratados
com P140, avaliamos producdo de ROS, nos macrofagos derivados de medula 6ssea. Sabe-se
que a liberacdo de ROS, no contexto estudado, esta relacionado com a fagocitose,pela célula,
do MSU; O MSU induz a uma alta producéo celular de ROS (VIEIRA et al., 2015), e embora
ndo tenhamos estudado a fundo sobre esta via, entende-se que a producdo de ROS leva a
ativacdo de inflamassoma (AMARAL et al., 2012; AMULIC et al., 2012; YIN; LIU; LI; et al.,
2020), pois, ja se é entendido, que ROS tem um papel importante na ativacéo da Caspl (CRUZ
et al., 2007; DOSTERT et al., 2008).

A reducdo de ROS nos macrofagos tratados com o peptideo P140 in vitro, pode estar

associado com a modulacdo do inflamassoma, uma vez que observamos uma diminuicdo da
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concentragdo da citocina IL-1p no tecido periarticular dos animais desafiados com MSU e
tratados com o P140 (HARRIS, JAMES et al., 2017; KLUCK et al., 2020; MARTINON et al.,
2006). Quando ocorre a diminui¢do do IL-1pB, consequentemente, ha uma redugdo do quadro
inflamatdrio local e uma melhora do quadro de gota (RAGAB; ELSHAHALY; BARDIN, 2017;
SCHRODER; TSCHOPP, 2010; WEBER et al., 2020).

Para entender melhor a atuacao do peptideo P140 o testamos como pos-tratamento, pois

as células inflamatorias locais, principalmente os neutrofilos que mostraram uma diminuicdo
no pré-tratamento, ja estariam recrutadas para a cavidade articular (HARRIS, MARK D.;
SIEGEL; ALLOWAY, 1999; MARTILLO; NAZZAL; CRITTENDEN, 2014).
Vimos que, com o uso do peptideo P140 como pds-tratamento, ap6s o desafio com 0 MSU, o
grupo tratado demonstrou uma significativa reducdo de neutrofilos na cavidade articular, e
correlacionando com esse dado, também foi possivel observar diminui¢do da hipernocicepg¢éo
dos animais tratados, em comparac¢édo do grupo MSU ndo tratado.

Esse dado de pds-tratamento levantou nova hip6tese de que o peptideo atua diretamente
na atividade celular dos neutrofilos. Quando verificamos o nimero de neutréfilos apoptoticos
no grupo pés-tratado com o P140, em relacdo ao grupo MSU, ndo conseguimos ver diferenca
significativa, 0 que sugere que essa atuacdo na atividade celular dos neutréfilos feita pelo
peptideo, ndo ocorre por apoptose, mas poderia ocorrer por outros mecanismos de morte celular
que ndo sao visiveis morfologicamente (FRANK; VINCE, 2018; GREEN; LLAMBI, 2015;
KERR; WYLLIE; CURRIE, 1972), sendo necessario entdo explorar de uma maneira mais
ampla esse ponto visto.

Sabemos que quando ocorre diminuicdo da citocina IL-1p ¢ devido ao fato de que houve
uma diminui¢do da ativagdo do inflamassoma celular (RAGAB; ELSHAHALY; BARDIN,
2017; SCHRODER; TSCHOPP, 2010; WEBER et al., 2020). Logo, com o0 uso do
pos-tratamento com o peptideo P140, em rela¢éo ao grupo ndo tratado MSU, houve diminuicado
significativa de IL-1pB, sugerindo entdo uma modula¢do do peptideo do inflamassoma das
células, mesmo com sua utilizacdo apos a desafio com o0 MSU.

Um ponto a se discutir é o fato de que, mesmo o peptideo sendo administrado de maneira
sistémica, ele altera apenas as células inflamatorias locais, significativamente, referentes ao
joelho desafiado com o0 MSU. Os autores PAGE et al., 2011 viram que ap0s a administracdo
IV do peptideo, a sua biodistribui¢do corporal ocorreu, preferencialmente, no pulmao e no baco,
ocorrendo um acumulo nesses dois 6rgdos, com uma co-localizacdo do P140 nas células B e
nos macrofagos, nestes 6rgdos. Nesses estudos o peptideo ndo demonstrou impacto em células

imunes circulantes (PAGE et al., 2011). Entretanto, em nosso
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trabalho podemos observar que houve um aumento das células inflamatérias circulantes, de
células totais e de neutréfilos, que mesmo ndo significativo, j& demonstra ser um ponto que
precisa ser melhor elucidado, a fim de entender os efeitos colaterais desse aumento de células
circulantes.

Em relacdo aos resultados significativos do peptideo controle sC140, ele levou a
diminuicdo significativa da Hipernocicepgdo tanto na sua pré-administracdo quando na pos-
administracdo, quando comparado aos grupos MSU, e também levou a diminuicdo significativa
da citocina IL-1p no tecido periarticular dos grupos pré e pos-tratados, quando comparado aos
grupos MSU. Ja se foi demonstrado que esse peptideo se diferencia do P140 a partir de
fosforilagdes diferentes que ambos apresentam em suas estruturas (PAGE et al., 2009). Estudos
mostram que sC140 ndo possui 0 mesmo efeito de co-localizagdo com Hsc70e Lamp2 que
P140 possui (PAGE et al., 2009, 2011) o que nos leva a inferir que este peptideocontrole ndo
estd atuando, em relacdo a diminuicdo da citocina IL-1B e da diminuicdo da hiperalgesia,
diretamente na diminuicdo da inflamagdo ou modulando autofagia, devido a sua diferente
atuacdo, comprovada, nas células ja estudadas. Logo, é mais provavel que eleconsiga agir, de
alguma maneira, diretamente na citocina em si, ou nos neutrofilos, visto que os neutrofilos
estdo relacionados tanto com a nocicepgdo e também relacionados a liberagdode IL-1p. Mais
estudos de vias de sinalizacdo e aprofundamento a respeito da atuacdo deste peptideo controle
se fazem necessarios.

Em resumo, nossos achados demonstraram que o peptideo foi capaz de levar a
diminuicdo de neutrofilos nas cavidades articulares desafiadas com 0 MSU, além de diminuicao
da nocicepcao dos animais tratados e reducdo dos niveis da citocina pro- inflamatéria IL-15 no
tecido periarticular dos joelhos dos animais com MSU, quando comparados com 0 grupo gota
ndo tratado (figura 22). Embora os mecanismos pelos quais o peptideo tenha demonstrado
efeitos benéficos, tanto na prevencdo como no tratamento na gotaexperimental, ainda precisam
ser melhor elucidados, nossos dados sugerem que esta possa ser mais uma estratégia terapéutica

promissora futura para pacientes com Gota.
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Figura 22 — Resultados compilados do uso do peptideo P140 no modelo de gota.

Resumo dos resultados apresentados no decorrer deste trabalho, demonstrando o peptideo ser capaz de diminuir
as células inflamatorias localizadas, diminuir a nocicepcdo dos animais tratados, levar a uma diminuicdo da
presenca de IL-1p no tecido periarticular dos joelhos desafiados e, in vitro, levar a diminuicdo de ROS nas células
tratadas.

Perspectivas

Apesar de ndo termos elucidado completamente os mecanismos envolvidos no fenotipo
gerado a partir do uso do peptideo P140, o que esperamos como perspectiva, ele demonstra ser
uma terapia alternativa promissora para o tratamento da artrite gotosa.

Como perspectivas temos por objetivo de elucidar o papel da autofagia na modulagéo
do inflamassoma no nosso modelo murino de gota, explorar os mecanismos da montagem do
inflamassoma e a atuacdo do peptideo nesse processo. Além disso, iremos comparar as vias
afetadas pelo peptideo tanto nos macr6fagos quanto nos neutréfilos, visto que ambos séo células
de extrema importancia para a patologia estudada, e explorar melhor as vias autofagicas afetas

pelo peptideo nestas células.
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Também iremos investigar os efeitos anti-inflamatérios do tratamento com o peptideo
P140 em macrofagos, comparando os efeitos in vitro com a droga anti-inflamatéria
dexametasona, avaliando a producdo da citocina IL-10, como forma de tentar correlacionar o
efeito do peptideo com o de uma droga anti-inflamatdria comercialmente utilizada.

Outro ponto a ser verificado serdo os fatores de sobrevida celular, analisar a via do NF-
kB e entender se o tratamento com o peptideo afeta esses fatores de alguma maneira. Verificar
se 0 peptideo P140 e o peptideo controle sC140 afetam outras citocinas pré- inflamatdrias como
por exemplo IL-18, e tentar compreender como o peptideo controlemodula certas respostas e

outras nao.
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N® de animais 20

Pesolldade 18g / 8(semanas)

Sexo indiferents

Origem Biotério Central
*Espéciellinhagem Camundongo isogénico / C57BLI6

N° de animais

20




Pesaolldade 18g ! 8{semanas)
Sexo indiferente
Crrigem Biotério Central

*Espécie/linhagem

Camundongo isogénico [ CSTBLG

N® de animais 20

FPesolldade 18g ! 8({semanas)
Sexo indiferents
Chrigem Bigterio Central

Consideragdes posteriores:

14/09/2020

Aprovado na reunido “on line” do dia 14/08/2020.
Validade: 14/00/2020 4 13/0%/2025.

Belo Horizonte, 05/08/2021.

Atenciosamente,

Sistema Solicite CEUA UFMG

https://aplicativos.ufmg.br/solicite_ceua/

Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Antdnio Carlos, 6827 — Campus Pampulha
Unidade Administrativa Il — 2° Andar, Sala 2005
31270-901 — Belo Honzonte, MG — Brasil
Telefone: (31) 34084518
www.ufmg. bribioetica/ceua - ceteafprpg.ufmg.br
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