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"O importante € ndo parar de questionar.
A curiosidade tem sua propria razédo de existir."
Albert Einstein



RESUMO

A artrite gotosa € uma inflamacéo das articulagdes caracterizada pela deposicao de
cristais de MSU (urato monossoédico) nas articulagdes. No contexto da inflamacao
gotosa, os macrofagos desempenham um papel paradoxal, participando da
patogénese, bem como da resolucao da inflamacdo. Essas células tém a capacidade
de adaptar seus perfis de ativacdo com base no microambiente tecidual e contribuem
para processos fisioldégicos e patoldgicos, buscando alcancar a homeostase. O
objetivo deste estudo foi investigar e avaliar o potencial terapéutico dos macréfagos
regulatérios (Mreg), visando aprimorar a compreensao e a aplicacdo do seu efeito
em um modelo de gota, com foco na diminuicdo dos sintomas inflamatoérios e na
prevencdo de danos articulares. Desta forma, foram realizados estudos in vitro,
utilizando macréfagos derivados da medula 6ssea (BMDMs) e in vivo através de
modelos experimentais de gota em camundongos. A reprogramac¢ao dos macréfagos
para um perfil regulatorio levou a uma reducéo na liberagéo de IL-12 e a um aumento
na liberacdo de IL-10 em comparacdo com outros subtipos de macréfagos. Em
estudos in vitro, a co-incubacdo dos Mreg com macréfagos primados com LPS e
posterior desafio com agonistas do inflamassoma NLRP3 resultou em uma reducao
na liberagcdo de IL-1B3, uma citocina chave na inflamagdo gotosa. Além disso,
observamos também uma diminuicdo da IL-18 no modelo de peritonite aguda
induzida por MSU em camundongos ao injetar os Mreg. A partir disso, foram injetados
cristais de MSU nas articulacdes tibiofemorais de camundongos, o que resultou em
inflamacéo tecidual associada a um influxo significativo de leucdcitos, principalmente
neutrofilos. Ao realizar a terapia com Mreg na articulacdo houve uma reducéo no
influxo de neutréfilos e de liberagdo da quimiocina CXCL1. Esses resultados
preliminares fornecem perspectivas para investigacdes posteriores sobre o papel dos
Mreg e da IL-10 na via do inflamassoma NLRP3 e da diminui¢cdo da inflamacéo, bem
como a possibilidade de manipulagéo do fenétipo de macréfagos. O estudo destaca
0s macréfagos como potenciais alvos terapéuticos na gota. A reprogramacado dos
macrofagos em direcao a um perfil anti-inflamatério pode ser uma abordagem eficaz
no controle da doenca. Esses achados tém o potencial de contribuir para o

desenvolvimento de estratégias terapéuticas inovadoras para a artrite gotosa.

Palavras-chave: Gota; IL-10; Macrofago; Macréfago Regulatério; Inflamacéo; IL-1.



ABSTRACT

Gouty arthritis is an inflammation of the joints characterized by the deposition of MSU
crystals (monosodium urate) within the joints. Within the context of gouty
inflammation, macrophages play a paradoxical role, participating in both the
pathogenesis and resolution of inflammation. These cells have the ability to adapt
their activation profiles based on the tissue microenvironment and contribute to
physiological and pathological processes in seeking to achieve homeostasis. The aim
of this study was to investigate and evaluate the therapeutic potential of regulatory
macrophages (Mreg), aiming to enhance the understanding and application of their
effects in a gout model, focusing on reducing inflammatory symptoms and preventing
joint damage. Consequently, in vitro studies were conducted using bone marrow-
derived macrophages (BMDMs) and in vivo experiments using gout models in mice.
Reprogramming macrophages toward a regulatory profile led to a decrease in the
release of IL-12 and an increase in the release of IL-10 compared to other
macrophage subtypes. In in vitro studies, co-incubation of Mreg with LPS-primed
macrophages and subsequent challenge with NLRP3 inflammasome agonists
resulted in a reduction in the release of IL-13, a key cytokine in gouty inflammation.
Additionally, a decrease in IL-13 was observed in the model of acute peritonitis
induced by MSU in mice upon injecting Mreg. Subsequently, MSU crystals were
injected into the tibiofemoral joints of mice, resulting in tissue inflammation associated
with a significant influx of leukocytes, mainly neutrophils. Administering Mreg therapy
to the joints led to a reduction in the influx of neutrophils and the release of the
chemokine CXCL1. These preliminary results provide perspectives for further
investigations into the role of Mregs and IL-10 in the NLRP3 inflammasome pathway
and inflammation reduction, as well as the potential for manipulating the macrophage
phenotype. The study highlights macrophages as potential therapeutic targets in gout.
Reprogramming macrophages towards an anti-inflammatory profile could be an
effective approach in disease management. These findings have the potential to
contribute to the development of innovative therapeutic strategies for gouty arthritis.

Keywords: Gout; IL-10; Macrophage; Regulatory Macrophage; Inflammation; I1L-1(.



LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS, SIMBOLOS E UNIDADES

American College of Physicians (Colégio Americano De

ACP o
Médicos)

ADA Adenosina Desaminase

ADO Adenosina

ADP Adenosina Difosfato

AINEs Anti-Inflamatorios Nao Esteroides

AMP Adenosina Monofosfato

APC Célula Apresentadora de Antigeno

ApoB Apolipoproteina B

ApoE Apolipoproteina E

Arg-1 Arginase-1

ASC Apoptosis-Associated Speck-Like Protein Containing A Card

ATP Adenosina Trifosfato

AUC Acido Urico Circulante

BMDM Bone Marrow-Derived Macrophages (Macrofagos Derivados de
Medula Ossea)

CAPI Centro de Aquisicdo e Processamento de Imagens

CARD Caspase Activation and Recruitment Domain



CCL1

CD163

CD206

CD209

CD80

CD86

CEUA

CLIC

COX-2

CTH

CXCL1

CXCL9/10/11

DAMPs

DC

DMEM

DNA

C-C Motif Chemokine Ligand 1

Cluster of Differentiation 163

Cluster of Differentiation 206

Cluster of Differentiation 209

Cluster of Differentiation 80

Cluster of Differentiation 86

Comissao de Etica no Uso De Animais

Proteina do Canal Intracelular de Cloreto

Ciclooxigenase-2

Célula-Tronco Hematopoiética

Chemokine (C-X-C maotif) ligand 1

Chemokine (C-X-C motif) Ligand 9/10/11

Padrdes Moleculares Associados a Danos

Células Dendriticas

Dulbecco's Modified Eagle's Medium (Meio de

Modificado por Dulbecco)

Acido Desoxirribonucleico

Eagle



E-IgG

ELISA

ERK

EULAR

FCyR

FFA

Fizz1

GDA

GIcNAc

GMP

GSDMD

GTP

HK

IBP

ICAM-1

Imunocomplexos Formados com Hemacias de Carneiro e 1gG
anti-hemacias de carneiro
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (Ensaio

Imunoenzimatico Ligado A Enzimas)

Extracellular Signal-Regulated Kinase

Liga Europeia Contra o0 Reumatismo

Fc Gamma Receptor

Free Fatty Acid

Found In Inflammatory Zone 1

Guanina Desaminase

N-Acetilglucosamina

Guanosina Monofosfato

Gasdermina D

Guanosina Trifosfato

Hexoquinase

Inibidores da Bomba de Proétons

Imunocomplexo

Molécula de Adesao Intercelular-1



ICB

IECA

IFNAR

IFNGR

IFN-B

IFN-y

IL-1

IL-10

IL-12

IL-13

IL-1R

IL-1Ra

IL-1B

IL-23

IL-4

Instituto de Ciéncias Biologicas

Inibidores da Enzima Conversora De Angiotensina

Receptor IFN A/B

Interferon-gamma Receptor

Interferon-B

Interferon-Gama

Imunoglobulina G

Interleukin-1

Interleucina-10

Interleucina-12

Interleucina-13

Interleukin-1 Receptor

Antagonista Do Receptor De Interleucina 1

Interleucina-1p

Interleucina-23

Interleucina-4



IL-4Ra

IL-6

iINOS

IRF

IRF3

JAK

KLF4

LIGHT

LPS

LRR

MAPK

MAVS

M-CSF

MDP

MES

MHC-II

Interleukin-4 Receptor Alpha

Interleucina-6

Oxido Nitrico Sintase Induzivel

Fator Regulador do Interferon

Fator Regulador de Interferon 3

Janus Kinase

Krippel-Like Factor 4

Lymphotoxin-like, Exhibiting Inducible Expression, and
Competing with HSV Glycoprotein D for HVEM, a Receptor
Expressed by T Lymphocytes

Lipopolissacarideo

Repeticdes Ricas em Leucinas

Mitogen-Activated Protein Kinase

Proteina de Sinalizacdo Antiviral Mitocondrial

Macrophage Colony-Stimulating Factor (Fator Estimulante De

Coldnia de Macréfagos)
Dipeptideo Muramil

2-(N-Morpholino)Ethanesulfonic Acid" (Acido 2-(N-

Morfolino)Etanossulfénico)

Major Histocompatibility Complex Class Il



MSU Monosodium Urate (Urato Monossodico)

MtROS Espécies Reativas de Oxigénio Mitocondrial
MYD88 Myeloid Differentiation 88

Mo Macroéfago

NAOH Hidroxido de Sodio

NEK7 Quinase 7 Relacionada ao Nima

NETs Armadilhas Extracelulares de Neutrofilos
NF- kB Fator Nuclear Kappa B

NIMA Never in Mitosis Gene A

NK Natural Killer

Nod-, Lrr- And Pyrin Domain-Containing Protein 3 (Proteina

NLRP3 . -
Contendo Dominio Nod, Lrr E Pirina 3)

NO Oxido Nitrico

Ox-mtDNA DNA Mitocondrial Oxidado

pP2X7 Purinoceptor P2X7

PAF Fator de Ativacéo de Plaquetas

PAMPs Padrbes Moleculares Associados a Patdgenos



Phosphate-Buffered Saline (Solugcédo Salina Tamponada Com

PBS
Fosfato)
PGE2 Prostaglandina E2
PP Purine Nucleoside Phosphorylase (Purina Nucleosideo
Fosforilase)
PPARYy Peroxisome Proliferator-Activated Receptor Gamma
PRRs Receptores de Reconhecimento Padrao
PYD Dominio de Pirina
Reacdo em Cadeia da Polimerase Quantitativa com
gRT-PCR o
Transcricao Reversa
RELMa Molécula Semelhante & Resistina A
RMé¢s Macréfagos Regulatérios
ROS Espécies Reativas de Oxigénio
SFB Soro Fetal Bovino
SOCS1 Suppressor of Cytokine Signaling 1
SP1 Specificity Protein 1
SRBC Sheep Red Blood Cell (Célula Vermelha de Sangue de Ovelha)
STAT1 Signal Transducer and Activator Of Transcription 1

SYK Spleen Tyrosine Kinase



TCD8"

TGFB

TH1

TLR

TNF

TNFR

TNF-a

TRADD

TRIF

TWIK2

UFMG

ul

ULT

VCAM-1

XO

XOl

Células T Citotoxicas CD8*

Transforming Growth Factor Beta

T Helper 1

Toll-Like Receptor (Receptor Tipo Toll)

Tumor Necrosis Factor (Fator De Necrose Tumoral)

Receptor do Fator de Necrose Tumoral

Tumor Necrosis Factor-alpha

TNF Receptor-Associated Death Domain

TIR-Domain-Containing Adapter-Inducing Interferon-B

Dominio de Dois Poros Fraco Retificando Internamente K*
Canal 2

Universidade Federal de Minas Gerais

Unidade Internacional

Terapia de Reducéo de Uratos

Adesdo Celular Vascular-1

Xantina Oxidase

Inibidores da Xantina Oxidase



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Metabolismo de purinas, hiperuricemia e formacéo dos cristais de

MSU. 26
Figura 2 - Priming e ativagao do inflamassoma. 34
Figura 3 - Perfil e Funcdes das Subpopulacbes de Macrofagos na Resposta

Imune. 50
Figura 4 - Diferenciacéo das células da medula 6ssea em macrofagos. 60
Figura 5 - Experimento in vitro com cristais de MSU e ATP 65
Figura 6 - Experimento Peritbnio com cristais de MSU 67
Figura 7 - Isolamento e estimulo de macro6fagos da medula 6ssea. 72
Figura 8 - O aumento da concentracdo de anticorpos IgG de coelho desencadeia

maior liberacao de IL-10. 74
Figura 9 - Quantificacao relativa de mRNA por gRT-PCR. 75
Figura 10 - Cinética da expressdo de mRNA e da liberacdo de citocinas por

macroéfagos ativados em diferentes perfis. 77

Figura 11 - M(IgG-lgG), M(beads-IgG-IgG) e M(beads-IgGA) na concentracéo de
3,0 mg/ml de IgG de coelho diminuem os niveis de IL-12 e aumentam 0s

niveis de IL-10. 79
Figura 12 - Imunocomplexos com hemacias de ovelha aumentaram a liberacéo
de IL-10 e ndo produziram IL-12. 80
Figura 13 - Quantificagao relativa de mRNA dos M(e-lgG) por gRT-PCR. 81
Figura 14 — Avaliacdo da Polarizacdo dos Macrofagos por ELISA. 82
Figura 15 — Primeira estratégia experimental. 83

Figura 16 — O coestimulo de IC com LPS aumentou a liberagdo de IL-10 e
diminuiu a liberacado de IL-12 guando comparado ao controle positivo. 85
Figura 17 - O coestimulo de IC com LPS diminuiu a liberacdo de IL-18 quando

comparado ao controle positivo. 85
Figura 18 - Segunda estratégia experimental. 86
Figura 19 — Reducdo de citocinas inflamatorias em co-culturas de BMDM com

M(e-1gG) desafiados com agonistas do inflamassoma NLRP3. 87
Figura 20 — Macrofagos regulatérios diminuem a liberagdo de IL-18 em modelo

de peritonite aguda induzida por cristais de MSU em camundongos. 89
Figura 21 - Inducédo da gota e cinética da inflamacéo. 90
Figura 22 - Cinética da inflamacao articular através da contagem de leucécitos

totais, neutréfilos e mononucleares. 91
Figura 23 - Cinética da inflamacé&o articular através da dosagem de IL-18. 92

Figura 24 - Macrofagos regulatorios diminuem o influxo de neutréfilos e da
guimiocina CXCL1 em modelo de artrite gotosa aguda induzida por cristais
de MSU em camundongos. 93



LISTA DE QUADROS

Quadro 1 - Sequéncia dos primers. 70

Quadro 2 - Classificacéo de subtipos de macrofagos com base nos estimulos
utilizados. 73



2.1

2.1.1

2.1.2

2.1.3

2.1.4

2.1.5

2.1.6

2.1.7

2.1.8

2.2

22.1

2.2.2

4.1

4.2

5.1

5.2

5.3

5.4

5.5

Sumario

INTRODUGAOD ..ottt ee ettt et e st e asseeenes 21
REVISAO BIBLIOGRAFICA ..ottt 23
Artrite gotosa: definicdo e epidemiologia......ccccccceeeiieeeiiiiiiiiiiiiiee e, 23
Metabolismo de purinas, formacéao de acido urico e hiperuricemia........ 25
Diagndstico da artrite gOtOSaA .....ceviieeeiiiiiiiiiiiiee e 28
Patogénese da gota e inflamassoma NLRP3 ..., 30
Resolugao espontanea da artrite gotosa aguda ..........ccevvvveeveeieeeieeeeneennnn. 36
Complicagcdes e comorbidades da artrite gotosa e da hiperuricemia..... 38
B I = L= 10 0 1= 0 1 TP 39
Tratamento crise aguda (reducé&o da inflamac&o) .........cccccvvvviiiiiiiinreennns 39
Tratamento cronico (diminuicdo dos niveis séricos de acido arico) ...... 41
Biologia de MacrOfagosS ......ccuuueiiiiiiieeeieiiee e 43
Macréfagos e seu papel na articulagdo saudavel e na gota..................... 51
O papel da IL-10 como citocina anti-inflamatéria, na atividade dos

macréfagos regulatorios e naresolucdo dagota.........eeeeeeeeeeeeeeeiiinnnnnnn. 53
JUSTIFICATIV A e e s 56
OBUJETIVOS ...t e e 57
ODBJEUIVO QEIaAl... .o 57
ODbjetivoS ESPECITICOS....cciiiiieiiee e 57
MATERIAIS E METODOS ...ttt 58
ANIMAIS i 58
Preparo dos Cristais de MSU.........cooviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 58
Inducéo da gota por injecao intra-articular de cristais de MSU............... 59
Isolamento de macrofagos da medula 0Ssea........ccovvvvvvviciiiieeeceeeeiiiinnn, 59

Estimulo de macrOfagosS. ... 60



5.6

5.7

5.8

5.9

5.10

5.11

5.12

5.13

5.14

5.15

5.16

5.17

5.18

5.19

5.20

5.21

6.1

6.2

6.3

6.4

6.5

Producdo de macrofagos regulatorios utilizando Beads/lgG de coelho 61

Producado de macrofagos regulatorios utilizando Prostaglandina (PGE2)
OU AdENOSING (ADO) ... 61

Producdo de macrofagos regulatorios utilizando 1gG de coelho e
anticorpo anti-IgG de COElNO ..o 62

Producado de macrofagos regulatorios utilizando hemacias de ovelha e

anticorpo anti-hemacias de oVelna.......cccccciiiiiiiii s 62
Cinética da inflamaga80 artiCular ..........ccccceeiiiiiiiiiii e 63
Cinética de liberagéo de citocinas pelos M®s apos a polarizacéo......... 63

Estimulagéo in vitro de BMDM e desafio com cristais de MSU ou ATP .64

Ativacéo do inflamassoma NLRP3 por injecéo peritoneal de cristais de
MSU e terapia com macré6fagos com diferentes estimulos..................... 65

Terapia com macréfagos com diferentes estimulos na artrite gotosa

IYVUTTTT@L ¢ttt 67
BULANASIA ..o it 68
Contagem total dOS IUCOCITOS ....cuuveiiiiiiieeeieiiiiieeee e 69
Contagem diferencial dOS [EUCOCITOS ........uuuuuiiriuiiiiiiiiiiieaees 69
Processamento do tecido periarticular para dosagem de citocinas ...... 69
PCR quantitativo em tempo real (QRT-PCR) ........cccevririiiiiiiiiieeeeeeeeein, 69
Dosagem de citocinas por ELISA ..., 70
ANALISES ESTAlISTICAS . .cciii s 71
RESULTADOS ...t e e e e e e e e e aeees 72
Reprogramacao de macrofagos in VItro.....cccccvvvvvevieeiviiiiieiieiieeeeeeeeeeeeee 72
Macréfagos Mreg reduzem a producédo de IL-1B in Vitro ......cceveveveveeeneeee. 81

Ativacéo do inflamassoma NLRP3 por inje¢céo peritoneal de cristais de
MSU e terapia COm mMacrofagosS ........cvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 88

Perfil inflamatorio da gota aguda em camundonNgoS .......cccevveeeevveeeiivnnnnnn. 90

Terapia com macréfagos com diferentes estimulos na artrite gotosa
0T L1 = U 92

DISCUSSAOD ..o e ettt ettt 94



7.1 Reprogramacado de macrofagos in VItro.....ccccceeveeeeiiiiiiiiiiiiie e, 94
7.2  Vias purinérgica e aimunomodulacdo de macrofagos na gota aguda. .96
7.3 Ensaios in vitro com macréfagos € MSU .......ccoooeeiiiiiiiiiiiiiiie e, 98
7.4  Perfil inflamatorio da gota aguda em camundongoS .........oeeeevveevvvvnnnnnn. 100

7.5 Terapia com Macréfagos sem Estimulo ou Regulatérios em Modelos
murinos de Peritonite e Artrite Gotosa Induzidos por Cristais de MSU

.................................................................................................................... 101
8 CONCLUSAOD ..o ettt ettt 105
REFERENCIAS ..o e e ettt e, 106



21

1 INTRODUCAO

A gota, uma das formas mais prevalentes de artrite inflamatoria em adultos, é
especialmente comum entre os homens, com uma prevaléncia global de 1% a 6,8%.
Sua incidéncia é estimada em 0,58% a 2,89% por 1000 pessoas-ano (DEHLIN;
JACOBSSON; RODDY, 2020). Essa condicdo esta intrinsecamente ligada a
deposicao de cristais de urato monossédico (MSU) nas articulacdes periféricas e em
diversos tecidos, sendo potencializada pela hiperuricemia sustentada, resultante de
um desequilibrio entre a excrecdo e a producdo de &cido Urico (SHI; MUCSI; NG,
2010; DALBETH et al., 2021).

O curso da doenca pode ser dividido em quatro estagios clinicos distintos:
hiperuricemia assintomatica, artrite gotosa aguda, fase intercritica e gota tofacea
cronica (BARDIN; RICHETTE, 2014; DALBETH; STAMP, 2014). A fase aguda da
doenca, embora seja autolimitada, provoca intensa dor, resultando em significativa
reducdo na qualidade de vida do paciente (SHI; MUCSI; NG, 2010; DALBETH;
STAMP, 2014).

No contexto de sua patogénese, os macrofagos residentes na cavidade
articular desempenham um papel crucial no desencadeamento da inflamacdo na
artrite gotosa aguda. Ao fagocitar os cristais de MSU, essas células ativam o
inflamassoma Nod-, LRR- e Pyrin Domain- Containing Protein 3 (NLRP3), levando a
liberacdo de citocinas pré-inflamatérias, incluindo a Interleucina-13 (IL-1B), além de
outras, como o Fator de Necrose Tumoral (TNF) e a Interleucina-6 (IL-6). A IL-1B, em
particular, assume um papel importante como estimulador potente da inflamacgéo,
caracterizada principalmente por intenso influxo de neutréfilos (MARTIN; WALTON,;
HARPER, 2009; ROCK; KATAOKA; LAI, 2012; STEIGER; HARPER, 2013a).

E relevante destacar que no liquido sinovial saudavel ndo ha presenca de
neutroéfilos "residentes”, ao contrario dos macréfagos (DALBETH et al., 2019). Dessa
forma, a injecéo intra-articular de cristais de MSU em camundongos induz o
recrutamento e acumulo de neutrofilos para o local da aplicacédo, tornando-os um
marcador caracteristico da artrite gotosa aguda e desempenhando um papel

fundamental no diagnéstico dessa fase da doenca, além de contribuirem
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significativamente para a dor e os danos articulares (MARTINON et al., 2006; POPA-
NITA; NACCACHE, 2010; AMARAL et al., 2012).

Os macrofagos tém uma funcgdo central na patogénese da artrite gotosa, uma
vez que desempenham um papel ativo na resposta inflamatéria, podendo causar
danos aos tecidos adjacentes (MARTIN; WALTON; HARPER, 2009; SIL et al., 2017).
Por outro lado, € importante notar que os macrofagos sao as Unicas células do sistema
imunolégico presentes na camada intima da sindvia de individuos saudaveis, sendo
células residentes nesse ambiente. Eles atuam na manutencdo da homeostase e,
assim, contribuem para a saude geral da articulacdo (KUROWSKA-STOLARSKA,;
ALIVERNINI, 2017; LIU et al., 2022).

De fato, os macrofagos possuem uma caracteristica fisiolégica fundamental que
Ihes permite ajustar seu perfil de ativacdo de acordo com o microambiente em que se
encontram, o que resulta em diferentes perfis, dependendo dos estimulos que
recebem (MOSSER; HAMIZADEH; GONCALVES 2020) (MOSSER; EDWARDS,
2008). Atualmente, embora existam potencialmente iniumeros fendtipos, trés
populacdes distintas com diferentes estados de ativacédo estdo bem descritas in vitro:
0s macréfagos ativados por via classica, que demonstram maior atividade microbicida
e tumoricida, liberando quantidades significativas de citocinas e mediadores pro-
inflamatorios, como Interleucina-12 (IL-12) e IL-6 (ADAMS; HAMILTON, 1984;
MANTOVANI et al.,, 2004; MARTINEZ; GORDON, 2014); os macrofagos
alternativamente ativados, que resultam da ativagcdo mediada por IL-4/IL-13 e sao
programados para promover o reparo tecidual, suprimir a resposta Tl e combater
helmintos (STEIN et al., 1992; GORDON, 2003); e os macrofagos regulatorios,
capazes de aumentar a producdo de Interleucina-10 (IL-10), uma citocina anti-
inflamatoria, enquanto reduzem a producédo de IL-12 quando estimulados in vitro por
um agonista do receptor do tipo Toll (TLR) na presenca de imunocomplexos,
adenosina, prostaglandina, dentre outros (SUTTERWALA et al., 1998; MOSSER,;
EDWARDS, 2008).

Assim, por serem células com grande plasticidade, os macréfagos podem
desempenhar um papel tanto na patogénese da doenga quanto na promocéo da cura
do tecido inflamado, restabelecendo sua homeostase.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Artrite gotosa: definicdo e epidemiologia

A artrite gotosa, reconhecida como uma das primeiras doencas na histéria da
medicina, teve sua primeira mencéo datada em 2.640 antes de Cristo (a.C.) pelos
egipcios, que a denominaram de "podagra” ao referirem-se a gota na fase aguda,
afetando a primeira articulagdo metatarsofalangica. No século V a.C., Hipdcrates
estabeleceu uma relacéo entre a gota e o estilo de vida, percebendo que aqueles que
consumiam uma farta alimentacao e grandes quantidades de bebidas alcodlicas eram
mais propensos a desenvolver a enfermidade, categorizando-a como a "doenca dos
ricos". Galeno, seis séculos depois, descreveu os tofos gotosos e relacionou a gota
com libertinagem e comportamentos excessivos, bem como reconhecendo um
componente hereditario. Mais tarde, no século Xlll, Randolphus de Bocking, um
monge dominicano, introduziu o termo "gota", derivado da palavra latina "gutta”,
referindo-se a crenca medieval de que um dos quatro humores (sangue, fleuma, bilis
amarela e bilis negra) em desequilibrio poderia gotejar para uma articulacao,
causando dor e inflamagao (NUKI; SIMKIN, 2006). Avangando no tempo, Antoni van
Leeuwenhoek, um pioneiro da microscopia, em 1679, descreveu a aparéncia dos
cristais de tofos gotosos, embora sua composicdo quimica tenha permanecido
desconhecida na época (MCCARTY, 1970).

A gota, uma das formas mais comuns e trataveis de artrite inflamatoria, esta
associada a hiperuricemia e se caracteriza pela deposicédo de cristais de MSU nas
articulagdes e tecidos (MARTINON; GLIMCHER, 2006; DALBETH et al., 2021). As
caracteristicas clinicas da gota surgem como resultado da resposta inflamatéria do
organismo aos depdsitos de cristais de MSU, que ocorrem nas articulacdes, nos
tecidos subcutaneos e em outros locais (MCCARTY; HOLLANDER, 1961; FAIRES;
MCCARTY, 1962).

Tradicionalmente, tanto a hiperuricemia quanto a gota sao classificadas em
quatro estagios distintos: o primeiro deles € identificado como hiperuricemia
assintomatica, caracterizada por niveis elevados de acido Urico no sangue, porém sem
manifestagdes clinicas. O segundo estagio engloba a artrite gotosa aguda, em que a
hiperuricemia persistente resulta na deposicéo de cristais de MSU nas articulagdes
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(comumente afetando a primeira articulacdo metatarsofalangica) ou nos tecidos
periarticulares. Isso culmina em uma artrite inflamada aguda, que é dolorosa,
autolimitada e intermitente. A terceira fase é denominada de gota intercritica,
caracterizada pelo periodo entre as crises agudas de gota, em que ha auséncia de
sintomas, embora a hiperuricemia persista. Essa fase apresenta uma duracao variavel
e tende a diminuir a medida que a doenca progride. Finalmente, o quarto estagio da
doenca é conhecido como gota tofacea crbnica, que geralmente se desenvolve apos
a presenca da gota por muitos anos. Essa fase esta associada a complica¢cdes como
a formacao de tofos e danos nos ossos e articulagbes (DALBETH; STAMP, 2014;
DALBETH; MERRIMAN; STAMP, 2016; RAGAB; ELSHAHALY; BARDIN, 2017)

De acordo com Dehlin, Jacobsson e Roddy (2020), tanto a prevaléncia quanto
a incidéncia de gota parecem estar aumentando em todo o mundo, principalmente nos
paises desenvolvidos. A prevaléncia relatada da gota varia de menos de 1% a
aproximadamente 6,8% na populacdo mundial, enquanto a incidéncia varia de 0,58 a
2,89 casos por 1.000 pessoas/ano, dependendo da populacao estudada e do método
empregado. Os principais fatores de risco para a gota incluem hiperuricemia,
predisposicdo genética, fatores alimentares, medicamentos e comorbidades (KUO et
al., 2015; SINGH; GAFFO, 2020).

A presenca da gota exibe variacbes notaveis em nivel mundial, com maiores
indices de ocorréncia nos paises da Oceania, sobretudo entre as populacdes
indigenas e nas ilhas do Pacifico Sul (KUO et al., 2015), contrastando com indices
mais baixos nos paises em desenvolvimento, embora isso possa estar vinculado a
falta de dados em muitos desses paises (DEHLIN; JACOBSSON; RODDY, 2020).
Além das elevacdes de prevaléncia da gota nos Estados Unidos (CHEN-XU et al.,
2019) e na Europa, também emergem evidéncias de um aumento nos indices de
prevaléncia na Australia, Canada, China e Coreia do Sul (DEHLIN; JACOBSSON;
RODDY, 2020).

A gota exibe maior prevaléncia em homens em comparagdo com mulheres,
apresentando um aumento também associado a idade. Surge um padrdo de aumento
da prevaléncia ao longo da vida nos homens e, especialmente, apds a menopausa nas
mulheres (KUO et al., 2015; DEHLIN; JACOBSSON; RODDY, 2020; SINGH; GAFFO,

2020). Um estudo dinamarqués também evidenciou um aumento precoce na incidéncia
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de gota entre homens em relacdo as mulheres (ZOBBE et al., 2019). A distincao
significativa entre homens e mulheres e o aumento dos casos em mulheres em
consonancia com o envelhecimento podem ter uma relagdo com o papel dos
hormoénios sexuais femininos como fator protetor. Isso se sustenta em estudos que
estabeleceram a associacdo entre a menopausa e um maior risco de gota entre
mulheres, além do reconhecimento da terapia hormonal pés-menopausa como um

moderado redutor de risco no desenvolvimento da doenca (HAK et al., 2010).

Apesar do aumento da prevaléncia e incidéncia, o tratamento sub6timo da gota
continua em muitos paises. O manejo da gota continua ruim, com menos de um terco
dos pacientes recebendo terapia de reducédo de urato e desses, menos da metade
adere ao tratamento e uma proporc¢éo ainda menor persiste com o tratamento ao longo
da vida (DOHERTY et al., 2012). A gota, em geral, resulta na reducao da qualidade
de vida do paciente, na perda de funcdo do 6rgdo afetado, no aumento dos custos
relacionados a saude e na diminuicdo da produtividade econémica (SINGH, 2009;
CHEN-XU et al., 2019).

A gota representa um 0Onus significativo em termos de despesas diretas com
saude, especialmente durante os episddios agudos da doenca. Isso resulta néo
apenas em atendimentos de emergéncia e hospitalizacdes, mas também em uma
consideravel perda de produtividade no ambiente de trabalho (SHIELDS; BEARD,
2015). Um levantamento realizado em 2003 nos EUA apontou um 6nus econdmico
estimado de $27 milhdes anuais devido a novos casos de gota aguda (KIM et al.,
2003). Wertheimer et al. (2013) realizaram uma estimativa dos custos totais anuais
nos EUA da ordem de bilhdes de délares. E importante ressaltar que esses valores

certamente aumentaram atualmente.

Um estudo transversal revelou que os pacientes com gota ndo controlada
apresentaram custos médicos totais mais elevados quando comparados aqueles com
a doenca devidamente controlada ou mesmo aqueles sem gota (FLORES et al., 2019).
Esses achados destacam a relevancia do controle dos episodios agudos de gota como

uma forma de reduzir os custos médicos associados.
2.1.1 Metabolismo de purinas, formacao de &cido Urico e hiperuricemia

A dieta, o metabolismo e a sintese de novo constituem as fontes fundamentais



26

das bases puricas (adenina e guanina). O &cido urico constitui o produto resultante da
metabolizacdo dos nucleotideos de purina em humanos. Dessa forma, esse composto
é gerado tanto de maneira endégena quanto exdgena (MAIUOLO et al., 2016; DANVE;
SEHRA; NEOGI, 2021).

Vérias reacfes enzimaticas conduzem a conversao de purinas em acido Urico.
Os nucleotideos Adenosina monofosfato (AMP) e Guanosina monofosfato (GMP) séao
metabolizados por nucleotidases, perdendo grupos fosfato e transformando-se nos
nucleosideos Adenosina e Guanosina, respectivamente. A enzima adenosina
desaminase (ADA) converte a adenosina em inosina. Os nucleosideos formados
sofrem a acéo da purina nucleosideo fosforilase (PNP), resultando na separacao da
pentose das bases puricas, formando a Guanina e a Hipoxantina. A guanina
desaminase (GDA) converte a guanina em xantina, e a xantina oxidase (XO) converte
a hipoxantina em xantina. A xantina € entao transformada pela XO, produzindo o &cido
arico (Figura 1) (MAIUOLO et al., 2016; DANVE; SEHRA; NEOGI, 2021; ZHANG et
al., 2022).
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Figura 1 - Metabolismo de purinas, hiperuricemia e formacéo dos cristais de MSU.
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O acido urico é produzido pela metabolizacdo de bases puricas, adenina e guanina, e sua sintese
envolve reacdes enzimaticas. O &cido Urico circula como ion urato, com niveis elevados associados a
hiperuricemia. Variagbes de temperatura, pH, componentes da matriz cartilaginosa e ions afetam a
formacgdo e solubilidade de cristais de urato monossaédico, desencadeando reagfes inflamatorias.
ADA: Adenosina Desaminase; ADP: Adenosina Difosfato; AUC: Acido Urico Circulante; AMP:
Adenosina Monofosfato; ATP: Adenosina Trifosfato; GDA: Guanina Desaminase; GMP: Guanosina
Monofosfato; GTP: Guanosina Trifosfato; Na*: fon Sdédio (S6dio); PNP: Purina Nucleosideo
Fosforilase; XO: Xantina Oxidase. Adaptado de: (ZHANG et al., 2022). Criado em: Biorender.com

Na maioria dos mamiferos, o acido Urico passa por uma conversao catalisada
pela enzima uricase, transformando-se em alantoina, uma substancia altamente
soluvel que é prontamente excretada através da urina. Isso resulta em niveis séricos
de urato bastante reduzidos nesses animais. No entanto, nos seres humanos, 0s
niveis de urato sdo significativamente mais elevados em comparacdo com outros
mamiferos, uma vez que perdemos essa enzima ao longo da escala evolutiva. Essa
perda € a principal raz&o pela qual os humanos séo os Unicos entre os mamiferos que
desenvolvem espontaneamente a condi¢&o conhecida como gota (ALVAREZ-LARIO;
MACARRON-VICENTE, 2010).

Apesar desse cenario, estudos tém demonstrado que a inativacdo do gene
responsavel pela uricase trouxe vantagens evolutivas para 0s seres humanos.
Primeiramente, tal inativacdo esta associada ao efeito benéfico do acido arico na
retencdo de sal e no aumento da pressdo sanguinea, propriedades que foram
particularmente vantajosas para manter a estabilidade da pressédo arterial durante
periodos de baixa ingestdo de sal (WATANABE et al., 2002). Além disso, o acido urico
possui propriedades antioxidantes, na protecdo contra doencas degenerativas
neuroldgicas, e demonstrou possuir propriedades imunoestimuladoras (AMES et al.,
1981; SCOTT; HOOPER, 2001; KUTZING; FIRESTEIN, 2008).

O é&cido dUrico, um acido fraco com pKa de 5,75, encontra-se
predominantemente nos liquidos corporais em condic¢es fisioldgicas (pH 7,4 e 37 °C),
na forma de ion urato. Na corrente sanguinea, o acido urico circulante (AUC) € mantido
em concentracdes proximas de 6,0 mg/dL, considerado elevado dado que o limiar de
saturacdo do urato em fluidos bioldgicos é aproximadamente 7,0 mg/dL, o excedente
é principalmente eliminado pelos rins e, em menor proporc¢éao, pelo intestino (ROCK;
KATAOKA; LAI, 2012; MARTILLO; NAZZAL; CRITTENDEN, 2014). A hiperuricemia é
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tipicamente definida como a presenca do AUC em niveis acima do ponto de saturacao,
momento em que o0 risco de cristalizacdo se eleva. Ha a caracterizacdo de
hiperuricemia patoldgica quando os niveis séricos de &cido Urico excedem 6,8 mg/dL,
resultado da reducdo da excrecdo de acido Urico e/ou do aumento da producdo
(LOEB, 1972; MARTILLO; NAZZAL; CRITTENDEN, 2014).

As moléculas de urato permanecem em completa dissolucdo até que ocorra um
fator que altere sua solubilidade. A concentragéo de acido Urico desempenha um papel
crucial na formacdo dos cristais de urato monossodico, especialmente quando se
encontra na forma de ions urato (MARTILLO; NAZZAL; CRITTENDEN, 2014;
DALBETH et al., 2021). Estudos in vitro realizados em solucfes aquosas indicam que
uma reducao de apenas 2°C, de 37 para 35°C, é suficiente para reduzir o ponto de
solubilidade do urato de 6,8 para 6,0 mg/dL (LOEB, 1972). Além das varia¢cGes de
temperatura, o pH também demonstra influenciar a cristalizacdo do urato (KIPPEN et
al., 1974), enquanto concentracfes de outros ions presentes na solucdo também
afetam a solubilidade do urato (WILCOX; KHALAF, 1975; MARTILLO; NAZZAL;
CRITTENDEN, 2014). Especula-se, adicionalmente, que o fluido articular e os
componentes da cartilagem possam desempenhar um papel na formacao dos cristais
de urato (BURT; DUTT, 1986; MCGILL; DIEPPE, 1991).

Uma vez formados, os cristais de MSU depositados sao capazes de provocar
uma reacdo das células sinoviais que desencadeiam a liberagdo de citocinas que

amplificam a resposta inflamatoria local (DALBETH et al., 2021).
2.1.2 Diagnéstico da artrite gotosa

A gota muitas vezes é inicialmente confundida com uma tor¢&o ou infec¢éo, ou
em muitos casos, o diagnastico é tardio. Nisto, a Liga Europeia Contra o Reumatismo
(EULAR) desenvolveu recomendagfes em 2006, com base na pratica clinica e nas
melhores evidéncias disponiveis, para o diagndstico da gota (ZHANG et al., 2006;
SINGH, 2019). O padrao-ouro para o diagnostico de gota é a analise do liquido sinovial
ou do aspirado do tofo por microscopia de luz polarizada, visto que a identificacdo de
cristais de MSU nessas amostras fornece um diagndstico definitivo com 100% de
especificidade (RICHETTE et al., 2019).

O Colégio Americano de Médicos (ACP) emitiu uma diretriz em 2017 para o
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diagndstico da gota, contrastando com as recomendacfes da EULAR de 2019. O ACP
sugere que os médicos avaliem o liquido sinovial para cristais de MSU quando
necessario, o que contrasta com a recomendacédo da EULAR de realizar a aspiracao
do liquido sinovial ou do tofo em todos os casos suspeitos de gota para confirmar a
presenca de cristais de MSU. Embora o ACP reconheca a analise do liquido sinovial
como o padrao-ouro, ele destaca desafios praticos na atencao primaria, uma vez que
a maioria dos pacientes é inicialmente atendida nesses contextos, onde a analise do
liquido sinovial raramente é realizada. Além disso, a deteccao precisa de cristais de
urato requer um microscopio de luz polarizada e um operador treinado. O ACP sugere
a aspiracao da articulacdo somente quando viavel, a fim de minimizar desconforto e
risco de infeccdo (QASEEM et al., 2017).

Em 2019, essas recomendacdes foram atualizadas por meio de um consenso
de revisdo sistematica da literatura e do método Delphi, envolvendo especialistas e
pacientes. O estudo resultou em uma abordagem de trés etapas para o diagnostico
da gota (RICHETTE et al.,, 2019; SINGH, 2019). O primeiro passo baseia-se na
identificacdo de cristais de MSU usando microscopia de luz polarizada, quando a
analise do liquido sinovial é viavel, pois a presenca desses cristais estabelece um
diagnéstico definitivo de gota. Se néo for possivel analisar o liquido sinovial, o segundo
passo € um diagndéstico clinico respaldado pela presenca de hiperuricemia e
caracteristicas clinicas sugestivas de gota, tais como envolvimento monoarticular do
pé (especialmente a primeira articulacdo metatarsofalangica) ou articulacdo do
tornozelo; episodios anteriores de artrite aguda semelhante; inicio rapido de dor e
inchacgo intensos; eritema; sexo masculino; e presenca de doencas cardiovasculares
associadas. E importante ressaltar que o diagndstico de gota ndo deve se basear
apenas na hiperuricemia. A avaliacéo clinica € altamente indicativa da doenca, mas
carece de especificidade. Quando o diagndstico clinico de gota é incerto e a
identificacdo de cristais ndo é possivel, a terceira etapa recomenda a realizagéo de
exames de imagem, principalmente ultrassonografia, para buscar evidéncias de
deposicao de cristais de MSU (RICHETTE et al., 2019).

As recomendagfes de 2019 também reforcaram algumas diretrizes de 2006,
como a importancia de investigar fatores de risco para hiperuricemia apds o
diagnéstico de gota, em particular: doenca renal cronica; sobrepeso; uso de

medicamentos (incluindo diuréticos, baixas doses de aspirina, ciclosporina e
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tacrolimo); consumo excessivo de alcool (principalmente cerveja e destilados),
refrigerantes, carnes e frutos do mar. Além disso, as recomendacfes salientaram a
avaliacdo sistemética de comorbidades associadas em pessoas com gota, incluindo
obesidade, insuficiéncia renal, hipertenséo, doenca cardiaca isquémica, insuficiéncia
cardiaca, diabetes e dislipidemia (RICHETTE et al., 2019).

2.1.3 Patogénese da gota e inflamassoma NLRP3

Na inflamacdo gotosa, diferentes mediadores estdo envolvidos com efeitos
distintos na iniciagdo, amplificacdo, atenuacao e resolucdo das crises agudas. Uma
crise aguda de gota tem inicio com a deposicao de cristais de MSU nas articulacdes
e nos tecidos periarticulares. Esses cristais sao identificados pelas células do sistema
imunoldgico inato como sinais enddégenos pro-inflamatoérios ou padrées moleculares
associados a danos (DAMPs) (DALBETH et al., 2021; GALOZZI et al., 2021). Isso
ocorre porque a necrose celular comumente resulta na liberacdo de acido Urico
previamente contido no citosol (SHI; EVANS; ROCK, 2003; ROCK et al., 2005).

Acredita-se que os macrofagos, tanto os macréfagos residentes quanto os
derivados de mondcitos circulantes, sejam importantes para iniciar e conduzir a fase
pré-inflamatéria precoce da gota aguda (SO; MARTINON, 2017). De acordo com
Martin, Walton e Harper (2009), os macrofagos residentes desempenham um papel
crucial na crise inflamatoria. Eles fagocitam os cristais de MSU e desencadeiam a
inflamacdo aguda, ao mesmo tempo em que ativam e atraem neutrofilos. Os
macrofagos residentes também sao uma fonte de citocinas pro-inflamatérias, incluindo
IL-1B e IL-6 (MARTIN; WALTON; HARPER, 2009). No entanto, durante a resposta
inflamatoria, ocorrem interagbes complexas entre diversos tipos celulares, como
neutrofilos, sinoviécitos, mastécitos e células endoteliais. I1sso sugere que outras
células, como os fibroblastos sinoviais, também podem ter um papel na modulacéao da
resposta inflamatéria (ZHENG et al., 2015; RAGAB; ELSHAHALY; BARDIN, 2017).

Apés a fagocitose, a ativagcdo do inflamassoma NLRP3 pelos cristais de MSU
€ de particular relevancia para o inicio do surto de gota, desencadeando a liberacéo
de IL-1B pelos macrofagos residentes (KINGSBURY; CONAGHAN; MCDERMOTT,
2011; DALBETH et al., 2021; GALOZZI et al., 2021). A pesquisa de Martinon et al.

(2006) demonstrou o envolvimento do inflamassoma NLRP3 e da ativacdo da
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caspase-1 na inflamacéo aguda induzida pelos cristais de MSU. Os pesquisadores
manipularam camundongos deficientes em varios componentes do inflamassoma e da
via de sinalizacdo, como a caspase-1 e a proteina adaptadora ASC (Apoptosis-
associated speck-like protein containing a CARD - Caspase Activation and
Recruitment Domain). Eles observaram que esses camundongos apresentaram
menor capacidade de ativacdo da IL-1B quando estimulados com cristais de MSU.
Além disso, camundongos deficientes em NLRP3 ou no receptor da IL-1B (IL-1R)
reduziram o recrutamento de neutréfilos em um modelo in vivo de peritonite induzida
por cristais, reforcando a importancia central do inflamassoma NLRP3 no

desenvolvimento da inflamacg&o aguda (MARTINON et al., 2006).

Os inflamassomas sdo complexos multiproteicos essenciais do sistema imune
inato. Em 2002, Martinon et al. (2002) introduziram o termo "inflamassoma" para
descrever a montagem de um complexo de alto peso molecular encontrado no citosol
de células imunes estimuladas, o qual desempenha um papel na ativacdo de caspases
inflamatorias, levando a respostas imunes sistémicas subsequentes e inflamacéo
(LATZ; XIAO; STUTZ, 2013; URWANISCH; LUCIANO; HOREJS-HOECK, 2021).

O inflamassoma NLRP3 € composto por trés componentes: a proteina sensorial
NLRP3, a proteina adaptadora ASC e a pro-caspase-1. O proprio NLRP3 é uma
proteina tripartida pertencente a familia de receptores de reconhecimento de padrdes
(PRRs) que consiste em um dominio na porcdo C-terminal formado por repeticdes
ricas em leucinas (LRR) que sdo responsaveis pelo reconhecimento da molécula
antigénica, um dominio de oligomerizagcdo do inflamassoma NACHT (também
conhecido como NOD) na regido central, e um dominio de pirina (PYD) efetor na
regido amino-terminal, que € necessario para a transducdo de sinal. A ASC tem
dominios PYD amino-terminal e um dominio CARD C-terminal e interage com o
NLRP3 através do dominio PYD. A pro-caspase-1 consiste em um dominio CARD
amino-terminal, um grande dominio catalitico central (p20) e um pequeno dominio
catalitico C-terminal (p10). Usando o dominio CARD, a ASC aproxima da pro-caspase
1, o que inicia a autoclivagem da pro-caspase 1 e a formacéo da caspase 1 ativa que
cliva a proé-IL-1B e a pro-IL-18 em suas formas ativas (LATZ; XIAO; STUTZ, 2013;
BROZ; DIXIT, 2016; MANGAN et al., 2018).

A ativacdo do NLRP3 exige também a presenca da proteina quinase 7
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relacionada ao NIMA (Never In Mitosis Gene A) (NEK7). Essa proteina liga-se ao
dominio LRRs do NLRP3 e desempenha um papel crucial na montagem do
inflamassoma em resposta tanto a estimulos canénicos quanto ndo candénicos
(SCHMID-BURGK et al., 2016; SHARIF et al., 2019; ZHAO et al., 2020).

Além da ativacéo de citocinas pro-inflamatorias, a ativacdo do inflamassoma
pode levar a piroptose, uma forma rapida e inflamatoria de morte celular. A caspase-
1 ativada também promove a clivagem da proteina Gasdermina D (GSDMD) liberando
a porcao N-terminal que oligomeriza na membrana plasmética, causando a formacéo
de poros piroptoticos. Esses poros prejudicam a integridade da membrana plasméatica
celular e podem contribuir para a liberacdo de mediadores inflamatérios para o espaco
extracelular, incluindo a IL-1B3. Esse processo € fundamental para a regulacdo da
inflamacéo e respostas imunes diante de patégenos ou danos celulares (HE et al.,
2015; SHI et al., 2015; BROZ; DIXIT, 2016).

Na literatura, € mencionado que a ativacao do inflamassoma depende de dois
sinais distintos, contribuindo para uma resposta mais especifica. Embora a ativacéo
da producédo de IL-1B e a fungdo do inflamassoma NLRP3 na gota tenham sido
detalhadamente documentadas, a via primordial que conecta os cristais de MSU a
ativacdo do NLRP3 permanece pouco compreendida. O papel do inflamassoma pode
ser subdividido em duas fases essenciais: 0 priming e a ativacdo. O inflamassoma
NLRP3 depende de um sistema de duplo sinal, uma estratégia que assegura uma
ativacado controlada, evitando danos ao hospedeiro devido a ativacdes desreguladas
(SO; MARTINON, 2017; DALBETH et al., 2021). Apesar que também pode ocorrer a
ativacao ndo candnica do inflamassoma NLRP3 que é desencadeada pela caspase 4
ou 5 em humanos e pela caspase 11 em camundongos. Nesta via, 0 NLRP3 ¢ ativado
apos a deteccao de Lipopolissacarideo (LPS) intracelular (SHI et al., 2014; BROZ;
DIXIT, 2016; MANGAN et al., 2018).

Na gota, a natureza do primeiro sinal ndo é clara. De acordo com as descobertas
de Liu-Bryan et al. (2005), o primeiro sinal é transmitido através dos receptores do Tipo
Toll (TLRs) e desencadeia uma série de eventos que regulam a expressdo dos
componentes essenciais para a montagem e ativacdo do NLRP3. Além disso, ele
também desempenha um papel na sintese de pro-IL-1B e nas proteinas precursoras
das caspases inflamatdrias (SO; MARTINON, 2017; DALBETH et al., 2021).
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Diversos fatores sédo capazes de estimular esse primeiro sinal. Entre eles,
podemos citar a presenca de acidos graxos livres (FFA), os quais podem ser induzidos
pela ingestdo de uma refeicdo volumosa ou pela ingestédo de alcool (JOOSTEN et al.,
2010). Além disso, componentes microbioldgicos, como o LPS, também contribuem
para o desencadeamento desse sinal (GIAMARELLOS-BOURBOULIS et al., 2009).
Um outro elemento relevante é a proteina do complemento C5a, que também esta

envolvida nesse processo (AN et al., 2014).

No entanto, é importante destacar que, por si s6, esse primeiro sinal ndo é
capaz de acionar completamente a via do inflamassoma. Assim sendo, um segundo
sinal € necessario, mais especifico que o primeiro e direciona a agregacao e
oligomerizacdo dos componentes do inflamassoma. Apdés o primeiro sinal o
inflamassoma pode ser acionado por diversos estimulos, como resumido por Swanson
et al. (2019). Esses estimulos geralmente ndo tém um efeito direto sobre o NLRP3,
mas provocam estresse nas células e desencadeiam eventos intracelulares que
posteriormente sao identificados pelo NLRP3, como efluxo de Potassio (K*), fluxo de
célcio (Ca?*), efluxo de Cloreto (CI"), RNA viral através da proteina de sinalizagdo
antiviral mitocondrial (MAVS) na membrana mitocondrial externa, disfuncao
mitocondrial e producdo de espécies reativas de oxigénio mitocondrial (mtROS),
relocalizacdo de cardiolipina para a membrana mitocondrial externa e liberacdo de
DNA mitocondrial oxidado (Ox-mtDNA), Adenosina Trifosfato (ATP) extracelular,
inibicdo do metabolismo glicolitico ou dano lisossémico (BROZ; DIXIT, 2016;
MANGAN et al., 2018; SWANSON; DENG; TING, 2019; ZHENG; LIWINSKI; ELINAV,
2020; URWANISCH; LUCIANO; HOREJS-HOECK, 2021).

Como a ativacgéao inicial do inflamassoma NLRP3 exige um processo em duas
etapas, a simples presenca de cristais de MSU n&o conduz automaticamente a
inflamac&o. Isso explica como esses cristais podem estar presentes nas articulacoes
sem causar inflamacéo clinicamente perceptivel. Um método comum de ativar o
NLRP3 é por meio da ruptura lisossémica causada pela fagocitose de materiais
cristalinos ou agregados proteicos. Ainda que o0 mecanismo especifico da leséo
lisossémica permaneca indefinido, ele est4 relacionado a liberacdo de catepsinas a
partir do compartimento lisossémico (HORNUNG et al., 2008; MANGAN et al., 2018;
DALBETH et al., 2021).
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Figura 2 - Priming e ativacao do inflamassoma.
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O primeiro sinal envolve a ativacdo de citocinas ou padr8es moleculares associados a patégenos
(PAMPs), resultando na regulacdo positiva da transcricdo dos componentes candnicos e nao
candnicos do inflamassoma NLRP3. O segundo sinal é desencadeado por varios PAMPs ou DAMPs
gue iniciam uma série de eventos de sinaliza¢édo. A formacao do inflamassoma ativa a caspase 1, que
por sua vez cliva a pro-IL-1B, a pro-IL-18 e a GSDMD. A detec¢do do LPS citosdlico leva a ativagao
das caspases 4, 5 e 11, que clivam o GSDMD, resultando na piroptose. CARD: dominio de
recrutamento de caspases; CLIC: proteina do canal intracelular de cloreto; GIcNAc: N-
acetilglucosamina; GSDMD Nterm: dominio de morte celular GSDMD amino-terminal; HK:
hexoquinase; IFNAR: receptor IFNa/B; IL-1R1: receptor de IL-1 tipo 1; IRF3: fator regulador de
interferon 3; LRR: repeticdo rica em leucina; MDP: dipeptideo muramil; NEK7: quinase 7 relacionada
com NIMA; NF-kB: fator nuclear-kB; P2X7: purinoceptor P2X7; Ptdins4P: fosfatidilinositol-4-fosfato;
PYD: dominio de pirina; ROS: espécies reativas de oxigénio; TLR: receptor do tipo Toll; TNF: fator de
necrose tumoral; TNFR: receptor do fator de necrose tumoral; TWIK2: dominio de dois poros fraco
retificando internamente K* canal 2 (Fonte: SWANSON; DENG; TING, 2019).

A IL-18 é uma citocina central na resposta inflamatdria, produzida
principalmente por macréfagos e mondcitos ativados. Além de sua funcédo inflamatoria

(DINARELLO, 1998), a IL-18 também desempenha um papel crucial como um
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pirogénio enddgeno, contribuindo para a resposta febril (DINARELLO; GATTI;
BARTFAI, 1999). Sua producdo é cuidadosamente regulada por varias etapas,
incluindo a producgéo do precursor pro-IL-1B (p35), a clivagem desse precursor para
formar a IL-1B ativa (pl17) e, finalmente, sua liberacdo no ambiente extracelular
(MARTINON et al., 2002, 2006; BURNS; MARTINON, 2003).

Apos sua liberagao no liquido sinovial, a IL-1f ativa estimula os receptores de
IL-1B (IL-1R) presentes em células como leucécitos, células endoteliais e sinovidcitos.
A ligacdo da IL-1B ao receptor IL-1RI, forma um complexo que ativa uma série de
moléculas intracelulares, desencadeando uma variedade de respostas biologicas
(DINARELLO, 2009; GABAY; LAMACCHIA; PALMER, 2010; DALBETH et al., 2021).
Essa citocina tem a capacidade de induzir a expressao e sintese de genes especificos,
como a ciclooxigenase tipo 2 (COX2), a fosfolipase A2 e a Oxido nitrico sintase
induzivel (iNOS), responsaveis pela producdo de mediadores inflamatérios como a
prostaglandina-E2 (PGE2) e o fator de ativacdo de plaquetas (PAF), além do éxido
nitrico (NO). Como resultado direto dessas agfes, manifestam-se sintomas como
febre, diminuicdo da sensibilidade a dor, vasodilatacdo e hipotensdo. Outra
propriedade proé-inflamatoria crucial da IL-1B é sua influéncia sobre a expressao de
moléculas de adesao, tais como a molécula de adeséo intercelular-1 (ICAM-1) nas
células mesenquimais, e a molécula de adesado celular vascular-1 (VCAM-1) nas
células endoteliais. Juntamente com a inducdo de quimiocinas e citocinas, essas
propriedades da IL-1B resulta no recrutamento de células inflamatérias, saindo da
circulagdo para 0s espacos extravasculares e para os tecidos correspondentes
(DINARELLO, 2009; GABAY; LAMACCHIA; PALMER, 2010).

Os neutrofilos desempenham um papel central na inflamacéao associada a gota,
contribuindo para uma variedade de processos inflamatérios. Durante uma crise de
gota, a articulagéo afetada sofre um influxo intenso de neutréfilos. Esse recrutamento
de neutrofilos € um marcador importante para o diagnostico da fase aguda da doenca,
uma vez que nédo é observado no liquido sinovial saudavel (DALBETH et al., 2019,
2021). A chegada dos neutrdfilos a articulacdo é mediada por varios quimioatraentes,
incluindo quimiocinas como CXCL1/2, CXCLS8, leucotrieno B4, ativacdo do
complemento, moléculas de adesdo como E-selectina e P-selectina, e a promoc¢ao da
vasodilatacao pela IL-1B. Esses eventos sdo essenciais para a resposta inflamatoria
(MITROULIS; KAMBAS; RITIS, 2013).
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Uma vez ativados, os neutréfilos liberam uma série de mediadores
inflamatorios, incluindo ROS, citocinas, quimiocinas e componentes granulares, como
enzimas proteoliticas e peptideos antimicrobianos (MITROULIS; KAMBAS; RITIS,
2013). Além disso, a formacgédo de Armadilhas Extracelulares de Neutrofilos (NETS) €
uma caracteristica notavel desse processo inflamatorio. As NETs consistem em uma
rede de DNA extracelular associada a histonas e proteinas granulares (BRINKMANN
et al., 2004). Elas sé&o liberadas em resposta aos cristais de MSU e moduladas por
uma infinidade de fatores, incluindo citocinas inflamatorias como a IL-18 (MITROULIS
et al., 2011; MITROULIS; KAMBAS; RITIS, 2013; SIL et al., 2017). E sugerido que a
formacdo de NETs ocorra de forma a imobilizar e neutralizar os cristais de MSU
(SCHORN et al.,, 2012). No entanto, as NETs também podem contribuir para a
inflamacgé&o e o dano tecidual. Diferentes elementos presentes em sua estrutura s&o
importantes ativadores do sistema imune inato, como histonas, mieloperoxidases,
elastases de neutrofilos, atuando como DAMPs e estimulando a producéo de citocinas
e quimiocinas que resultam em inflamac&o aguda, dolorosa e danos aos tecidos (LI
et al., 2018). Curiosamente, durante a resolucdo da inflamacgéo associada a gota, as
NETs tém um papel positivo, degradando citocinas proé-inflamatérias (SCHAUER et
al., 2014; DALBETH et al., 2021).

Em resumo, os neutrofilos desempenham um papel dual na inflamacao da gota:
eles sdo cruciais para a amplificacdo e manutencao da inflamacao na fase aguda da
doenca, mas também tém um papel importante na resolucao da inflamacdo (SCHETT
et al., 2015; SO; MARTINON, 2017).

2.1.4 Resolucédo espontanea da artrite gotosa aguda

A artrite gotosa aguda apresenta uma caracteristica interessante, que € a
autolimitacdo da crise inflamatodria. Caso néo haja intervencao, a fase inflamatoéria se
resolve espontaneamente em um periodo de 7 a 10 dias (WALLACE et al., 1977;
DALBETH et al., 2019). Embora varios mecanismos tenham sido propostos para
explicar essa resolucédo espontanea da inflamacéo, ainda ha uma lacuna em relagéo
aos estudos que validem quais mecanismos estdo efetivamente envolvidos
(STEIGER; HARPER, 2013a).

Uma interrupgéo da inflamagdo pode ocorrer por meio de modificagdes nas
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proteinas que revestem os cristais de MSU (STEIGER; HARPER, 2013a). O
revestimento dos cristais com imunoglobulina G (IgG) tem sido associado ao
desencadeamento da fase inflamatoria, uma vez que contribui para a identificagdo dos
cristais e promovem a fagocitose (CHERIAN; SCHUMACHER, 1986). H&4 evidéncias
que indicam que neutrofilos ativados produzem um mediador solivel capaz de
influenciar o revestimento de IgG nos cristais de MSU, limitando, assim, a inflamacé&o
(ROSEN et al., 1986). Notavelmente, Terkeltaub et al. (1984, 1991) demonstraram que
os cristais de MSU podem sofrer uma alteragdo em seu revestimento proteico, por
meio da interacdo com Apolipoproteina B (ApoB) e Apolipoproteina E (ApoE), o que

mascara 0s cristais e suprime a resposta inflamatoria neutrofilica.

Por outro lado, um aspecto fundamental na resolucao da inflamacéo é a
apoptose dos neutréfilos, seguida pela sua eliminacao por macrofagos (AMULIC et al.,
2012; MITROULIS; KAMBAS; RITIS, 2013) ou por outros neutrofilos (STEIGER,;
HARPER, 2013b). Esse processo, conhecido como eferocitose, leva a reprogramacao
dos macréfagos para um perfil anti-inflamatério (SCHIF-ZUCK et al., 2011; ARIEL;
SERHAN, 2012; ELLIOTT; KOSTER; MURPHY, 2017; MAIMON et al., 2020; MOON
et al., 2023). A eferocitose promove nos macréfagos uma reducédo na producdo de
citocinas proé-inflamatérias, como IL-1B e TNF-a, e, a0 mesmo tempo, aumenta 0s
niveis de citocinas anti-inflamatérias, como TGF-$ e, em alguns casos, IL-10 (ARIEL;
SERHAN, 2012; ELLIOTT; KOSTER; MURPHY, 2017; MAIMON et al., 2020; MOON
et al., 2023).

Os neutroéfilos desempenham um papel crucial na resolugédo da artrite gotosa
aguda, principalmente por meio da formagdo de NETs. A agregacdo das NETs
contribui para a resolucdo da inflamacédo neutrofilica, ao degradar citocinas e
quimiocinas por meio de serina proteases, interrompendo, assim, o recrutamento e a
ativacao continua de neutrofilos (SCHAUER et al., 2014).

A regulacéo positiva de mediadores com propriedades anti-inflamatorias, como
0 antagonista do receptor de interleucina 1 (IL-1Ra), bem como a IL-10 e do TGFf1
(MURAKAMI et al., 2002; CHEN et al., 2011; SCANU et al., 2012), além da IL-37 (LIU
et al., 2016), juntamente com a acdo de mediadores especializados na pré-resolucéo,
como a producdo de Anexina Al, (BARDEN et al., 2016; GALVAO et al., 2017),

desempenha um papel crucial na efetiva resolugdo do surto de gota, mesmo na
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presenca continua de cristais de urato monossodico no local inflamado (STEIGER,;
HARPER, 2013a; DALBETH et al., 2021). As vias de sinalizacdo purinérgicas também
desempenham um papel fundamental na orquestragéo do processo de exacerbacao
e resolucao da gota (HAMIDZADEH; MOSSER, 2016; KLAVER; THURNHER, 2021;
LI; GAO; TAO, 2021). Estudos recentes destacam o papel dos metabdlitos de purina
na patogénese e na resolucéo da gota. Enquanto o ATP ativa o inflamassoma NLRP3
através dos receptores P2X, desencadeando a secre¢do de IL-1B e as crises de gota,
a adenosina atua por receptores acoplados a proteina G, exercendo efeitos anti-

inflamatorios, influenciando a resolucédo (LI; GAO; TAO, 2021).
2.1.5 Complicacfes e comorbidades da artrite gotosa e da hiperuricemia

Pacientes com gota frequentemente apresentam uma série de comorbidades
que incluem doenca renal, hipertenséo, diabetes mellitus tipo Il, sindrome metabdlica,
doenca cardiovascular, distarbios lipidicos e sintomas respiratorios (ROCK;
KATAOKA,; LAI, 2012; KUO et al., 2015). Algumas dessas comorbidades contribuem
para a gota, por exemplo, a doenca renal, que pode aumentar os niveis de acido Urico
devido a excrecéo ineficiente. Ndo esta claro se a gota e a hiperuricemia sao causas
ou consequéncias das comorbidades, ou se compartilham um antecessor. A relacéo
precisa de mais estudos para entender a causa-efeito (PILLINGER; GOLDFARB;
KEENAN, 2010).

Considerar o vinculo entre a gota/hiperuricemia e as comorbidades é
importante. Além disso, avaliar a natureza crénica dessas doengas é crucial. Muitos
pacientes enfrentam tanto a gota quanto uma ou mais das doencas mencionadas. Isso
significa que os tratamentos medicamentosos para uma condi¢cdo podem impactar a
outra (ROBINSON; HORSBURGH, 2014).

Estudos mostraram que certos medicamentos anti-hipertensivos podem
influenciar nos niveis de &cido Urico, como os betabloqueadores, os diuréticos de alca
e os tiazidicos, que aumentam o0s niveis, enquanto alguns inibidores da enzima
conversora de angiotensina (IECA) e bloqueadores dos canais de calcio o reduzem
(STAMP; CHAPMAN, 2012; REES; HUI; DOHERTY, 2014). Da mesma forma, os
farmacos usados no tratamento das dislipidemias, como atorvastatina e fenofibrato,
diminuem os niveis de acido urico (STAMP; CHAPMAN, 2012; REES; HUI,
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DOHERTY, 2014). Sob outra perspectiva, foi constatado que pacientes hipertensos
tiveram a reducéo da presséao arterial com o uso de alopurinol, e o farmaco também
reduz a morbi/mortalidade por doencas -cardiovasculares (FEIG; SOLETSKY;
JOHNSON, 2008; STAMP; CHAPMAN, 2012; REES; HUI; DOHERTY, 2014). Além
disso, o alopurinol melhora a funcao renal em pacientes com gota e tem demonstrado
retardar a progressdo da doenca renal (STAMP; CHAPMAN, 2012; REES; HUI;
DOHERTY, 2014).

A escolha apropriada do tratamento farmacolégico para pessoas com gota e
com comorbidades € notoriamente importante para otimizar a terapia medicamentosa,
visando potencializar ao maximo os beneficios e minimizar possiveis interacdes
(ROBINSON; HORSBURGH, 2014).

2.1.6 Tratamento

O tratamento da gota requer duas abordagens complementares: uma busca
pela reducédo dos niveis de acido Urico no sangue e outra focada na diminuicao da
inflamacdo. Esse tratamento deve ser adaptado as necessidades individuais,
considerando fatores como a experiéncia prévia do paciente com abordagens
medicamentosas e ndo medicamentosas, a duracdo e gravidade da crise, as
articulacGes afetadas, condicGes médicas associadas e contraindicacdes relevantes
(RICHETTE et al., 2017) (KHANNA et al., 2012a, 2012b; RICHETTE et al., 2017).

2.1.7 Tratamento crise aguda (reducao da inflamacéao)

Na abordagem atual para o tratamento de individuos com crise aguda de gota
e/ou hiperuricemia, € crucial informar os pacientes sobre varios aspectos. Isso inclui a
compreensao da fisiopatologia da doenca, a disponibilidade de tratamentos eficazes,
a potencial presenca de comorbidades e fatores de risco cardiovascular, além de
fornecer orientacbes sobre estilo de vida, perda de peso, exercicio, consumo
excessivo de carnes, frutos do mar e alcool, bem como o manejo de crises agudas e
a reducéo farmacologica dos niveis de acido urico no sangue (RICHETTE et al., 2017;
FITZGERALD et al., 2020; DALBETH et al., 2021).

O tratamento de primeira linha para artrite gotosa aguda envolve o uso de anti-

inflamatorios ndo esteroides (AINES), corticoides ou colchicina. Recomenda-se o inicio
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precoce desses medicamentos, pois isso melhora os resultados terapéuticos
(RICHETTE et al., 2017; FITZGERALD et al., 2020). Para crises de intensidade leve
a moderada, envolvendo até trés pequenas articula¢des ou duas grandes articulacdes,
a monoterapia com AINEs, colchicina ou corticoides é indicada. Para crises mais
intensas, a terapia combinada com colchicina e AINES, colchicina e corticoides, ou

mesmo corticoides intra-articulares pode ser apropriada (RICHETTE et al., 2017).

A principal restricdo para o uso de AINEs orais se relaciona com questdes de
seguranca (REES; HUI; DOHERTY, 2014). Para minimizar os riscos de Ulceras,
hemorragias e perfuragcbes gastricas, € comum combinar o uso de AINEs com
inibidores da bomba de protons (IBP) (REES; HUI; DOHERTY, 2014; RICHETTE et
al., 2017). Pacientes com contraindica¢cdes ou com intolerancias gastrointestinais aos
AINES convencionais podem se beneficiar com os inibidores seletivos da
ciclooxigenase 2 (COX-2) conhecidos como coxibes. O uso de coxibes, embora
possam aliviar potenciais problemas gastrointestinais, existe uma preocupacao
decorrente do uso frequente e/ou prolongado devido a possivel toxicidade
cardiovascular e renal (CHEN; ASHCROFT, 2007).

A colchicina atua inibindo varios processos bioldgicos, incluindo diviséo celular,
funcdo de leucdcitos e fatores quimiotaticos, liberacdo de histamina por mastécitos,
ativacao do inflamassoma e liberacéo de IL-1B. Ela € comparavel a agentes biolégicos
com funcdes semelhantes, mas se destaca por ser uma opcao financeiramente
acessivel (REES; HUI; DOHERTY, 2014). No entanto, sua eficacia esta proxima da
dose que causa efeitos gastrointestinais, o que pode levar a interrupcao do tratamento
antes da resolucédo da crise (EMMERSON, 1996). Os efeitos adversos da colchicina
sao dose-dependentes, incluindo diarreia, vomitos, nauseas, dor abdominal, célicas e,
raramente, problemas mais graves, como insuficiéncia cardiaca, hepatites,
neuropatias reversiveis e supressado da medula 6ssea (MEAD; ARABINDOO; SMITH,
2014).

Evitar a administrag&o de colchicina e AINEs é recomendado em pacientes com
insuficiéncia renal grave. Além disso, é importante notar que a colchicina pode ter
interacdes medicamentosas com inibidores da enzima CYP3A4 do Citocromo P450
e/ou da glicoproteina P, como ciclosporina, cetoconazol, verapamil ou claritromicina.

Por essa razao, é aconselhavel ndo usar esses medicamentos ao mesmo tempo ou
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considerar a possibilidade de reduzir a dose da colchicina para evitar potenciais
complicacbes (REES; HUI; DOHERTY, 2014; RICHETTE et al., 2017).

Corticoides orais, especialmente prednisolona, podem ser usados quando
outras opg¢Oes sdo contraindicadas. A administracao intramuscular de corticosteroides
€ outro tratamento alternativo que se limita principalmente as condi¢cdes hospitalares.
Terapias biologicas sado opcdes secundarias, incluindo inibidores da IL-1, embora
sejam caros e apresentem riscos (REES; HUI;, DOHERTY, 2014; RICHETTE et al.,
2017; FITZGERALD et al., 2020). Complementando a a¢do farmacoldgica, existem
indicios de que a aplicacdo de gelo no local inflamado pode contribuir para o
tratamento da artrite gotosa aguda (SCHLESINGER et al., 2002; DALBETH et al.,
2021).

2.1.8 Tratamento crdénico (diminui¢cdo dos niveis séricos de acido arico)

A adeséo a terapia de reducédo de urato (ULT) em pacientes com gota € um
problema significativo. Varios fatores contribuem para essa baixa adesao, incluindo
percepcdes negativas da doenca por parte dos pacientes e dos profissionais de saude,
falta de conhecimento sobre a condicdo, suas causas e tratamentos. Idade avancada
e presenca de comorbidades, como diabetes e hipertensdo, estdo associadas a maior
adesdo. Isso sugere que pacientes mais conscientes de sua saude e com maior
compreensao das implicacbes da doenca e do tratamento tendem a ser mais
aderentes. Uma compreensao mais profunda das razdes subjacentes para a fraca
adesao € necessaria para melhorar o manejo da gota e garantir que os pacientes
recebam o tratamento adequado para esta condi¢ao inflamatéria crénica (DOHERTY
et al., 2012; SPENCER; CARR; DOHERTY, 2012; SCHEEPERS et al., 2018).

O tratamento da gota crbnica tem como objetivo reduzir e manter os niveis
séricos de urato abaixo de 6,0 mg/dl ao longo da vida. Isso € alcancado através da
ULT, que combina a reducédo de uratos com profilaxia anti-inflamatéria para diminuir a
frequéncia de surtos de gota e o tamanho/niamero de tofos gotosos. A ULT envolve
inibidores da xantina oxidase (XOl), uricosuricos e da enzima pegloticase (RICHETTE
et al., 2017; FITZGERALD et al., 2020).

O alopurinol, um XOlI, é normalmente utilizado como terapia hipouricemiante de

primeira linha devido a sua eficicia e baixo custo. Caso os niveis de &cido Urico
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circulante ndo possam ser alcancados com uma dose apropriada de alopurinol, ou se
esse medicamento néo for tolerado devido a insuficiéncia renal, torna-se necessario
avaliar a medicacgéao e considerar a possibilidade de substituicdo pelo Febuxostate, por
um uricosurico ou até mesmo pela combinacao desses tratamentos (RICHETTE et al.,
2017; FITZGERALD et al., 2020).

O Febuxostate, um inibidor seletivo da XO, é considerado uma alternativa
adicional de primeira linha. Embora possa ser utilizado sem a necessidade de ajustes
de dose ou preocupac¢Bes com a toxicidade em pessoas com insuficiéncia renal, é
importante ressaltar que o medicamento pode levar a insuficiéncia hepatica. Além
disso, seu custo € elevado e apresenta também riscos cardiovasculares (REES; HUI,
DOHERTY, 2014; RICHETTE et al., 2017; FITZGERALD et al., 2020).

Os Uricosuricos, que incluem a probenecida, a benzbromarona e a
sulfimpirazona, séao classificados como medicamentos de segunda linha, sendo
utilizados quando ocorre intolerancia aos XOIl ou em casos de contraindicacéo destes.
Essas substancias atuam promovendo um aumento na excregéo renal de urato. No
entanto, € importante observar que o probenecide e a sulfinpirazona ndo devem ser
administrados a pacientes com insuficiéncia renal grave ou histérico de nefrolitiase, o
gue limita ainda mais o seu uso. A disponibilidade da benzbromarona tornou-se
restrita, principalmente devido a preocupacbes decorrentes de relatos de
hepatotoxicidade grave e supressdo da medula éssea (LEE et al., 2008; BACH;
SIMKIN, 2014). Nesse contexto, é fundamental considerar ndo apenas a eficicia
desses medicamentos, mas também as limitacbes e potenciais efeitos adversos

associados ao seu uso.

A pegloticase, uma enzima de origem suina, € utilizada em situacdes de gota
tofacea cronica debilitante, quando a terapia hipouricemiante com XOI e/ou
medicamentos uricosuricos néo é eficaz (RICHETTE et al., 2017; FITZGERALD et al.,
2020). Porém, é importante destacar que alguns pacientes podem desenvolver
anticorpos contra a pegloticase, limitando seus efeitos no organismo (GANSON et al.,
2006).

Alguns farmacos, como losartana, bloqueadores dos canais de célcio,
fenofibrato e estatinas, tém efeitos hipouricemiantes. Pacientes com indicacao
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primaria para esses farmacos devem considera-los tendo em conta os seus beneficios
para ambas as doencas (RICHETTE et al., 2017).

A profilaxia contra crises € uma recomendacao importante nos primeiros 6
meses de tratamento. Isso se deve ao fato de que o inicio da ULT pode expor o
paciente aos cristais de MSU, resultando em um aumento da fase aguda da doenca
e, por consequéncia, contribuindo para a baixa adeséo ao tratamento. Nesse sentido,
0 uso profilatico da colchicina é indicado. Entretanto, é necessario fazer ajustes em
pacientes com insuficiéncia renal e/ou que estejam em uso de estatinas, devido aos

riscos potenciais de toxicidade associados (RICHETTE et al., 2017).
2.2 Biologia de Macrofagos

Van Furth et al. (1972) descreveram os macréfagos como células fagociticas
de origem hematopoiética pertencentes a linhagem mieloide. Essas células teriam sua
origem a partir de uma célula-tronco hematopoiética (CTH) comum, que se
compromete com a linhagem mieloide. Quando expostas ao fator estimulador de
colénias de macréfagos, as células progenitoras passam por divisées sucessivas,
diferenciando-se primeiramente em monoblastos e, posteriormente, em pro-
monaocitos. Esses pré-mondcitos, por sua vez, amadurecem em mondcitos, que
deixam a medula éssea e entram na corrente sanguinea. Ap0s permanecerem na
corrente sanguinea por alguns dias, os mondcitos seguem em direcdo aos tecidos,
onde assumem o papel de macrofagos teciduais. Essa transicdo ndo apenas repde as
populacdes de macrofagos locais, mas também envolve a migracdo para regides de
tecido inflamado (VAN FURTH et al., 1972; GORDON; TAYLOR, 2005).

Estudos recentes tém revelado que a compreensdo da ontogenia dos
macrofagos ultrapassou a descri¢cao inicial feita por Van Furth et al. (1972). Nesse
sentido, mondcitos originados da medula éssea ndo sdo os principais contribuintes
para parte da populacdo de macrofagos nos tecidos em estado estacionario ou
durante certos processos inflamatérios (HASHIMOTO et al., 2013; GINHOUX; JUNG,
2014). De fato, os macrofagos tém origens diversas nos diferentes tecidos. Alguns
derivam do saco vitelino, como € o caso da micréglia. Em outros casos, os macrofagos
do saco vitelino desempenham um papel inicial, mas sao substituidos por monécitos

originados no figado fetal, como os macréfagos alveolares, células de Kupffer e
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células de Langerhans (GINHOUX et al.,, 2016; GINHOUX; GUILLIAMS, 2016;
HOEFFEL; GINHOUX, 2018). Em determinadas situacbes, a populacdo de
macréfagos € inicialmente estabelecida por precursores embrionarios, sendo
posteriormente substituida ap6s o nascimento por mondcitos da medula 6ssea, como
observado no coracdo (EPELMAN et al., 2014), na derme (TAMOUTOUNOUR et al.,
2013) e no intestino (BAIN et al., 2014; DE SCHEPPER et al., 2018). Além disso, é
importante notar que embora os mondcitos desempenhem um papel crucial ao
reabastecer as populacdes de macréfagos residentes em alguns tecidos, € importante
ressaltar que os macrofagos tém a capacidade de se autorrenovar in situ (GORDON;
TAYLOR, 2005; JENKINS et al., 2011).

Os macrofagos desempenham um papel fundamental na imunidade inata,
sendo reconhecidos como células efetoras primordiais. A identificacdo de suas
funcbes e a descricdo de seu papel foram realizadas pioneiramente por Elie
Metchnikoff. Foi ele quem inicialmente descreveu o mecanismo de fagocitose,
cunhando o termo "macrofagos” para descrever as células que desempenham esse
processo (derivado do grego "macro”, significando grande, e "phagein”, significando
comer, resultando em "grandes células comedoras"). Além disso, Metchnikoff atribuiu
aos fagdcitos a responsabilidade de manter a homeostase e defender o organismo,
uma concepcédo que Ihe conferiu o Prémio Nobel de Fisiologia e Medicina em 1908.
Esse prestigioso reconhecimento foi compartihado com Paul Ehrlich, em
reconhecimento aos seus notaveis estudos no campo da imunidade (TAUBER, 2003;
NATHAN, 2008; CAVAILLON, 2011; YONA; GORDON, 2015).

Com papel central na regulacado da homeostase e na modulacéo da inflamagéo,
0s macrofagos desempenham funcdes essenciais em diversos tecidos, bem como
proporcionam defesa contra infeccoes (GINHOUX; GUILLIAMS, 2016). Essa
perspectiva € corroborada por Mosser e Edwards (2008), que destacam o papel
predominante dos macréfagos na manutencdo da homeostase devido a essas células
estarem envolvidas em processos que ocorrem independentemente da sinalizacéao de
células imunes, tais como a fagocitose de eritrocitos e a eliminacdo de detritos
celulares e células apoptéticas (MOSSER; EDWARDS, 2008; MOSSER,;
HAMIDZADEH; GONCALVES, 2020).

Para além do que foi dito, os macréfagos atuam como "transdutores de sinais”
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nos tecidos, captando os estimulos fisiologicos e traduzindo-os em respostas
adequadas para garantir o funcionamento ideal de 6rgaos e sistemas. A homeostase
regulada pelos macrofagos é de tal importancia que essas células estao presentes em
praticamente todos os 6rgaos do corpo (MOSSER; HAMIDZADEH; GONCALVES,
2020). Em muitos cenarios, a auséncia ou a ativagao anormal dos macréfagos resulta
em disfuncdes organicas (RENAUD; GRAHAM, 2008; SMITH; MOHUN, 2011,
HULSMANS et al., 2017). Essa notavel habilidade dos macrofagos demonstra sua
plasticidade, tornando-os altamente adaptaveis ao microambiente local e permitindo
que adquiram funcdes especificas dos 6rgdos e das necessidades locais. Essa
adaptacao € impulsionada por fatores de transcricdo especificos, gerando diversas
populacdes celulares com fungdes distintas (MOSSER; EDWARDS, 2008).

No final da década de 1990, eram utilizados dois termos para categorizar
diferentes populacdes de macréfagos. Os macrofagos classicamente ativados que
eram associados a estimulacéo por interferon-gama (IFN-y) juntamente com agonistas
de TLR (MACKANESS, 1962; NATHAN et al., 1983) e os macrofagos alternativamente
ativados quando estimulados pela interleucina-4 (IL-4) (STEIN et al., 1992) ou pela IL-
13 (DOYLE et al., 1994).

No final do século 20, Mills et al. (2000) propuseram a classificacdo dos
macrofagos em M1 e M2, designacdes que estavam relacionadas a ativacdo dos
macréfagos e a polarizacdo das células T auxiliares CD4* (MILLS et al., 2000).
Posteriormente, alguns pesquisadores comecaram a subdividir os macréfagos M2 em
subgrupos (M2a, M2b e M2c) de acordo com sua resposta aos sinais presentes no
ambiente (MANTOVANI et al.,, 2004; MARTINEZ; GORDON, 2014). Baseado no
trabalho de Mantovani et al. (2004), muitos pesquisadores comecaram a usar 0s termos
M1 para se referir a macrofagos ativados de maneira classica e M2 para macrofagos
ativados de maneira alternativa in vitro, o que infelizmente levou a mais confuséo do
gue esclarecimento na area. Como resultado, muitos pesquisadores podem
erroneamente considerar que existem apenas "dois tipos de macrofagos”. Essa
abordagem resultou na categorizacdo equivocada de todos os macréfagos pro-
inflamatérios como M1, inclusive denominando os macréfagos classicamente ativados
como M1. Todos os outros fendétipos de macrofagos que ndo se enquadram nessa
classificacdo foram erroneamente agrupados como M2 ou anti-inflamatérios
(ORECCHIONI et al., 2019).
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Em 1998, Sutterwala et al. (1998) descreveram uma populacdo de macréfagos
capaz de aumentar a producao de IL-10 e reduzir a producéo de IL-12 quando ativados
in vitro por um agonista de TLR na presenca de imunocomplexos (SUTTERWALA et
al., 1998). Com base nisso, Mosser e Edwards (2008) propuseram a existéncia de um
espectro de ativacdo de macrofagos, criando uma analogia entre os macrofagos
(macréfagos ativados de maneira classica, macrofagos envolvidos na cicatrizacao de
feridas e macrofagos regulatorios) e as cores primarias que se combinam para formar
cores secundarias. Em outras palavras, os macréfagos podem ser ativados de varias
formas, exibindo caracteristicas compartilhadas por mais de uma populacao,
resultando em um amplo "espectro” de popula¢des possiveis, com funcdes distintas
(MOSSER; EDWARDS, 2008).

Para os pesquisadores que ndo estdo familiarizados com o campo dos
macrofagos, o uso de marcadores pode ser confuso, principalmente porque os
imunologistas estdo habituados a forte associacdo entre marcadores e linhagens
celulares (MURRAY et al., 2014). Dado que os estados de ativacdo dessas células séo
transitorios, a falta de marcadores de superficie confiaveis para cada populacdo de
macrofagos é evidente. No entanto, alguns marcadores alternativos tém sido usados
em combinacdo, ou em sua auséncia, para atribuir resultados de ativacéo. O critério
mais solido para a identificacéo dessas células € o seu estado funcional de ativacéo, o
qual é caracterizado pelo perfil de citocinas produzidas apds o estimulo apropriado
(LOPES; MOSSER; GONCALVES, 2020).

Nos ultimos anos, uma variedade de termos tém sido empregados para
descrever a ativacdo de macrofagos (MURRAY et al., 2014). Atualmente, apesar da
existéncia de inimeras possibilidades, trés categorias de macréfagos com estados de
ativacdo distintos sdo amplamente reconhecidas e reproduzidas in vitro: macréfagos
classicamente ativados, macréfagos alternativamente ativados e macréfagos
denominados regulatérios (EDWARDS et al., 2006; MOSSER; EDWARDS, 2008;
MURRAY et al., 2014; MOSSER; GONCALVES, 2015).

O termo "classicamente ativado" € utilizado para descrever macrofagos efetores
envolvidos na resposta imune celular (ADAMS; HAMILTON, 1984). Essa ativacao é
resultado da estimulacdo de dois sinais cruciais: o IFN-y, que ativa o Transdutor de

Sinal e Ativador da Transcricdo 1 (STAT1), e o TNF, que induz a ativacdo do NF-kB.
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Além disso, essa ativacdo pode ser desencadeada por agonistas do TLR, como o LPS
(MOSSER, 2003; MOSSER; EDWARDS, 2008; ZHANG; MOSSER, 2008;
HAMIDZADEH et al., 2017). O priming com IFN-y pode potencializar a resposta quando
combinada com a sinalizagéo por TLR, resultando em um aumento na expressao de
genes regulados pelo NF-kB (HU; IVASHKIV, 2009; QIAO et al.,, 2013) e na
estabilizacdo dos mRNAs que codificam mediadores inflamatérios (BERGERON,;
OLIVIER, 2006).

A origem desses sinais é variada, com o IFN-y sendo produzido por células do
sistema imune adaptativo, como as células T helper 1 (TH1), células T citotoxicas CD8*
(TCD8*), ou até mesmo durante respostas imunes inatas pelas células natural killer
(NK). Por outro lado, o TNF é gerado tanto pelas células apresentadoras de antigenos
(APCs) quanto por agonistas de TLR que operam de forma dependente de MyD88,
induzindo a ativacéo do fator de transcricdo NF-kB e, consequentemente, a produgao
de TNF (MOSSER; EDWARDS, 2008). O IFN-B é produzido endogenamente a partir
da ativacdo de TLR, via TRIF, podendo substituir o sinal de IFN-y proveniente das
células NK e células T (YAMAMOTO et al., 2003; MOSSER; EDWARDS, 2008;
MULLER et al., 2018; MOSSER; HAMIDZADEH; GONCALVES, 2020).

Essa ativacdo leva a formacdo de uma populacdo de macrofagos altamente
eficaz na apresentacao de antigenos e na eliminacdo de patégenos e células tumorais.
Esses macréfagos se caracterizam por uma producdo significativa de citocinas,
quimiocinas e mediadores proé-inflamatorios, incluindo as citocinas IL-13, IL-12, IL-6,
TNF e interferon-beta (IFN-B) e as quimiocinas CXCL9, CXCL10 e CXCL11. Além
disso, eles exibem uma expressédo aumentada de moléculas como CD80/86, MHC-II e
TLR-2/4. Esses macrofagos também tém a capacidade de converter a L-arginina em
oxido nitrico por meio da enzima iINOS (MANTOVANI et al., 2004; EDWARDS et al.,
2006; MOSSER; EDWARDS, 2008; ZHANG; MOSSER, 2008; MARTINEZ; GORDON,
2014; VIOLA et al., 2019; MOSSER; HAMIDZADEH; GONCALVES, 2020). Apesar de
sua importancia na defesa do organismo, o controle dessa ativacao é crucial para evitar
danos aos tecidos do hospedeiro (MOSSER; EDWARDS, 2008).

Por outro lado, o termo "alternativamente ativado”, conforme definido por Stein
et al. (1992) e Gordon (2003), € empregado para descrever a funcdo dos macréfagos

M2, ou como mencionado por Mosser e Edwards (2008), para referir-se aos
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macrofagos especializados na cicatrizacdo de feridas. Essa subpopulacdo de
macrofagos, induzida pela liberacdo de IL-4 por células do sistema imunoldgico inato
(notavelmente basdfilos e mastocitos) e adaptativo (como parte da resposta Tr2), é
programada para promover a reparacao tecidual, inibir a resposta Tul e combater
helmintos (STEIN et al., 1992; GORDON, 2003; MOSSER; EDWARDS, 2008). Os
macrofagos alternativamente ativados sdo especialmente observados em infeccdes

helminticas, mediadas por respostas imunes do tipo TH2 (KREIDER et al., 2007).

A IL-4 estimula a atividade da arginase nos macrofagos, permitindo a conversao
da arginina em ornitina, um precursor essencial de poliaminas e colageno, contribuindo,
assim, para a producdo da matriz extracelular (KREIDER et al., 2007). Macréfagos
tratados com IL-4 ativam os fatores de transcricdo STAT6 e IRF4, induzindo a
expressdo intracelular da molécula semelhante a resistina a (RELMa), também
conhecida como FIZZ1, um marcador ndo observado em outras populacdes de
macrofagos. Além disso, induzem a expressdo de ARG-1, YM1, SOCS1, KLF4 e
PPARYy. Adicionalmente, observa-se um aumento na expressdo de moléculas como
CD209, CD206 (Receptor de Manose) e CD163 (Receptor Scavenger) em humanos
(STEIN et al., 1992; LOKE et al.,, 2002; RAES et al.,, 2002; MOSSER, 2003;
HAMIDZADEH et al., 2017; CHEN et al., 2019; VIOLA et al., 2019). Contudo, assim
como ocorre com 0s macréfagos classicamente ativados, os macréfagos M2 também
podem se tornar prejudiciais ao hospedeiro quando sua capacidade de producéo de
matriz extracelular se desregula, podendo resultar em fibrose tecidual (HESSE et al.,
2001).

A mais recente populacdo de macrofagos, descrita por Sutterwala et al. (1998)
e posteriormente chamada de macréfagos regulatorios, pode surgir apds respostas
imunes inatas ou adaptativas. Seu principal papel € atenuar a resposta imune e
restringir a inflamacao por meio da imunomodulacdo. Essas células produzem altos
niveis da citocina anti-inflamatoria IL-10 e reduzem a producdo de citocinas pro-
inflamatorias, como a IL-12, tornando-se potentes inibidores da inflamacdo. Assim
como os M1, eles exibem uma expressao aumentada de moléculas como CD80/86,
MHC-II. Esses macréfagos também tém a capacidade de converter a L-arginina em
oxido nitrico por meio da enzima iNOS (MOSSER, 2003; MOSSER; EDWARDS, 2008;
FLEMING; MOSSER, 2011; VIOLA et al., 2019).
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Para induzir um perfil regulatorio, sdo necessarios dois estimulos. O primeiro
estimulo, por si sO, ndo possui funcdo estimulante e pode ser originado de
imunocomplexos, prostaglandinas, adenosinas, IL-10, células apoptéticas, entre
outros. Entretanto, quando ocorre o segundo estimulo, que provém de um agonista de
TLR, como o LPS, induz-se o desenvolvimento dessas células que produzem altos
niveis de IL-10, sendo a caracteristica mais importante e confiavel para identificar que
as ceélulas reprogramadas se tornaram macréfagos regulatérios (GERBER; MOSSER,
2001; EDWARDS et al.,, 2006; WANG et al., 2019a). Dado que existem diversas
formas de gerar macréfagos com propriedades imunorreguladoras, esses foram
agrupados como "RM¢s" e chegou-se a um consenso de que cada um desses RM¢s
deve ser identificado pelo estimulo utilizado para sua geragdo (MURRAY et al., 2014;
CHANDRASEKARAN et al., 2019). A sintese da citocina reguladora TGFB pelos
macrofagos, apds a ingestdo de células apoptéticas na presenca de sinais pro-
inflamatorios, pode igualmente desempenhar um papel na capacidade

imunorreguladora desses macréfagos (FADOK et al., 1998).

A ativacao das MAPKs (ERK, p38) é aumentada em macréfagos estimulados
com IC e agonista de TLR (LUCAS et al., 2005; MOSSER; EDWARDS, 2008; WANG
et al., 2019a). A ativacdo da ERK promove a fosforilacdo de histonas no promotor da
IL-10, tornando-o0 acessivel aos fatores de transcricdo que estimulam a expressao do
gene da IL-10 (LUCAS et al., 2005; HAMIDZADEH et al., 2017). A superproducéo de
IL-10 em resposta a estimulacdo de macrofagos na presenca de IC ocorre
rapidamente, com transcritos detectaveis em minutos e producdo de citocinas
mensuravel no sobrenadante em uma hora (ZHANG; EDWARDS; MOSSER, 2006).

Dessa forma, os macréfagos desempenham uma variedade de funcbes que
dependem do seu fenoétipo, desempenhando um papel fundamental na manutencéo
da saude humana e podendo influenciar tanto na recuperagcéo quanto na progressao
de doencas (Figura 3). Portanto, torna-se crucial o controle do perfil de ativacao dos

macrofagos em terapias tanto de alcance sistémico quanto local.
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Figura 3 - Perfil e Funcdes das Subpopula¢cdes de Macréfagos na Resposta Imune.

Demonstracéo da ativagdo de macrofagos, com foco nas subpopulagfes M1, M2 e regulatdrios. M1
(Classicamente Ativados): Estes macrofagos sdo ativados por IFN-y e TNF, resultando em uma
resposta imune pro-inflamatoria. Eles produzem citocinas como IL-1p3, IL-12 e TNF-a, além de 6xido
nitrico. Expressam moléculas como CD80/86 e MHC-II, promovendo a apresentacdo de antigenos e
a eliminacé@o de patdégenos. M2 (Alternativamente Ativados): Induzidos pela IL-4, esses macréfagos
promovem a reparacgdo tecidual, suprimem respostas imunes do tipo Thl e combatem helmintos.
Produzem ornitina, contribuindo para a matriz extracelular. Expressam marcadores como RELMaq,
ARG-1, CD209, CD206 e CD163. Macrofagos Regulatérios (RM¢s): S&o especializados na
imunomodulagéo e na restricdo da inflamacado. Produzem altos niveis de IL-10 e reduzem citocinas
pro-inflamatérias como IL-12. Sua ativagéo requer dois estimulos, sendo o segundo frequentemente
proveniente de agonistas de TLR. O equilibrio entre essas subpopula¢@es € crucial para a resposta
imune e a obtencdo da homeostase. Argl: Arginase 1; CCL1: Quimiocina com Motivo C-C 1; CD80:
Cluster de Diferenciacdo 80; CD86: Cluster de Diferenciacdo 86; CD163: Cluster de Diferenciacédo
163; CD206: Cluster de Diferenciacdo 206; CD209: Cluster de Diferenciagdo 209; CXCL9/10/11:
Quimiocina (motivo C-X-C) Ligante 9/10/11; ERK: Quinase Regulada por Sinal Extracelular; FCyR:
Receptor Fc Gama; Fizz1: Encontrado na Zona Inflamatéria 1; IFN-B: Interferon-beta; IFN-y: Interferon-
gama; IFNGR: Receptor do Interferon-gama; IL-1: Interleucina-1; IL-4: Interleucina-4; IL-6:
Interleucina-6; IL-10: Interleucina-10; IL-12: Interleucina-12; IL-13: Interleucina-13; IL-23: Interleucina-
23; IL-4Ra: Receptor Alfa da Interleucina-4; iNOS: Oxido Nitrico Sintase Induzivel; JAK: Janus Kinase;

KLF4: Fator 4 semelhante ao Krippel; LIGHT: Lymphotoxin-like, com Expresséo Induzivel e
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Competicdo com a Glicoproteina D do HSV para o HVEM, um Receptor Expresso por Linfocitos T;
LPS: Lipopolissacarideo; MHC-II: Complexo Principal de Histocompatibilidade Classe II; MYD88:
Resposta Primaria de Diferenciacio Mieloide 88; NF-kB: Fator Nuclear Kappa B; NO: Oxido Nitrico;
PPARYy: Receptor Ativado por Proliferadores de Peroxissoma Gama; SP1: Proteina de Especificidade
1; STAT: Fator de Transcricdo de Sinalizagéo e Ativacédo de Transcricdo; Syk: Quinase de Tirosina de
Baco; TGFB: Fator de Crescimento Transformador Beta; TLR: Receptor Toll-Like; TNF: Fator de
Necrose Tumoral; TNFR: Receptor do Fator de Necrose Tumoral; TNF-a: Fator de Necrose Tumoral
Alfa; TRADD: Dominio Associado ao Receptor de Fator de Necrose Tumoral; TRIF: Adaptor com
Dominio Receptor Toll/IL-1-Induzindo Interferon-beta. Adaptado de: (KASHFI; KANNIKAL; NATH,
2021). Criado em: Biorender.com

2.2.1 Macroéfagos e seu papel na articulagdo saudavel e na gota

A sindvia € um tecido que desempenha varias funcdes essenciais dentro das
articulacbes. Ela é composta por duas camadas principais: a intima e a subintima. Na
camada intima, encontram-se 0s sinovidcitos, que sao células com caracteristicas de
fibroblastos e de macréfagos. Por outro lado, a camada subintima compreende o
tecido conjuntivo subjacente, composto por fibroblastos, células adiposas, macréfagos
e vasos sanguineos (LIU et al., 2022). Os fibroblastos sinoviais desempenham um
papel fundamental na criacdo da matriz extracelular que sustenta a estrutura da
membrana sinovial, enquanto secretam &cido hialurdnico e lubrificina no liquido
sinovial. Em contrapartida, os macréfagos do tecido sinovial sdo as células residentes
mais abundantes na sindvia saudavel, embora suas funcGes durante a homeostase
permanecam pouco definidas (KUROWSKA-STOLARSKA; ALIVERNINI, 2017).

Conforme mencionado por Kurowska-Stolarska e Alivernini (2017), devido a
localizagcdo dos macrofagos sinoviais na superficie da membrana sinovial e ao seu
contato direto com o liquido sinovial em articulagdes saudaveis, h& sugestdes de que
essas células desempenhem um papel especializado na reciclagem dos componentes
lubrificantes do liquido sinovial e na liberacao de fatores reguladores para a cartilagem
e a renovagdo 0ssea. Similarmente a outros macrofagos residentes nos tecidos, eles
também podem eliminar detritos celulares e patégenos, contribuindo assim para a
prevencdo de inflamacdes estéreis e sépticas (KUROWSKA-STOLARSKA;
ALIVERNINI, 2017).

Os macréfagos sinoviais podem ser subdivididos em diversas subpopulacdes.

Estudos recentes mostraram que essas ceélulas tém funcdes variadas, delineando um
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rico conjunto de agrupamentos fenotipicos distintos entre os macréfagos residentes e
agueles que infiltram os tecidos. Enquanto algumas subpopulacées de macrofagos
residentes desempenham um papel mais proeminente na patogénese articular, outros
fendtipos desempenham um papel fundamental na remissao da doengca (CULEMANN
etal., 2019; ALIVERNINI et al., 2020; KUROWSKA-STOLARSKA; ALIVERNINI, 2022;
LIU et al., 2022).

Os macréfagos residentes no tecido, identificados como CX3CR1*,
desempenham um papel crucial na formacdo de uma barreira imunoldgica interna no
revestimento sinovial através da expresséo de proteinas de juncdo. Isso permite o
isolamento efetivo da articulacdo, protegendo-a contra patdogenos e controlando o
influxo de células inflamatérias (CULEMANN et al., 2019; ALIVERNINI et al., 2020).
Além disso, essas células possuem a capacidade de se autorrenovar por meio da
proliferacédo local (CULEMANN et al., 2019).

Na presenca de cristais de MSU, os macrofagos residentes liberam IL-13, uma
citocina crucial no desencadeamento da patogénese da gota, contribuindo para o
recrutamento de neutrdfilos e a formagcdo de NETs por essas células (MARTIN;
WALTON; HARPER, 2009). Mondcitos também sdo atraidos para o local da
inflamacdo em resposta aos cristais de MSU e liberam citocinas pro-inflamatorias
(MARTIN et al., 2011).

A autorregulacdo da inflamacéo pelos macrofagos pode explicar a natureza
autolimitada da gota aguda, bem como o fato de que a presenca de cristais de MSU
em uma articulagdo nem sempre esta associada a sinais e sintomas inflamatorios
(YAGNIK et al.,, 2000, 2004; LANDIS et al.,, 2002). Estudos descreveram uma
autorregulacdo purinérgica em macréfagos estimulados por TLR, que envolve a
producdo de ATP, sua conversdo em adenosina e a ativacéo de receptores P1 para
reduzir citocinas inflamatdrias e promover citocinas anti-inflamatérias (HAMIDZADEH,;
MOSSER, 2016). Além disso, 0s receptores purinérgicos P2Y14 e P2Y11
desempenham papéis distintos, com o0 P2Y14 promovendo respostas pro-
inflamatorias e o P2Y11 suprimindo a resposta inflamatéria em macréfagos (KLAVER;
THURNHER, 2021). Isso poderia explicar por que a presenca de cristais de MSU nas
articulacbes, nem sempre desencadeia a ativacdo de macréfagos para um perfil

inflamatorio.
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As variacdes na resposta dos macrofagos estdo intimamente ligadas ao
processo de ativacdo dessas células, que se adaptam de maneira notavel ao ambiente
em que se encontram (MOSSER; HAMIDZADEH; GONCALVES, 2020). A medida que
avangamos na compreensao da plasticidade dessas células, surge o conceito de um
"espectro” de diferentes populacdes de macréfagos (MOSSER; EDWARDS, 2008).
Essa ideia sugere que os macrofagos podem existir em estados variados, cada um
com funcdes e respostas especificas, dependendo do ambiente em que estédo
presentes (MOSSER; EDWARDS, 2008; MOSSER; HAMIDZADEH; GONCALVES,
2020). Este entendimento mais amplo e dinamico do papel dos macrofagos permite
uma visdo mais profunda de como essas células afetam tanto o desencadeamento

quanto a resolucao dos processos inflamatérios.

2.2.2 O papel da IL-10 como citocina anti-inflamatoria, na atividade dos

macrofagos regulatérios e naresolucao da gota

Identificada por Fiorentino et al. (1989), a IL-10 é o membro pioneiro de uma
familia de citocinas que inclui IL-19, IL-20, IL-22, IL-24, IL-26, IL-28 e IL-29. Seu
receptor (IL-10R) pertence a categoria de receptores de citocinas classe Il (OUYANG
et al., 2011; OUYANG; GARRA, 2019).

A IL-10 é uma proteina secretada por varias células do sistema imunoldégico,
tanto do sistema inato quanto do adaptativo. Isso inclui células dendriticas (DC),
macrofagos, mondcitos, mastocitos, células NK, eosindfilos, neutréfilos e praticamente
todos os subconjuntos de células T (incluindo células T efetoras Thl, Th2 e THl7, Treg
e células TCD8*) e células B (ASADULLAH; STERRY; VOLK, 2003; MOSSER;
ZHANG, 2008; OUYANG et al., 2011; OUYANG; GARRA, 2019; WEI; WANG,; LlI,
2020; CARLINI et al., 2023).

Essa citocina exerce seu efeito no sistema imunolégico ao se ligar aos
receptores IL-10Ra e IL-10Rf3, que s&o amplamente expressos na maioria das células
do sistema imunoldgico e em muitos outros tipos celulares néo ligados ao sistema
imune. Importante ressaltar que a IL-10Ra estd principalmente presente em
leucdcitos. Essa especificidade faz com que a IL-10 regule principalmente as
respostas imunoldgicas em leucdcitos, enquanto todos 0os outros membros regulam

preferencialmente outros tipos de células, especialmente células epiteliais (OUYANG
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et al., 2011; OUYANG; GARRA, 2019; WANG et al., 2019b).

A transducdao de sinal das citocinas da familia IL-10 ocorre por meio da ativacédo
da via de sinalizacdo envolvendo a Janus kinase (Jak) e os fatores de transcricao
STAT. Como mencionado anteriormente, os receptores da familia IL-10 tém duas
subunidades, a e B. As subunidades a do receptor estdo sempre associadas ao Jak1,
enquanto Jak2 ou Tyk2 estado ligados as subunidades 3. Quando o ligante se une ao
receptor, ele inicia o recrutamento e a fosforilagdo dos STATs. Esses STATs se
deslocam para o nucleo da célula, onde induzem a transcricdo de genes especificos
(OUYANG; GARRA, 2019; WANG et al., 2019b).

A IL-10 é considerada como uma citocina imunorreguladora chave, com
atividades multifuncionais, que exercem efeitos multiplos e, as vezes, até opostos nas
células do sistema imunolégico. Desempenha um papel crucial na regulacdo da
resposta imunoldgica, reduzindo a inflamacéo e protegendo o organismo contra danos
teciduais. Ela tem efeitos supressores em células do sistema imunoldgico, inibindo
citocinas pro-inflamatérias, células apresentadoras de antigenos e células T
(MOSSER; ZHANG, 2008; OUYANG et al., 2011; CARLINI et al., 2023).

Essa citocina possui meia-vida curta e baixa estabilidade in vivo, 0 que
representa uma desvantagem significativa no seu uso terapéutico (CARLINI et al.,
2023). Além disso, a IL-10 é frequentemente distribuida para muitas células diferentes
que possuem receptores para IL-10, tornando dificil a sua concentracdo em éareas
inflamadas (HAMIDZADEH et al., 2017). Portanto, uma abordagem potencialmente
mais eficaz na regulagéo da inflamacé&o pode ser a inducgéo local de IL-10 por células

da imunidade inata.

Diversos estudos tém demonstrado a promissora atuacdo da IL-10 na
resolucao da inflamacgéo causada pela artrite gotosa. Por exemplo, uma pesquisa que
empregou a terapia génica da IL-10 por meio de um vetor de retrovirus constatou que
a IL-10 exerceu um efeito anti-inflamatério em um modelo de gota aguda em
camundongos (MURAKAMI et al., 2002). Além disso, outro estudo revelou que o0s
niveis de IL-10 no fluido articular de pacientes com gota eram significativamente
superiores em comparacdo com pacientes diagnosticados com osteoartrite ou

individuos saudaveis. Tais niveis elevados estavam associados a resolucéo
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espontanea da artrite gotosa aguda (CHEN et al., 2011). Outra pesquisa indicou que
pacientes em remissdo da gota aguda apresentavam concentracdes séricas
significantemente mais baixas de IL-13 e TNF-a. Por outro lado, as concentragdes de
IL-10 eram consideravelmente mais altas em comparacdo com pacientes
diagnosticados com artrite gotosa aguda (ZHANG et al., 2021). Adicionalmente, um
estudo revelou que a artrite induzida por antigeno foi exacerbada em camundongos
IL-10KO. Isso esteve associado ao aumento da expresséo sinovial dos componentes
do inflamassoma NLRP3 e a expresséao localizada de IL-183, sugerindo o papel da IL-

10 como regulador negativo do inflamassoma (GREENHILL et al., 2014).

A importancia dessa citocina na limitacdo de doencas autoimunes e seu papel
na imunossupressao ja foram demonstrados em numerosos estudos (GERARD et al.,
1993; ROTT; FLEISCHER; CASH, 1994; PENNLINE; ROQUE-GAFFNEY;
MONAHAN, 1994; VAN LAETHEM et al., 1995; TANAKA et al., 1996; PERSSON et
al., 1996; BARBARA et al., 2000; ASADULLAH; STERRY; VOLK, 2003; MOSSER,;
ZHANG, 2008; OUYANG et al., 2011; WANG et al., 2019b; OUYANG; GARRA, 2019;
WEI; WANG,; LI, 2020; LOPES; MOSSER; GONCALVES, 2020; LOPES et al., 2021).
No entanto, em algumas infeccdes, a IL-10 pode contribuir para doencas cronicas.
Modelos animais que apresentam aumento na expressao de IL-10 estdo associados
a exacerbacdo de infeccBes oportunistas ou a promocdo de um ambiente
imunossupressor em tumores (SICA et al., 2000; MOSSER; ZHANG, 2008). Isso
sugere que, embora a IL-10 desempenhe um papel crucial na regulacao da resposta

imunoldgica, seu excesso ou atividade descontrolada pode ter efeitos desfavoraveis.

Apesar desses desafios, a IL-10 continua sendo considerada um alvo promissor
para o tratamento de doencas inflamatorias devido as suas propriedades anti-
inflamatorias intrinsecas e seu potencial para modular a resposta imunolégica (WANG
et al., 2019b). Estratégias farmacoldgicas destinadas a potencializar ou restaurar a
acao imunomoduladora da IL-10 podem representar novos caminhos promissores
para neutralizar a tempestade de citocinas decorrente da inflamacdo exacerbada e
mitigar eficazmente complicacdes graves em varias doencas inflamatérias (CARLINI
et al., 2023).
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3 JUSTIFICATIVA

Embora os conhecimentos sobre o inicio da inflamacdo aguda da gota sejam
bem descritos, ndo hd um tratamento especifico, sendo o foco principal a reducéo da
inflamacéo e da intensa dor (RICHETTE et al., 2017). A gota gera altos custos em
cuidados de saude, especialmente durante episodios agudos, resultando em
atendimentos de emergéncia, hospitalizacdes e perda significativa de produtividade
no trabalho (SHIELDS; BEARD, 2015). Portanto, torna-se de suma importancia
explorar alternativas terapéuticas que possam aliviar a recorrente inflamag&o aguda,

a fim de prevenir deformacdes articulares ao longo do tempo e a perda de funcéo.

Neste contexto, os macréfagos podem ser considerados um dos principais
alvos de estudo para o desenvolvimento de terapias para o controle da gota, afinal,
sdo as células ativadas pelos cristais, que induzem um influxo intenso de neutrofilos e
participam ativamente da patogénese das lesbes e da intensa dor (MARTIN;
WALTON; HARPER, 2009; SO; MARTINON, 2017). Isso por si, ja seria considerado
uma importante caracteristica que justificasse seu enfoque como alvo terapéutico na
gota. Ou seja, métodos terapéuticos que visem o controle de ativacado dos macrofagos
em resposta aos cristais, podem ser considerados importantes no controle da doenca.
Ocorre que os macréfagos, como nenhuma outra célula, apresentam importante
caracteristica de plasticidade, que na maioria das vezes, visa a manutencdo da
homeostase tecidual (MOSSER; EDWARDS, 2008; MOSSER; HAMIDZADEH,;
GONCALVES, 2020).

Com isso, 0s mesmos macrofagos que sédo estimulados para que respondam
inflamando, sdo também as células que podem alterar completamente sua fisiologia,
desinflamando e controlando a gota (MOSSER; EDWARDS, 2008). Portanto, analisar,
avaliar e explorar as potenciais ac¢des anti-inflamatorias e pro-resolutivas dos

macréfagos regulatérios € uma abordagem inovadora como terapia para doencas

inflamatorias.

Nesse sentido, a investigacdo de novas estratégias terapéuticas para a artrite
gotosa, que busquem regular a atividade dos macrofagos ou modificar seu perfil de
ativacdo para um perfil regulatério, pode ser uma ferramenta importante no

desenvolvimento de novas tecnologias para controlar a doenca.
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4 OBJETIVOS

4.1  Objetivo geral

Investigar e avaliar o potencial terapéutico dos macréfagos regulatérios,
visando aprimorar a compreensao e a aplicacao do seu efeito em um modelo de gota,

com foco na inflamacéo.
4.2  Objetivos especificos

e Avaliar, por meio de ensaios in vitro, a cinética de liberacdo de citocinas por

macrofagos polarizados em diferentes perfis.

e Investigar, por meio de estudos in vitro, a capacidade dos macréfagos
regulatérios de reduzir as citocinas inflamatorias-chave associadas a artrite

gotosa aguda.

e Avaliar, por meio de contagem global, diferencial de leucécitos e liberacédo de
citocinas, o papel desempenhado por macrofagos ndo estimulados e
macrofagos regulatorios quando introduzidos na cavidade peritoneal duas horas
antes do desafio com cristais de MSU, utilizando um modelo murino.

e Investigar a cinética da resposta inflamatéria nas articulagbes apds a
administracdo de cristais de MSU em camundongos, utilizando a contagem
global, diferencial de leucécitos intra-articulares e liberacdo de citocinas.

e Investigar, através da contagem global, diferencial de leucdcitos intra-articulares
e liberacéo de citocinas, o impacto de macréfagos nédo estimulados e da terapia
imune celular com macréfagos regulatérios quando administrados na cavidade
articular duas horas antes da inducao da artrite gotosa aguda em um modelo

murino.
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5 MATERIAIS E METODOS
5.1 Animais

Foram utilizados camundongos fémeas da linhagem C57BL/6 de 6 a 8
semanas, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG). Os camundongos foram mantidos no biotério do departamento de Patologia
Geral do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB) da UFMG. Os experimentos foram
realizados em ambientes separados do local de alojamento. Foram ofertadas racéo e
agua sem restricdes para 0s animais. Houve controle de temperatura (28 a 30°C),

umidade (50%), ventilacéo e ciclo da luz (claro/escuro de 12/12 horas).

O presente estudo foi aprovado pela Comissédo de ética no uso de animais

(CEUA) sob o protocolo de pesquisa numero 330/2019.
5.2  Preparo dos cristais de MSU

Utilizamos o método descrito por Seegmiller et al. (1962) adaptado por Amaral
et al., (2012). Para preparo dos cristais, 1,68 g de acido urico (Sigma- Aldrich, St.
Louis, MO, USA) foram adicionados em 500 ml de uma solucéo de hidroxido de sodio
(NaOH 0,01 M) (J.T. Baker). A solucao obtida foi colocada em agitacéo a 70°C por 10
minutos. Transcorrido esse tempo e apds a solucao atingir a temperatura ambiente,
foi adicionado NaOH (1M) para manter a solucdo com o pH entre 7,1 e 7,2 para que
ocorra a dissolucdo. Posteriormente a solucao foi filtrada em filtro de 0,22 um em
capela de fluxo laminar e deixada em tubos do tipo Falcons de 50 ml, em temperatura
ambiente para a cristalizacdo. Apés alguns dias, a solugdo com os cristais foi coletada
e centrifugada (7.000 rpm, 10 minutos, 4°C) e o sobrenadante descartado.
Posteriormente, duas lavagens do precipitado com alcool absoluto foram realizadas
para a retirada de umidade remanescente. Além disso, a solucéo foi submetida ao
processo de sonicacdo (Banho de Limpeza Ultrassom, Modelo: Q335D, Fabricante:
QUIMIS) para padronizar e diminuir o tamanho dos cristais e posteriormente foi
deixada secando em temperatura ambiente em condi¢des estéreis. ApOs secar, 0S
cristais foram autoclavados e, entdo, ressuspendidos em solucdo salina na
concentracdo desejada, foram novamente submetidos ao processo de sonicacao e

mantidos congelados a -20°C até utilizacao.
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5.3 Inducdo da gota por injecao intra-articular de cristais de MSU

Os cristais de MSU obtidos foram diluidos em solugéo salina para a injecao
intra-articular de 10 pl contendo 100 ug do cristal. Para a inducao da gota, os animais
foram anestesiados com uma solugéo de cetamina (80 mg/kg) e xilazina (15 mg/kg)
diluidos em solucdo salina tamponada (PBS - phosphate buffered saline), via
intraperitoneal. Em seguida, os pelos da regido tibio-femoral foram removidos para

administracao da injecéo de 10 pl do cristal (100 pg/cavidade).
5.4 Isolamento de macréfagos da medula 6ssea

Macrofagos derivados da medula 6ssea de camundongos foram isolados como
descrito anteriormente por Goncalves et al (2023). Sucintamente, a medula dssea foi
isolada do fémur e da tibia de camundongos C57BL/6, saudaveis e com idade entre 6
e 8 semanas. A extracdo ocorreu em capela de fluxo laminar e as células foram
lavadas com PBS, suplementado com 50 Ul/ml de penicilina (United States Biological)
e 50 ug/ml de estreptomicina (United States Biological). As células foram centrifugadas
a 300 G por 10 minutos a 4°C e ressuspendidas em meio Dulbecco's Modified Eagle's
Medium - F12 (DMEM/F12, Gibco), suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB)
inativado (Cultilab), 50 IU/ml de penicilina e 50 yg/ml de estreptomicina e 20% de
sobrenadante de cultura de fibroblastos L929 contendo fator estimulador de col6nia
(M-CSF — Macrophage Colony Stimulating Factor), necessério para diferenciacao das
células precursoras da medula 6ssea em macrofagos. As células foram dispostas em
placas de Petri (Corning, EUA) e mantidas em incubadora a 37°C, CO2 a 5% e
umidade a 75%, entre 7 e 10 dias (Figura 1). Apos a diferenciacdo, as células foram
removidas das placas de Petri com PBS e cellstripper (Corning, EUA), centrifugadas
a 300 G por 10 minutos a 4°C e ressuspendidas em meio DMEM/F12 suplementado
com 10% de SFB inativado, 50 IU/ml de penicilina e 50 pg/ml de estreptomicina
(DMEM completo). A contagem e a viabilidade das células foram avaliadas pelo azul

de Tripan em camara de Neubauer.
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Figura 4 - Diferenciacdo das células da medula 6ssea em macréfagos.

Cinética de transformacéao de progenitores de medula 6ssea de camundongos para macréfagos nos
dias 1, 3, 5 e 7. O brilho e o contraste foram ajustados apds a aquisi¢cdo de imagens usando filtro DIC
20X. Barra = 100 um. Os dados foram obtidos por microscopia de fluorescéncia e contraste de fase
no Centro de Aquisicdo e Processamento de Imagens (CAPI-ICB/UFMG) (Fonte: GONCALVES et
al., 2023).

5.5 Estimulo de macréfagos

ApoOs contagem em camara de Neubauer, os macréfagos foram estimulados
para ativacdo em diferentes perfis de acordo com o protocolo descrito por Mosser e
Gongalves (2015). Sucintamente, 1x10°® macréfagos foram distribuidos em um volume
final de 1 ml de DMEM completo. Aos macréfagos sem estimulos foram adicionados
somente DMEM completo. Aos macrofagos classicamente ativados (M1) foi
adicionado LPS na concentragdo de 10 a 20 ng/ml (Ultrapure LPS, E. coli 0111:B4;
InvivoGen). Os macréfagos alternativamente ativados (M2) foram obtidos através da
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inducéo com IL-4 na concentracao de 20 ng/ml (Recombinant Murine IL-4; PeproTech
Inc.). Para polarizar os macrofagos para um perfil regulatorio, foram testados cinco
diferentes imunocomplexos em combinacdo com LPS (MOSSER; GONCALVES,
2015). O objetivo era identificar o estimulo mais eficaz na producdo de IL-10 e na
diminuicdo de IL-12. Os seguintes imunocomplexos foram produzidos e avaliados:
Beads de poliestireno adsorvidas a IgG de coelho (DALBY et al., 2020), Adenosina
(ADO) (FLEMING et al., 2015), Eritr6citos de ovelha opsonizados com IgG (E-IgG)
(SUTTERWALA et al., 1998; GALLO; GONCALVES; MOSSER, 2010), IgG de
coelho/Anti-IgG de coelho e Prostaglandina E2 (PGE2) (FLEMING et al., 2015).

5.6 Producédo de macrofagos regulatérios utilizando Beads/IgG de coelho

A ligacéo entre as Beads de poliestireno e o anticorpo IgG de coelho (10 mg/ml)
foi empregada para induzir a polarizagdo de macréfagos regulatérios, seguindo o
protocolo descrito por Dalby et al. (2020). Em resumo, 100 ul de Beads de poliestireno
(Sigma Aldrich, EUA - 10 mg/ml), com tamanho de 1,1 ym, foram pipetados para um
tubo Eppendorf de 1,5 ml e submetidos a trés lavagens com 1 ml de tampé&o de 2-
Morpholinoethanesulfonic acid monohydrate (MES) a 25 mM e pH 6,1, obtendo uma
concentracédo final de 1 mg/ml. ApGs cada lavagem, as Beads foram centrifugadas a
680 G por 5 minutos a 4°C. Apés o preparo das Beads, 40 ul destas foram adicionadas
a 1gG de coelho (Innovative Research, EUA; Rheabiotech, Brasil; IgG purificada a
partir de soro normal total por cromatografia de afinidade a proteina A ou pela
precipitacdo por sulfato de amonio) em diferentes concentra¢des (0,05 mg/ml; 0,1
mg/ml; 0,2 mg/ml; 0,4 mg/ml; 0,8 mg/ml; 1,6 mg/ml; 3,0 mg/ml; 4,0 mg/ml), assim como
ao tampao MES em um volume final de 400 ul. A mistura resultante foi mantida em
rotacdo a 4°C overnight. No dia seguinte, antes de sua utilizacdo, o imunocomplexo
preparado foi centrifugado a 2.700 G por 5 minutos a 4°C, o sobrenadante foi
descartado e o pellet foi ressuspenso em 0,4 ml de MES. Para a ativagcao dos
macréfagos in vitro, foram utilizados 50 yL do imunocomplexo em combinagao com
10 ng de LPS por ml.

5.7 Producédo de macrofagos regulatorios utilizando Prostaglandina (PGE2)
ou Adenosina (ADO)

A ativacdo dos macrofagos regulatorios foi realizada utilizando 200 nM de
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PGE2 (Cayman Chemical, EUA) ou 200 uM de ADO (Sigma Aldrich, EUA), ambos em
combinacdo com 10 ng/ml de LPS, para a ativacdo dos macrofagos in vitro.
Resumidamente, uma por¢cdo de PGE2 previamente congelada e armazenada em
alcool etilico absoluto, na concentracdo de 10 mM, foi diluida no meio de cultura
DMEM, a fim de ser utilizada na concentracéo final de 200 nM por ml. Inicialmente, a
PGE?2 foi adicionada ao tubo contendo 1x10® macréfagos, seguida pela adicdo do LPS
(10 ng/ml). Por sua vez, para a ADO, uma amostra da substancia na concentragéo de
100 mM foi diluida no meio de cultura DMEM, a fim de obter a concentracao final de
200 puM por ml. No inicio do procedimento, a ADO foi introduzida ao tubo contendo

1x108 macréfagos, seguida pela adicdo do LPS (10 ng/ml).

5.8 Producdo de macréfagos regulatérios utilizando IgG de coelho e

anticorpo anti-IlgG de coelho

Foram empregados anticorpos IgG de coelho (Innovative Research, EUA;
Rheabiotech, Brasil; IgG purificado a partir de soro normal total por cromatografia de
afinidade a proteina A ou pela precipitacdo por sulfato de aménio) e anticorpo de cabra
Anti-IgG de coelho (Rheabiotech, Brasil) na proporcdo de 1 parte de anticorpo Anti-
IgG de coelho para 30 partes de IgG de coelho, com ou sem 10 ul de beads de
poliestireno e tampao MES, resultando em um volume final de 100 uL. A mistura obtida
foi mantida em rotacdo a 4°C overnight. No dia seguinte, antes do uso, o
imunocomplexo preparado foi submetido a centrifugacdo a 2.700 G por 5 minutos a
4°C, descartando-se o sobrenadante e ressuspendendo o pellet em 100 yL de tampao
MES. Para a ativagdo dos macrofagos in vitro, 100 yL do imunocomplexo foram

combinados com 10 ng de LPS por ml.

5.9 Producéo de macrofagos regulatorios utilizando hemacias de ovelha e
anticorpo anti-hemacias de ovelha

Eritrécitos de ovelha opsonizados com IgG (E-IgG) foram produzidos de acordo
com descrigbes anteriores (SUTTERWALA et al.,, 1998; GALLO; GONGCALVES;
MOSSER, 2010), utilizando um anticorpo de coelho anti-eritrécitos de ovelha (Cappel
MP Biomedicals, EUA - 14,4 mg/ml). Os eritrocitos de ovelha (SRBC) foram mantidos
a 4°C por uma semana para permitir a inativacdo dos leucocitos. Posteriormente,

foram lavados trés vezes com PBS. Apds cada lavagem, as SRBC foram centrifugadas
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a 300 G por 10 minutos a 4°C. Foi retirada uma aliquota de 1 ml, e a contagem de
hemacias nessa aliquota foi realizada na camara de Neubauer. Para a formacéo do
imunocomplexo, 2x108 SRBC foram incubados com IgG anti-SRBC de coelho em
titulos que ndo causassem aglutinacdo (10 pg/ml), juntamente com PBS, totalizando
500 pL, que foi mantido em rotacéo por 40 minutos a temperatura ambiente. Os E-IgG
foram entéo centrifugados a 300 G por 10 minutos a 4°C e suspensos em PBS antes
de serem adicionados aos macrofagos. Os eritrécitos foram incorporados aos
macréfagos na proporcédo de 20:1 ou 10:1, juntamente com 20 ng de LPS por ml, para

a obtencdo de macrdéfagos regulatorios.
5.10 Cinética dainflamacéo articular

Para o desenvolvimento desta etapa foram utilizados 26 camundongos fémeas
da linhagem C57BL/6 com aproximadamente 8 semanas.

Os animais foram divididos em quatro grupos: Grupo T6 (animais que
receberam injecéo intra-articular tibio-femoral com 10 pl de solucéo de cristais de MSU
(100 pg/cavidade) na articulacéo tibio-femoral direita e injecdo do veiculo (solucdo
salina) na articulacéo tibio-femoral contralateral e foram eutanasiados 6 horas apoés a
inducao), (n=6); Grupo T12 (animais que receberam injecao intra-articular tibio-
femoral com 10 pl de solucéo de cristais de MSU (100 pg/cavidade) na articulacao
tibio-femoral direita e foram eutanasiados 12 horas apés a induc¢éo), (n=7); Grupo T24
(animais que receberam injecédo intra-articular tibio-femoral com 10 pl de solugéo de
cristais de MSU (100 pg/cavidade) na articulacdo tibio-femoral direita e foram
eutanasiados 24 horas ap0s a inducao), (n=7); Grupo T48 (animais que receberam
injecdo intra-articular tibio-femoral com 10 pl de solucdo de cristais de MSU (100
pg/cavidade) na articulagéo tibio-femoral direita e foram eutanasiados 48 horas apos

a indugéao), (n=6).
5.11 Cinética de liberacao de citocinas pelos M®s apds a polarizagéo

Os BMDM foram gerados conforme descrito previamente. Apos a contagem em
camara de Neubauer, os macréfagos foram distribuidos em placas de 24 pocos (Biofil,
Brasil) para a realizacdo dos diversos estimulos propostos para ativar essas células.
Dessa forma, 1x106 BMDM foram mantidos sem estimulo, estimulados com 10 ng/ml
de LPS, 10 ng/ml de LPS e imunocomplexos, ou 20 ng/ml de IL-4 por 4 h, 8 h, 12 h,
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16 h, 24 h, 36 h e 48 h, respectivamente. ApOs cada periodo, o sobrenadante foi
coletado para ensaio de ELISA, e as células aderidas foram tratadas com Trizol
(TRIzol™ Reagent - Invitrogen™) para a analise por gRT-PCR, sendo entédo
armazenadas a -20°C.

5.12 Estimulacgéo in vitro de BMDM e desafio com cristais de MSU ou ATP

Os BMDM foram gerados conforme previamente descrito. Apos a contagem na
camara de Neubauer, os macréfagos sem estimulos foram distribuidos em placas de
24 pocos (Biofil, Brasil) e em tubos de poliestireno (Corning, EUA) para a realizacao

dos diversos estimulos propostos para ativar essas células.

Para cada grupo de 1x10® BMDM que foram colocados nos tubos de
poliestireno, eles foram mantidos sem estimulo, estimulados com 20 ng/ml de LPS, 20
ng/ml de LPS e imunocomplexos formados a partir da E-IgG, ou 20 ng/ml de IL-4 por
8 h.

Quanto aos macrofagos da placa, estes foram divididos em sete grupos por

poco:

Grupo 1: 1x10% Mds sem estimulos por 10 h, desafiados com 300 pg/ml de MSU por
6 h ou 5 mM de ATP (Sigma, EUA) por 30 minutos;

Grupo 2: 1x108 Mds sem estimulos por 7 h, foram primados com 1 pug/ml de LPS por
1 h, e apds 2 h foram desafiados com 300 pg/ml de MSU por 6 h ou 5 mM de ATP por

30 minutos;

Grupo 3: 1x108 Mds sem estimulos por 7 h, foram primados com 1 pug/ml de LPS e
E-lgG na proporcado 10:1 por 1 h, e ap6s 2 h foram desafiados com 300 pg/ml de MSU
por 6 h ou 5 mM de ATP por 30 minutos;

Grupo 4: 5x10°> Mds sem estimulos por 7 h, foram primados com 1 pg/ml de LPS por
1 h, e em seguida foi retirado o sobrenadante e adicionados 5x10° M®ds sem estimulos
que estavam nos tubos de poliestireno. Apés 2 h, o total de 1x10® Mds foram
desafiados com 300 pg/ml de MSU por 6 h ou 5 mM de ATP por 30 minutos;

Grupo 5: 5x10° M®ds sem estimulos por 7 h, foram primados com 1ug/ml de LPS por
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1 h, e em seguida foi retirado o sobrenadante e adicionados 5x10° M®s MReg que
estavam nos tubos de poliestireno. Apds 2 h, o total de 1x10°% M®s foram desafiados
com 300 pg/ml de MSU por 6 h ou 5mM de ATP por 30 minutos;

Grupo 6: 1x10% Mds sem estimulos por 7 h, foram primados com 1ug/ml de LPS por

1 h, e ap6s 8 h, o sobrenadante foi coletado.

Grupo 7: 1x10® M®ds néo foram estimulados e permaneceram no poco por 16 h. O
sobrenadante foi trocado conforme realizado nos outros grupos, mas nenhuma
substancia estimulante foi adicionada e nenhum desafio com MSU ou ATP foi

realizado. O sobrenadante foi coletado ao final do periodo de incubacao.

Em todos os grupos, os sobrenadantes foram coletados apds o periodo de
desafio e armazenados a -20°C, aguardando a sua utilizacdo para o ensaio de ELISA
(Figura 6).

Ma polarizados com diferentes Desafio com 300ug/mL Coleta do
estimulos. Adicionado 5 x 10° 1pg/mLdelLPS  de cristais de MSU ou
ou 1 x 10°BMDM por pogo 5 mM de ATP sobrenadante de MSU
I I | | | | | I | | |
T-7 TO T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9
Coletado

sobrenadante de ATP

Troca do meio DMEM em todos os
pogos e adicdo de 5 x 10°Md
polarizados com diferentes estimulos
em alguns pogos

Figura 5 - Experimento in vitro com cristais de MSU e ATP

Foram gerados BMDMs e distribuidos em placas de 24 pocos e tubos de poliestireno. Os macrofagos
foram expostos a diferentes estimulos: LPS, LPS com imunocomplexos E-IgG, MSU e ATP. Os
macrofagos das placas foram divididos em sete grupos, cada um com condi¢gfes de priming e desafio
distintas. Os sobrenadantes coletados apds os desafios foram armazenados a -20°C para o ensaio de

ELISA. Criado em: Biorender.com

5.13 Ativacao do inflamassoma NLRP3 por injecéao peritoneal de cristais de

MSU e terapia com macrofagos com diferentes estimulos
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Os BMDMs foram gerados de acordo com a descricdo anterior. Apos a
contagem na camara de Neubauer, os macréfagos sem estimulos foram distribuidos
em tubos de poliestireno para a realizagdo dos diversos estimulos propostos com o
intuito de ativar essas células. Para cada grupo de 1x10®* BMDM colocados nos tubos
de poliestireno, eles foram mantidos sem estimulo ou estimulados com 20 ng/ml de
LPS e imunocomplexos formados a partir da E-IgG por 8 h. Para a realizacdo desta
etapa, utilizamos 36 camundongos fémeas da linhagem C57BL/6, com idade
aproximada de 8 semanas. Os animais foram divididos em seis grupos, contendo seis

animais em cada um:

Grupo 1: Camundongos que receberam 500 pl de salina no peritdnio 6 h antes da

eutandsia, servindo como controle negativo;

Grupo 2: Camundongos desafiados com 500 pl de salina contendo 3 mg de cristais

de MSU no peritdnio 6 h antes da eutanasia, representando o controle positivo;

Grupo 3: Camundongos que receberam 500 pl de solugdo contendo 1x10% M®ds sem

estimulos no periténio 8 h antes da eutanasia;

Grupo 4: Camundongos que receberam 500 pl de solucdo contendo 1x10% Mds

regulatorios no peritdnio 8 h antes da eutanasia;

Grupo 5: Camundongos que receberam 500 pl de solucédo contendo 1x10% Mds sem
estimulos no periténio. Apés 2 h, os animais foram desafiados com 3 mg de MSU em

500 pl de salina por 6 h.

Grupo 6: Camundongos que receberam 500 pl de solugdo contendo 1x10® Mds
regulatérios no peritbnio. Apos 2 h, os animais foram desafiados com 3 mg de MSU

em 500 ul de salina por 6 h.

ApoOs o desafio com cristais de MSU, aguardamos 6 h e procedemos a
eutanasia dos animais de acordo com as normas vigentes, conforme delineado no
esquema apresentado na Figura 7. Realizamos o lavado peritoneal em todos os
animais com 5 ml de PBS gelado. Anotamos o volume coletado em cada lavado e
contamos as ceélulas na camara de Neubauer. Apos esse procedimento, o lavado foi
centrifugado a 300 G por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi armazenado a -20°C,

aguardando sua utilizagdo no ensaio de ELISA, e as células foram ressuspendidas e
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preparadas em laminas por citocentrifugacdo para diferenciar os tipos celulares,
utilizando os critérios morfologicos padrées.
Injecdo com 1 x 10°

M® polarizados com Fim do Experimento
diferentes estimulos

M@ polarizados com
diferentes estimulos

T-8 TO T1 T2 T3 T4 T5 T6 17

Desafio com /
3 mg de MSU w3t
em 500 pl &

Figura 6 - Experimento Peritdnio com cristais de MSU

BMDM foram gerados conforme a descri¢ao anterior. Os macréfagos sem estimulo ou estimulados com
LPS e imunocomplexos foram introduzidos nos camundongos. Utilizaram-se camundongos C57BL/6,
divididos em seis grupos para diferentes tratamentos. Apos o desafio com MSU, a eutanasia ocorreu 6
horas depois, seguida pela coleta do lavado peritoneal para contagem total e diferencial de células,

além do armazenamento do sobrenadante para o ensaio de ELISA. Criado em: Biorender.com

5.14 Terapia com macrofagos com diferentes estimulos na artrite gotosa

murina

Os BMDM foram gerados conforme descrito anteriormente. ApGs a contagem
na camara de Neubauer, os macrofagos néo estimulados foram distribuidos em tubos
de poliestireno. Cada grupo de 1x10%® BMDM nos tubos de poliestireno foi mantido
sem estimulo ou estimulado com 20 ng/ml de LPS e imunocomplexos formados a

partir da E-1gG por 8 h.

Para o desenvolvimento desta etapa, foram empregados 24 camundongos

fémeas da linhagem C57BL/6, com uma idade aproximada de 8 semanas.

Apés a conclusédo do primeiro experimento com cristais de MSU na articulagao,
no qual observamos uma média de 1,4x10* macroéfagos residentes no lavado articular

de camundongos (n=6) que nao receberam a administracdo dos cristais de MSU,
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decidimos aumentar o numero de macréfagos produzidos in vitro para o tratamento.
Para isso, anestesiamos 0s animais e, em seguida, administramos uma injecao intra-
articular tibio-femoral contendo 10 pl (3x10* M®ds/cavidade) de uma solugdo contendo
macréfagos ndo estimulados e macrofagos regulatorios. Isso foi feito 2 h antes do
desafio intra-articular, utilizando uma solucéo contendo 10 pl de cristais de MSU (100

pg/cavidade).
Os animais foram distribuidos em quatro grupos distintos:

Grupo 1: Composto por animais que receberam solucéo salina (10 pl/cavidade) na

articulacao tibio-femoral direita e esquerda (n=6).

Grupo 2: Composto por animais que receberam 10 ul de cristais de MSU (100

pg/cavidade) na articulacao tibio-femoral direita e esquerda (n=6).

Grupo 3: Compreendendo os animais que receberam 10 pl de macrofagos sem
estimulo (3x10* Mds/cavidade) 2 h antes do desafio com cristais de MSU na

articulacao tibio-femoral direita e esquerda (n=6).

Grupo 4: Compreendendo os animais que receberam 10 pl de macréfagos
regulatérios (3x10* Mds/cavidade) 2 h antes do desafio com cristais de MSU na

articulacao tibio-femoral direita e esquerda (n=6).

Apds 12 horas do desafio, realizou-se o procedimento de eutanasia. Em
seguida, procedeu-se o lavado da articulacédo tibio-femoral direita para contagem
global e diferencial. Além disso, o tecido periarticular da articulagéo tibio-femoral
direita foi retirado para analises de citocinas por ELISA. A articulagcéo tibio-femoral

esquerda foi separada para analise histolégica.
5.15 Eutanasia

Os animais foram eutanasiados por sobredose de anestésico (240 mg/Kg de
Cetamina e 45 mg/Kg de xilazina) seguido de deslocamento cervical, nos tempos
necessarios para analise. Ao final dos experimentos, as carcacas dos animais foram
acondicionadas em sacos plasticos brancos com simbologia infectante, destinadas ao
armazenamento intermediario em freezer, recolhida pela equipe de limpeza do ICB e

sua destinacéo foi feita de acordo com o regimento vigente no ICB.
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5.16 Contagem total dos leucécitos

Aliquotas de 10 pL do lavado articular e do lavado peritoneal foram diluidas em
10 yL de solugdo Turck (Newprov), sendo a contagem total dos leucécitos realizada
em camara de Neubauer, com o auxilio de microscépio 6ptico (objetiva de 40x) e
contador manual. Os resultados foram expressos como numero de células coletadas
da cavidade articular ou peritoneal. O numero total de leucécitos foi utilizado para
calculo da porcentagem dos diferentes leucdcitos encontrados no lavado articular ou
peritoneal a partir da contagem/discriminagdo por analise morfologica das células nas

laminas preparadas por citocentrifugacéo utilizando o microscépio éptico.
5.17 Contagem diferencial dos leucoécitos

As laminas para contagem diferencial foram preparadas por citocentrifugacao
de uma aliquota de 90 uL do lavado articular contendo todas as células que estavam
no lavado e 100 uL do lavado peritoneal contendo 5x10° de células (citospin; Shandon
Lipshaw Inc., Pittsburgh, Pennsylvania, USA). As laminas foram coradas utilizando o
Kit panético rapido (Laborclin, Parana) e examinadas sob microscépio éptico, objetiva
de imersdao em oOleo (objetiva de 100x), utilizando os critérios morfolégicos padrdes
para diferenciar os tipos celulares. Foi feita uma analise da porcentagem de células
polimorfonucleares e mononucleares de cada amostra e 0s resultados foram
expressos como numero relativo de cada populacdo baseando-se na contagem total

de leucacitos.
5.18 Processamento do tecido periarticular para dosagem de citocinas

O tecido periarticular removido foi pesado e processado com o homogeneizador
de tecidos (Power Gen 125 - Fisher Scientific Pennsylvania, EUA) com solucéo 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 Kl de
Aprotinina) na propor¢édo de 2 ml por 100 mg de tecido. Ap6s homogeneizagéo e
centrifugacéo (15.000 rpm 15 minutos a 4 °C), o sobrenadante foi coletado e estocado

a -20°C para quantificacdo de citocinas por ELISA.

5.19 PCR quantitativo em tempo real (QRT-PCR)



70

Macrofagos murinos receberam diferentes estimulos por 4 horas e 0 mRNA
para gRT-PCR foi extraido usando Trizol (TRIzol™ Reagent - Invitrogen™). O cDNA
foi sintetizado usando o High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit with RNase
Inhibitor (Applied Biosystems ™). A quantificacéo relativa de RNA foi feita usando PCR
em tempo real baseado em SYBR-Green (Power SYBR™ Green PCR Master Mix -
Applied Biosystems™). As amostras foram processadas no QuantStudio™ 3 Real-
Time PCR System. As diferencas relativas foram calculadas usando o método AACt
com macréfagos sem estimulo como controle. As sequéncias dos primers utilizados

nesse trabalho estao descritas no Quadro 1.

Quadro 1 - Sequéncia dos primers.

Gene Forward Reverse

GAPDH 5-ACAGCAACTCCCACTCTT -3 5 -CTGTTGCTG TAGCCGTATTC -3

iINOS 5 -CTCCCTTCCGAAGTTTCT GG -3 5 - CAAACACCAAGCTCATGCG-3

IL-10 5-TGG GTG AGA AGC TGA AGA -3’ 5 -TCCACTGCCTTGCTCTTA-3

Arginase | | 5 — GAATGG AAG AGT CAGTGTGG -3 | 5 —-CCACCCAAATGACACATAGG -3

FIZZ-1 5 — CGT GGA GAATAAGGT CAAGG -3 | 5 —GAC ACT AGT GCAAGA GAG AG -3

YM-1 5 — AGC CCT CCT AAG GAC AAA -3 5-GCAGCCTTG GAATGTCTT -3

IL-12 5 — GCA CGG CAG CAG AAT AAA-3’ 5 —CCT GTG AGT TCT TCAAAG GC -3

5.20 Dosagem de citocinas por ELISA

A dosagem de citocinas do tecido periarticular, do lavado peritoneal e do
sobrenadante da cultura de BMDMs foi realizada através do ensaio imunoenzimético
(ELISA). Para a analise das citocinas do tecido periarticular, o sobrenadante obtido
apos o processamento do tecido foi utilizado para o ensaio. Para a analise das
citocinas do lavado peritoneal, lavou-se o peritdnio dos camundongos com 5 ml de
PBS gelado e, posteriormente, esse lavado foi centrifugado a 300 G por 10 minutos a
4°C. O sobrenadante foi coletado e armazenado a -20°C até sua utilizacao no ensaio.
Para o experimento in vitro com os BMDMs, o sobrenadante foi coletado apds 16 horas

e armazenado a -20°C até sua utilizacdo no ensaio. Os kits para ELISA de
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camundongo para IL-1B, IL-10, IL-12, TNF e CXCL1 foram utilizados de acordo com

os procedimentos sugeridos pelos fabricantes (R&D Systems e BD Biosciences).
5.21 Andélises estatisticas

Os dados foram avaliados quanto a distribuicdo das varidveis utilizando os
algoritmos disponiveis no software GraphPad Prism 8.0.2. Os dados que passarem
no teste de normalidade foram analisados pelo teste T de Student ou pelo One Way
ANOVA seguido pelo pos- teste de Tukey e expressos em média + desvio padréo. Os
dados que ndo passarem no teste de normalidade foram analisados pelo teste de
Kruskal-Wallis seguido do pés-teste de Dunn e expressos pela mediana, valor maximo

e valor minimo. As diferencas foram consideradas significativas quando p<0,05.
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6 RESULTADOS
6.1 Reprogramacao de macréfagos in vitro

Como ja descrito na literatura, as popula¢des de macrofagos podem mudar seu
fendtipo durante a progressdo de uma doenca, sendo capazes de contribuir para a
progressdo ou resolucdo da mesma (MOSSER; EDWARDS, 2008;
CHANDRASEKARAN et al., 2019; DALBY et al., 2020; MOSSER; HAMIDZADEH,;
GONCALVES, 2020; LOPES et al., 2021). Desta forma, diferentes estimulos foram
utilizados para verificar a mudanca de fenétipo dos macrofagos (Figura 7). Por
exemplo, o fenétipo M1 é caracterizado pela liberagdo de grandes quantidades de IL-
12 e poucas quantidades de IL-10. Em contraste, o fenétipo Mreg é representado pelos
estimulos que aumentam significativamente a producédo de IL-10 e reduzem a de IL-
12, sendo conhecido por sua capacidade de regular a resposta imune. Macrofagos
sem estimulos foram usados como grupo controle, e macréfagos M2 (alternativamente
ativados) foram utilizados para demonstrar que apresentam um estado de ativacao

diferente dos chamados Mreg.

. M®s Sem
Estimulos (MO0)
DMEM/F12 + SFB +
P/S + sobrenadante LPS (10ng/mi M®s
L929 | _cu20ng/mp,, Classicamente
Ativados (M1)
MOs
W Alternativamente
Ativados (M2)
Imunocomplexos M®s
*LPS Regulatérios
(Mreg)

Figura 7 - Isolamento e estimulo de macrofagos da medula 0ssea.

Macrofagos derivados da medula O0ssea de camundongos foram isolados conforme descrito
anteriormente por Gongalves et al (2023). Em seguida, esses macrofagos foram estimulados para
ativagdo em diferentes perfis. Aos macrofagos sem estimulos, ndo foi adicionado nada. Para os
macrofagos classicamente ativados (M1), foi adicionado LPS na concentragao de 10 ng/ml ou 20 ng/ml.
Ja os macrofagos alternativamente ativados (M2) foram obtidos adicionando IL-4 na concentracédo de
20ng/ml. Para a ativacao dos macréfagos em um perfil regulatério, utilizou-se diversos imunocomplexos
e LPS (10 ng/mL ou 20 ng/ml). LPS: lipopolissacarideo; M®s: macréfagos; Criado em: Biorender.com
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Para evitar equivocos, agrupou-se os macrofagos estimulados com diferentes
sinais de reprogramacdo mais LPS (10-20 ng/ml) sob a designacdo Mreg.
Implementou-se a atribuicdo de nomes especificos a cada subtipo de macrofago com
base nos estimulos usados, a fim de evitar mal-entendidos (QUADRO 2).

Quadro 2 - Classificacdo de subtipos de macrofagos com base nos estimulos

utilizados.
Mreg Estimulo
M(e-1gG) Hemécias de Ovelha e Anti-Hemécias de Ovelha
M(beads-1gG) Beads de Poliestireno e IgG de Coelho da Rheabiotech

Beads de poliestireno e IgG de coelho purificado a partir de
M(beads-IgGA) _ o . ]
soro normal total por cromatografia de afinidade a proteina A

Beads de poliestireno e IgG de coelho purificado a partir de
M(beads-IgGP) L .
soro normal total pela precipitacdo por sulfato de amonio

M(ADO) Adenosina
M(PGE?2) Prostaglandina
M(lgG-IgG) IgG de coelho Rheabiotech e anti-lgG de coelho
M(beads-1gG- Beads de poliestireno, IgG de coelho da Rheabiotech e anti-
IgG) IgG de coelho

Para comprovar a polarizacdo dos macréfagos em diferentes perfis e
determinar a concentracdo ideal de anticorpo IgG de coelho para a polarizacado dos
macréfagos regulatorios, macrofagos murinos foram submetidos a diferentes
estimulos durante 4 horas. Para os macrofagos MO, nenhum estimulo foi adicionado.
Os macrofagos M1 receberam LPS (10 ng/ml) como estimulo, enquanto os
macrofagos M2 foram estimulados com IL-4 (20 ng/ml). Para polarizar os macrofagos
Mreg, utilizamos 50 uL da ligagdo entre as Beads de poliestireno adsorvidas com
anticorpo IgG de coelho (em diferentes concentragdes), em combinagéo com 1 L de
LPS (10 ng/ml). Em seguida, 0o mRNA foi isolado e quantificado por meio de gRT-PCR
(Figura 8A). Para corroborar os dados obtidos com a qRT-PCR, foi realizada a
dosagem da citocina IL-10 no sobrenadante da cultura de macréfagos 16 horas apos

a polarizacéo (Figura 8B). A polarizacdo dos macréfagos regulatorios foi conduzida
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em diferentes concentracdes de anticorpos IgG de coelho, com o objetivo de identificar
a concentracao ideal para induzir a maxima producéo de IL-10. Em seguida, as duas
concentracbes que apresentaram a melhor resposta aos estimulos foram
selecionadas e comparadas quanto a expressam de mRNA dos macréfagos
estimulados para os perfis MO, M1 e M2 (Figura 9).
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M(beads-lgG) ’ ' M(beads-gG)

Figura 8 - O aumento da concentracdo de anticorpos IgG de coelho desencadeia

maior liberacdo de IL-10.

BMDM (1x10% células/pogo) foram submetidos a diferentes estimulos por 4 horas, seguido pelo
isolamento e quantificacdo do mRNA usando gRT-PCR. Além disso, a dosagem da citocina IL-10 no
sobrenadante da cultura de macréfagos foi realizada 16 horas apos a polarizagdo por ELISA. MO:
macréfagos sem estimulo; M1: macrofagos classicamente ativados; M2: macréfagos alternativamente
ativados; M(beads-IgG): macrofagos regulatorios com diferentes concentracdes de anticorpos IgG de
coelho da Rheabiotech. Os resultados sao representativos de um experimento N=3 para a PCR e N=1
para ELISA.
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Figura 9 - Quantificacdo relativa de mRNA por gRT-PCR.

BMDM (1x108 células/poco) foram polarizados em diferentes perfis e apos 4h foi mensurada a
expressdo génica de IL-10 (A), IL-12 (B), INOS (C), YM1 (D), Arginase-1 (E) e FIZZ1 (F) por PCR em
tempo real. Os resultados sao representativos de um experimento N=3. (A) Os dados foram avaliados
pelo teste One-way ANOVA, seguido do pés-teste de Tukey, e sdo expressos em meédia + desvio
padrdo. Diferencas significativas em relacdo aos grupos MO, M1 e M2 séo representadas pelos
asteriscos “***” quando p<0,001 e pelos asteriscos “****” quando p<0,0001. (B) Os dados foram
avaliados pelo teste de Kruskal-Wallis, seguido do pos-teste de Dunn. Os resultados representam a
mediana, valor maximo e valor minimo. Diferencas significativas em relagdo ao grupo M1 sao
representadas pelos asteriscos “**” quando p<0,01. (C) Os dados foram avaliados pelo teste de Kruskal-

Wallis, seguido do pos-teste de Dunn. Os resultados representam a mediana, valor maximo e valor
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minimo. (D) Os dados foram avaliados pelo teste One-way ANOVA, seguido do pos-teste de Tukey, e
sdo expressos em média + desvio padrdo. Diferencas significativas em relagdo ao grupo M2 sédo
representadas pelos asteriscos “*” quando p<0,05, “**” quando p<0,01 e “***” quando p<0,001. (E) Os
dados foram avaliados pelo teste One-way ANOVA, seguido do pés-teste de Tukey, e sdo expressos
em média + desvio padrao. Diferencas significativas em relagédo aos grupos M0, M1, 1.6 M(beads-IgG)
e 3.0 M(beads-IgG) sao representadas pelos asteriscos “****” quando p<0,0001. (F) Os dados foram
avaliados pelo teste One-way ANOVA, seguido do pds-teste de Tukey, e sdo expressos em média +
desvio padrao. Diferencas significativas em relacdo ao grupo MO sao representadas pelos asteriscos
‘e quando p<0,0001. E aos grupos M1, 1.6 M(beads-IgG) e 3.0 M(beads-IgG) sao representadas

kk Kk

pelos asteriscos quando p<0,001. MO: macréfagos sem estimulo; M1: macréfagos classicamente

ativados; M2: macréfagos alternativamente ativados; M(beads-lgG): macréfagos regulatérios com
diferentes concentracdes de anticorpos IgG de coelho da Rheabiotech.

Dado que o modelo murino de artrite gotosa aguda se desenvolve rapidamente
em questdo de horas, tornou-se crucial compreender a cinética de expressdo de
MRNA em macréfagos polarizados em diferentes perfis, bem como a cinética de
liberacdo de citocinas (Figura 10). Usando gRT-PCR, foi detectada a expressao de
MRNA em macréfagos polarizados apos apenas 4 horas. Além disso, por meio de
ELISA, foi observado um aumento nas citocinas no sobrenadante das células apés 8
horas. Esses achados foram fundamentais para determinar a analise por PCR em 4
horas e para desenvolver os experimentos, tanto in vitro quanto in vivo, utilizando
macrofagos com 8 horas de polarizacdo. Dessa forma, foi possivel garantir que essas
células ja estivessem liberando grandes quantidades de citocinas, permitindo-nos
observar a atuacao dessas células no tecido dos animais.
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Figura 10 - Cinética da expressao de mRNA e da liberacdo de citocinas por

macrofagos ativados em diferentes perfis.

BMDM (1x108 células/pogo) foram polarizados em diferentes perfis, e a expressdo de mRNA de IL-10
(A) e IL-12 (C) foi mensurada ao longo do tempo. A dosagem das citocinas IL-10 (B) e IL-12 (D) no
sobrenadante da cultura de macro6fagos polarizados foi realizada por meio de ELISA em intervalos
regulares apés a polarizagdo, para avaliar a cinética. Os resultados sao representativos de um
experimento N=3. MO: macréfagos sem estimulo; M1: macréfagos classicamente ativados; M2:
macrofagos alternativamente ativados; Mreg: Macrofagos regulatérios polarizados com LPS (10ng/ml)
e o imunocomplexo formado a partir de 1IgG de coelho da Rheabiotech (1,6 mg/ml) e Beads de

poliestireno.

De acordo com Mosser e Edwards (2008), os macrofagos regulatérios sao
gerados em resposta a diversos estimulos, que podem incluir imunocomplexos,
prostaglandinas, adenosina, ligantes do receptor acoplado a proteina G (GPCR),
glicocorticoides, células apoptéticas e IL-10 (MOSSER; EDWARDS, 2008).
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ApoOs determinar que as concentracdes de anticorpo IgG de coelho de 1,6
mg/ml e 3,0 mg/ml foram as mais eficazes na formacdo do imunocomplexo com as
beads de poliestireno e na subsequente liberagdo de citocinas anti-inflamatérias e
reducdo de citocinas inflamatorias, foram realizados testes com outros tipos de
imunocomplexos nestas concentragcdes de IgG de coelho, bem como com adenosina
e prostaglandina (QUADRO 2). O objetivo era determinar qual estimulo seria mais
eficaz em reduzir os niveis de mediadores inflamatérios e aumentar os niveis de

citocinas anti-inflamatérias.

Foram selecionados os trés melhores estimulos capazes de diminuir 0s niveis
de IL-12 e aumentar os niveis de IL-10 (Figura 11). Nestes casos, os estimulos
selecionados foram: M(IgG-lgG), M(beads-IgG-IgG) e M(beads-IgGA) na
concentracdo de 3,0 mg/ml de IgG de coelho. Pode-se observar que essas trés
classes de macrofagos apresentaram uma relacdo IL-10/IL-12 perto de 1,5. Isso
significa que a quantidade de IL-10 é 1,5 vezes maior do que a quantidade de IL-12
neste contexto. Enquanto o M1 ficou abaixo de 0,5, demonstrando que a quantidade
de IL-10 é 0,5 vezes menor do que a quantidade de IL-12 no ambiente ou contexto em
gue os macréfagos M1 estéo presentes. O fendtipo Mreg esta associado a uma maior
producdo de IL-10 em relacéo a IL-12, enquanto o fen6tipo M1 mostra o oposto, com

uma maior producéo de IL-12 em relacéo a IL-10.
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Figura 11 - M(IgG-1gG), M(beads-IgG-1gG) e M(beads-IgGA) na concentracao de 3,0

mg/ml de IgG de coelho diminuem os niveis de IL-12 e aumentam os niveis de IL-10.

(A)(B) A dosagem das citocinas no sobrenadante da cultura de macréfagos (1x108 células/pogo)
polarizados foi realizada por meio de ELISA 16 horas apés a polarizagédo. Para a analise das citocinas
no sobrenadante da cultura de macréfagos, macréfagos murinos receberam diferentes estimulos por
16 horas, transcorrido esse tempo o0 sobrenadante foi coletado, armazenado a -20°C até sua utilizacao
no ensaio. O kit para ELISA de camundongo para IL-10 foi utilizado de acordo com os procedimentos
sugeridos pelo fabricante. M1: macrofagos classicamente ativados; Mreg: macrofagos regulatérios com
diferentes estimulos. Os resultados séo representativos de um experimento N=2. (C) Raz&o IL-10/IL-

12 dos trés melhores estimulos capazes de diminuir os niveis de IL-12 e aumentar os niveis de IL-10.

Na tentativa de melhorar ainda mais a resposta dos macréfagos regulatorios na
relacéo IL-10/IL-12, foram realizados testes adicionais com um novo imunocomplexo
composto por heméacias de ovelha e anticorpos anti-hemacias de ovelha (GALLO;
GONCALVES; MOSSER, 2010). Esse imunocomplexo foi comparado com M(beads-
IgG-1gG), bem como com macréfagos nao polarizados (M0), macrofagos M2(IL-4 — 20
ng/ml) e M1(LPS — 20 ng/ml). Observou-se que o imunocomplexo com hemacias de

ovelha ndo produziu IL-12 detectavel e produziu maior quantidade de IL-10 em
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comparacdo com 0s outros grupos. Verificou-se ainda, uma liberacéo
significativamente menor de TNF-a pelos macréfagos regulatérios, quando
comparados aos estimulos com beads ou com M1 (Figura 12). Portanto, decidiu-se
analisar a expressdo de mRNA associada a essa polarizagdo e percebeu-se que
também expressava mais IL-10 do que IL-12. Em comparagcdo com os macréfagos do
grupo M2, que expressam FIZZ1, ARG-1 e YML1, os resultados mostram que as células
do grupo Mreg sao completamente distintas (Figura 13). Como resultado, os

experimentos subsequentes foram realizados com M(e-IgG).
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Figura 12 - Imunocomplexos com heméacias de ovelha aumentaram a liberacao de IL-

10 e nédo produziram IL-12.

(A)(B)(C) A dosagem das citocinas no sobrenadante da cultura de macréfagos (1x108 células/pogo)
polarizados foi realizada por meio de ELISA 16 horas apds a polarizacdo. Para a andlise das citocinas
no sobrenadante da cultura de macréfagos, macréfagos murinos receberam diferentes estimulos por
16 horas, transcorrido esse tempo o sobrenadante foi coletado, armazenado a -20°C até sua utilizagao
no ensaio. O kit para ELISA de camundongo foi utilizado de acordo com os procedimentos sugeridos
pelo fabricante. Resultados revelam que o imunocomplexo com hemécias de ovelha induz maior
liberagdo de IL-10 em macréfagos e diminui consideravelmente a liberagdo de IL-12, indicando a
polarizagéo do tipo Mreg. Os dados foram avaliados pelo teste One-way ANOVA, seguido do pos-teste
de Tukey, e sdo expressos em média + desvio padrdo. Diferencas significativas sdo representadas
pelos asteriscos “***” quando p<0,001 e “****” quando p<0,0001. Os resultados s&o representativos de
um experimento N=3. Os eritrdcitos foram incorporados aos macréfagos na proporcao de 10:1,
juntamente com 10 ng de LPS por ml, para a obtengéo de macréfagos M(e-IgG). Uma parte de anticorpo
Anti-lgG de coelho foi adicionada a 30 partes de 1gG de coelho, com 10 pl de beads de poliestireno,
para a obtencdo de macréfagos M(Beads-lgG-1gG). MO: macréfagos sem estimulos; M1: macréfagos
classicamente ativados; M2: macréfagos alternativamente ativados; Mreg: macrofagos regulatérios com

diferentes estimulos.
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Figura 13 - Quantificacéo relativa de mRNA dos M(e-lIgG) por gRT-PCR.

BMDM (1x108 células/pogo) foram polarizados em diferentes perfis e apés 4h foi mensurada a
expresséo de IL-10 (A), IL-12 (B), iINOS (C), YM1 (D), Arginase-1 (E) e FIZZ1 (F) por PCR em tempo
real. Os resultados sao representativos de um experimento N=2. Os eritrécitos foram incorporados aos
macrofagos na proporcao de 10:1 e 20:1, juntamente com 20 ng de LPS por ml, para a obtencao de
macréfagos M(e-1gG).

6.2 Macrofagos Mreg reduzem a producéo de IL-1B in vitro

Apés a selecdo do imunocomplexo ideal, realizou-se experimentos in vitro para

determinar o impacto na liberacdo da citocina IL-1B por macréfagos.

O primeiro passo consistiu em verificar se a polarizagdo dos macrofagos havia
ocorrido. Para isso, realizou-se o ELISA no sobrenadante coletado 16 horas apds a
polarizacédo das células que foram co-cultivadas com os BMDM que foram desafiados
com cristais de MSU e ATP (Figura 14).
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Figura 14 — Avaliacédo da Polarizacdo dos Macr6fagos por ELISA.

BMDM (1x10°® células/pogo) foram polarizados em diferentes perfis e apés 16 h mensurado a liberacéo
de IL-10 (A), IL-12 (B) e TNF-a (C) por ELISA. (A) Os dados foram avaliados pelo teste One-way
ANOVA, seguido do poés-teste de Tukey, e sdo expressos em média + desvio padrdo. Diferencas
significativas entre o grupo M(e-IgG) sao representadas pelos asteriscos “*” quando p<0,05 e pelo
asterisco “**” quando o p<0,01. (B) Os dados foram avaliados pelo teste One-way ANOVA, seguido do
poés-teste de Tukey, e sdo expressos em média + desvio padréo. Diferencas significativas entre o grupo
M1 séo representadas pelos asteriscos “***” quando p<0,001 e pela letra “a” quando o p<0,0001.
Diferencas significativas entre o grupo M(e-lgG) séo representados pela letra “b” quando o p<0,0001.
(C) Os dados foram avaliados pelo teste One-way ANOVA, seguido do pds-teste de Tukey, e sdo
expressos em média + desvio padrdo. Diferencas significativas entre o grupo M1 séo representadas
pela letra “a” quando o p<0,01. Diferencas significativas entre o grupo M(e-IgG) séo representados pela
letra “b” quando o p<0,001. (D) Razéo IL-10/IL-12 entre os grupos M1 e M(e-IgG). Os dados foram
avaliados pelo Teste T e sdo expressos em média + desvio padrdo. Diferencas significativas entre o
grupo M(e-lgG) sédo representadas pelos asteriscos “**” quando p<0,01. Os resultados sé&o
representativos de trés experimentos independentes N=1. MO: macréfagos sem estimulos; M1:
macréfagos classicamente ativados; M2: macrofagos alternativamente ativados; M(e-IgG): macréfagos

regulatorios.
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Realizou-se dois experimentos in vitro simultaneamente. No primeiro, foi
realizado o estimulo dos BMDMs com LPS, ao mesmo tempo em que foi adicionado
0 imunocomplexo E-lgG. Apds uma hora de incubagédo, realizou-se a troca do
sobrenadante e, duas horas depois, ocorreu o desafio dos macréfagos com cristais de
MSU ou ATP (Figura 15). Observa-se que ndo houve uma diferenca significativa na
liberacdo de IL-1B entre o grupo controle positivo e o grupo tratado com o

imunocomplexo (Figura 16).

Desafio com 300ug/ml

de eristais de MSU ou Coleta do

1 x 10° BMDMs por pogo 1Hg/mide LPS e

10:11C (E-lgG) SmM de ATP sobrenadante de MSU
v
l l ] | ] | | | I | l
'
T-7 TO T T2 T3 T4 TS TG 7 T8 T2
Coleta do

sobrenadante de ATP

Retirada dos estimulos e adicionado
novo meio DMEM.

Figura 15 — Primeira estratégia experimental.

Os BMDMs (1x108 células/pogo) foram ndo estimulados, estimulados com LPS (20 ng/ml) ou LPS (20
ng/ml) mais imunocomplexo E-1gG (10:1). Apés uma hora de incubacéo, o sobrenadante foi trocado e,
duas horas depois, os macréfagos foram desafiados ou ndo com cristais de MSU ou ATP. O
sobrenadante foi coletado e realizada a dosagem de citocinas por ELISA. BMDM: Macréfagos derivados
da medula Ossea; LPS: Lipopolissacarideo; MSU: Urato Monossodico; IC: Imunocomplexo; ATP:

Adenosina Trifosfato.
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Figura 16 — O coestimulo de IC com LPS aumentou a liberacdo de IL-10 e diminuiu a

liberacdo de IL-12 quando comparado ao controle positivo.

BMDM (1x106 células/pogo) foram cultivados em placas de 24 pocos. As células foram pré-estimuladas
com LPS (1 pg/ml) ou LPS e imunocomplexo (E-IgG) na propor¢cédo 10:1 por 1 h. Apés a incubacao,
realizou-se a troca do sobrenadante e, 2 h depois, ocorreu o desafio dos macréfagos com cristais de
MSU (300 pg/ml) por 6 h ou ATP (5mM) por 30 minutos. Transcorrido o tempo, o sobrenadante foi
coletado e foi mensurado a liberacdo de IL-10 (A)(E), IL-12 (B)(F), IL-1B (C)(G) e TNF (D)(H) por ELISA.
Os dados foram avaliados pelo teste One-way ANOVA, seguido do poés-teste de Tukey, e sdo expressos
em média + desvio padrdo. Diferencas significativas entre o grupo Controle Positivo (M® — CP) sao
representadas pelo asterisco “*” quando p<0,05 e pelos asteriscos “**” quando o p<0,01. Os resultados
sdo representativos de trés experimentos independentes N=1. M®: macrofagos; CN: Controle Negativo;
CP: Controle Positivo; M(e-IgG): macréfagos regulatérios; LPS: Lipopolissacarideo; MSU: Urato

Monossaodico; IC: Imunocomplexo; ATP: Adenosina Trifosfato; ns: ndo significativo.

Dado que o resultado anterior estava vinculado a trés experimentos
independentes, optou-se por conduzir um experimento adicional para verificar se a
variacdo nos niveis de IL-13 se devia ao fato de que a estimulagao do IC em conjunto
com o LPS néo levou a polarizagdo dos macrofagos para o perfil Mreg e assim nao
impediu a liberacdo de citocinas proé-inflamatéria, ou se era devido ao tamanho da
amostra. Portanto, ao realizar um experimento idéntico ao anterior, concentrando-se
apenas na dosagem da IL-1, observou-se uma reducao significativa em comparacao

com o controle positivo (Figura 17).
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Figura 17 - O coestimulo de IC com LPS diminuiu a liberacao de IL-1 quando

comparado ao controle positivo.
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BMDM (1x1068 células/pogo) foram cultivados em placas de 24 pocos. As células foram pré-estimuladas
com LPS (1 pg/ml) ou LPS e imunocomplexo (E-IgG) na proporgao 10:1 por 1 h. Apés a incubacao,
realizou-se a troca do sobrenadante e, 2 h depois, ocorreu o desafio dos macrofagos com cristais de
MSU (300 pg/ml) por 6 h. Transcorrido o tempo, o sobrenadante foi coletado e mensurada a liberagéo
de IL-1B por ELISA. Os dados foram avaliados pelo teste One-way ANOVA, seguido do pds-teste de
Tukey, e séo expressos em média + desvio padrdo. Diferencas significativas entre o grupo Controle
Positivo (M® — CP) séo representadas pelo asterisco “**” quando o p<0,01. (A) Os resultados séo
representativos de trés experimentos independentes N=1. (B) Os resultados séo representativos de
quatro experimentos independentes N=1. O quarto experimento foi conduzido em triplicata, e o valor
adicionado foi a média dessas trés repeticées. M®: macrofagos; CN: Controle Negativo; CP: Controle
Positivo; M(e-1gG): macrofagos regulatérios; LPS: Lipopolissacarideo; MSU: Urato Monossaédico; IC:

Imunocomplexo.

No segundo experimento in vitro, optou-se por adicionar macréfagos que ja
haviam sido polarizados por oito horas com imunocomplexo (E-IgG 10:1) mais LPS
(20 ng/ml) ou macréfagos que nao foram estimulados (M0), mas deixados ha mesma
condicdo dos M(e-IgG), duas horas antes do desafio com MSU ou ATP, sobre os
BMDMs que foram previamente primados com LPS por uma hora (Figura 18).
Observa-se uma diminuicao na liberagéo de IL-1B8 e TNF no grupo que foi co-cultivado
com M(e-1gG) (Figura 19).

tai &
Adicionado 1 x 10° EMDM Desafio com 300ug/ml

ou 5 x 10°BMDMs por pogo. 1 pg/mlde LPS - Coleta do
Ativagdo de M@ in vitro (MO/ por pogo. de eristais de MSU ou sobrenadante de MSU
5mM de ATP
MReg).
v
1 I 1 I 1 l | l | l I
'Y
T-7 TO T T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9
Coleta do

sobrenadante de ATP

Retirada dos estimulos e adicionado
novo meio DMEM. Adicionado 5 x 103
de MO ou Mreg nos pogos
correspondentes.

Figura 18 - Segunda estratégia experimental.

Incorporou-se macréfagos previamente polarizados por 8 h com imunocomplexo (E-lgG 10:1) e LPS
(20 ng/ml), ou macréfagos nao estimulados (M0), mantidos nas condi¢des que os M(E-IgG), duas horas
antes do desafio com MSU ou ATP, em cima dos BMDMs que foram inicialmente primados com LPS
por 1 h. O sobrenadante foi coletado e realizada a dosagem de citocinas por ELISA. BMDM: Macréfagos
derivados da medula 6ssea; LPS: Lipopolissacarideo; MSU: Urato Monossddico; ATP: Adenosina

Trifosfato.
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Figura 19 — Reducdo de citocinas inflamatérias em co-culturas de BMDM com M(e-

IgG) desafiados com agonistas do inflamassoma NLRP3.

BMDM (1x108 células/poco para os controles e 5x10° células/poco para os que iriam receber M®
polarizados) foram cultivados em placas de 24 pogos. As células foram pré-estimuladas com LPS (1
pg/ml) por 1 h. Apoés uma hora de incubagéo, realizou-se a troca do sobrenadante e foi adicionado os
macrofagos que ja haviam sido polarizados por oito horas (5x10%° MO ou M(e-1gG)), duas horas depois,
ocorreu o desafio com cristais de MSU (300 pg/ml) por 6 h ou ATP (5 mM) por 30 minutos. Transcorrido
o tempo, o sobrenadante foi coletado e mensuramos a liberacdo de IL-1B (A)(C) e TNF (B)(D) por
ELISA. Os dados foram avaliados pelo teste One-way ANOVA, seguido do pés-teste de Tukey, e sao
expressos em média + desvio padrdo. Diferencas significativas entre os grupos sdo representadas pelo
asterisco “*” quando p<0,05, pelos asteriscos “**” quando o p<0,01, pelos asteriscos “***” quando o
p<0,001 e pelos asteriscos “****” quando o p<0,0001. Os resultados s&@o representativos de trés
experimentos independentes N=1. M®: macrofagos; CN: Controle Negativo; CP: Controle Positivo; MO:
macrofagos sem estimulos; M(e-IgG): macrofagos regulatérios; LPS: Lipopolissacarideo; MSU: Urato

Monossadico; IC: Imunocomplexo; ATP: Adenosina Trifosfato; ns: ndo significativo.
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6.3 Ativacdo do inflamassoma NLRP3 por injecdo peritoneal de cristais de

MSU e terapia com macroéfagos

Apds o0s experimentos in vitro, realizou-se um estudo semelhante, mas
utilizando um modelo de peritonite aguda induzida por MSU em camundongos (Figura
20). Os animais foram divididos em seis grupos distintos: um grupo controle negativo,
um grupo controle positivo, um grupo no qual apenas adicionamos macréfagos sem
estimulos, outro grupo no qual foram adicionados apenas macrofagos regulatorios,
um grupo com macréfagos sem estimulos e posteriormente foram desafiados com
MSU, e por ultimo, um grupo no qual injetou-se macrofagos regulatorios e, em

seguida, desafiados com cristais de MSU.

Observou-se que 0 grupo controle positivo e 0s grupos que receberam
macrofagos com ou sem estimulos mais os cristais de MSU ndo apresentaram
diferencas significativas em relacdo aos leucdcitos totais, polimorfonucleares e
mononucleares. No entanto, houve diferencas significativas entre o grupo controle
positivo e 0 grupo controle negativo, bem como entre o grupo controle positivo e 0s

grupos que receberam apenas macréfagos com ou sem estimulos.

Ao avaliar a dosagem de citocinas no lavado peritoneal, notou-se que 0S grupos
gue receberam macrofagos com ou sem estimulos mais cristais de MSU
apresentaram uma reducédo na liberacéo de IL-1 em comparagao ao grupo controle

positivo.
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Figura 20 — Macrofagos regulatorios diminuem a liberacédo de IL-18 em modelo de

peritonite aguda induzida por cristais de MSU em camundongos.

BMDM (1x10%/ml) foram mantidos sem estimulo ou estimulados com 20 ng/ml de LPS e
imunocomplexos formados a partir da E-IgG por 8 horas. Apos isso, eles foram injetados nos
camundongos de acordo com o grupo. Apés duas horas os animais foram desafiados com cristais de
MSU ou solucdo salina. Ap6s o desafio com cristais de MSU, aguardou-se 6 h e procedeu-se a
eutanasia dos animais de acordo com as normas vigentes. Realizou-se o lavado peritoneal em todos
0s animais com 5 ml de PBS gelado. O volume coletado em cada lavado foi anotado e as células na
camara de Neubauer foram contadas para a contagem total (A). ApOs esse procedimento, o lavado foi
centrifugado a 300G por 10 minutos a 4°C. As células foram ressuspendidas e preparadas em laminas
por citocentrifugacao para diferenciar os tipos celulares, utilizando os critérios morfologicos padrdes
(B)(C) e o sobrenadante foi armazenado a -20°C, aguardando sua utilizacéo no ensaio de ELISA (D).
(A) Os dados foram avaliados pelo teste One-way ANOVA, seguido do pos-teste de Tukey, e sdo
expressos em média + desvio padrdo. Diferencas significativas entre o grupo Controle Positivo (MSU)
séo representadas pela letra “a” quando p<0,05, e ao grupo M(e-IgG) + MSU sao representadas pela
letra “b” quando p<0,05 e pela letra “c” quando o p<0,01. (B) Os dados foram avaliados pelo teste One-
way ANOVA, seguido do pos-teste de Tukey, e sdo expressos em média + desvio padrdo. Diferencas
significativas entre o grupo Controle Positivo (MSU), MO + MSU e M(e-lgG) + MSU e os demais grupos
séo representadas pelos asteriscos “****” quando o P<0,0001. (D) Os dados foram avaliados pelo teste

One-way ANOVA, seguido do pos-teste de Tukey, e sao expressos em média + desvio padrédo.
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Diferencas significativas entre o grupo Controle Positivo (MSU), MO + MSU e M(e-IgG) + MSU e os

koK kT

demais grupos séo representadas pelos asteriscos quando o P<0,0001. Diferencas significativas

entre o grupo Controle Positivo (MSU) e os grupos MO + MSU e M(e-IgG) + MSU séo representadas
pelos asteriscos “**” quando o P<0,01. Os resultados séo representativos de um experimento N=6. M®:
macréfagos; CN: Controle Negativo; CP: Controle Positivo; MO: macréfagos sem estimulos; M(e-1gG):
macrdéfagos regulatérios; MSU: Urato Monossédico; ns: ndo significativo.

6.4  Perfil inflamatdrio da gota aguda em camundongos

Como demonstrado por Amaral et al. (2012) e Galvao et al. (2017), a injecao
de cristais de MSU na articulagdo de camundongos induz uma inflamacéo intra-
articular aguda. Essa inflamacgcdo aumenta o influxo de neutréfilos na regido afetada,
bem como da citocina IL-13 e das quimiocinas CXCL1 e CCL2, sendo dependente da
dose e do tempo (AMARAL et al., 2012; GALVAO et al., 2017).

Cristais de MSU foram produzidos e preparados para a realizacdo deste
trabalho. No entanto, diferentes lotes do produto apresentam respostas distintas no
organismo do modelo animal. Portanto, o primeiro passo consistiu em determinar a
cinética da resposta inflamatdria articular apés a injecéo de cristais de MSU, de acordo
com os cristais obtidos. Para a avaliacdo da cinética da inflamacéo, procedemos o
lavado articular dos animais em diferentes momentos ap6s a inducdo da inflamacéao
(Figura 21). Foi realizada a contagem global e diferencial dos leucécitos presentes no
lavado, bem como o processamento do tecido periarticular e a dosagem das citocinas

presentes.

Inducao da Gota
(Tempo 0 h)
MSU (100 pg/cavidade)

Eutanasia
—» Tempo 6 h (n=6)

» Tempo 12 h (n=7)

—» Tempo 24 h (n=7)

L Tempo 48 h (n=6)

Figura 21 - Inducdo da gota e cinética da inflamacé&o.
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Os animais foram divididos em quatro grupos: Grupo T6 (eutanasiados ap6s 6 horas), Grupo T12
(eutanasiados apés 12 horas), Grupo T24 (eutanasiados ap6s 24 horas) e Grupo T48 (eutanasiados
apo6s 48 horas). Cada grupo recebeu uma injecéo intra-articular tibio-femoral com 10 pl de solugao de
cristais de MSU (100 pg/cavidade) na articulagéo tibio-femoral direita, enquanto na articulacéo tibio-
femoral contralateral do grupo T6 também receberam uma injecdo do veiculo (solugdo salina). O
namero de animais em cada grupo foi de n=6 para o Grupo T6, n=7 para os Grupos T12 e T24, e n=6

para o Grupo T48. H: hora; n= nimero; MSU: urato monossédico. Criado em: Biorender.com

O pico da inflamacdo foi determinado a partir do acumulo de células na
cavidade articular e da quantidade de citocinas encontradas no processamento do
tecido periarticular. Apos a injecdo dos cristais de MSU, observou-se o pico global de
células em 12 horas (Figura 22A), coincidindo com o pico de neutrdfilos (Figura 22B).
O pico de mononucleares (mondcitos/macrofagos) surgiu junto com a queda de
neutrofilos, ou seja, em 24 horas (Figura 22C), enquanto o pico da liberacdo da

citocina IL-1p também ocorreu em 12 horas ap0s o desafio (Figura 23).
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Figura 22 - Cinética da inflamacao articular através da contagem de leucécitos

totais, neutréfilos e mononucleares.

Os animais foram desafiados com injecdo intra-articular de cristais de MSU (100 ug/cavidade), e as
andlises foram realizadas nos tempos de 6, 12, 24 e 48 horas apoés o desafio. Foi realizado o lavado
articular para a recuperagdo e contagem de células totais e células diferenciais
(Neutroéfilos/Mononucleares). (A)(B) Os dados foram avaliados pelo teste One-way ANOVA, seguido do
pos-teste de Tukey, e sdo expressos como média * desvio padrdo. Diferencgas significativas em relagao
ao grupo Gota 12 horas sdo representadas pelo asterisco “*” quando p< 0,05. (C) Os dados foram
avaliados pelo teste One-way ANOVA, seguido do pds-teste de Tukey, e sdo expressos como média +
desvio padrado. Diferencas significativas em relacdo ao grupo Gota 24 horas e ao grupo Gota 48 horas
séo representadas pelo asterisco “*” quando p< 0,05. MSU: urato monossadico.
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Figura 23 - Cinética da inflamacao articular através da dosagem de IL-1p.

Os animais foram desafiados com inje¢édo intra-articular de cristais de MSU (100 pg/cavidade), e as
analises foram realizadas nos tempos de 6, 12, 24 e 48 horas apés o desafio. Apds o0 processamento
do tecido periarticular para a recuperagdo de citocinas, a dosagem de IL-1p foi realizada por ELISA. Os
dados foram avaliados pelo teste One-way ANOVA, seguido do pés-teste de Tukey, e S0 expressos
em meédia + desvio padrdo. Diferengas significativas em relagdo ao grupo Gota 12 horas séo
representadas pelos asteriscos “**” quando p<0,01 e pelos asteriscos “***” quando p<0,001. MSU: urato

monossaodico.

6.5 Terapia com macréfagos com diferentes estimulos na artrite gotosa

murina

Apds uma série de testes com o objetivo de determinar 0 momento mais
apropriado para a injecdo dos macrofagos e dos cristais de MSU, verificou-se que a
estratégia de injetar os macréfagos polarizados durante duas horas na articulacéo,
seguida do desafio com os cristais de MSU uma hora depois, ndo produziu resultados
favoraveis. Além disso, foi explorada outra abordagem, na qual os macréfagos foram
polarizados por oito horas e, em seguida, injetados duas horas ap6s o desafio com os

cristais, mas essa abordagem também se revelou subdétima.

Com base na cinética de liberacéo de citocinas pelos macrofagos e na revisdo
dos dados da literatura, que indicam que os estimulos nos macrofagos devem ser
aplicados antes do desafio com os cristais (JANCZY et al., 2014), decidiu-se optar

pela injecdo intra-articular dos macréfagos que foram polarizados por oito horas. Duas
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horas apos, foram injetados os cristais de MSU na mesma articulagcéo (Figura 24). Os
animais foram divididos em quatro grupos distintos: um grupo controle negativo, um
grupo controle positivo, um grupo no qual foram injetados macréfagos sem estimulos
e posteriormente desafiados com cristais de MSU, e por ultimo, um grupo no qual
foram injetados macrofagos regulatorios e, em seguida, desafiados com cristais de
MSU.

Observou-se que 0 grupo controle positivo e 0S grupos que receberam
macréfagos com ou sem estimulos mais os cristais de MSU apresentaram diferencas
significativas em relacdo aos leucdcitos totais e polimorfonucleares. Assim como
houve diferencas significativas entre o0 grupo controle positivo e o grupo controle

negativo em todos os parametros.

Ao avaliar a dosagem de citocinas do tecido periarticular, notou-se que 0s
grupos que receberam macrofagos com ou sem estimulos mais os cristais de MSU
apresentaram uma reducdao na liberacdo de CXCL1 em comparagao ao grupo controle
positivo, corroborando com os resultados da infiltracdo de neutréfilos na cavidade

articular, mas néo reduziram a liberacdo de IL-1[3.
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Figura 24 - Macrofagos regulatérios diminuem o influxo de neutréfilos e da quimiocina
CXCL1 em modelo de artrite gotosa aguda induzida por cristais de MSU em

camundongos.
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BMDM (1x10%/ml) foram mantidos sem estimulo ou estimulados com 20 ng/ml de LPS e
imunocomplexos formados a partir da E-IgG por 8 horas. Apds isso, foram injetados 10 uL de
macrofagos (3x104 Mds/cavidade) sem estimulos ou macréfagos regulatérios de acordo com o grupo.
Ap6s duas horas os animais foram desafiados com 10 pL de cristais de MSU (100 ug/cavidade) ou
solucéo salina. Apos o desafio com cristais de MSU, aguardou-se um periodo de 12 horas, baseando-
nos no experimento anterior que demonstrou ser esse o ponto de pico inflamatério dos cristais de MSU.
Posteriormente, ocorreu a eutanasia dos animais de acordo com as normas vigentes. O lavado articular
foi realizado para obtencéo das células para a contagem total (A) e diferencial de células (B)(C) e o
tecido periarticular foi separado para processamento e dosagem de citocinas por ELISA (D)(E).
(A)(B)(C)(D)(E) Os dados foram avaliados pelo teste One-way ANOVA, seguido do pés-teste de Tukey,
e sdo expressos em média = desvio padrdo. Diferencas significativas entre os grupos séo
representados pelos asteriscos “*” quando o P<0,05; ““*” quando o P<0,01 e “***” quando o P<0,001.
Os resultados sao representativos de um experimento N=6. M®: macréfagos; CN: Controle Negativo;
CP: Controle Positivo; MO: macréfagos sem estimulos; M(e-IgG): macréfagos regulatérios; MSU: Urato

Monossaédico.

7 DISCUSSAO
7.1 Reprogramacao de macréfagos in vitro

Fleming e Mosser (2011) ja descreveram o potencial da manipulagdo dos
macréfagos no controle de doencas. Os macréfagos regulatérios demonstraram
eficacia em modelos de endotoxemia letal aguda (GERBER; MOSSER, 2001), no
controle da doenca inflamatéria intestinal experimental (LOPES et al., 2021) e no
controle da encefalomielite autoimune experimental (FLEMING; MOSSER, 2011).
Recentemente, foi descrita uma nova funcdo dos macréfagos regulatérios, que é inibir
a ativacao alternativa dos macrofagos e, assim, controlar a resposta pro-fibrética
dessas células (CHANDRASEKARAN et al., 2019). Esses estudos injetaram
macrofagos em grandes quantidades e por um periodo mais longo, no entanto, ndo
era 0 n0sso caso, pois tinhamos limitagdes quanto ao local de injecédo e ao tempo de

atuacdo dos macrofagos ja polarizados.

Desta forma, a primeira etapa consistiu em realizar a analise da reprogramacao
dos macrofagos para diferentes perfis de ativacdo. Apds quatro horas, avaliamos a
expressdo de mRNA de interesse. Para corroborar os dados, também analisamos a
liberacdo de algumas citocinas por ELISA ap0s 16 horas de polarizagdo. Essa escolha
se baseia na flexibilidade dos macréfagos, que podem alterar seu perfil em resposta

ao ambiente. A falta de marcadores de superficie confiaveis para cada populacdo de
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macrofagos torna complexa a determinacao da polarizacdo por meio de proteinas de
superficie (MURRAY et al., 2014). Portanto, adotamos a liberacdo de citocinas e
outros marcadores como critério para diferenciar essas células durante seu perfil
transitério de ativacdo (LOPES; MOSSER; GONCALVES, 2020). Macrofagos
polarizados para um perfil pro-inflamatorio tendem a liberar mais IL-12 e menos IL-10,
enguanto o perfil regulatorio mostra o oposto. Calculamos a razéo de liberacdo dessas
citocinas para distinguir esses perfis. Por outro lado, macréfagos alternativamente
ativados e macrofagos ndo estimulados nao liberam essas citocinas in vitro, o que
torna necessario analisar a expressao de marcadores de M2, como YM1, ARG1 e
FIZZ1, por gRT-PCR.

Este primeiro experimento também serviu como teste para determinar a
concentracéo de anticorpos utilizada na formagcao do imunocomplexo com as beads
de poliestireno. A literatura cita que, para ocorrer a ligacdo através dos receptores
FcyR, os anticorpos IgG precisam estar em maior quantidade do que os antigenos (no
caso, as beads de poliestireno) (ANDERSON; MOSSER, 2002). Isso promoveria a
ligacdo de duas moléculas de IgG ao mesmo antigeno, que se ligariam a dois
receptores FcyR distintos, potencializando a sinalizagdo a jusante (BOURNAZOS;
GUPTA; RAVETCH, 2020). Esse protocolo mimetiza a formacéo de imunocomplexos
para induzir nos macréfagos o chamado crosslinking com os receptores FcyR. O
crosslinking é necessério para atuar como segundo sinal na ativacdo dessas células
(SUTTERWALA et al., 1998; GERBER; MOSSER, 2001; ANDERSON; MOSSER,
2002).

Apds confirmar a polarizacéo de cada perfil de macréfago e determinar que as
concentracdes de anticorpos em torno de 1,6 a 3,0 mg/ml séo ideais para a formacéo
do imunocomplexo (Figura 9), conduzimos uma analise cinética da liberacdo de
citocinas. Observamos um aumento na expressao das citocinas de interesse, como
IL-10 e IL-12, ja ap0ds 4 horas, e um aumento na liberagdo dessas citocinas em 8 horas
(Figura 10).

Essa andlise foi fundamental para determinar 0 momento adequado para a
injecdo dos macréfagos polarizados no modelo com MSU. Os macrofagos regulatorios
produzem a citocina IL-10, no entanto, as func¢des da IL-10 sao influenciadas por

diversas variaveis, incluindo sua origem, as células-alvo em que age, bem como o
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local e 0 momento da sua liberacdo (CARLINI et al., 2023). Certificamo-nos de que
essas células fossem injetadas quando fossem capazes de liberar citocinas em
guantidades significativas, o que poderia reverter a inflamacéao aguda e a liberagéo de
citocinas pro-inflamatoérias. Janczy et al. (2014) demonstraram in vitro que a inibi¢cao
da secrecao de IL-1B ocorre quando os imunocomplexos séo adicionados até 3 horas
apos o LPS, mas nao se forem adicionados simultaneamente com o agonista do
inflamassoma NLRP3, indicando que os imunocomplexos afetam o sinal de iniciacéo,
mas ndo a montagem e clivagem do complexo do inflamassoma (JANCZY et al.,
2014).

Testamos outras formas de obter os imunocomplexos, bem como a acédo da
prostaglandina e adenosina, que promovem o perfil regulatério (MOSSER;
EDWARDS, 2008). Com base na liberacdo e no calculo da razdo entre as
concentracfes de IL-10 e IL-12 para determinar o perfil de liberacdo dessas citocinas
pelos macréfagos, selecionamos os trés melhores formadores de imunocomplexos
capazes de reduzir a liberagédo de IL-12 e aumentar a IL-10 (Figura 11). Insatisfeitos
com os resultados, buscamos um estimulo que praticamente eliminasse a IL-12.
Testamos um novo estimulo e, ao analisar a liberacdo de citocinas (Figura 12) e a
expressdo de mRNA (Figura 13), observamos que o imunocomplexo com hemacias
de ovelha era eficaz na expresséo de IL-10 e na significativa reducéo da IL-12. Essas
células eram distintas dos chamados M2 e MO, o que foi determinante para a escolha

desse estimulo nos experimentos subsequentes.
7.2 Vias purinérgica e aimunomodula¢cdo de macrofagos na gota aguda.

Os macréfagos estdo presentes em praticamente todos os tecidos do corpo,
onde mantém o funcionamento adequado dos 6rgaos. Séo células que respondem ao
microambiente em que estéo inseridos com diferentes perfis de ativacao para atender
as necessidades fisiolégicas daguele momento, ou seja, os macrofagos atuam de
diversas formas para atingir a homeostase (MOSSER; EDWARDS, 2008; LOPES;
MOSSER; GONCALVES, 2020). Essa caracteristica marcante de plasticidade pode
explicar os papéis completamente antagbnicos dos macrofagos observados no curso

da inflamacgao autorregulada da gota.

O &cido urico € um produto da metabolizacdo dos nucleotideos de purina em
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humanos. Seu aumento pode ser causado por fatores dietéticos, metabdlicos e de
sintese (MAIUOLO et al., 2016; DANVE; SEHRA; NEOGI, 2021). A formacgéao do acido
arico circulante e a hiperuricemia estdo associadas a niveis aumentados de purinas
no organismo. Além dos cristais de MSU, outros fatores, como DAMPs e PAMPs
extracelulares (incluindo virus e ATP), desempenham um papel na ativacdo do
inflamassoma NLRP3 (SWANSON; DENG; TING, 2019; LI; GAO; TAO, 2021). Sendo
assim, as vias de sinalizagdo purinérgica estdo envolvidas na regulacdo de todo o

processo de exacerbacéo e resolucao da gota.

E interessante notar que o ATP e o AMP podem induzir uma resposta
inflamatoria nos macréfagos. O MSU, por si s0, ndo é suficiente para desencadear um
surto de gota; estudos sugerem um efeito sinérgico com niveis elevados de ATP
extracelular (LI; GAO; TAO, 2021). Isso leva os macréfagos a assumir um perfil do tipo
M1, caracterizado pela liberacdo de citocinas inflamatérias e quimiocinas para atrair
células para a area afetada. Macrofagos M1 exibem uma reducdo na expressao de
CD39 e CD73, enzimas que convertem ATP em adenosina, enquanto os M2
apresentam niveis mais elevados dessas enzimas (ZANIN et al., 2012).

As mudancas na expressdo de CD39 e CD73 podem afetar o nivel de
nucleotideos e o estado inflamatério na gota. O ATP extracelular pode ser convertido
em adenosina pelos macrofagos M1, possibilitando a transicdo dessas células de um
estado inflamatério para um estado regulatério. Portanto, as mudancas metabdlicas
que permitem aos macrofagos M1 desencadear respostas inflamatérias também
podem atuar como um mecanismo de controle, evitando a progressao da inflamagé&o
por essas células (HAMIDZADEH; MOSSER, 2016). Sabe-se que o aumento de ATP
desencadeia uma resposta inflamatéria. No entanto, a conversdo das purinas resulta
na producédo de adenosina e subsequente producdo de &cido urico, levando a
hiperuricemia e a formagéo de cristais de MSU. Isso pode explicar por que alguns
individuos com depdésitos de cristais ndo desenvolvem inflamacgéo, possivelmente
devido a ativacdo de macrofagos em um perfil regulatério, devido ao aumento de

adenosina no ambiente.

A adenosina sinaliza por meio de receptores P1 para induzir um estado
regulatério, resultando na reducdo das citocinas inflamatérias e na promocao das
citocinas anti-inflamatérias (HASKO; CRONSTEIN, 2004; KOSCSO et al., 2012;
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LINDEN; CEKIC, 2012; HAMIDZADEH; MOSSER, 2016; LI; GAO; TAO, 2021). Isso
sugere que a sinalizacdo purinérgica pode desempenhar um papel na resolucédo da
gota, modificando o perfil dos macrofagos de inflamatorio para anti-inflamatério
(HAMIDZADEH; MOSSER, 2016; KLAVER; THURNHER, 2021; LI; GAO; TAO, 2021).
Estudos anteriores ja haviam indicado que a adenosina, quando combinada com
agonistas de TLR em macroéfagos, pode alterar o perfil dessas células para um estado
regulatorio (MOSSER; EDWARDS, 2008; FLEMING et al, 2015;
CHANDRASEKARAN et al., 2019). Essa modulacao é fundamental para prevenir e/ou

resolver a inflamacéo aguda.
7.3 Ensaios in vitro com macréfagos e MSU

No primeiro experimento in vitro (Figura 16), analisamos a resposta dos BMDM
aos estimulos e observamos que os BMDM, quando ndo estimulados ou quando
estimulados com LPS, MSU ou ATP, ndo apresentaram ativacdo do inflamassoma e
nao liberavam IL-1B. Esses resultados confirmam as informacgdes que indicam a
necessidade de dois sinais para a ativacdo do inflamassoma e a subsequente
liberagéo de IL-18 (SWANSON; DENG; TING, 2019).

Optamos por utilizar os agonistas do inflamassoma, como MSU e ATP, com o
objetivo de demonstrar que a reducédo das citocinas inflamatérias ocorria devido a
polarizacdo dos macréfagos para um perfil anti-inflamatério, e ndo devido a diminuicéo
da fagocitose. E importante notar que, no caso dos cristais de MSU, a ativacgéo do
inflamassoma requer que eles sejam fagocitados, enquanto no caso do ATP, a
ativacdo do inflamassoma ocorre por meio da ligagdo aos receptores P2, que
desencadeiam o fluxo de ions e, assim, ativam o inflamassoma (SWANSON; DENG;
TING, 2019).

Nossos resultados demonstraram que BMDMs estimulados com IC junto com
LPS tiveram um aumento ndo significativo na producédo de IL-10 e uma diminui¢do na
producgédo de IL-12, bem como uma reduc¢édo na liberagcéo de IL-13 quando comparados
ao controle positivo (priming com LPS seguido de estimulo com MSU ou ATP) (Figura
16). Chegamos a conclusao de que a falta de dados consolidados pode ser atribuida
a limitagdo do tamanho da amostra. Portanto, conduzimos um experimento adicional

em triplicata para confirmar a hipétese de que a adi¢cao de IC juntamente com o priming
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de LPS seria suficiente para reduzir a liberacdo da IL-18 (Figura 17).

Nossos resultados estdo em concordancia com dados da literatura que
demonstram que a inibicdo da secregcdao de IL-1B foi observada quando os
imunocomplexos foram adicionados até 3 horas ap6s a introducéo do LPS, mas nao
ocorreu quando os imunocomplexos foram adicionados simultaneamente com o
agonista de NLRP3 (JANCZY et al.,, 2014). Esses resultados sugerem que oS
imunocomplexos podem interferir no sinal inicial necessario para a ativagdo do

inflamassoma

No segundo experimento in vitro, optamos por introduzir macrofagos que ja
haviam passado por um processo de polarizacdo de oito horas. Neste experimento,
nosso objetivo era observar como o0s macréfagos previamente polarizados
responderiam em comparacao com aqueles que nao tinham passado pelo processo
de polarizacéo, mas ja haviam recebido o primeiro sinal de ativacéo do inflamassoma.
Essa abordagem simulou a situacédo in vivo, em que adicionariamos macréfagos

polarizados, em vez de induzir a polarizagdo no tecido.

Pudemos observar uma reducao na liberagéo de IL-1B8 e TNF no grupo que foi
co-cultivado com M(e-IlgG) em comparacdo com o controle positivo e 0 grupo co-
cultivado com macréfagos ndo estimulados (Figura 19). Ao analisarmos os dados,
podemos supor que 0os macrofagos ndo estimulados ndo produziram IL-13, uma vez
que ndo foram previamente ativados com o LPS. Além disso, eles nao contribuiram
para a diminuicao da liberacao de IL-1B pelos BMDMs que haviam sido primados com
LPS antes de entrarem em contato com os macréfagos nédo estimulados e o agonista
do inflamassoma. No entanto, no caso do co-cultivo com os M(e-1gG), observou-se

uma reducédo na liberagéo tanto de IL-138 quanto de TNF.

Neste contexto, demonstramos a relevancia dos Mregs e da IL-10 no controle
da ativacdo do inflamassoma NLRP3 experimental. Os pog¢os que receberam Mregs
ou o IC conseguiram efetivamente regular negativamente a liberagéo de IL-183. A IL-
10, como uma potente citocina anti-inflamatadria, tem a capacidade de inibir a producéo
de varias citocinas pro-inflamatorias, incluindo IL-1a, IL-1B, IL-6, IL-12, IL-18 e TNF
(WU et al., 2020). Durante a inflamagé&o aguda da gota, a IL-10 pode inibir a transcrigéo
dos genes correspondentes a essas citocinas pro-inflamatérias, como TNF e IL-1j3, e
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bloquear sua sintese (WU et al., 2020). Todos esses achados sugerem que a
imunomodulacédo de macrofagos e o aumento da IL-10 pode desempenhar um papel
fundamental na autorregulacdo da resposta imune inflamatéria aguda em pacientes
com gota. S0 necessarias mais analises para confirmar de que forma e em que
momento 0os macréfagos estdo influenciando a diminuicéo da liberacdo das citocinas

pré-inflamatérias in vitro.
7.4  Perfil inflamatério da gota aguda em camundongos

A injecao de cristais de MSU na articulagéo do joelho de camundongos induziu
um recrutamento acentuado de neutrofilos (Figura 22B). Nossos resultados
corroboram com os achados da literatura que mostram um aumento de leucécitos,
principalmente neutréfilos, com pico em 12 horas apdés a injecao de cristais de MSU
(Figura 22) (AMARAL et al., 2012; GALVAO et al., 2017). O influxo de neutrofilos é
considerado a marca da gota aguda, e admite-se que essas células contribuam de
forma relevante para a patogénese da doenca (PHELPS; MCCARTY, 1967,
TERKELTAUB et al., 1998; POPA-NITA; NACCACHE, 2010; MITROULIS; KAMBAS;
RITIS, 2013; SO; MARTINON, 2017; DALBETH et al., 2021). De fato, ao migrarem
para o tecido inflamado, os neutrdfilos se deparam com um ambiente rico em citocinas
pré-inflamatérias, como IL-1 e TNF-a, além de detritos celulares. Essa interacao
desencadeia uma resposta dessas células, resultando no ataque ao tecido por meio
da liberacdo de ROS, proteases e na formacgéo de NETSs, as quais desempenham um
papel crucial na amplificacdo e manutencdo da resposta inflamatéria (WEISS, 1989;
POPA-NITA; NACCACHE, 2010; MITROULIS; KAMBAS; RITIS, 2013). Essa
migracado massiva de neutrofilos nos momentos iniciais da doenca tem relacéo direta
com os niveis da quimiocina CXCL1 e a citocina IL-18 que ativam e atraem estas
células para o espaco articular. Desta forma, estes fatores, sdo considerados
marcadores da fase aguda no modelo da doenca experimental em camundongos
(AMARAL et al., 2012; GALVAO et al., 2017). No trabalho em quest&o, a andlise da
citocina IL-1B (Figura 23), mostrou pico de concentragdo em 12 horas, corroborando
com o pico de leucadcitos totais e de neutrdfilos em 12 horas encontrados na contagem

diferencial do lavado articular.

Apés o pico de neutrofilos em 12 horas, ocorreu uma queda acentuada destes,

e em 48 horas apo0s a injecao de cristais de MSU, essas células estavam praticamente
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ausentes (Figura 22C). Houve um aumento significativo de mondcitos/macrofagos 24
horas ap0s a inducéo da gota, conferindo caracteristicas de resolucéo da inflamacéao.
Em 48 horas, as células mononucleares (mondcitos/macrofagos) foram os principais

leucocitos encontrados na articulagdo (Figura 22C).

A resolucédo da artrite gotosa € um processo espontaneo que geralmente leva
cerca de uma semana em humanos (WALLACE et al., 1977; STEIGER; HARPER,
2013a; DALBETH et al.,, 2019) e apenas 24 horas em camundongos, devido a
presenca da enzima uricase nesses animais (ALVAREZ-LARIO; MACARRON-
VICENTE, 2010; AMARAL et al., 2012; GALVAO et al., 2017). Durante o processo de
resolucdo, os neutrofilos recrutados para as articulacdes inflamadas passam por
apoptose e sao subsequentemente reconhecidos e fagocitados por macréfagos
(ALESSANDRI et al., 2013; STEIGER; HARPER, 2013a; DALBETH et al., 2021).

7.5 Terapia com Macréfagos sem Estimulo ou Regulatérios em Modelos

murinos de Peritonite e Artrite Gotosa Induzidos por Cristais de MSU

Janczy et al. (2014) demonstraram que a inibicdo da secrecado de IL-18,
mediada pelos imunocomplexos, dependia tanto do numero de imunocomplexos
utilizados quanto da concentracdo do anticorpo empregado para opsonizar o alvo
(JANCZY et al., 2014). Em consequéncia, 0os experimentos in vivo foram conduzidos
com uma proporcao de elgG:BMDM de 20:1. No entanto, a quantidade do anticorpo
Anti-SRBC néao foi modificada, uma vez que estudos anteriores, como os de Gallo et
al. (2010), demonstraram que concentracdes aglutinantes nao deveriam ser utilizadas
para a formagao do imunocomplexo, e sugeriram que 10 pg/ml era uma concentracéo
adequada para trabalhar (GALLO; GONCALVES; MOSSER, 2010).

Observou-se que néo houve diferenca significativa entre o controle positivo e a
terapia com macrofagos ndo estimulados e macréfagos regulatorios no que diz
respeito ao total de células e ao influxo de neutrdéfilos na cavidade peritoneal (Figura
20 A/B/C). Uma observacao importante é que, diferentemente da cavidade articular,
onde ndo encontramos células no liquido sinovial saudavel, no peritbnio € possivel
encontrar macrofagos, mastoécitos, linfocitos B1, entre outros, devido a presenca de
células imunes peritoneais livres no liquido peritoneal na homeostase (TERRI et al.,
2021; VEGA-PEREZ et al., 2021). Estudos que analisaram a composi¢éo das células
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imunologicas no fluido peritoneal de humanos mostraram que os fagocitos peritoneais
estdo presentes na cavidade peritoneal, mesmo na auséncia de infeccéo,
representando cerca de 50% de todos os leucdcitos (BAIN; JENKINS, 2018). Portanto,
ao realizarmos a contagem global, esse valor j4 é considerado elevado no controle
negativo, embora estatisticamente diferente do controle positivo. Quanto a contagem
de polimorfonucleares, nenhuma terapia com macréfagos reduziu a atracdo de
neutroéfilos, mas observamos que a mera presenc¢a de macrofagos na regiao levou ao
influxo dessas células. Portanto, é necessario conduzir andlises adicionais para
compreender o0 que pode ocorrer ao injetar apenas macrofagos na regiao,

considerando a resposta imunoldgica das demais células presentes.

Ao analisarmos a liberacdo da citocina IL-18 no peritbnio, observamos que
tanto os macrofagos ndo estimulados quanto os macrofagos regulatérios diminuiram
a liberacdo dessa citocina quando comparados com o controle positivo. Esse dado
estd em consonancia com os resultados obtidos in vitro, nos quais houve uma reducéo
na liberacdo da citocina pelos macrofagos regulatérios. Surpreendentemente, os
macréfagos nao estimulados foram capazes de diminuir a liberacédo de IL-1p (Figura
20D) quando comparados aos animais que receberam apenas cristais de MSU

(Controle Positivo).

Estudos in vitro demonstraram que 0os monaocitos menos diferenciados mostram
uma resposta pro-inflamatéria mais acentuada em relacdo aos cristais de MSU
(LANDIS et al., 2002; MARTIN et al., 2011). Quando esses mondcitos, originarios do
sangue, passam pelo processo de diferenciacdo em macréfagos in vitro, parece que
sua resposta aos cristais de MSU diminui. Isso ocorre porque eles perdem a
capacidade de sintetizar citocinas pro-inflamatorias, de ativar células endoteliais e de
recrutar neutrofilos para o local inflamado. No entanto, ainda mantém a capacidade
de fagocitar os cristais (YAGNIK et al., 2000; LANDIS et al., 2002). Outra pesquisa
mostrou que esses mondcitos diferenciados em macréfagos alteram sua producéo de
citocinas pro-inflamatérias para a producdo de TGF-1 em resposta a estimulagao
com cristais de MSU (YAGNIK et al., 2004). Esses estudos podem explicar como 0s
macréfagos ndo estimulados diminuiram a liberagdo de IL-1B no periténio (Figura
20D) das células totais na artrite gotosa murina (Figura 24A), do influxo de neutrofilos
(Figura 24B) e da quimiocina CXCL1 na articulagdo (Figura 24E). No entanto, estes

dados foram questionados por estudos adicionais que demonstraram a liberacéo de
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IL-18 por macréfagos murinos apos estimulacédo com cristais de MSU (MARTIN;
WALTON; HARPER, 2009; MITROULIS; KAMBAS; RITIS, 2013). Dessa forma, sdo
necessarios mais estudos para verificar como esses macrofagos sem estimulos,
podem atuar na reducdo da inflamacédo e na inibicdo da liberacdo de citocinas proé-

inflamatorias.

Com os resultados do experimento in vitro e do peritbnio, imaginavamos que
os macréfagos regulatorios poderiam inibir a montagem e ativagédo do inflamassoma
NLRP3, embora seja necessaria uma analise mais detalhada para uma conclusdo
mais precisa. E interessante ressaltar que, ao contrario do experimento in vitro e do
experimento no peritbnio, na artrite gotosa murina, ndo houve diminuicéo da citocina
IL-1B na andlise do tecido periarticular (Figura 24D). No entanto, tanto os macrofagos
sem estimulos quanto os Mregs reduziram o influxo de leucdcitos totais (Figura 24A),
de neutréfilos (Figura 24B) e da quimiocina CXCL1 (Figura 24E). Portanto, é
necessario entender o que pode ter ocorrido, uma vez que pode haver inibicdo do

influxo de neutréfilos através da inibicdo da sinalizacao das quimiocinas.

Em um modelo murino de inflamagé&o induzida por cristais de MSU, Murakami
et al. (2002) demonstraram que a regulacédo positiva da expressao da IL-10 parece
inibir o recrutamento de neutréfilos, ao suprimir a producdo de CXCLL1. Isso limita a
inflamacé&o experimental, o que é consistente com nossos resultados, onde na artrite

gotosa murina houve redugéo dessa quimiocina (Figura 24E).

Embora nédo explorado em nosso estudo, levantamos a hipotese de que a IL-
10 liberada pelos Mreg pode inibir a montagem e a ativacéo do inflamassoma NLRP3,
bem como a liberacdo de quimiocinas que atraem células inflamatorias para o local.
Essa hipbtese, embora especulativa, € uma perspectiva para futuras investigacoes.
Nossa proxima abordagem pode envolver a analise dos componentes do
inflamassoma, como a clivagem da caspase-1 por western blotting e a ligagcado da
proteina adaptadora ASC. ApGs a ativagdo do inflamassoma, a proteina adaptadora
ASC forma agregados citosolicos, ou manchas, que co-localizam com a caspase-1 e

podem ser visualizados por microscopia confocal.

Esses resultados, de uma forma geral sugerem que a imunomodulagdo de

macréfagos para um perfil regulatério liberador de IL-10 poderia ser uma estratégia
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atil para inibir a inflamac&o gotosa, no entanto, sdo necessarios mais estudos para

entendermos exatamente como ocorre a diminuicdo da inflamacao.
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8 CONCLUSAO

Nosso estudo destaca os macréfagos como potenciais alvos terapéuticos na
artrite gotosa. A reprogramacdo dos macréfagos em direcdo a um perfil anti-
inflamatério pode ser uma abordagem eficaz no controle da doenca. Essas
descobertas tém o potencial de contribuir para o desenvolvimento de estratégias

terapéuticas inovadoras para a artrite gotosa.
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