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“Dos medos nascem as coragens; E das duvidas, as certezas. Os sonhos anunciam
outra realidade possivel e os delirios, outra razdo. Somos, enfim, o que fazemos
para transformar o que somos. A identidade ndo é uma pec¢a de museu, quietinha na

vitrine, mas a sempre assombrosa sintese das contradicées nossas de cada dia."

Eduardo Galeano
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A gota, ou artrite gotosa, esta associada a ocorréncia de diversas comorbidades
como doencas renais e cardiovasculares. Alguns dos farmacos utilizados para o tratamento
destas comorbidades podem ainda precipitar ataques agudos de gota. Um exemplo sé@o os
inibidores da enzima cininase Il ou enzima conversora de angiotensina (iIECA). Muitos dos
efeitos cardioprotetores dos IECA sdo mediados pelos receptores B; para cininas. Além
disso, a inibicdo da ECA € capaz de bloquear a hidrélise da bradicinina, que por sua vez &
também um substrato para a formacdo do agonista do receptor B;, des-Arg®-bradicinina,
pela acdo da enzima cininase |. Apesar dos estudos demonstrando o envolvimento do
sistema das cininas na gota e do papel do receptor B; na iniciagdo e manutencdo da
inflamacado, ndo se conhece a relagdo do receptor B; com a gota, especialmente durante a
inibicdo da ECA. Assim, o presente estudo tem por objetivo verificar o papel do receptor B,
para cininas durante o ataque agudo de gota induzido por cristais de urato monossédico
(MSU) em roedores, incluindo aqueles tratados com iECA.

Para isso, a dor (alodinia ao toque e comportamento doloroso espontaneo) e alguns
parametros inflamatérios (edema articular, concentragdo de proteinas, infiltracdo
leucocitéria, avaliacdo da cinética de leucocitos e niveis de interleucina-1) causados pelo
ataque agudo de gota foram avaliados em diferentes tempos ap0s a injecdo intra-articular
(IA) de uma alta dose de MSU no tornozelo de roedores. O papel do receptor B; foi
investigado através de seu antagonismo farmacologico, pela utilizacdo de roedores com
delecdo génica do receptor e pela inibicdo da enzima cininase |I. Ainda, a expressao do
receptor B; no tecido do tornozelo e neurdnios sensoriais, atividade da enzima cininase | e
os niveis de des-Arg®-bradicinina foram analisados no fluido sinovial dos roedores
submetidos ao modelo de gota. Ferramentas semelhantes foram utilizadas para a
investigacdo do envolvimento dos receptores B; na inflamacdo causadas pela inibicdo da
ECA em animais submetidos a injecao IA de uma baixa dose de MSU, que ndo apresentava
efeito per se.

Tanto o uso de antagonistas do receptor B;, como sua delecdo génica, foram
capazes de reduzir a inflamacdo neste modelo de gota. Além disso, o MSU causou um
aumento na expressao de receptores B; na articulacdo, e também um aumento dos niveis
do agonista B,, des-Arg®-bradicinina e da atividade da enzima cininase I. Por Gltimo, a baixa
dose de MSU foi capaz de causar um ataque agudo de gota em animais pré-tratados com
IECA, por um mecanismo que envolve a ativagcdo de receptores B;.

Concluimos que a ativagdo do receptor B; contribui para o desenvolvimento do
ataque agudo de gota, incluindo aqueles que sdo precipitados pelo tratamento com iECA.
Assim, 0 B; apresenta um potencial terapéutico para o tratamento e profilaxia da gota,
especialmente em individuos que fazem uso de iIECA.

Palavras-Chave: Artrite gotosa. Dor. Inflamagé&o. Cininas. Cristais de urato.
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Gout, or gouty arthritis, has been associated of a range of comorbidities as
hypertension and kidney diseases. Some studies have indicated that certain antihypertensive
drugs, such as angiotensin I-converting enzyme inhibitors (ACEi), increase the risk of gout.
Notably, ACEi block the metabolism of several peptides, in particular bradykinin hydrolysis.
Bradykinin is also a substrate for kininase |, which forms des-Arg-kinin B;R agonists.
Therefore, ACE inhibition can activate the B;R pathway. Moreover, ACEi are allosteric
enhancers of kinin receptors and B;R are linked to inflammatory cardiovascular diseases.
However, despite the body of evidence demonstrating a clear contribution of the kinin system
to the pathogenesis of some arthritic conditions, the role of the kinin B; receptor in
monosodium urate (MSU) crystals crystal-induced gout is currently unknown, especially in
respect to ACEi. Thus, the aim of the present study was to verify the role of the bradykinin B;
receptors and the effect of ACEi on acute gout induced by MSU crystals in rodents.

Painful (overt pain and allodynia) and inflammatory parameters (joint edema,
leukocyte trafficking, interleukin-18 levels) of acute gout attacks were assessed several
hours after intra-articular (IA) injection of MSU (1.25 or 0.5 mg/articulation) in the ankle of
rats or mice, respectively. The role of B;R was investigated by pharmacological antagonism
or gene deletion. In addition, B;R immunoreactivity on ankle tissue and sensory neurons,
kininase | activity and des-Arg®-bradykinin synovial levels were also measured. Similar tools
were used to investigate the effects of ACEi on low dose of MSU (0.0125 mg/articulation)-
induced inflammation.

Bouth, bradykinin B;R antagonism or gene deletion largely reduced all painful and
inflammatory signs of gout. Furthermore, MSU increased not only the B;R expression in
articular tissues, but also the content of the B, agonist des-Arg®-bradykinin and the activity of
the B; agonist-forming enzyme kininase I. Finally, low dose of MSU crystals (which did not
induced inflammation in control animals) was capable of causing signs of acute gout attacks
in ACEi-treated animals, which was B;R-dependent.

Concluding, bradykinin B;R activation contributes to acute gouty attacks, including the
ones facilitated by ACEi. Thus, B;R is a potential therapeutic target for treatment and
prophylaxis of gout, especially in patients taking ACEi.

Keywords: Gouty arthritis. Nociception. Inflammation. Kinins. Urate crystals.
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1. APRESENTACAO



APRESENTACAO

O item INTRODUCAO ¢ constituido de uma revisdo sucinta da literatura
sobre os temas abordados nesta tese.

Apresenta-se os itens metodologia e resultados que compdem esta tese sob a
forma de artigo cientifico enviado para publicacdo, o qual se encontra no item
ARTIGO. Ja as sec¢Oes Materiais e Métodos, Resultados, Discussao e Referéncias
Bibliograficas encontra-se no proprio artigo e representam a integra deste estudo.

Os itens DISCUSSAO, CONCLUSOES e REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
acham-se no final desta tese.

As REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS referem-se somente as citacdes que
aparecem nos itens Introdugéo e Discusséo desta tese.

No item APENDICE A consta um artigo completo publicado, que € requisito

necessario para obtencao do titulo de doutor.
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Segundo a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), as doencas
musculoesqueléticas sdo a principal causa de incapacidade fisica na sociedade
atual, afetando um em cada trés individuos (WHO, 2003). Além de sua grande
prevaléncia sobre a populacdo, as doencas musculoesqueléticas incluem diferentes
condi¢bes e sindromes com o denominador comum de dor e/ou inflamacdo (WHO,
2003; WOOLF et al., 2010).

Entre as doencas musculoesqueléticas, as doencas reumaticas sao as de
maior incidéncia, sendo reconhecidas mais de 100 doencas reumaticas. Estas
doencas sdo caracterizadas pela dor e comprometimento fisico progressivo de
articulagbes e tecidos moles que as rodeiam (MCDOUGALL, 2006; BUCHANAN e
DAQUEKER, 2003). O comprometimento fisico atinge fun¢cdes musculoesqueléticas
basicas como locomover-se, afetando por sua vez, atividades diarias basicas como
comer, se vestir e sair de casa. Em decorréncia do comprometimento fisico surge
entdo o comprometimento social e o individuo com alguma doenca reumatica
encontra dificuldades em interagir com outras pessoas. Desta forma, as doencas
reumaticas atingem néo so os portadores, mas também suas familias e a sociedade
em geral, no ambito econdmico e social, devido as limitagbes que a doenca impde
(BECKER et al., 2009; BENEDEK, 1997).

As doencas reumaticas precedem o homem na terra, sendo que indicios de
osteoartrose foram documentados em um féssil de um Platicarpo, réptil que viveu ha
cerca de cem milhdes de anos (VIANA DE QUEIROZ, 1996). O termo rheuma (que
significa “fluxo”) foi introduzido no século primeiro depois de Cristo. Nesta mesma
época a doenca era cercada por crencas. Acreditava-se na existéncia de quatro
humores: sangue, fleuma, bilis amarela e bilis negra, e toda doenca era atribuida a
um desequilibrio em algum destes humores. Assim, o0 “reumatismo” seria advindo de
um desequilibrio no fleuma, uma serosidade fria que se acreditava partir do cérebro
e cobrir as articulacdes. Apesar de muito antigas, as doencas reumaticas foram
reconhecidas como sendo uma sindrome muscoloesquelética por Guillaume Baillou
em um trabalho publicado apenas em 1642 (BENEDEK, 1997).

Dentre as doencas reumaticas, a gota ou artrite gotosa foi uma das primeiras
artrites a ser clinicamente descrita e esta entre as artrites de maior prevaléncia,
sendo a artrite inflamatdria mais comum entre homens acima dos 40 anos de idade
(RICHETTE e BRADIN, 2010; NEOGI, 2011; JOSHI, 2012).
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1.1 Artrite gotosa

A primeira evidéncia de gota em humanos data de 2640 a.C. e foi
documentada a partir de achados em uma mumia egipcia, escavada préxima ao
templo de Isis na regido de Philae (NUKI et al., 2006). Evidéncias escritas datam do
ano 400 a.C e foram feitas por Hipdcrates, que descreve pela primeira vez a
“‘podagra” (do grego “podos” pé, e “agra” ataque), ataque de gota agudo que ocorre
na primeira articulacdo metatarsofalangeal do pé, ou héalux (Hipocrates apud
ADAMS, 1886). Algumas das definicbes de HipoOcrates em relacdo aos sintomas e
ocorréncia da doenca sdo aplicaveis ainda hoje. Dois conceitos citados por
Hipdcrates sdo validos por milénios, o de que a doencga ocorria predominantemente
em homens apods a puberdade e, que havia uma ligacdo entre o estilo de vida e a
ocorréncia dos ataques agudos de gota. Hipécrates descreveu a gota como “artrite
dos ricos”, devido a sua associacao com a ingestao excessiva de alimentos ricos em
purinas e de alcool (Hipécrates apud ADAMS, 1886).

O Greco-Romano Claudii Galeni faz a primeira descricdo do “topho” como
sendo nodulos duros depositados sob a pele e ao redor das articulacbes (GALENI,
1826 apud Khun, 1965, p. 1821). Ja a palavra gota, do latim “gutta” - gotejar, foi
cunhada pelo monge Frances Randolphus of Bocking (Copeman, 1964). A origem
da palavra vem da crenca medieval onde o excesso de um dos quatro humores
responsaveis por manter o equilibrio do individuo, gotejava para a articulacdo
resultando em dor e inflamacé&o, como comentado anteriormente (COPEMAN, 1964).

A histéria moderna da gota comeca com a percepc¢do do cristal e a descricdo
dos sintomas clinicos da doenca. O primeiro em 1634, quando Antoni van
Leeuwenhoek, um pioneiro da microscopia, descreveu a presenca de cristais em um
tofo. E 0 segundo em 1683, por Thomas Sydenham, médico inglés que baseado em
seu proprio sofrimento de 34 anos de gotoso descreveu a dor experimentada

durante o ataque agudo:

O paciente vai para a cama e dorme serenamente até que, pelas duas de manha, é
acordado por uma dor que normalmente € no dedo grande do pé, mas as vezes atinge ainda o
calcanhar, o tornozelo e a panturrilha. A dor lembra ao deslocamento de um osso e é
subitamente sucedida por relaxamento, tremores e febre [...] A dor, que é suave no inicio,

aumenta e se torna mais violenta a cada hora [...] E uma dor de tdo grande requinte que vocé
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ndo suporta o peso das roupas nem mesmo o andar de outra pessoa no mesmo cédmodo [...]
(SYDENHAM apud NUKI, 2006, traducéo nossa).

Jé a relacdo do acido urico com a gota menciona-se apenas em 1787, quando
0 pesquisador WOLLASTON demonstrou a presenca de urato monossodico (MSU)
em um tofo de sua propria orelha. E apenas em 1859 que surge entdo uma relacéo
mais convincente. E quando o inglés Sir Alfred Baring Garrod desenvolve um
método semiquantitativo para a dosagem de &cido Urico no soro e na urina
(GARROD, 1859). Garrod também demonstrou a presenca de urato monossodico
em tecidos subcutaneos e cartilagem articular em individuos com gota e sugeriu que
0os depositos de urato monossédico seriam a causa, € ndo a consequéncia da
inflamacdo (GARROD, 1859). Entdo em 1961, MCCARTHY e HOLLANDER
introduzem o uso da microscopia com luz polarizada na identificacdo de cristais de
urato monossédico em pacientes com gota, e de pirofosfato de calcio em pacientes
com pseudogota (MCCARTY e HOLLANDER, 1962). Estes dois estudiosos
injetaram cristais de urato monossodico em seus proprios joelhos, desenvolvendo
uma inflamacdo aguda com todas as caracteristicas de um atague agudo de gota, e
assim demonstraram que os cristais eram “disparadores” da artrite gotosa
(MCCARTY et al., 1961).

1.2 Acido Urico e hiperuricemia

O 4cido Urico é um composto organico, cuja férmula quimica é CsHsN4Os E
um acido fraco com um pK, de 5,75, encontrado no organismo predominantemente
na sua forma ionizada de urato (KUTZING e FIRESTEIN, 2008). Nos mamiferos, o
acido urico é o produto final do metabolismo de bases purinicas (ALVAREZ-LARIO e
MACARRON-VICENTE, 2010). As purinas s&o bases nitrogenadas e compostos
organicos heterociclicos que desempenham func¢des especiais na duplicacdo de
material genético, transcricdo geneética, sintese proteica, e sdo fundamentais ao
metabolismo celular. As purinas sdo degradadas a hipoxantina e esta em xantina, e
por acdo da enzima xantina oxidase a xantina € entdo convertida em acido Urico. A
maioria dos mamiferos possui a enzima hepatica uricase, que converte o acido Urico
em alantoina, um composto mais soluvel e facilmente excretado pela urina
(TANIGUCHI e KAMATANI, 2008; SO e THORENS, 2010). Porém os humanos
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sofreram mutacdes no gene da uricase que resultaram na perda evolutiva de sua
funcdo, sendo o &cido uUrico o produto final de excrecdo (ALVAREZ-LARIO e
MACARRON-VICENTE, 2010). Este fato contribuiu para a formacéo das teorias a
respeito de um possivel papel benéfico do acido urico. Porém, individuos portadores
de xantindria, uma deficiéncia de xantina oxidase que leva a completa auséncia de
acido Urico, ndo apresentam nenhum outro sintoma além da formacéo de célculos
compostos de xantina (ROCK et al., 2013).

Pelo contrario, altas concentracbes de acido urico possuem efeitos pro-
oxidantes e estdo associadas ao desenvolvimento de gota e um risco aumentado de
se desenvolver doencas vasculares e problemas renais (FEIG et al., 2008; KUTZING
e FIRESTEIN, 2008; TERKELTAUB et al., 2006). Neste sentido, estudos
epidemioldgicos mostram uma associagao entre niveis aumentados de acido Urico e
hipertenséo, aterosclerose ou ainda sindrome metabdlica (ROCK et al., 2013). Esta
correlacao é de extrema importancia uma vez que pacientes com gota, que possuem
niveis aumentados de acido Urico, apresentam diversas comorbidades limitando a
terapia a ser empregada e criando um grupo cada vez maior de pacientes dificeis de
serem tratados. Apenas para se ter uma idéia, 78% dos individuos com gota
apresentam hipertensdo e até 60% apresentam disfuncdes renais (KUTZING e
FIRESTEIN, 2008; CHOI et al., 2012).

A concentracdo de acido Urico presente em nosSso organismo encontra-se
préxima ao limite de solubilidade, que no plasma sanguineo, em pH (7,4) e
temperatura (37°C) fisiolégicos, € de aproximadamente 6,8 mg/dl (404 pmol/l),
variando de individuo para individuo (MANDEL, 2008; TERKELTAUB et al., 2010;
NEOGY, 2011). Criancas apresentam concentracdes de acido urico em torno de 3 —
4 mg/dl. Estes niveis aumentam para 6,8 mg/dl durante a puberdade para homens, e
nas mulheres fica em torno de 6 mg/dl se aproximando de valores maiores apoés a
menopausa. Esta particularidade nas mulheres é atribuida em parte ao fato do
horménio estrogénio apresentar um efeito direto sobre a expressao do transportador
de urato (URAT1) presente no tubulo proximal renal, com efeitos diretos sobre a
reabsorcdo do &acido urico (KUTZING e FIRESTEIN, 2008). Em geral, nés
apresentamos niveis de acido Urico superiores a maioria das outras espécies e
somos predispostos a desenvolver hiperuricemia, quadro clinico onde as
concentracbes de acido urico encontram-se superiores ao limite de solubilidade
(ALVAREZ-LARIO e MACARRON-VICENTE, 2010).
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A hiperuricemia € uma condicdo relativamente comum, atingindo cerca de
10% da populagédo, porém a dosagem de acido Urico ndo é rotina em exames
laboratoriais. Mesmo que assintomatica e independente do desenvolvimento de
gota, a hiperuricemia ndo € benigna e esta relacionada a ocorréncia de doencas
renais, cardiovasculares, sindrome metabdlica, diabetes melitus, entre outras
(ALVAREZ-LARIO e MACARRON-VICENTE, 2010; KHANNA et al., 2012). O risco
de se desenvolver gota aumenta com a cronicidade da hiperuricemia e com 0s
niveis de &cido dUrico, porém, esta condicdo nem sempre evolui para o
desenvolvimento da doenga. N&o se sabe ao certo os fatores que diferenciam
individuos hiperuricemicos que desenvolvem gota daqueles que nunca apresentardo
um ataque agudo da doenca. Cerca de 30% dos individuos hiperuricemicos iréo
desenvolver gota, sugerindo que ha outros fatores envolvidos na formacdo dos
cristais de urato monossodico e sua atividade pro-inflamatoria (ANNEMANS et al.,
2008).

Quando a concentracdo maxima de &cido Urico ultrapassa os niveis de
saturacdo no sangue, ha um aumento do risco de cristalizacdo. O urato depositado
na articulacdo ou em tecidos periarticulares possibilita entdo sua ligacdo a um anion
sédio formando o urato monossoédico (BUSSO e SO, 2010). Outros fatores que
facilitam a cristalizacdo do acido Urico sdo as mudancas no pH (p.ex. cetose pos
operatoria), diminuicdo da temperatura (explicando ataques noturnos), forca idnica e
ligacdo a macromoléculas plasmaticas (BUSSO e SO, 2010). Ainda, ha algumas
caracteristicas no fluido sinovial de individuos com gota que chamam a atencéo. Por
exemplo, o fluido sinovial de individuos gotosos promove a cristalizacdo do urato
monossodico mais facilmente que o fluido sinovial de individuos saudaveis ou com
outras artrites, como a reumatoide e a osteoartrite. Em adicdo, fluidos biologicos
obtidos de pacientes gotosos sdo capazes de regular o tamanho e a uniformidade
dos cristais mantendo-os em tamanhos menores. Estes cristais parecem ser mais
patogénicos demonstrando que individuos com gota possuem um ambiente sinovial
mais propicio a cristalizacdo do urato monossodico (MARTINON, 2010).

As quantidades de acido arico no organismo séo resultado do balanco entre a
ingestao dietética, a sintese enddgena e a taxa de excrecédo. Desta forma, uma dieta
rica em alimentos de origem animal com grande quantidade de purinas facilita o
desenvolvimento de hiperuricemia e esta ligada a maior incidéncia dos ataques

agudos da doenca (HARROLD, 2013). A minoria dos pacientes com hiperuricemia
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apresentam problemas relacionados a superproducdo de acido Urico.
Superprodugédo ocorre em algumas desordens genéticas que levam ao “turnover”
aumentado de nucleotideos. E o que acontece nas desordens mielo e
linfoproliferativas, anemia hemolitica, doenca de Paget e psoriase (TERKELTAUB,
1996). Os niveis de acido Urico também podem estar relacionados a anormalidades
no funcionamento da atividade de enzimas envolvidas na sintese de nucleotideos
purinicos, como deficiéncia da hipoxantina-guanina fosforibosiltransferase ou
hiperatividade da 5-fosforribosil-1-pirofosfato sintetase. Apesar destas diferentes
formas de alteracéo nos niveis de acido Urico, na grande maioria dos pacientes com
gota, a hiperuricemia € associada a problemas na excrecdo renal do &cido Urico
(LEE e TERKELTAUB, 2006).

Aproximadamente dois tercos a trés quartos da eliminacdo do acido Urico é
feita pelos rins, o restante por via intestinal, porém problemas relacionados a
excregéao por via intestinal ndo tem sido associados com hiperuricemia (TANAGUCHI
e KAMATANI, 2008). O transporte renal de acido Urico é regulado por quatro
componentes que incluem a filtracdo glomerular, reabsorcéo, secrecao e reabsorcao
pés-secretdria (KUTZING e FIRESTEIN, 2008). Apesar de ocorrer a quase que
completa filtracdo do &cido Urico nos glomérulos, apenas 8 a 12 % é realmente
excretado sendo que o restante é reabsorvido no tubulo proximal renal (LEE e
TERKELTAUB, 2006; TANIGUCHI e KAMATANI 2008). Os problemas na excrecéo
do acido udrico estdo associados a diversas condicdes e doencas que acabam
afetando o funcionamento dos rins como o alto consumo de bebidas alcodlicas,
doencas renais, diabetes insipida, hipertensdo, uso de medicacdes como diuréticos
e salicilatos, entre outros. Talvez por isso a gota atinja comumentemente a
populacdo mais idosa, onde sdo mais comuns a ocorréncia de outras comorbidades,
assim como o uso de medicamentos (TERKELTAUB, 2010). Ainda, fatores
genéticos, que sao de rara ocorréncia, como o polimorfismo no gene SLC22A12, ou
a doenca autossémica dominante nefropatia hiperuricemica juvenil familiar, estéo
associados a menor capacidade renal de excrecdo do &cido Urico, contribuindo
assim para o desenvolvimento de hiperuricemia e gota (TANIGUCHI e KAMATANI,
2008).

Todos os fatores citados acima contribuem com o desenvolvimento da
hiperuricemia. E ao contrario do que se pode imaginar, até o presente ndo ha

tratamento da hiperuricemia assintomatica como uma forma de prevencdo ao
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desenvolvimento de doencas associadas, como a gota. Assim, ap0s apresentar
hiperuricemia por em média 5 anos, uma parcela destes individuos desenvolvera o
primeiro ataque agudo de gota (MANDEL, 2008) .

1.3 Ataque agudo de gota

O ataque agudo de gota, clinicamente, se caracteriza pelo periodo onde o
individuo vivéncia os sintomas classicos de uma resposta inflamatéria (MANDEL,
2008). A articulacdo fica edemaciada, ha grande presenca de leucdcitos no fluido
sinovial e a pele circundante torna-se vermelha ou puarpura, rigida e brilhante, com
uma sensacao de calor e percepcao de dor de forte intensidade (CHOI et al.,
2005a).

As estimativas indicam que em 90% dos individuos gotosos o primeiro
ataque agudo é monoarticular e ocorre principalmente nas baixas extremidades,
como a articulacdo metatarso falangeana (dedos dos pés) e tibio tarsal (tornozelo).
Com o tempo outras articulacbes comecam a ser atingidas, incluindo as altas
extremidades, como metacarpo falangeanas (dedos das maos) e epicondilo medial
(cotovelo) (MANDEL, 2008; CRONSTEIN e SUNKUREDDI, 2013). Os ataques
agudos também podem ocorrer em estruturas periarticulares, como tenddes, mas é
incomum. Outro fator comumente descrito pelos gotosos é de que a primeira
manifestacdo da gota ocorre na articulagdo metacarpo falangeana do dedo grande
do pé, sendo conhecida pelo nome de podagra, como citado anteriormente
(SCHLESINGER, 2007; BUSSO e SO, 2010; NEOGI, 2011).

Os ataques sao muitas vezes desencadeados por algum evento especifico
como fratura, cirurgia, alguma outra doenca intercorrente, ingestdo excessiva de
alcool nos dias anteriores ou o0 uso de alguma medicacdo que altere os niveis de
acido urico. Especula-se que estes eventos possam estimular a sintese de novo de
acido urico pela geracdo de bases purinicas, uma vez que a injuria celular leva a
rapida degradacdo de RNA e DNA, ou ainda levar a liberacdo de cristais de urato
pré-formados e depositados nas articulagbes (SHI et al.,, 2003; DALBETH e
HASKARD, 2005).

Normalmente o atague se inicia a noite ou ao amanhecer, e 0s pacientes
descrevem serem acordados pela dor, tdo intensa sua ocorréncia. Ainda, a
intensidade da dor aumenta com o passar do tempo e chega ao ponto em que o

individuo ndo consegue suportar o peso do lencol, ficar em pé, e alguns dizem que
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mesmo 0 movimento de outra pessoa no mesmo comodo intensifica o estado
doloroso (BUSSO e SO, 2010). Sob tais circunstancias, os pacientes descrevem
desconforto e sensibilidade anormal e passam a perceber estimulos mecanicos
anteriormente indbcuos como dolorosos (dor resultante de estimulos ndo nociceptivos
denominada alodinia). Outra possibilidade é a percepcdo exacerbada da dor a
estimulos que ja eram anteriormente descritos como dolorosos (dor resultante de
estimulos nociceptivos denominada hiperalgesia). E ainda, sensacdo de dor mesmo
na auséncia de qualquer estimulo externo (dor expontanea, atualmente referida
como dor em curso) (LOESER e TREED, 2008; WOOLF, 2010). Nesse caso, tanto
células residentes no sitio da lesdo (como sinovidcitos, por exemplo), quanto
leucdcitos recrutados para a regido (como neutrofilos e linfécitos) podem causar a
liberacdo de mediadores inflamatérios levando a sensibilizacdo de fibras sensoriais
(LANDIS E HASKARD, 2001).

A deteccao dos estimulos nocivos é feita pelos nociceptores, os quais sdo
terminacdes nervosas livres de fibras sensoriais aferentes primarias, capazes de
serem ativadas por estimulos nocivos e transmiti-los até estruturas supra espinhais
envolvidas na sua percepcao (WOOLF, 2010). Estas fibras sado formadas por
neurdnios sensoriais nociceptivos, cujo corpo celular encontra-se no ganglio da raiz
dorsal (DRG) para neurdnios que inervam o corpo, no ganglio trigeminal (TG) para
neurbnios que inervam a face e nos ganglios nodoso (GN) e vagal (GV) para as
visceras. Ambos tém um ramo axonal periférico (destinado a inervar os tecidos) e
um ramo axonal central (destinado a inervar a medula espinhal e o tronco cerebral)
(BASBAUM et al., 2009; WOOLF, 2010). Existem duas principais classes de
nociceptores, uma composta por neurbnios ndo mielinizados, as fibras C, e outra
formada por neurénios finamente mielinizados, as fibras Ad. Ha ainda as fibras
mielinizadas de grande didmetro AR, que medeiam a transmissdo rapida de
estimulos sensoriais inécuos ou nao nocivos (estimulos proprioceptivos) (JULIUS e
BASBAUM, 2001). Desta forma, a dor que ocorre durante o ataque agudo de gota
pode envolver a ativagdo ou sensibilizacdo de alvos especificos expressos nos
nociceptores que inervem a articulagéo afetada.

O ataque agudo tem uma duracdo média de 10 dias, sendo que apos este
periodo, mesmo sem tratamento, os sintomas da inflamacdo, como a dor,
desaparecem e tem inicio uma nova fase assintomatica denominada periodo

intercritico, por se tratar do periodo entre dois ataques agudos (DALBETH e
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HASKARD, 2005). Apesar de assintomatica, durante o periodo intercritico a
hiperuricemia persiste e estes depositos crescem silenciosamente e se expandem
para os tecidos periarticulares. Com o progresso da doenca e a repeticdo dos
ataques, o periodo intercritico se torna cada vez menor e o ataque mais prolongado.
Apés um ataque agudo de gota a chance de recorréncia do ataque € de
aproximadamente 60% no primeiro ano ap0s o ataque, 78% no segundo ano
atingindo 84% de chance de reincidéncia no terceiro ano. O paciente pode
desenvolver tofos como forma de cronificacdo da doenca levando a dificuldade de
realizar movimentos ou ainda erosdo 6ssea (SUNDY, 2010).

Existem diferentes modelos animais para o estudo da gota. Exemplos séo os
modelos que utilizam a injecdo de MSU no peritoneo de roedores, injecdo de MSU
na articulacao do joelho ou ainda na pata, e o modelo de hiperuricemia induzida por
acido oxonico. Porém, a injecdo intraperitoneal e o modelo de hiperuricemia néo
permitem a analise de parametros como dor nestes animais, fator importante pois a
dor € um dos sintomas mais extenuantes nos individuos acometidos pela doenca. A
injecdo na pata ndo contempla o ambiente articular, e a inje¢cdo no joelho permite
avaliar a gota em uma grande articulagéo, ao passo que a gota se desenvolve com
maior frequéncia em pequenas articulagbes e de baixa extremidade. Portanto, na
busca de um modelo pré-clinico que permita a avaliagdo de parametros inflamatoérios
e nociceptivos e ainda, com a maior proximidade possivel com a clinica, torna-se
interessante a utilizacdo do modelo de injecdo de MSU na articulacéo tibio-tarsal
(articulacdo do tornozelo), pois este modelo contempla uma pequena articulagéo e
leva ao desenvolvimento de dor, edema e infiltracdo celular, bem préximo ao que é
observado em humanos.

Com o estudo da gota, diferentes mecanismos moleculares tém sido
propostos como responsaveis pela resposta inflamatoria que ocorre durante o
ataque agudo de gota. Em comum, estes trabalhos reconhecem a importancia da
citocina interleucina 1B (IL-1B) e a massiva presencga de leucdcitos, principalmente
neutréfilos, em resposta aos cristais de MSU (MARTINON e GLIMCHER, 2006;
SCOTT et al., 2006; MARTIN e HARPER, 2010; POPA-NITA e NACACHE, 2010;
MALAWISTA et al., 2011; STEIGER e HARPER, 2013).

De fato, muitos estudos demonstraram que o influxo de neutréfilos para a
membrana sinovial e para a prépria sindvia parece ser a principal caracteristica da

fase aguda da gota. O influxo de neutréfilos e sua interacdo com o MSU leva a
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producdo e liberacdo de diferentes mediadores inflamatérios como as citocinas
interleucina 6 (IL-6), IL-1B e IL-8, quimiocinas como a quimiotatica para mondcitos
(MCP-1/CCL2) e quimiocina CXC lipoporisacarideo-induzida (CXCL5), leucotrieno
B4, prostaglandina E, (PGE,), entre outros (TERKELTAUB et al.,, 1991; BUSSO e
SO, 2010; MITROULIS et al., 2013). Além disso, sugere-se que 0s macrofagos
residentes na articulagdo (sinovidcitos tipo A) assim como 0s que migram para o
tecido articular, também sejam importantes para a producdo de mediadores pro-
inflamatorios na gota (DALBETH e HASKARD, 2005; MALAWISTA, 2010).

A IL-1B é a principal citocina envolvida na cascata de eventos inflamatérios
em resposta aos cristais de MSU, e apés liberada atua no recrutamento e ativacao
de mais neutrofilos para a area inflamada, criando um ciclo de eventos que auxiliam
na manutencado e amplificacdo da resposta inflamatéria (SO et al., 2007; SCANU et
al., 2012; MITROULIS et al., 2013). Reforgcando assim sua importancia no processo
inflamatério da gota a terapia com agentes anticitocinas tém se mostrado uma
alternativa promissora para o tratamento da doenca. Os farmacos anticitocinas,
como o anticorpo anti- IL-1f Canakinumab, e a forma recombinante da interleucina
Rilonacept, bloqueiam a agdo da IL-1B demonstrando eficiéncia em aliviar
rapidamente a dor causada tanto pelos quadros agudos de gota quanto pelos
quadros crénicos (SO et al., 2007; SCHLESINGER, 2014).

O processo de quimiotaxia, por sua vez, envolve a expressao e ativacao de
diferentes moléculas de adesdo (CHAPMAN et al., 1997; TORRES et al., 2009). De
fato, durante a resposta inflamatoria ocorre a expressao e ativacdo de moléculas de
adesd@o como a E- e P-selectina, como ja foi evidenciado para o MSU (CHAPMAN et
al., 1997). Adicionalmente, é possivel que estejam envolvidas ainda a molécula de
adesao intrercelular 1 (ICAM-1) e a molécula de adeséao celular vascular 1 (VCAM-
1), igualmente importantes para a ocorréncia de vasodilatagdo, aumento do fluxo
sanguineo e maior permeabilidade a proteinas plasmaticas, auxiliando na migracéo
leucocitaria.

Pondera-se que os cristais de MSU possam interagir diretamente com a
superficie celular de alguns receptores ou indiretamente por fagocitose (MARTINON
e GLIMCHER, 2006; NG, 2008). Por fagocitose, subsequente ao englobamento do
cristal por macréfagos, estes também sao ativados, resultando na expressao de
fatores pro-inflamatorios, incluindo IL-1pB, IL-6, IL-8 e ciclooxigenase-2. Por interagdo

com receptores ou superficie celular, ha estudos que sugerem o reconhecimento do
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MSU por receptores de membrana, ou ainda, que o MSU seja capaz de promover a
ativacdo do inflamasoma (complexo formado pela proteina intracelular de
reconhecimento de antigenos criopirina, pela proteina adaptadora e pela caspase-1)
(MARTINON et al., 2006; SCHRODER e TSCHOPP, 2010). Em relacdo aos
receptores de membrana, recentemente demonstrou-se que o0s receptores de
potencial transitorio vanildide (TRPV1) e os do tipo Al (TRPA1), ambos expressos
em neurdnios sensoriais, estdo envolvidos nas respostas inflamatdrias evocadas
pelo MSU (TREVISAN et al., 2014; HOFFMEISTER et al., 2014). Estes estudos
sugerem que o processo de fagocitose do MSU desencadeie a produgao de
peroxido de hidrogénio, que por sua vez, ativa o receptor TRPAL. Neste sentido, ja
foi observado que pacientes com gota apresentam um nivel aumentado de espécies
oxidantes em comparacdo a individuos saudaveis, e outros estudos ja haviam
relatado a liberacdo de espécies reativas de oxigénio estimulada por MSU (Martin et
al., 2010; TREVISAN et al., 2014).

Outro fato interessante do inicio da resposta inflamatéria se refere a
opsonizacao dos cristais. Alguns estudos sugerem gue 0s cristais sdo capazes de
adsorver proteinas em sua superficie, incluindo imunoglobulinas (IgG), proteinas de
adesdo e proteinas do sistema complemento (PERKIN e ZVAIFLER, 1964;
WEBSTER et al.,1972; SHI et al., 2003; DALBETH e HASKARD, 2005; BUSSO e
SO, 2010). A opsonizacao seria guiada pela interacéo direta destas proteinas com a
superficie de carga negativa que o cristal apresenta (RUSSEL et al., 1982; MARTIN
e HARPER, 2010). Neste cenario, a ativacdo da via alternativa do sistema
complemento pelo cristal parece ainda facilitar a migracdo de mondcitos para a area
da inflamacédo através da producdo de quimiocinas como a MCP-1/CCL2
(MATSUKAWA et al., 1998).

Mesmo na auséncia de tratamento, apds um periodo aproximado de 10 dias,
a resposta inflamatéria ao cristal sofre remisséo espontanea. Varios fatores parecem
estar envolvidos nesta fase de remissdo, como a expressdo de apolipoproteinas B e
E na superficie do cristal, remoc¢édo de células apoptéticas, aumento nos niveis de
interleucinas antiinflamatorias como a IL-10 e o recrutamento e diferenciacdo de
monocitos em macrofagos, resultando na producdo de fator de crescimento
transformador B (TGFB) (TERKELTAUB et al.,, 1991; POPA-NITA e NACCACHE,
2010; MARTIN e HARPER, 2010; SCANU et al., 2010). No que diz respeito ao papel

dos neutrofilos neste processo de resolucdo, eles sdo capazes de fagocitar outros
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neutrofilos que estejam em apoptose, uma espécie de canibalismo, ou ainda sofrer
fagocitose por parte de macréfagos, o que levaria ao aumento de TGF, diminuindo
a producéao de IL-1B assim como a expressao do receptor IL-1 (MARTIN e HARPER,
2010; SCANU et al., 2012; MITROULIS et al., 2013; STEIGER e HARPER 2013).
Porém, na auséncia de tratamento, os ataques agudos vao se tornar mais
repetitivos, o intervalo entre os ataques cada vez menor, e o individuo estard mais
suscetivel ao desenvolvimento da gota tofacea cronica, ou tofo.

Microscopicamente os tofos sdo granulos de macrofagos e cristais de MSU
envoltos por um denso tecido conjuntivo, podendo ser subcutaneos ou
periarticulares (DALBETH e HASKARD, 2005). O desenvolvimento dos tofos é
associado a duracdo e a severidade da hiperuricemia. Ndo ha tratamento para a

gota tofacea cronica e a Unica ferramenta € a remocao cirurgica do tofo.

1.4 Tratamento

Em 2012, no encontro anual do Colégio Americano em Reumatologia, foram
definidas algumas diretrizes para o0 controle da gota, incluindo medidas
farmacoldgicas e nédo farmacoldgicas para o tratamento de pacientes com a doenca
(KHANA et al.,, 2012). As medidas incluem uma mudanga no estilo de vida dos
pacientes, uso de medicacbes para a diminuicdo da hiperuricemia e combate ao
ataque agudo com uso de medicacdes para diminuicdo da dor e da inflamacéo.
Segue abaixo um quadro demonstrando a sequéncia de medidas profilaticas e

farmacoldgicas a serem tomadas ap0s o diagnéstico de gota.

Quadro 1 — Terapia empregada para o tratamento da gota. Baseada em Khana et al
(2012), Arthritis Care and Research 64: 1431-1446 e Cronstein (2013), J Clin
Rheumatol, 19: 19-29.
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Diagnéstico de gota: histérico clinico, hiperuricemia e cristais de urato no fluido sinovial

Tratamento durante ataque agudo ‘l,
Uso de anti-inflamatorios - AINES *Em caso de intolerancia ou contraindicagéo:
Colchicina glicocorticoides por via intra-articular

Mudanca de estilo de vida, diminuicdo da ingestdo de alimentos ricos em purina e de bebidas
alcoolicas

Investigagdo do histérico clinico do paciente (presenga de comorbidades), suspensdo de
medicacdes ndo essenciais que levem a hiperuricemia

v

Diagnéstico de gota Confirmacgéo da presenca de tofo por exame clinico
em combinacdo com: Dois ou mais ataques agudos por ano
Doenca renal crénica ou ainda ocorréncia de urolitiase

v

Profilaxia: terapia para diminuir niveis de urato
1° escolha: Alopurinol e Febuxostat *Em caso de intolerancia ou contraindicag&o:
probenicida

Falha da medicacéo de primeira escolha: pegloticase

O tratamento consiste inicialmente no uso de farmaco(s) para aliviar a dor e
abreviar a inflamacdo durante a crise aguda. Entretanto, o uso de antiinflamatérios
nao esteroidais deve ser feito com cautela, pois podem provocar lesbes
gastroduodenais e sdo contraindicados em pacientes com: insuficiéncia renal e
hepatica, Ulcera péptica, gastrite e hipertensdo; condicdes presentes em uma ampla
porcentagem dos pacientes com gota (SCHLESINGER, 2012). A colchicina deve ser
utilizada em doses minimas devido a pequena janela entre a dose terapéutica e a
dose que leva aos efeitos adversos e toxicidade. Seu longo tempo de meia vida (de
20 a 30h) favorece a contra-indicacdo em pacientes com insuficiéncia renal e
hepatica onde a droga teria maiores chances de acumulacdo e toxicidade
(SCHLESINGER, 2012).

Em pacientes gotosos com baixa resposta ou intolerancia aos AINEs ou a
colchicina é indicado o uso de anti-inflamatérios esteroidais (TERKELTAUB, 2010).
Estes podem ser administrados de forma sistémica, no entanto, por um periodo

curto e em doses controladas, uma vez que a hiperglicemia € um de seus efeitos
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adversos. Nestes casos, ha a alternativa da corticoterapia intra-articular, o que evita
os efeitos adversos de uma administracdo sistémica e aponta esta via como
interessante para o tratamento da gota ou de outras artrites.

Posterior ou concomitantemente, se utilizam drogas como os inibidores da
xantina oxidase, enzima chave na sintese de &cido urico. Ndo hd um consenso
quanto aos niveis apropriados, geralmente o objetivo € alcancar concentracfes < 6
mg/dl (sub-saturantes) (SHOJI et al., 2004). O alopurinol, inibidor competitivo da
xantina oxidase, apresenta diversas limitacdes, a dose utilizada na clinica é
frequentemente insuficiente para se alcancar os niveis de urato de 6,8 mg/dl e cerca
de 10% dos pacientes apresentam reacfes alérgicas de hipersensibilidade da pele
que vao de leves a severa (CRITTENDEN e PILLINGER, 2013). Esta reacédo
alérgica atinge normalmente pacientes gotosos com insuficiéncia renal, o que é de
grande importancia uma vez que 60 % dos gotosos possuem algum tipo de
comprometimento renal (CRITTENDEN e PILLINGER, 2013). O Febuxostat € um
inibidor ndo competitivo da xantina oxidase e seu uso ndo leva a reacdes de
hipersensibilidade (TERKELTAUB, 2010; CHOHAN, 2011). Por outro lado, o
Febuxostat é de alto custo financeiro, apresenta limitagbes quanto a dosagens
disponiveis e remete ao mesmo problema que o Alopurinol, de ser ineficaz para se
alcancar niveis de urato de 6,8 mg/dl (CRITTENDEN e PILLINGER, 2013). A
primeira opcdo apos os inibidores da xantina oxidase € 0 agente uricosurico
probenicida. O medicamento requer uso de multiplas dosagens diarias e consumo
concomitante de grandes quantidades de agua para reduzir o risco de calculo renal.

A pegloticase (uma forma recombinate da enzima uricase) € utilizada apenas
em casos de refratoriedade aos outros farmacos que diminuem os niveis de urato
pois a droga é de uso endovenoso, cerca de 26 % dos pacientes apresentam
reacoes relacionadas a infusdo da medicacdo e em uma por¢cdo da populacdo a
pegloticase induz imunogenicidade sendo neutralizada por anticorpos gerados
contra o farmaco (CRITTENDEN e PILLINGER, 2013). Outro tratamento inovador é
0 uso de “agentes anticitocinas”, os quais se mostram uma alternativa promissora
para o tratamento da gota, conforme citado anteriormente.

Contudo, para um numero crescente de pacientes com gota as terapias
existentes séo ineficazes ou contraindicadas devido, principalmente, a concomitante
presenca de comorbidades que apresentam e o uso de medicacdes que interferem

diretamente nos niveis de urato. Por exemplo, a analise dos registros meédicos de
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575 pacientes diagnosticados com gota nos Estados Unidos, apontaram que mais
de 88 % apresentavam pelo menos uma condicdo patolégica das que sé&o
consideradas comorbidades comuns a gota como doencas -cardiovasculares,
diabetes tipo 2, hiperlipidemia, sindrome metabdlica, doencas crbnicas nos rins e
nefrolitiase (KEENAN et al., 2011). No mesmo estudo foi identificado que mais de
90% dos pacientes possuiam pelo menos uma contra-indicagdo ao uso de
antiinflamatorios ndo-esteroidais, e aproximadamente 50% uma contra-indicacéo ao
uso de colchicina, ressaltando que estas sdo as duas terapias de primeira escolha
no controle do ataque agudo de gota.

Outro estudo (Choi et al., 2012) demonstrou que alguns dos farmacos
utilizados por milhGes de pacientes em todo o0 mundo para tratar de doencas como a
hipertensdo, aumentam o risco de se desenvolver um atague agudo de gota. Este
estudo realizou a analise multivariada de dados médicos obtidos entre os anos de
2000-2007, de individuos de 20-89 anos de idade e que ndo apresentavam
episodios de gota antes do inicio do estudo. Estes dados foram cruzados quanto ao
uso de diferentes drogas anti-hipertensivas, o desenvolvimento de ataques agudos
de gota e a presenca concomitante de outras doencas, demonstrando ainda haver
uma relacdo entre a gota e as doencas a ela associadas. Entre estes farmacos se
encontravam os inibidores da enzima conversora de angiotensina (IECA), ou
cininase Il. A ECA é responsavel pela regulacdo do metabolismo de diferentes
peptideos, em especial pela conversdao da angiotensina | em angiotensina Il e pela
hidrélise da bradicinina. Atualmente, se sabe que os efeitos cardioprotetores dos
iIECA vao além da regulacdo dos efeitos vasoconstritores da angiotensina I,
envolvendo ainda a potencializacdo da sinalizacdo via receptores B; e B, para
cininas (ERDOS et al., 2010). Somado a isto, Damas (1984) observou que apos
submetidos a injecao intra-plantar de MSU, ratos da linhagem Brown Norway,
roedores com um sistema cininas-calicreinas deficiente, desenvolveram apenas 70%
do edema observado em ratos Wistar, que apresentam sistema cininas-calicreinas
completo. Além disso, a co-administracdo de MSU e o inibidor da ECA, captopril,
potencializou o edema induzido pelo MSU em ratos Wistar, mas ndo em ratos Brown
Norway, indicando uma possivel relacdo do sistema cininas-calicreinas nos efeitos
inflamatorios iniciados pelo MSU, incluindo aqueles potencializados pelo tratamento
com iECA.
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1.5 Sistema cininas-calicreinas

O sistema cininas-calicreinas inclui os precursores das cininas, conhecidos
como cininogénios, as proprias cininas (peptideos relacionados a bradicinina) e seus
receptores alvo. Inclui ainda as enzimas teciduais e plasméticas envolvidas na
sintese (calicreinas) e as enzimas envolvidas na degradacgéo das cininas (Figura 1).

Os cininogénios séo glicoproteinas de baixo (66 KDa) ou alto peso molecular
(120 KDa) que constituem o substrato para a formacgéo de cininas. Eles apresentam
em sua estrutura uma porcao N-terminal (cadeia pesada, com 362 aminoéacidos), e
outra C-terminal (cadeia leve, que possui 38 aminoacidos no cininogénio de baixo
peso molecular ou 255 aminoacidos no cininogénio de alto peso molecular), e uma
porcao cininas intercalando estes polipeptideos terminais (LEEB-LUNDERBERG et
al., 2005; KASHUBA et al., 2013).

Estruturalmente, eles apresentam seis dominios, incluindo a sequéncia de
aminoacidos da bradicinina, que Ihes confere propriedades distintas e especificas
como inibicdo de cisteino proteases ou sitios de ligacdo a macromoléculas (CASSIM
et al., 2002; MOREAU et al., 2005; KASHUBA et al., 2013). Quando utilizados como
substrato, servem a um grupo de enzimas proteases, ou cininogenases, dentre as
quais as calicreinas tissular e plasmatica sdo as mais potentes. As calicreinas
diferem em relacdo ao seu peso molecular, especificidade para substratos, tipo de
cinina liberada, gene codificador e sequéncia de aminoacidos (MURRAY et al., 1990;
BEAUBIEN et al., 1991; KLAPHAN et al., 2002; CASSIM et al., 2002; MARCEAU E
REGOLI 2004; CASSIM et al., 2009).
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Fator XII
. L Fator Xlla . L
Pré-calicreina Pré-calicreina
Plasmética Tecidual
Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg Lys-Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg

[ J\Akminopeptida:s;L ]
l Cininase | %_ Cininase |

ECA ou Cininase Il

Receptores B,

Peptideos inativos

Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe Lys-Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe

(e | [

Receptores B;

Figura 1 — Sistema cininas-calicreinas - As cininas sdo peptideos ativos formados pela
clivagem proteolitica de proteinas inativas circulantes (Fator de Hageman ou fator Xll), a pré-
calicreina e os cininogénios, que sado ativadas como resposta do organismo frente a diferentes
estimulos tais como o contato com superficies de carga negativa, que é o caso do MSU. O grupo
mais importante de cininogenases € representado pelas calicreinas plasmética ou tecidual. A
calicreina plasmatica é responsavel pela formagdo da bradicinina e a calicreina tecidual, pela calidina.
A bradicinina pode ser transformada em peptideos inativos pelas enzimas cininase Il (enzima
conversora de angiotensina-ECA). Ainda, a bradicinina e a calidina podem ser convertidas em seus
metabdlitos des—Argg-bradicinina e des-Arglo—caIidina por acdo das enzimas cininase |. A bradicinina e
a calidina irdo exercer seus efeitos pela ativacéo dos receptores B, para cininas, ao passo que seus

metabolitos des-Arg, pela ativagao do receptor B, para cininas.

A calicreina plasmatica € uma serina protease codificada por um Unico gene e
secretada predominantemente pelo figado na forma inativa de pré-calicreina
plasmatica. Aléem do figado, outros locais capazes de secretar a enzima incluem

células endoteliais, leucdcitos e fibroblastos (CASSIM et al., 2002). Uma vez liberada
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na corrente sanguinea, ela circula ligada ao cininogénio de alto peso molecular
(cerca de 80%) ou como uma proteina livre (25%) (MANDLE et al., 1976; CASSIM et
al.,, 2002; KAPLAN et al.,, 2002). A pré-calicreina plasmatica é rapidamente
convertida em calicreina em um processo que pode envolver a ativacdo do Fator XII
(Fator de Hagemann) em Fator Xlla (SCHMAIER, 2008; KASHUBA et al., 2013). O
Fator XllI, juntamente com a pré-calicreina, o cininogénio e o Fator Xl formam o
“sistema de contato”, também conhecido como sistema formador de cininas. A
ativacdo do sistema de contato, além da formacao de cininas, tem como resultado a
ativacdo da via intrinseca da cascata da coagulacdo e da cascata fibrinolitica
(MOREAU et al., 2005; KASHUBA et al., 2013). O Fator Xll pode ser autoativado
pelo contato com superficies de carga negativa (anidnicas), que incluem silicatos,
heparina, cristais de urato monossoédico, entre outros (KAPLAN e SILVERBERG,
1987; CASSIM et al., 2002; CASSIM et al, 2009). A calicreina, por sua vez, cliva o
cininogénio de alto peso molecular pela hidrélise dos residuos arginina®°-serina®®,
e lisina*®*-arginina®", o que resulta na formacao do nonapeptideo bradicinina (Arg* —
Pro® — Pro® — Gly* — Phe® — Ser® — Pro’ — Phe® — Arg®) (MOR!I et al., 1981; MOREAU
et al., 2005).

As calicreinas tissulares séo serinas proteases codificadas por uma familia de
genes e secretadas por diversos orgdos e células como pancreas, rim, baco,
neutréfilos, pituitaria, placenta, glandulas sudoriparas e sebaceas e cérebro
(YOUSEF et al., 2003). Similar a calicreina plasmaética, a tissular é secretada na
forma inativa de pré-calicreina e € capaz de clivar o cininogénio de baixo peso

9 e carboxi-

molecular pela hidrélise dos residuos amino-terminais metil*”*-lisina®
terminais arginina®°-serina®®, resultando na formacdo do decapeptideo calidina
(Lys*- bradicinina). Apesar do cininogénio de baixo peso molecular ser o substrato
preferencial da calicreina tissular, ela pode ainda utilizar o cininogénio de alto peso
molecular para a formagédo de calidina. Por outro lado, em roedores, tanto a
calicreina plasméatica como a tissular formam preferencialmente bradicinina
(CAMPBELL, 2003). A calidina pode ser facilmente convertida em bradicinina pela
clivagem do residuo lisina de sua por¢cdo amino-terminal por acdo de
aminopeptidases plasmaticas (GUIMARAES et al., 1973). A bradicinina, juntamente
com a Lys-bradicinina e os dois metabdlitos des-Arg, constituem as quatro cininas
biologicamente ativas (MARCEAU E REGOLI, 2004). Parte da producgéo de cininas é

controlada por inibidores enddgenos de calicreinas, como por exemplo, a a-
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antitripsina no caso da calicreina tissular, e a,-macroglobulina e inibidor esterase C1
para calicreina plasmética (CASSIM et al., 2009). Logo depois de formadas, a
bradicinina e a calidina se difundem através da parede de capilares ou de vasos
linfaticos dos tecidos e sao rapidamente inativadas (tempo de meia vida de 10-50
segundos) por enzimas zinco metalopeptidases (MOREAU et al.,, 2005). Estas
enzimas compreendem as cininases | e Il, a aminopeptidase C e a endopeptidase
neutra.

As enzimas cininases | sdo representadas pela carboxipeptidase N (CPN) e
carboxipeptidase M (CPM) (CASSIM et al., 2002). A CPN age preferencialmente em
peptideos contendo lisina na porcdo C-terminal ao passo que a CPM age
preferencialmente em peptideos contendo residuos de arginina. A CPM age na
conversdo de bradicinina a des-Arg®-bradicinina, e pode também funcionar como um
regulador alostérico do receptor B;, aumentando sua afinidade pela des-Arg®-
bradicinina (ZHANG et al., 2013a, 2013b). Adicionalmente, a CPM pode facilitar a
ativacao do receptor B; pelo agonista B,, bradicinina. Porém esta regulacao requer a
expressdo da CPM proxima ao receptor Bi, para permitir a formacdo de um
complexo CPM-B;, necessario para este processo, descrito mais detalhadamente a
seguir (ZHANG et al., 2011; 2013b). A enzima CPM pode ser encontrada ancorada
na membrana ou em sua forma soltvel, amplamente distribuida pelo figado, rins,
vasos sanguineos, intestino, cérebro e nervos periféricos (ZHANG et al., 2013b).

As enzimas cininase Il sdo representadas pela enzima conversora de
angiotensina (ECA), e pela endopeptidase neutra. A ECA é primeiramente
sintetizada como uma proteina ligada a membrana que é posteriormente liberada na
circulacdo (COSTEROUSSE et al.,, 1992). A ECA é responsavel por clivar
sequencialmente o dipeptideo Phe®-Arg® e Phe®Ser® da porcdo C-terminal da
bradicinina, transformando-a em um metabdlito inativo. Apesar da baixa afinidade
desta enzima por metabdlitos des-Arg-, em alguns casos a ECA pode ainda clivar a
extremidade C-terminal da des-Arg®-bradicinina (DEDDISH et al., 1997). Por outro
lado, inibidores da ECA causam um aumento nos niveis de cininas, que sao
substrato para as enzimas cininase |, podendo desta maneira, resultar na geracéo
de agonistas do receptor B;. Ainda, os inibidores da ECA podem agir como
agonistas alostéricos do receptor B; e formar um complexo com o receptor By,
potencializando a sinalizagcdo dos receptores B; e B, para cininas (ERDOS et al.,

2010). Outra funcdo da ECA é atuar na conversao do hormdnio angiotensina | no
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potente vasopressor angotensina Il. Ja a endopeptidase neutra (neprilisina ou
encefalinase) € uma metaloprotease capaz de clivar o dipeptideo C-terminal da
bradicinina, agindo ainda em outros peptideos (KASHUBA et al., 2013).

A maioria das acdes das cininas € mediada pela interagcdo com receptores de
membrana. Estes receptores foram inicialmente definidos pela utilizacdo de critérios
farmacoldgicos, pelo uso de agonistas e antagonistas dos receptores. Primeiramente
demonstrou-se que o0s metabdlitos des-Arg®-bradicinina e des-Arg'%-calidina
apresentavam atividade farmacolégica em preparacbes de tecido isolado de
coelhos, e o receptor responsavel por mediar estas acdes foi entdo denominado
receptor B; para cininas (REGOLI et al., 1977). Subsequentemente, um segundo
receptor foi identificado e denominado receptor B, para cininas, ao qual a bradicinina
e calidina possuem alta afinidade (REGOLI e BARABE, 1980). A caracteristica
estrutural determinante para a ligagdo aos receptores B; em mamiferos foi
identificada como sendo a remocao da arginina C-terminal, que quando presente
determina a ligacdo aos receptores B, (PESQUERO e BADER, 1998).
Recentemente, porém, demonstrou-se que a substituicdo dos residuos Arg C-
terminal por um grupamento lisina levam a formacgdo de moléculas com atividades
de agonista em ambos os receptores B; e B, para cininas (ZHANG et al., 2012).

A definicdo molecular dos receptores iniciou-se com a clonagem do receptor
B, de ratos (MCEACHERN et al., 1991). Mais tarde, em 1994, ocorreu a clonagem
do receptor B; a partir de fibroblastos de pulmdo de embrides humanos
(MCEACHERN et al., 1991; MENKE et al., 1994). Apesar da proximidade nos genes
e de estes receptores apresentarem nimero semelhante de aminoacidos (o receptor
B, humano possui 359 aminoacidos e o receptor B; 353), eles apresentam apenas
36% de homologia (MENKE et al., 1994). Este dado sugere que estes receptores
possuem mecanismos distintos para a regulacéo da atividade e producéo de sinais
intracelulares.

A clonagem do receptor B; em humanos (Figura 2), semelhante ao ocorrido
apos clonagem do receptor B,, facilitou a clonagem deste receptor em outras
espécies como coelhos, camundongos, ratos, cdes, macacos e bovinos (MACNEIL
et al.,, 1995; PESQUERO et al., 1996; NI et al., 1998, HESS et al., 2002,
MORISSETE e MARCEAU, 2006). Os genes dos receptores B; e B, em humanos,
camundongos e ratos, estéo localizados no mesmo lécus do cromossomo 14, 12 e

6, e todos com menos de 20 kilobases de distancia um do outro (HESS et al., 2002;
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MOREAU et al., 2005). Além disso, um receptor para cininas foi identificado em
peixes (zebrafish) e aves (galinha) e parece ser homoélogo ao receptor B, de
mamiferos, que por sua vez, seria 0 receptor ancestral do B; (SCHROEDER et al.,
1997; DUNER et al., 2002; MOREAU et al., 2005).

Os receptores B; e B, para cininas sdo membros da superfamilia de
receptores acoplados a poteina G, geralmente Gagsi, que apresentam sete
dominios transmembrana, uma porcdo N-terminal extracelular e outra C-terminal
intracelular (Figura 2). A ativacdo destes receptores desencadeia a estimulacéo de
diferentes sistemas de segundo mensageiros, conforme o tipo celular e proteina G
envolvida (MOREAU et al., 2005). Na maioria das vezes sua ativacao envolve a via
de ativacdo da fosfolipase C (PLC), com consequente formacdo de trifosfato de
inositol (IP3) e diacilglicerol (DAG) (GUTOWSKI et al., 1991; MARCEAU e REGOLI,
2004; LEEB-LUNDBERG et al., 2005). O aumento dos niveis de IP3 resulta em
aumento dos niveis de calcio liberado do reticulo endoplasmatico, enquanto que a
formacdo de DAG promove ativacao de isoformas especificas da proteina quinase C
(PKC). Os eventos celulares estimulados pelos receptores de cininas podem ainda
envolver a ativacao de canais de potédssio sensiveis ao célcio, ativacdo da adenilato
ciclase, da fosfolipase A2, das éxido nitrico sintases e de varias proteinas quinases
(BHOOLA et al., 1992; BLAUKAT, 2003; FERREIRA et al., 2008).

Esta via de segundos mensageiros pode ainda levar a um processo de
sensibilizacdo periférica por modificar a atividade de outros receptores, como
acontece com o receptor TRPA1 e TRPV1. A ativacdo dos receptores para cininas
durante o processo inflamatério ou dano tecidual e a consequente ativacédo de PLC
pode resultar na producdo de IP3, causando a liberagdo de Ca'" intracelular
provocando a sensibilizacdo do TRPV1, que por sua vez induz a um influxo de Ca™
capaz ainda de sensibilizar o canal TRPAL. Adicionalmente, a producdo de DAG
atua na ativacdo de PKC, que juntamente com a PKA, séo capazes de fosforilar o

TRPA1 levando ao aumento de sua atividade, ou sensibilizacéo.
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Sitio de ativagédo por inibidores da ECA
e interacdo com a CPM

Cauda N-terminal extracelular

Sitio de?ti/agéo por agonistas

Q= ()

Cauda C-terminal intracelular

Figura 2 — Receptor B1 para cininas — o receptor B; para cininas apresenta sete dominios
transmembrana, uma cauda N-terminal extracelular e outra C-terminal intracelular. A alca extracelular
2 contém o dominio para a ligacao de inibidores da ECA (enzima conversora de angiotensina) e para
interacdo com a CPM (enzima carboxipeptidase M), e a alca extracelular 3 apresenta o dominio para

a ativacao do receptor por agonistas.

Os receptores para cininas diferem amplamente quanto aos mecanismos que
regulam sua expressdo. Os receptores B, sdo constitutivamente expressos e ja
foram identificados nos sistemas gastrointestinal, cardiovascular, respiratorio,
genitourinario, bem como no sistema nervoso central e periférico (MOREAU et al.,
2005). Este receptor é relativamente estavel quando expresso na membrana na
auséncia de agonista (ENQUIST et al., 2007). Apos ativacao agonista-dependente, o
receptor B, exibe uma resposta transitoria, tipica de outros receptores acoplados a
proteina G. Se a estimulagcéo persiste, esta resposta € seguida de um processo de
dessensibilizacdo mediada por fosforilagdo da algca C-terminal, endocitose

dependente de B-arrestina e formacao de vesiculas intracelulares (BLAUKAT, 2003;
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MOREAU, 2005; ENQUIST et al., 2007; 2014). A ativacdo de endocitose pelo
agonista é um fendbmeno reversivel, sendo que o receptor é reciclado de volta a
membrana quando o agonista é retirado (MARCEAU et al., 2002; ENQUIST et al.,
2007).

J& o receptor B; para cininas pode estar constitutivamente expresso ou ainda,
sua expressao ser rapidamente induzida, o que ocorre geralmente em resposta a um
processo inflamatério ou injuria tecidual. Sua expressédo ja foi demonstrada em
neurbnios sensoriais de ganglios trigeminais, células satélites do ganglio da raiz
dorsal e nas laminas superficiais da medula espinhal (MA et al., 2000;
WOTHERSPOON e WINTER, 2000; MA e HEAVENS, 2001; FOX et al., 2003;
RASHID et al., 2004; MA 2001; SHUGHRUE et al., 2003). Em ratos, demonstrou-se
gue esta expressao se da predominantemente em neurénios de pequeno e médio
didmetro e de fibras C peptidérgicas e ndo peptidérgicas (MA et al., 2000, 2001).
Ainda, a expresséo do receptor foi confirmada em terminagfes nervosas periféricas,
como as que inervam a bexiga (WOTHERSPOON e WINTER, 2000) e pele humana,
assim como em ganglios de fibras do sistema nervoso simpatico (SEABROOK et al.,
1997; SCHREMMER-DANNINGER et al., 2004). Adicionalmente, ha expresséo do
receptor B; em células ndo-neuronais como em diferentes células do sistema imune
(macrofagos, fibroblastos e neutrofilos) e em células endoteliais (SCHAEFFER et al.,
2001; EHRENFELD et al., 2006).

Quando expresso, o0 receptor B; ndo é estavel na membrana e sofre
endocitose espontanea com posterior degradacdo lisossomal (ENQUIST et al.,
2007). Os mecanismos envolvidos nesta internalizagdo ainda ndo foram bem
elucidados, mas o receptor parece nao sofrer fosforilacdo ou dessensibilizacéo
significativa (ENQUIST et al., 2007, 2013). Por ouro lado, a presenca do agonista
leva a ativacdo do receptor e estabilizacdo temporaria do mesmo na membrana,
retardando sua endocitose (ENQUIST et al.,, 2007). Estes processos parecem
contribuir para a ativacdo sustentada que o receptor B; apresenta, e apontam a
cauda C-terminal do receptor como determinante para estes efeitos.

Ele encontra-se no reticulo endoplasmatico, onde ocorre a formacao de
homo-oligdmeros, que parece ser necessaria para a translocacdo e expressao de
um receptor funcional na membrana. A nédo formacdo do complexo resultaria na
degradacdo do receptor (SANDEM e LEEB-LUNDBERG, 2013). Porém, trabalhos

anteriores sugerem a formacdo de um complexo hetero-oligbmero entre os
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receptores B; e B, (KANG et al., 2004). Na formagé&o deste complexo, o receptor B,
parece desempenhar o papel de estabilizador do receptor B; na membrana, e sofre
degradacdo, ao passo que a sinalizacdo via B; se mantém (KANG et al., 2004,
ENQUIST et al., 2013).

Outro mecanismo de regulacéo do receptor B; € pela interacdo com a enzima
carboxipeptidase M (CPM), como demonstrado por ZHANG e colabradores (2011)
pela utilizacdo de células HEK 293 (células embrionarias humanas). Assim, além da
conhecida atividade da enzima de gerar os agonistas des-Arg®-bradicinina e des-
Arg'®-calidina, ela regularia a sinalizacdo do receptor B; via bradicinina e calidina,
sem a necessidade de clivagem. O grupo sugere que a bradicinina é capaz de se
ligar a CPM, que sofre uma alteracdo conformacional e interage com o receptor B;
levando a alterac6es conformacionais também no receptor causando sua ativacao.
Demonstraram ainda que a ruptura do complexo receptor B;-CPM reduz a
sinalizagdo via receptor B; gerada pela bradicinina, e que em células endoteliais
pulmonares bovinas, o inibidor da CPM, Mergepta, foi capaz de bloguear o influxo de
Ca'" induzido por bradicinina (ZHANG et al., 2011, 2013a, 2013b). Esta interacéo
exigiria a co-expressdo do receptor e da enzima, e interessantemente, citocinas
capazes de causar aumento na expressao do receptor B;, também induzem o
aumento da expressao da enzima CPM.

Fisiologicamente, as cininas estdo envolvidas na regulacdo do tdnus de varios
tipos de musculatura lisa, regulacéo da pressao arterial, transporte de glicose e de
eletrélitos, estimulacdo da reabsorcédo 6ssea e proliferacao celular (BHOOLA, 1992;
BASCANDS et al.,, 2003). Além destas importantes acdes fisioldgicas, as cininas
participam de varios processos patologicos, como cancer, asma, hipertenséao,
choque séptico, pancreatite e artrite (BHOOLA et al., 1992; CASSIM et al., 2002;
BASCANDS et al.,, 2003). De fato, diferentes componentes do sistema cininas-
calicreinas ja foram identificados em leucécitos circulantes e amostras de liquido

sinovial obtidas de pacientes com doencas inflamatorias articulares.

1.6 Participagao do sistema cinina-calicreina nos processos de artrite

Ha na literatura trabalhos demonstrando a ativacdo do Fator de Hageman
induzida por MSU in vitro e em modelo animal, em fluido sinovial e plasma humano
de pacientes com gota (KELLERMEYER 1965; 1967; GINSBERG et al., 1980).
Adicionalmente, ha estudos mostrando que o0 uso de antagonistas do receptor B,
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reduz a inflamacgéo causada pelo MSU em modelo animal de gota e que ha aumento
nos niveis de bradicinina no fluido sinovial de pacientes com gota (WEBSTER et al.,
1972; DAMAS et al., 1992;). Interessantemente, Chercuitte (1987), demonstrou o
aumento da atividade da enzima cininase | em fluido sinovial de pacientes com
artrite, incluindo um paciente durante o ataque agudo de gota. Considerando que a
bradicinina possa ser utilizada como substrato para a formacdo de des-Arg®-
bradicinina pela cininase |, estes dados corroboram com a possibilidade do
envolvimento do receptor B; para cininas na gota.

Da mesma forma, foi relatado o envolvimento de receptores B; no
extravasamento plasmético em modelo de artrite induzido por adjuvante completo de
Freund (CRUWYS et al.,, 1994). Este mesmo estudo demonstrou ainda, que a
administracdo de des-Arg®-bradicinina em joelho de animais naive resultou em
extravasamento plasmatico, e apesar de menos intenso que o induzido pela
bradicinina, foi significativo em relacdo a animais ndo injetados. Além disso, o
tratamento intra-articular com antagonistas do receptor B; foi capaz de previnir a
nocicepcao e a degradacao da cartilagem em um modelo pré-clinico de osteoartrite
(KAUFMAN et al., 2011).

Outros estudos que sustentam um possivel envolvimento dos receptores B;
na gota sdo aqueles que demonstram a presenca de calicreinas, cininogénios e
receptores B; para cininas em neutréfilos circulantes e no fluido sinovial de
individuos com artrite (MELLMON et al., 1967; WILLIAMS et al., 1997; CASSIM et
al., 2009). O receptor B; esta envolvido em diferentes modelos inflamatorios
associados ao desenvolvimento de nocicep¢do e animais com delecdo génica do
receptor séo refratarios ao acumulo de neutréfilos nos tecidos (MARCEAU et al.,
1998; PESQUERO et al., 2000). Além disso, estes receptores sdo fundamentais na
regulacéo da infiltracéo leucocitaria dependente de IL-18 (AHLUWALIA e PERRETI,
1996; MCLEAN et al., 2000; DUCHENE et al., 2007). Ainda, a expressao do receptor
B: em células endoteliais e neutréfilos parece favorecer sua importancia na
regulacdo das interacdes entre leucocitos e endotélio, regulando processos como
adeséao, rolamento e infiltracdo, através da modulacdo de diferentes moléculas de
adesao (FIGUEROA et al., 2014). Todos estes aspectos sédo de grande importancia
uma vez que a gota € uma doencga inflamatéria dolorosa com a caracteristica de

induzir um grande infiltrado leucocitario como um dos acontecimentos primarios do
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processo inflamatoério gerado pelo MSU, que tem ainda a IL-1B como citocina chave
destes acontecimentos.

O receptor B; para cininas pode ser expresso ainda por outras células do
sistema imune como fibroblastos, mondécitos e macrofagos, o que também o coloca
no cenario da gota podendo ele estar expresso nestas células nas articulagbes. E
importante observar que os sinoviocitos (tanto os do tipo A ou macréfagos, quanto
os do tipo B ou fibroblastos) sdo células residentes, e a ativacdo do receptor B;
expresso nestas células poderia facilitar o envolvimento do receptor nos estagios
iniciais do ataque de gota (IWANAGA et al., 2000).

Ja no que diz respeito a dor, um dos sintomas mais extenuantes que atingem
os individuos durante o ataque de gota, ha a expressao de receptores B; no ganglio
da raiz dorsal e terminacdes nervosas de neurdnios sensoriais, preferencialmente
em fibras nociceptivas, o que facilitaria seu envolvimento direto na modulagéao e
transmissao de processos dolorosos (MA et al., 2000; 2001). Todavia, a expressao
deste receptor em outras células ndo o exclui como possivel regulador indireto da
nocicep¢ao durante o ataque de gota. Ainda, € importante observar que animais com
a delecdo génica do receptor B; para cininas sao refratdrios a inducdo de
nocicepgdo quimica e térmica (PESQUERO et al., 2000).

Assim, fica evidente que o receptor B; para cininas pode fazer parte do
microambiente sinovial, podendo ser expresso em diferentes células neuronais e
nao-neuronais, e podendo atuar nos principais processos que ocorrem durante o
ataque agudo de gota. Ainda, é bem conhecido o papel dos receptores B; na
iniciacdo e manutencdo de diferentes processos inflamatérios e h& diferentes
estudos demonstrando o envolvimento do sistema cininas-calicreinas na gota,
incluindo os ataques agudos da doenca precipitados pelo tratamento com inibidores
da ECA, conforme observado no item 1.4. Uma vez que os receptores B; também
participam dos efeitos cardioprotetores dos iECA, torna-se plausivel sua participacao
também nos efeitos potencializadores destes medicamentos em relagcdo a
deflagracao do ataque agudo de gota.

Desta maneira, a investigacdo sobre o envolvimento dos receptores B; no
processo inflamatério doloroso que caracteriza o ataque agudo de gota é importante
pois pode esclarecer o papel do receptor na doenca, facilitar o entendimento da

relacdo entre o uso de iIECA com o risco aumentado de se desenvolver gota e
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apontar um novo alvo terapéutico para esta condicdo ainda sem um tratamento

eficaz e seguro.



2. OBJETIVOS
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2. Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Verificar o papel dos receptores B; para cininas e o efeito da inibicdo da enzima

conversora de angiotensina sobre o ataque agudo de gota induzido por MSU em

roedores.

2.2 Objetivos Especificos

221

2.2.2

2.2.3

224

Analisar o papel do receptor B; para cininas sobre a resposta nociceptiva e
inflamatéria induzida pela injecdo intra-articular de cristais de urato
monossoédico (MSU);

Verificar a expressao dos receptores B; para cininas frente a injecdo de MSU
na articulacéo

Avaliar a resposta nociceptiva e edematogenica induzida pela inje¢céao intra-
articular de uma baixa dose de MSU em animais previamente tratados com
inibidores da enzima conversora de angiotensina,

Verificar se ha o envolvimento do receptor B; para cininas nas respostas
nociceptiva e edematogenica induzidas pela injecdo intra-articular de uma
baixa dose de MSU em animais previamente tratados com o inibidor da

enzima conversora de angiotensina
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3.1 MANUSCRITO CIENTIFICO

Os resultados inseridos nesta tese apresentam-se sob a forma de manuscrito
cientifico. Os itens Introducédo, Materiais e Métodos, Resultados, Discussdo dos
Resultados e Referéncias Bibliograficas, encontram-se no manuscrito. O manuscrito
esta disposto na mesma forma a qual foi submetido a revista cientifica Annals of the
Rheumatic Diseases. O artigo, requisito necessério para a obtencdo do titulo de
doutor, esta disposto na mesma forma a qual foi publicado na revista cientifica

Journal of Ethnopharmacology e é apresentado no item APENDICE.
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ABSTRACT
Objective: Verify the role of the kinin B; receptors (B;R) and the effect of angiotensin

I-converting enzyme inhibitors (ACEi) on acute gout induced by monosodium urate
(MSU) crystals in rodents.

Methods: Painful (overt pain and allodynia) and inflammatory parameters (joint
oedema, leukocyte trafficking, interleukin-13 levels) of acute gout attacks were
assessed several hours after an intra-articular (IA) injection of MSU (1.25 or 0.5
mg/articulation) into the ankle of rats or mice, respectively. The role of BiR was
investigated using pharmacological antagonism or gene deletion. In addition, B;R
immunoreactivity in ankle tissue and sensory neurons, kininase | activity and des-
Arg®-bradykinin synovial levels were also measured. Similar tools were used to
investigate the effects of ACEi on a low dose of MSU (0.0125 mg/articulation)-
induced inflammation.

Results: Kinin B;R antagonism or gene deletion largely reduced all painful and
inflammatory signs of gout. Furthermore, MSU increased B;R expression in articular
tissues, the content of the B; agonist des-Arg®-bradykinin and the activity of the B;
agonist-forming enzyme kininase I. A low dose of MSU crystals, which did not induce
inflammation in control animals, caused signs of acute gout attacks in ACEi-treated
animals that were B;R-dependent.

Conclusions: Kinin B3R contributes to acute gouty attacks, including the ones
facilitated by ACEIi. Therefore, B1R is a potential therapeutic target for the treatment

and prophylaxis of gout, especially in patients taking ACEi.
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INTRODUCTION

Gout is induced by the deposition and crystallization of monosodium urate
(MSU), and it is the most common cause of inflammatory arthritis in older adults[1].
MSU crystallization leads to the release of multiple inflammatory mediators such as
kinins[2,3]. Kinins have an important function in painful and inflammatory processes
by stimulating in leukocyte recruitment, especially in response to IL-1B[4,5]. However,
despite the body of evidence demonstrating a clear contribution of the kinin system to
the pathogenesis of some arthritic conditions, the role of the kinin B; receptor (B1R)
in MSU crystal-induced pain and inflammation is currently unknown[2,3,6,7].

One known but under investigated aspect of gout, is the fact that patients
suffering from this disease frequently experience a range of comorbidities which
restricts treatment options and affects long-term prognosis[1,8]. The most common
comorbidity is hypertension, which affects 60-80% of gout patients[8-10].
Additionally, some studies have indicated that certain antihypertensive drugs, such
as ACE inhibitors (ACEI), increase the risk of gout[10,11]. Notably, ACEi block the
metabolism of several peptides, in particular bradykinin hydrolysis[12]. Bradykinin is
also a substrate for kininase I, which forms des-Arg-kinin B;R agonists.Therefore,
ACE inhibition can activate the B;R pathway. Moreover, ACEi are allosteric
enhancers of kinin receptors[13] and B;R are linked to inflammatory cardiovascular
diseases[14].

The present study focused on the rodent model of gout-like joint pain and
inflammation induced by MSU injection into the ankle, which shares a number of the
characteristics of acute gout attack in humans[15,16]. The aim was to investigate the
possible involvement of B;R and ACEi treatment in the development of acute gouty

attacks.
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METHODS
Ethical statement

All animal handling and experimental procedures were performed in
accordance with the Canadian Council for Animal Care guidelines for the care and
use of experimental animals. All protocols used were also approved by the
Committee on the Ethical Use of Animals of the Federal University of Santa Maria
(CEUA, process number 94/2010), or the Dalhousie University Science Animal Care
Committee (protocol number 12-041). The behavioral studies followed the ARRIVE
guidelines[17]. Experiments were performed in a total of 230 adult male Wistar rats
(250-300 g, bred in house), 8 Wild type C57BL/6 and 8 kinin B; receptor knockout
mice (B1-/-) (20-30 g)[18] obtained from the Department of Biophysics (UNIFESP,
Sdo Paulo, Brazil). All animals submitted to IA injections were first deeply
anaesthetized (2% isoflurane, 100% O, 1L/min). The study design, housing

conditions and reagents information are provided in online supplementary material.

MSU crystals-induced arthritic gout

MSU crystals (0.0125 — 1.25 mg/articulation; with a mean length of 12 £ 2 ym)
suspended in 50 pl of endotoxin-free PBS were injected into the medial side of the
tibio-tarsal joint (ankle articulation) of rats[15]. Control animals received an intra-
articular (IA) injection of 50 ul of vehicle alone (PBS). All drugs treatments were co-
administered in the MSU suspension at a final volume of 50 ul. For the mouse
experiments, animals received I|A injections of 20 ul of MSU crystals (0.5

mg/articulation)[16].

Treatments
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To study B;R involvement on gouty attacks, animals were treated with the
selective B;R antagonist SSR240612 (10 nmol/articulation)[19]. To verify kininase |
involvement in gout attacks, another group of gouty animals were treated with the
kininase | inhibitor Mergepta (0.05 nmol/articulation)[20]. Control animals received IA
injections of 50 pl of the MSU vehicle (PBS) or the SSR240612 vehicle (0.05%
dimethyl sulfoxide - DMSO in PBS).

We also performed ACE inhibition using enalapril[21] (3 mg/kg, oral route -
p.o.), 0.5h before IA injection of either MSU (0.0125 mg/articulation) or vehicle
(saline). A separate cohort of animals was treated with the ACEi, enalapril (3 mg/kg,
p.o.) and 0.5 h later received an IA co-injection of the B; receptor antagonist
SSR240612 (10 nmol/articulation) or Mergepta (0.05 nmol/ articulation) plus MSU
(0.0125 mg/articulation). Controls received saline p.o. and IA MSU (0.0125

mg/articulation).

Nociception and oedema evaluation

Animals were assessed for nociception (touch allodynia and overt pain-like
behaviors) and oedema development up to 8 h post-MSU. Measurements of touch
allodynia [significant decrease in paw withdrawal threshold (PWT) compared to
baseline values] were carried out using von Frey monofilaments as previously
reported[22,23] and results expressed as 50% of mechanical PWT, in grams (Q).
Overt pain-like behaviors induced by MSU IA injection was assessed using a
standing paw pressure scale from 0 - 3[24]. The online supplementary material
provide a detailed description of the nociceptive procedures. Ankle oedema was
measured by a digital caliper, before and after IA injections[25], and results

expressed as change in ankle diameter.
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Inflammatory parameters of MSU-induced gout

Synovial lavage fluid samples from MSU injected animals treated with either
SSR240612 (10 nmol/articulation) or vehicle (PBS 0.05% DMSO) were obtained 2 h
after 1A injections. Briefly, animals were deeply anaesthetized with sodium
pentobarbital (100 mg/kg, i.p.) and perfused with ice saline to remove blood. Ankle
synovial cavities were washed with a final volume of 30 puL of PBS to obtain synovial
lavage fluid samples[26]. Protein content from synovial lavage was measured by
Bradford method[27]. In addition, the total number of leukocytes[26], neutrophil
myeloperoxidase (MPQO) enzyme activity[28] and IL-1p levels were determined (See
online supplementary material for detailed description).

For intravital microscopy, animals were deeply anaesthetized 2 h after
treatment and placed on a homoeothermic heating blanket to maintain internal body
temperature at 37°C. The skin over the left ankle was surgically removed and
circulating leukocytes were stained in vivo using an intravenous injection of 0.05%
Rhodamine 6G[29]. Joint microcirculation was observed under an epifluorescent
microscope Axiotech Vario (Carl Zeiss, Jena, Germany). One minute recordings from
ankle blood vessels (diameter 30-50 um) was selected for analysis of leukocyte

rolling and adherence as previously described[29].

Kininase | and Il activities

Synovial lavage samples from gouty and control animals were obtained as
described above and assessed for kininase | activity. The enzyme activity assay
involved the incubation of samples in the presence of fluorescent dansyl-Ala-Arg,

which is a substrate for kininase 1[30, 31]. The fluorescent product was extracted with
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chloroform and measured at 495 nm (340 nm excitation). The results are expressed
as fluorescent units/mg of protein.

For the kininase Il activity, ankle tissue samples (synovium and capsule) were
incubated in the presence of a kininase Il substrate, (N-[3-(2-furyh)-acryloyl]-L-
phenylalanylglycylglycine (FAPGG)[32]. The product was measured colorimetrically

(340 nm), and the results are expressed as pmol of cleaved substrate/minute.

Des-Arg®-bradykinin (DABK)measurement

The synovial lavage fluid of animals IA injected with either vehicle (PBS) or
MSU (1.25 mg/articulation) were used to analyze DABK levels. Samples with equal
amounts of protein were centrifuged at 3000 g for 15 min and the supernatant was
evaporated for complete precipitation of kinin precursors[33]. The formed residue
was used for DABK quantification on nitrocellulose membranes using a Millipore slot
blot apparatus[34]. The membrane was incubated first with a rabbit anti-human
DABK-antibody (1:1000) followed by a streptavidin peroxidase polymer (1:2500).
Blots were developed using 3,3',5,5'=tetramethylbenzidine, dried, scanned, and

quantified with ImageJ software (RIID: nif=0000=30467).

Western blot and immunohistochemistry

Bi1R expression in articular tissue samples (synovium and capsule) was
assessed by western blotting 1, 2 and 4h after MSU or vehicle injections. Western
blot analysis was carried out as described previously[35]. Ponceau staining served
as a loading control and a specific anti-B; polyclonal primary antibody was used. The
results were normalized to control group densitometry values and expressed as the

relative amount of B;R expression.
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Furthermore, ankle joint afferent nerves from 8 animals were labeled using the
dye Fluoro-Gold (2% solution). Five days after an IA injection of Fluoro-Gold, animals
were euthanized and ipsilateral dorsal root ganglia (DRG) from L3-L5 were
removed[29]. Immunofluorescence was performed as previously reported[36] using
BiR primary antibody (1:100) and an FITC-conjugated donkey antigoat secondary
antibody (1:200). Specificity of the B;R antibody was determined through the
omission of the primary antibody. The cell body areas of all Fluoro-Gold and B;
positive cells were measured and analyzed[36]. No Fluoro-Gold labeling was
observed in DRG sections from rats that were not injected with Fluoro-Gold (data not

shown).

Statistical analysis

The difference between 2 groups at one time point was analyzed using
Student's t test. Differences among 3 or more groups at one time point were
analyzed by one-way analysis of variance (ANOVA) followed by Newman-Keuls or
Dunnett's post-hoc tests. Differences between 3 or more groups at different times
were analyzed using two-way ANOVA followed by Bonferroni’s post-hoc test.
Statistical analysis was performed using GraphPad Software 5.0 (GraphPad
Software, San Diego, CA, USA). Percentage inhibition values are reported as the
mean + S.E.M. obtained in each experiment in relation to the control values. P values
less than 0.05 were considered significant. To meet the ANOVA assumptions,

mechanical hyperalgesia data were log transformed prior to statistical analysis.

RESULTS

Involvement of kinin B; receptors in MSU-induced pain and oedema
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IA injection of high dose MSU induced touch allodynia, overt pain-like
behaviors and articular oedema (see online supplementary figure S1). The highest
dose (1.25 mg/articulation) was able to induce pain and oedema at all time points
tested (P< 0.001), whereas low dose MSU (0.0125 mg/articulation) did not induce
pain or oedema (see online supplementary figure S1).

The selective B;R antagonist SSR240612 (Fig. 1A-C), and B1R gene deletion
(Fig.1E-G), reduced touch allodynia, overt pain-like behaviors and articular oedema
trigged by high dose MSU , especially at the early time points. Moreover, articular
tissues from naive animals constitutively expressed B;R protein which increased
from 1 to 4 hours after MSU injection (Fig. 1D). Only 10 nmol/articulation was able to
prevent the mechanical hyperalgesia and no significant pain behavior or oedema was
observed with this dose (see online supplementary figure S2). Another bradykinin
B.R antagonist, des-Arg’°-HOE140, equally reduced nociception and oedema
induced by MSU, which corroborates the role of kinin B;R activation in gout (see

online supplementary figure S3).
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Fig. 1. The protective effect of the selective B;R antagonist SSR240612 (10

nmol/articulation) (A, B, C) and B;R ablation (B,™) (E, F, G) on touch allodynia (PWT:
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paw withdrawal threshold, A, E), overt pain-like behaviors (B, F) and oedema (C, G)
induced by an IA MSU injection (1.25 mg/articulation). B;R expression increased by
IA MSU injection (D). N=6 per group, only rats (A-C), N=4 per group, only rats (D)
and N=7 per group, only mice (E-G). Each column represents the mean + SEM.
P<0.001 represent significant differences compared to the baseline levels of
vehicle/MSU group (one-way ANOVA followed by the Student-Newman-Keuls’ test). *

P<0.05; ** P<0.01 and *** P<0.001 represent significant differences compared to the

vehicle/MSU I|A-injected group (two-way ANOVA followed by Bonferroni’s test).

Stimulation of kinin B; receptors mediate additional inflammatory responses in
gout

In addition to pain and oedema, B3R has been implicated in the development
of other signs of inflammation, including leukocyte recruitment and pro-inflammatory
cytokine production[4,18]. In the present study, it was found that SSR240612
reduced the protein content in the synovial fluid of MSU injected ankles (Fig. 2A) and
abolished the release of IL-1B into the synovial fluid of gouty animals (Fig. 2B).
Furthermore, we found that treatment with the B;R antagonist largely reduced the
number of leukocytes (Fig. 2C), and MPO activity (Fig. 2D), indicating that PMN
infiltration caused by MSU is mediated by B;R activation. Finally we demonstrated
that MSU caused a three-fold increase in leukocyte rolling and a five-fold increase in.
Furthermore, treatment with SSR240612 inhibited the increase in leukocyte rolling
and adherence (41+16 and 58+20 % of inhibition, respectively) in ankle blood vessels
(Fig. 2E, F). Representative images of vehicle, MSU and SSR240612 plus MSU

effects on leukocyte rolling and adherence are illustrated in Fig. 2G-I. We also
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detected that B;R antagonism reduced the increase in P-selectin expression

produced by MSU (see online supplementary figure S4).
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Fig. 2. The protective effect of the B;R antagonist SSR240612 (10 nmol/articulation)
on synovial lavage fluid protein content (A), IL-1B levels (B), total leukocyte number
(C), MPO levels (D), and leukocyte rolling (E) and adherence (F) were increased by
IA MSU injection (1.25 mg/articulation). Representative intravital microscope images
of vehicle (G), MSU (H), and SSR240612 plus MSU (I) on leukocyte accumulation in
an ankle blood vessel. N=5 per group, only rats were used. Each column represents
the mean + SEM. ¥ P<0.05 and " P<0.001 represent significant differences
compared to the vehicle group; * P<0.05, ** P<0.01 and *** P<0.001 represent
significant differences compared to the vehicle/MSU IA-injected group. The statistical
analysis was performed using one-way ANOVA followed by the Student-Newman-

Keuls’ test.

Kinin B1 receptor activation pathways involved in MSU-induced gouty attacks
The kininasel inhibitor Mergepta significantly reduced MSU-induced touch

allodynia, overt pain-like behaviors and articular oedema (Fig. 3A-C). Animals

challenged with MSU had higher articular kininasel activity and DABK levels than

animals injected with vehicle (Fig. 3D-E).
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Fig. 3. The protective effect of the kininase | inhibitor Mergepta (0.05
nmol/articulation) on touch allodynia (A), overt pain-like behaviors (B) and oedema
(C) induced by MSU IA injections (1.25 mg/articulation). Synovial lavage fluid
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injection. The measurements, with except of F, were made two hours after IA
injections. N=5 per group (A-D) and N=4 per group (E), only rats were used. Each
column represents the mean + SEM. ¥ P<0.05, * P<0.01 and ** P<0.001 represent
significant differences compared to vehicle IA injected group, * P<0.05 and ***

P<0.001 represent significant differences compared to the vehicle/MSU IA injected
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group. The statistical analysis was performed using one-way ANOVA followed by the

Student-Newman-Keuls’ test (A-C, F) or Student's t test (D, E).

We also confirmed that kinin B;R are expressed on sensory neurons that
innervates gouty ankles. Further analysis of receptor expression between L3-L5
DRGs revealed that receptors were uniformly expressed at all levels (Fig 4A-B).
Additionally, the majority of B; positive neurons were small-sized neurons with an
area of 600 pm? or less, followed by medium-sized neurons (600-1200 pm?) (Fig.
4C), which indicated that kinin B;R are localized on nociceptive C- and Ad-fibres[36].
In contrast with joint tissues, MSU injection did not alter the expression or the
distribution of neuronal B;R. Photomicrographs from L3-L5 DRGs demonstrating
Fluoro-gold positive cells from ankle joint afferents (D-F) and immunopositive cells for

B1 (G-I) are shown in Fig. 4.
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Fig. 4. Total number of Fluoro-Gold positive cells (A) and the number of Fluoro-Gold
and B; co-localized positive cells (B) from L3, L4 and L5 dorsal root ganglia (DRGS),
2 h after vehicle or MSU (1.25 mg/articulation) IA injections. Size distribution of
Fluoro-Gold and B; co-localized cells in L3, L4 and L5 DRGs (C). N=4 for per group,
only rats were used. Photomicrographs shown in the left panel: retrograde labeling of
ankle joint afferent DRGs with Fluoro-Gold taken from L3 (D), L4 (E) and L5 (F); right
panel: immunofluorescent images revealing co-localization of B;-positive cells in the

corresponding L3—-L5 DRGs (G-I). Scale bar, 50 pm.

ACEI treatment sensitizes animals to MSU-triggered acute gouty attacks
As mentioned above, IA injection of low dose MSU did not induce pain or

edema itself. However, when the animals were pre-treated with the ACEi enalapril (3
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mg/kg), low dose MSU reduced ACE activity in tissue taken from the ankles of these
animals (Fig. 5A) andheightened mechanosensitivity and articular oedema (Fig. 5B-
D). Pretreatment with another ACEi (captopril, 0.5 mg/kg) also produced pain and
oedema after IA injection of low dose MSU (data not shown). Furthermore, ACEi
treatment did not cause pain or oedema when administered in animals injected with
saline (see online supplementary figure S5). Thus, ACE inhibition increased the

sensitivity to MSU and facilitated the development of acute gout attacks.
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Fig. 5. Articular tissue ACE activity (A), touch allodynia (B), overt pain-like behaviors
(C) and oedema (D) in animals pre-treated with saline or enalapril (3 mg/kg, p.o.) 0.5
h before the IA injection of a low dose of MSU (0.0125 mg/articulation). N=8 per
group, only rats were used. Each column represents the mean + SEM. * P<0.05, #

P<0.01 and ** P<0.001 represent significant differences compared to the saline/MSU
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group. The statistical analysis was performed using Student's t test (A) or two-way

ANOVA followed by Bonferroni’s post-hoc test (B,C,D).

MSU-triggered acute gouty attacks induced by ACEi treatment involve
stimulation of kinin B; receptors

To test if ACE inhibition potentiates MSU-induced gouty attack by a kinin B;R
mechanism, the effects of SSR240612 and Mergepta administered to ACEI/MSU
treated animals were observed on joint pain and oedema. Both SSR240612 and
Mergepta inhibited touch allodynia, hyperalgesia and oedema in enalapril-treated
animals (Fig. 6A-C). Corroborating these in vivo results, animals treated with
enalapril and challenged with low dose MSU had higher articular kininasel activity
and DABK levels than animals challenged with vehicle alone (Fig. 6D, E).
Additionally, enalapril treatment increased B;R expression in the ankle tissues (see

online supplementary figure S4).
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mg/kg, p.o.) 0.5 h before the IA injection of a low dose of MSU (0.0125

mg/articulation). Synovial lavage fluid kininase | activity (D) and articular tissue DABK
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levels (E) in animals pre-treated with saline or enalapril 0.5 h before IA injection. All
measures were made two hours after 1A injections. N=8 for per group (A-C) and N=5
per group (D, E), only rats were used. Each column represents the mean + SEM. *
P<0.05, ™ P<0.01 and ** P<0.001 represent significant differences compared to
saline/MSU treated group; * P<0.05 and ** P<0.01 represent significant differences
compared to enalapril/MSU group (A, B, C). The statistical analysis was performed

using one-way ANOVA followed by the Student-Newman-Keuls’ test.

DISCUSSION

The present study determined that both peripheral B;R antagonism and gene
deletion reduced pain and oedema induced by MSU in rodents, which indicate a role
for the B, pathway in the onset of MSU crystal-induced inflammation. These results
are relevant because pain and oedema are hallmark responses of an acute gouty
attack in humans[8,9,37] Similar to our findings in a gout model, IA administration of
a B3R antagonist is able to reduce pain and joint damage in a model of
osteoarthritis[38]. Additionally, since 1A administration is routinely used clinicallyit is
possible that local administration of B;R antagonists could be an effective way to
treat gouty attacks in humans[8].

The current study also found that a kinin B3R antagonist reduced increased
articular IL-1pB levels and the massive influx of leukocytes induced by MSU. This is an
interesting finding because both neutrophils and IL-1p3 are pivotal triggers of gout,
and have been detected in the synovial fluid of gouty patients[1,5,39-41]. Contrary to
our results, another study failed to detect B;R antagonism effects on leukocyte

infiltration caused by an intraperitoneal MSU injection[42]. Differences in the injection
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site of MSU and pharmacokinetic limitations of the antagonist used due to its peptidic
nature may explain this observation. Furthermore, we demonstrated that MSU
increased the rolling and adherence of leukocytes in blood vessels supplying the
ankle, and these effects were mediated by B;R. It is known that B;R stimulates
leukocyte recruitment by promoting interactions between leukocytes and vascular
endothelium adhesion molecules, resulting in increased rolling, adhesion and
migration[4,18,43,44]. Accordingly, we verified that B;R antagonism not only reduced
leukocyte trafficking in the joint, but also increased the expression of the adhesion
molecule P-selectin.

The exudation of plasma proteins caused by MSU could contain some of the
substrates and forming enzymes for the local generation of kinins in the gouty
joint[6]. In fact, MSU induced a rise in local DABK levels and this process seemed to
be regulated by kininasel. Accordingly, increased kininasel activity was previously
reported in the synovial fluid of a gout patient[7]. Despite the enhanced local DABK
production, the expression of B;R was necessary to mediate MSU-induced
inflammation.

Immunohistochemistry revealed constitutive B;R expression in the articular
tissues of control rats, similar to what has been described in normal synovial tissue of
humans[6]. Moreover, we detected, for the first time, the expression of B;R in small
diameter sensory neurons projecting from the ankle joint. Consistent with our
findings, constitutive B;R-containing sensory neurons have been found in peripheral
nerve terminals[45], and these neurons are likely to be C- and Ad-fibre which are
important for pain regulation[33]. Interestingly, MSU increased Bi;R expression in
articular tissues as early as 1 hour after IA injection. This rapid increase in B;R

expression seems to be independent of transcription and it may be dependent on
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MRNA stabilization and protein synthesis induction by interleukin-13[35,48]. In
addition, it has been proposed that a facilitatory interaction between B;R and IL-13
can promote rapid B;R expression[43,49]. Moreover, it is important to note that in
addition to neurons, other resident or infiltrating cells (such as synoviocytes or
neutrophils) can express B1R in joints[6,46,47]. This means that the increased B;R in
articular tissues may be dependent on leukocyte infiltration, without an actual “up
regulation” in expression.

Another exciting finding of our investigation was the involvement of B;R in the
increased propensity of acute gout attack in response to systemically administered
ACEi. In fact, articular B;R antagonism and kininasel inhibition prevented the
inflammation caused by low dose MSU in ACEi-treated animals. Low dose MSU also
increased kininase | activity and DABK levels in ACEi-treated animals, which
suggests that bradykinin may serve as a substrate for DABK formation, as
demonstrated previously[12]. Additionally, ACEi increased B;R expression in the low
dose MSU IA injected animals, which can directly enhance B; signalling[13]. This is
an interesting observation since millions of patients are treated with ACEi to combat
cardiovascular and renal diseases which are common comorbidities of gout[8,10].
Our finding that ACEi increased the risk of gout in the rodent model is consistent with
this observation. Thus, ACEi therapy in gout patients requires careful considerations
since in addition to B;R contributing to some of the ACEi cardioprotective effects[50],
it may also increase the patient’s risk of gout.

In summary, the present study showed that kinin B;R are involved in pain and
inflammation in a rodent model of acute gouty arthritis. Data presented here also

showed that ACEi increased the risk and severity of acute gouty attacks by triggering
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B1R activation. These data suggest that the kinin B;R has therapeutic potential for

acute gouty arthritis treatment and prophylaxis, especially in patients taking ACEi.
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Online supplementary material

Study design

For the experiments, the primary outcome measures were pain behaviour and
secondary was oedema formation. The group size for each experiment was
determined by sample size estimation for each experiment, based on previous
results obtained in our laboratory, where we have observed touch allodynia
development after MSU IA injection. Each experiment was repeated 2 to 3 times,
between 8:00 a.m. and 5:00 p.m. Allocation concealment was not performed
because we had allocated the animals in different groups to yield groups with similar
basal values in the initial phase of the experiment. Experimenters were blinded to
the genotype of the animals and the drug treatment when performing the tests. No
animal or sample was excluded from the analysis.

Animals were housed in a controlled-temperature environment in individually
ventilated cages: rat (2 per cage) or mouse (8 per cage), with wood shaving bedding
and nesting material, maintained at 22+1°C. Animals were housed with a 12 hours
light/dark cycle (lights on at 7:00 am) and fed with rodent chow (Puro Lab 22 PB
pelleted form, Puro Trato, Rio Grande do Sul, Brazil for rats or Global Diet 2018,
Harlan, Lombardia for mice) and tap water ad libitum. Deletion of the entire coding
sequence for B; kinin receptors was achieved according to the methodologies
described by Pesquero (2000) and mice were only used for the experiments with B;R
gene deletion, to reinforce B; receptor involvement on gout attack. Animals were
allowed to acclimatize to their housing environment for at least 7 days prior to
experimentation and to the experimental room for 1 hour before experiments. The
final volume of IA injections, even when there was MSU plus treatment, was 50 pl for

rats or 20 pl for mice.
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Nociceptive parameters

For the measurement of touch allodynia the PWT was carried out using the
Up-and-Down paradigm [22, 23]. Von Frey filaments of increasing stiffness (6 - 100 g
for rats and 0,07 — 6 g for mice) were applied to the animal hind paw plantar surface
with enough pressure to bend the filament. The absence of paw lifting after 3 s led to
the use of the next filament with increasing stiffness, and paw lifting indicated a
positive response and led to the use of the next weakest filament. This paradigm
continued until a total of six measurements were taken or until four consecutive
positive or four consecutive negative responses had occurred. The 50% mechanical
PWT response was then calculated from the resulting scores [23]. The PWT s
expressed in grams (g) and was evaluated before (Baseline) and several times after
the IA injection.

The overt pain-like behaviors [24] were observed before start the
measurement of touch allodynia. The amount of weight the rat was willing to put on
the hind paw of the injected limb was evaluated and categorized according to the
scale: score 0 was considered when the paw pressure was normal, with equal
weight distribution on both hind-paws; score 1 was considered when the paw
pressure was slightly reduced, with the paw completely on the floor, but toes are not
spread; score 2 was considered when paw pressure was moderately reduced, with
foot curled with only some parts of the foot lightly touching the floor; and finally score
3 was considered when the paw pressure was severely reduced, with foot elevated
completely.

Inflammatory parameters

Injected ankle synovial cavities were washed with 30 pL of PBS (10 puL, three

times) to obtain the synovial lavage fluid sample. Protein content was measured by
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Bradford method and expressed as mg of protein/mL of lavage[27]. Following,
samples were centrifuged at 13000 g for 15 min to obtain supernatant S1 and
precipitate P1. Samples of synovial lavage (P1l) were diluted (1:10) with Turk’s
solution to a final volume of 100 pL, and the total number of leukocytes was
determined using a Neubauer chamber. A second centrifugation from P1 mixed to
acetate buffer and 0.5% HTAB was required to obtain the supernatant S2, used for
colorimetrically (630 nm) MPO enzyme activity determination, expressed as MPO
levels (optical density (OD)/mL of lavage). S1 samples, diluted to a final volume of
200 pL on the appropriate buffer, were used for determination of synovial levels of
the inflammatory cytokine IL-18 by enzyme immunoassay kit, and expressed as ng of
cytokine/mL of lavage.

Reagents

MSU was prepared as described by Hoffmeister (2011). Briefly, 4 g of uric acid
(Vetec, Rio de Janeiro, Brazil) was dissolved and heated in 800 mL of H,O, adjusted
to pH 8.9 with NaOH (9 mL, 0.5 N) at 60 °C, cooled overnight, and then washed and
dried. Needle-like crystals were recovered and suspended in phosphate-buffered
saline (PBS; K;HPO, 10.71 mM, NaH,PO, 6.78 mM, NaCl 120.4 mM, pH 7.4).
Polarized light microscopic examination confirmed that the crystals were rod-shaped
and varied in length (12 £ 2 ym). The preparation was endotoxin-free as determined
by an amebocyte cell lysate assay (Sigma, St Louis, MO, USA). The selective B;R
antagonist SSR240612 was kindly provided by Sanofi-Aventis (Germany). Cytokine
IL-1B kit was from PeproTech Inc., Rocky Hill, NJ, USA. Fluorescent dansyl-Ala-Arg
and (N-[3-(2-furyh)-acryloyl]-L-phenylalanylglycylglycine (FAPGG) were purchased
from Bachem Inc., Canada. Rabbit anti-human DABK-antibody from Bio-Rad AbD

Serotec, United Kingdom and anti-B; polyclonal primary antibody, B;R antibody and
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FITC-conjugated donkey antigoat from Santa Cruz Biotechnology, Inc., CA, USA.
Retrograde dye Fluoro-Gold from Invitrogen, Ontario, Canada. Unless otherwise
indicated, all other reagents were obtained from Sigma (Sigma, St Louis, MO, USA)

and were dissolved in the appropriate vehicle solutions.
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Online supplementary figure S1. Touch allodynia (A, PWT: paw withdrawal
threshold), overt pain-like behaviors (B) and oedema (C) induced by IA MSU
injection. N=6 per group, only rats were used. Each column represents the mean *

SEM. #P<0.05, " P<0.01 and ** P<0.001 represent significant differences compared
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to vehicle injected group. The statistical analysis was performed using two-way

ANOVA followed by Bonferroni’s test.

A C [ Vehicle
1004 N 3_I:I SSR240612C / Vehicle
] ]
]
o
L
Kk »
§ - — g 2
2 o i
8 104 i T g
E o
g =
| 1— ’l‘
‘©
(=%
>
1 © 9
T n T T T v T T T T
Baseline Vehicle 0.1 1 10 1 2 4 8
SSR240612 (nmol/articulation) Time after IAMSU injection (h)
MSU
B 3 Vehicle D 3 Vehicle
[ SSR240612C / Vehicle [ SSR240612C / Vehicle
1004 2.5
E 2.04
E
= 2 1.5
8 s 1
3 104 §
| T
E e 1.04
x
c
©
b |l| ’l‘ Il‘ ’l‘ |l‘ ﬂ
T T T T T 0-3 T T T T
Baseline 1 2 4 8 1 2 4 8
Time after IAMSU injection (h) Time after IA MSU injection (h)

Online supplementary figure S2. Dose-response curve of the preventive effect of
the B; receptor antagonist SSR240612 on touch allodynia induced by MSU IA
injection (A). touch allodynia (B), overt pain-like behaviors (C) and oedema (D) in
animals IA injected with vehicle or SSR240612. All measures were obtained two
hours after IA injections. N=6 for baseline, vehicle/MSU and 1 nmo/articulation; N=5
for 0.1 and 10 nmo/articulation (A), N=5 per group (B-D), only rats were used. Each
column represents the mean + SEM. of “* P<0.001 represent significant differences
compared to the baseline and ** P<0.01 represent significant differences compared
to the vehicle/MSU IA injected group. The statistical analysis was performed using

one-way ANOVA followed by the Student-Newman-Keuls’ test.
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Online supplementary figure S3. The preventive effect of the selective B;R
antagonist desArg’HOE140 (10 nmol/articulation) on touch allodynia (A), overt pain-
like behaviors (B) and edema (C) induced by IA MSU injection (1.25 mg/articulation).
N=8 per group, only rats were used. Each column represents the mean + SEM. ##
P<0.001 represent significant differences compared to the baseline of vehicle/MSU

group (one-way ANOVA followed by the Student-Newman-Keuls’ test); and * P<0.05;
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** P<0.01 and *** P<0.001 represent significant differences compared to the

vehicle/MSU IA injected group (two-way ANOVA followed by Bonferroni’s test).
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Online supplementary figure S4. B;R expression in ankle tissue 2 h after 1A
injections of vehicle (PBS), high MSU dose (1.25 mg/articulation), low MSU dose
(0.0125 mag/articulation) or Enalapril pretreatment plus low MSU dose (A). P-selectin
expression in ankle tissue 2 h after IA injections of vehicle (PBS) or a high MSU dose
(1.25 mg/articulation) (B). N=4 per group, only rats were used. Each column
represents the mean £ SEM. * P<0.05 and ** P<0.01 represent significant differences
compared to vehicle group; * P<0.05 represent significant differences compared to

MSU group (one-way ANOVA followed by the Student-Newman-Keuls’ test).
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Online supplementary figure S5. Analyses of touch allodynia (A), overt pain-like
behaviors (B) and edema (C) development after pre-treatment with saline or Enalapril
(3 mg/kg) in animals IA injected with vehicle. N=4 for saline/vehicle and N=5 for
enalapril/vehicle, only rats were used. Each column represents the mean + SEM. No
significant differences were observed between the groups. Statistical analysis was

performed using two-way ANOVA followed by Bonferroni’s test.
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Pudemos observar que a administracdo IA de cristais de MSU (1,25
mg/articulagdo) em ratos desencadeou comportamentos nociceptivos que foram
caracterizados como alodinia ao toque e nocicep¢cdo em curso (ou nocicepcao
espontanea) (BENNET 2012). Estas respostas foram visiveis a partir de 1 hora apés
a injecdo IA dos cristais, com pico em torno de 2-4 horas e mantendo-se até 8 horas
apos a injecdo do MSU (tempo observado). Nossos resultados estdo de acordo com
um estudo anterior de nosso grupo, no qual foi caracterizada a resposta nociceptiva
frente a injecdo IA de MSU (HOFFMEISTER et al., 2014) bem como com achados
clinicos, que descrevem a crise aguda da gota como sendo caracterizada pelo
desenvolvimento de dor continua grave durante um periodo de aproximadamente 12
horas, sendo que o pico ocorre em torno de 4 horas, desaparecendo apés 72 horas
(FAIRES e MCCARTY, 1962; KEITH e GILLILAND, 2007; ZYCHOWICZ et al., 2010).

Outro aspecto clinico da crise aguda de gota é a sensac¢do de queimacéo e o
inchago (edema) da articulagéo afetada, o qual se inicia cerca de 2 horas e atinge
um pico maximo em torno de 4 horas apos a injecdo de MSU em seres humanos
(FAIRES e MCCARTY, 1962). Da mesma forma, a injecdo IA de MSU no tornozelo
de ratos foi capaz de levar a formacdo de edema entre 2-8 horas ap6s sua injecao
(tempo observado). Este dado esta de acordo com o estudo de HOFFMEISTER et
al. (2014), onde foi demonstrado a formagéo de edema articular entre 1-72 horas
apos a injecdo de MSU. Estes resultados séo interessantes, pois comprovam que o
modelo pré-clinico utilizado neste estudo é capaz de mimetizar alguns dos
parametros inflamatérios evidenciados em pacientes com artrite gotosa, como
desenvolvimento de alodinia mecanica, nocicepcdo espontanea e edema
(SEEGMILLER e MALAWISTA ,1962; FAIRES e MCCARTY, 1962).

A importancia do receptor B; na modulacédo da inflamacdo e nocicepcéo ja é
bem descrita na literatura (PERKINS et al., 1993; PESQUERO et al.,, 2000;
FERREIRA et al., 2001, 2005) e ha uma base sustentavel de evidéncias
demonstrando o envolvimento do sistema cinina-calicreina na artrite. Alguns
exemplos do envolvimento do sistema cinina-calicreina na artrite envolvem a
presenca de cininas no fluido sinovial de individuos gotosos durante o ataque agudo,
a expressdo dos receptor B; em leucdcitos circulantes e leucéctios presentes no
fluido sinovial de individuos com artrite reumatodide, a eficacia da injecdo intra-

articular de um antagonista do receptor B; em modelo de osteoartrite e ainda, a



Discussao

87

ativacdo do Fator de Hageman dependente de MSU, em fluido sinovial e plasma
humano de pacientes com gota (EISEN, 1966; KELLERMEYER, 1967; MELMON et
al., 1967; COUTURE et al., 2001; CASSIM et al.,, 2009; KAUFMAN et al., 2011).
Entretanto, nenhum estudo realmente esclarece o papel do receptor B; na gota.

Portanto, apos a confirmacdo da inducéo da dor e do edema pela injecédo IA
de MSU, nos verificamos que tanto o antagonismo farmacologico, quanto a delegcéo
génica do receptor B;, foram capazes de prevenir a dor e o edema induzidos pela
administracdo 1A de MSU. Ressaltamos aqui que foram testados dois antagonistas
do receptor B;, um peptidico, des-Arg’-bradicinina, e outro n&o-peptidico,
SSR240612, e o padrdo de resposta de ambos foi similar em relacdo aos seus
efeitos antinociceptivos e antiedematogénicos, fortalecendo a hipétese do
envolvimento do receptor B; para cininas na gota. Uma vez que os efeitos
antinociceptivos do antagonista ndo peptidico, SSR240612, foram mais duradouros
se comparados aos efeitos do antagonista peptidico, deu-se continuidade aos
estudos somente com 0 antagonista ndo peptidico. Os efeitos antinociceptivo e
antiedematogénico mediados pelo antagonista do receptor B; sao relevantes
levando-se em consideracdo a importancia da dor e do edema como sintomas
classicos da inflamacédo que ocorre durante o ataque agudo de gota. Além disso,
estes resultados apontam a administracdo local de antagonistas seletivos dos
receptores B; como uma nova ferramenta para se combater a inflamacéo durante o
ataque agudo de gota, uma vez que medicamentos intra-articulares ja sédo utilizados
para tratar certos casos de gota (TERKELTAUB, 2010).

Clinicamente, além da dor e do edema, a resposta inflamatéria iniciada pela
deposicao dos cristais de MSU nos espacos intra- e peri-articulares € caracterizada
ainda por outros parametros inflamatorios como intensa infiltracdo celular na
articulacdo afetada, em especial de neutréfilos (MATSUKAWA et al.,, 1998;
MARTINON et al., 2006; TORRES et al., 2009; NEOGI, 2011).

Analisamos os efeitos do antagonismo do receptor B; em outros parametros
inflamatoérios e pudemos verificar que ocorre um aumento significativo da
concentracdo de proteinas na articulacdo dos animais submetidos a injecéo intra-
articular de MSU em comparacdo aos animais injetados apenas com o veiculo.
Ainda, a injecdo do SSR240612 foi capaz de prevenir este aumento. A inflamacéo é
iniciada com a liberagdo de substancias vasoativas levando a dilatacdo dos

pequenos vasos locais. Esta vasodilatacdo €é precedida de uma constricao
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passageira que é fugaz e sem maiores consequéncias. Além de determinar a
vasodilatacdo, os mediadores quimicos podem modificar o revestimento endotelial
provocando um aumento da permeabilidade capilar. As células endoteliais se
contraem, abrindo as juncdes intercelulares e a permeabilidade vascular aumenta
permitindo a saida de macromoléculas (ROBBINS e COTRAN, 2005). Esta poderia
ser uma das maneiras de prover a entrada de substratos e enzimas formadoras de
cininas no local da inflamacdo (AHLUWALIA e PERRETI, 1996; CASSIM et al.,
2009).

Foi observado ainda que o antagonismo do receptor B; é capaz de prevenir o
aumento no numero total de leucdcitos e da atividade da enzima mieloperoxidase
induzidos pelo MSU. Interessantemente, quando avaliadas as diferentes populacdes
celulares presentes no infiltrado induzido por MSU, observamos que até 2 horas o
infiltrado € composto em sua maioria de células mononucleares, sendo que em 4 h
apos a injecao de MSU as porcentagens de mono- e polimorfonucleares se igualam
e a partir deste tempo aumenta consideravelmente o nimero de polimorfonucleares,
ao passo que diminuem os mononucleares (dados ndo mostrados). Alguns estudos
sugerem que a resposta inflamatéria ao MSU seja mediada primeiramente por
células residentes, como 0s sinovidcitos tipo A (tipo macréfagos), e s6 mais tarde as
células que infiltram na articulacdo passam a ser a maioria (MARTIN e HARPER,
2010). Nossos achados concordam em parte com esta hipétese. Apesar da
presenca de polimorfonucleares ser significativamente maior nos tempos mais
tardios da reacdo, o antagonismo do receptor B; diminui o nimero total de células
sem preferéncia por uma populacdo em especifico, ou seja, ele diminui a presenca
na articulacdo tanto de mono- como polimorfonucleares (dados ndo mostrados). De
qualquer forma, a prevencdo ndo apenas do edema, mas também da infiltracédo
celular pelo antagonista B; € de grande importancia, uma vez que esta € uma das
caracteristicas pontuais da gota, e sugere o0 envolvimento deste receptor na
guimiotaxia frente ao MSU.

Foi observado ainda que o antagonismo do receptor B; é capaz de prevenir o
aumento no numero total de leucdcitos e da atividade da enzima mieloperoxidase
induzidos pelo MSU. Interessantemente, quando avaliadas as diferentes populacdes
celulares presentes no infiltrado induzido por MSU, observamos que até 2 horas o
infiltrado é composto em sua maioria de células mononucleares, sendo que em 4 h

apos a injecdo de MSU as porcentagens de mono- e polimorfonucleares se igualam
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e a partir deste tempo aumenta consideravelmente o nimero de polimorfonucleares,
ao passo que diminuem os mononucleares (dados ndo mostrados). De tal modo, a
resposta inflamatéria gerada pelo MSU parece envolver a ativacdo tanto de
neutréfilos como de células residentes da articulacdo ou sinovidcitos tipo A (tipo
macréfagos), conforme ja foi demonstrado por outros estudos (MARTIN e HARPER,
2010; MALAWISTA, 2011). Nossos achados demonstram ainda que o antagonismo
do receptor B; diminui o niumero total de células sem preferéncia por uma populagéo
em especifico, ou seja, ele diminui a presenca na articulacdo tanto de mono- como
polimorfonucleares (dados ndo mostrados). A prevencdo nao apenas do edema,
mas também da infiltracdo celular pelo antagonista B; € de grande importancia, uma
vez que esta é uma das caracteristicas pontuais da gota, e sugere o envolvimento
deste receptor na quimiotaxia frente ao MSU.

A diferenca entre os resultados que encontramos aqui e outro estudo
demonstrando que o antagonismo do receptor B; néo foi capaz de prevenir a
infiltracdo celular induzida por MSU pode ser entendida se analisarmos alguns
pontos que diferem em nossos estudos (SHAW e HARPER, 2011). O primeiro seria
a utilizacédo de diferentes modelos onde SHAW e HARPER (2011) fazem a utilizacao
da injecao intraperitoneal de MSU, ao passo que nés realizamos a injecdo intra-
articular de MSU. O microambiente celular do peritdnio difere bastante da
articulacdo, considerada um ambiente estéril com pequena quantidade de células
residentes, ainda mais se comparada ao peritbnio. Para elucidar a relevancia do sitio
da inflamacdo, é interessante analisar um estudo de nosso grupo onde foi
demonstrado que a dor e a inflamacgéo resultantes da injecao intraplantar de MSU
envolve a degranulacdo de mastocitos (HOFFMEISTER et al.,, 2011). Porém,
guando o MSU passa a ser injetado na articulagdo verificamos que os mastécitos
nao mais desempenham um papel importante na dor e inflamacado (HOFFMEISTER
et al., 2014). Adicionalm ente, ha diferencas entre os tempos de inicio da infiltrac&o
celular, uma vez que Shaw e Harper (2008) observaram um aumento significante de
leucécitos 8 horas apds a injegdo de MSU, ao passo que nos detectamos uma
infiltrac&o celular significativa tdo cedo quanto uma hora apos a injecdo do MSU, o
que fortalece a ideia da influéncia do microambiente na geracdo da resposta
inflamatoria. Ainda, o antagonista utilizado no estudo aqui citado se tratava de um

antagonista peptidico, o qual pode ter sido degradado ao longo do experimento.
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Alguns estudos primeiramente indicaram que o bloqueio do receptor B; é
capaz de reduzir interacdes entre os leucécitos e as células endoteliais diminuindo o
rolamento, a adesao e a migracao de leucdcitos (MCLEAN et al., 2000; DUCHENE
et al., 2007). Recentemente, um estudo sugeriu que o receptor B1, uma vez ativado,
seria capaz de regular a expressao da molécula de adesao intercelular (ICAM-1) em
células endoteliais, e das integrinas Mac-1 e LFA-1 em neutrdéfilos, aumentando a
adesividade entre estas células, o que facilitaria a aderéncia e a migracao
(FIGUEROA et al.,, 2014). Ainda, sugeriu-se que a ativacdo do receptor B;
aumentaria a expressdo da molécula de adesédo leucdcito-endotélio (ELAM) em
neutréfilos, e esta molécula facilitaria o processo de rolamento que precede a
aderéncia e migracdo (FIGUEROA et al., 2014). NO6s observamos que o MSU
aumenta o rolamento e a aderéncia de neutrofilos via ativacao do receptor B;, efeito
que pode ser explicado pela interacdo leucdcito-endotélio reguladas pelo receptor.
Neste sentido, identificamos que o MSU é capaz de aumentar a expressao da
molécula de adesdo P-selectina, e que este aumento seria prevenido pelo
tratamento com o0 antagonista nao peptidico do receptor B;, SSR240612,
comprovando a capacidade deste receptor em modular algumas das moléculas
responsaveis pelas interacbes leucocito e endotélio. Todavia, um estudo mais
detalhado a respeito destas interacdes deve ser realizado para o completo
entendimento de quais seriam todas as moléculas envolvidas neste processo.

Como citado anteriormente, o processo inflamatorio induzido pelo MSU tem
como caracteristica marcante o grande infiltrado celular e o aumento significativo
dos niveis de IL-18 (DALBETH e HARKARD, 2005; BUSSO e SO, 2010;
MITROULIS et al., 2013). Dados da literatura demonstram que a inibicdo da IL-1
diminui a dor e a inflamacdo em resposta ao MSU em modelo animal de gota e em
humanos, sendo que e a citocina esta aumentada no fluido sinovial de pacientes
com gota e o bloqueio farmacolégico da via da IL-13 € uma ferramenta que comecga
a ser utilizada clinicamente (TORRES et al., 2009; SO et al., 2007; CRONSTEIN e
SUNKUREDDI, 2013). Interessantemente, o receptor B; para cininas exerce um
papel chave no recrutamento de leucécitos, incluindo o recrutamento ocorrido em
resposta a liberacdo da IL-1B3, que por sua vez € capaz de modular a expressao do
receptor B; (MCLEAN et al.,, 2000; DUCHENE et al.,, 2007). Neste contexto,
observamos que houve um aumento de IL-18 no lavado sinovial dos animais

injetados com MSU, e que este aumento foi significativamente prevenido pelo
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antagonismo seletivo do receptor B1, sugerindo que possa estar ocorrendo alguma
regulacao entre os dois neste modelo.

Apo6s identificarmos que o receptor B; medeia as respostas inflamatérias
resultantes da injecdo de MSU, acreditamos ser importante a elucidacdo de mais
componentes desta cascata de eventos. Assim, nosso proximo passo foi investigar
como estaria a atividade da enzima cininase | e a formacéo de agonistas do receptor
no ambiente sinovial. Verificamos que o inibidor enziméatico Mergepta previniu a dor
e 0 edema induzidos pelo MSU, e demonstramos que a atividade da enzima
cininase | e os niveis de des-Arg®-bradicinina estavam aumentados no fluido sinovial
apos a injecao IA de MSU. Estes resultados estdo de acordo com estudos que
demonstraram o0 aumento da atividade desta enzima em fluido sinovial de um
paciente durante o ataque agudo de gota, e outros que observaram aumento de
cininas em diferentes tipos de artrites, incluindo a gota (MELMON et al., 1967,
CHERCUITE et al., 1987; CASSIM et al., 2002). Ainda, o aumento da atividade da
enzima pode ser interpretado como um indicativo da formacdo do agonista do
receptor B; des-Arg®-bradicinina.

A identificacdo de moléculas que sustentem a ativagcdo do receptor é
importante, assim como a comprovacao da presenca do proprio receptor no sitio da
inflamacéo, principalmente considerando as caracteristicas induziveis de expresséo
deste receptor. Alguns estudos ja sugeriram, porém sem comprovacao experimental,
a presenca do receptor B; nas articulacdes apos verificarem que a administracdo de
agonistas e antagonistas do receptor foram capazes de modular respostas
inflamatdrias e nociceptivas em diferentes modelos de artrite (CRUWYS et al., 1994;
KAUFMAN et al., 2011). Adicionalmente, ha estudos que observaram a expressao
do receptor B; em neutrofilos circulantes e no fluido sinovial de pacientes com artrite
reumatoide (CASSIM et al., 2009). Neste sentido, demonstramos que ha expressao
do receptor B; para cininas na articulagdo do tornozelo de animais naive, e que esta
expressdo € aumentada apds a injecdo IA de MSU nestes animais. Este achado
aponta para a presenca do receptor B; no local da inflamagéo e demonstra, pela
primeira vez, que sua expressao € alterada em resposta a injecdo de MSU.

Pela utilizacdo de uma técnica de marcacdo retrograda de neurdnios
sensoriais em fibras aferentes primarias que inervam o tornozelo, foi possivel ainda
verificar que ha expressdo do receptor B; em neurbnios cujo corpo celular esta

presente nos ganglios das raizes dorsais das laminas 3, 4 e 5, ispi-laterais ao local
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da injecdo. A expressdo do receptor B; se da& de maneira similar em todos os
ganglios analisados, sendo que o maior numero de receptores foi localizado em
neurénios cujo corpo celular € considerado como sendo de pequeno ou médio
diametro. Esta caracteristica € importante uma vez que 0s neurbnios sensoriais de
pequeno e meédio didametro dao origem a maioria dos nociceptores, incluindo as
fibras desmielinizadas e condutoras lentas de estimulos denominadas fibras C, e as
fibras A® que sdo pouco mielinizadas e condutoras de estimulos um pouco mais
rapidos, reforcando a importancia do receptor B; para a geracdo da dor articular
(JULIUS E BASBAUM, 2001). A confirmagao da expressdo dos receptores B; para
cininas em neurdnios sensoriais de fibras que inervam a articulacdo, onde séo
encontrados ainda os receptores TRPV1 e TRPAL, aponta para mais um provavel
mecanismo mediado pelo B; neste local. Os receptores TRPV1 e TRPAL estdo
envolvidos com o processo inflamatério nociceptivo induzido pelo MSU
(HOFFMEISTER et al., 2014; TREVISAN et al., 2014). Portanto, a ativagdo do
receptor B; nestes neurdnios, através da liberacdo de Ca™ intracelular, pode levar a
sensibilizagdo do receptor TRPV1, que por sua vez, promove influxo de Ca',
importante para a ativagcdo do TRPAL. A expressdo do receptor B; jA havia sido
demonstrada em neur6nios de pequeno e médio didmetro dos ganglios da raiz
dorsal de ratos naive, entretanto foi a primeira vez que se demonstrou que parte
destes neurdnios sdo advindos de fibras sensoriais que inervam a articulacdo (MA et
al., 2000). Todavia, é importante observar que o receptor B; pode ser expresso por
diferentes células neuronais e ndo neuronais encontradas na articulacdo e estudos
mais detalhados devem ser realizados para identificarmos exatamente os locais da
expressao deste receptor encontrado na articulacao.

Os resultados discutidos até o momento indicam claramente que o receptor B;
medeia os efeitos inflamatérios decorrentes da injecao IA de MSU. Além disso, 0
receptor B; esta envolvido em outros efeitos do organismo, como os efeitos
cardioprotetores induzidos pelo tratamento com inibidores da enzima conversora de
angiotensina (IECA). Como abordado anteriormente, CHOI et al. (2012)
demonstraram que ha uma correlacdo positiva entre o risco de desenvolver um
ataque agudo de gota e o uso de alguns anti-hipertensivos, entre eles os IECA
(CHOI et al., 2012). Este cenario apontava o receptor B; como um possivel mediador

destes efeitos facilitadores de um ataque de gota por parte dos iECA.
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Desta forma, utilizamos uma baixa dose de MSU (0.0125 mg/articulagéao), que
por si s6 ndo foi capaz de induzir dor ou edema, e verificamos que, quando
administrada em animais pré-tratados com IECA esta mesma dose passava entéo a
causar nocicepcdo e edema. O tratamento com o IECA facilitou a ocorréncia dos
eventos caracteristicos do ataque agudo de gota por mecanismos que envolvem a
ativacédo do receptor B;. Estudos propdem que inibidores da ECA, como o enalapril,
sdo capazes de promover a ativacao direta dos receptores B; para cininas, agindo
como agonitas alostéricos do receptor (IGNJATOVIC et al., 2002; STANISAVLJEVIC
et al., 2006). Ainda, a inibicdo da ECA parece causar um aumento na sinalizacao via
receptor B; por facilitar a formagdo de agonistas do receptor via atividade da
cininase I. De fato, foi observado um aumento dos niveis de des-Arg®-bradicinina na
articulacéo destes animais, assim como da enzima formadora, a cininase I.

E necessario se ter em mente que milhdes de individuos fazem uso de
inibidores da ECA para o tratamento da hipertenséo, faléncia congestiva cardiaca e
problemas renais (ERDOS et al., 2010). Se analisarmos este fato associado a
ocorréncia de diversas comorbidades em individuos gotosos, onde cerca de 78%
possui ainda hipertensdo, o que corresponde a 6,1 milhdes de pessoas apenas nos
Estados Unidos, percebemos a importancia de nossos achados. Desta forma, o0 uso
de IECA deve ser feito com certa cautela em individuos gotosos, pois além dos
efeitos cardiacos benéficos destes medicamentos, eles podem, por outro lado,

facilitar a ocorréncia de um ataque agudo de gota.
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5. Conclusodes

Tendo em vista os resultados obtidos no presente estudo, pode-se concluir que:

» O receptor B; para cininas estd envolvido em diferentes respostas
inflamatorias (dor, edema, extravasamento plasmatico, infiltracdo leucocitaria e
aumento da IL-1pB) induzidas pela administracédo intra-articular de MSU, sugerindo

um importante papel deste receptor na gota;

» O receptor B; para cininas esta expresso na articulacdo de animais naive e
esta expressdo é aumentada com a injecao intra-articular de MSU, demonstrando
que o receptor pode estar presente no sitio da inflamacgéo na gota. Um dos locais de
expressao do receptor € o neurdnio sensorial que inerva esta articulacdo, porém

mais células ndo neuronais podem ainda expressar este receptor;

» A inibicdo da enzima conversora de angiotensina facilita a ocorréncia de
respostas nociceptivas e inflamatérias em animais que receberam uma baixa dose
de MSU, que por si s6 ndo apresenta efeitos, indicando a necessidade de cautela

guando da prescri¢ao de inibidores da ECA em individuos gotosos;

» O receptor B; para cininas esta envolvido na facilitacdo da ocorréncia de
respostas nociceptivas e inflamatérias induzidas pelo inibidor da enzima conversora
de angiotensina em animais injetados com uma baixa dose de MSU, que por si s6
nao apresenta efeitos, demonstrando que apesar de estar envolvido nos efeitos
cardioprotetores da inibicdo da enzima, na gota, o receptor tem um importante papel

pré-inflamatério iniciado por esta inibicéo;

Logo, o antagonismo dos receptores B; poderia ser um alvo interessante para
o desenvolvimento de novas terapias para o tratamento da inflamacdo durante o
ataque agudo de gota, assim como o desenvolvimento de terapias associadas ao

uso de inibidores da enzima conversora de angiotensina.
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Abreviaturas: MSU (cristais de urato monossédico), Fator Xl (fator de Hageman ou fator Xl do
sistema complemento), CP (calicreina plasmatica), CT (calicreina tecidual), BK (bradicinina), DABK
(des—Argg—bradicinina), HMWK (cininogénio de alto peso molecular), LMWK (cininogénio de baixo

peso molecular), IL-1B (interleucina 1B), IL-8 (interleucina 8), CCL2 (proteina quimioatrativa para
mondcitos 2), IL-6 (interleucina 6)

Figura 3 — Proposta para a participacdo do receptor B; nos mecanismos
envolvidos na dor e inflamacao induzidos pela administracéo intra-articular de
cristais de MSU em roedores. Inicialmente os cristais de MSU se depositam no
ambiente articular (articulacdo tibio-tarsal) podendo entdo ocorrer a ativacdo do
sistema complemento e formacéo intravascular de cininas por acdo da calicreina
plasmatica (1). Tanto as cininas, como 0s componentes do sistema das cininas,
podem ser liberados durante o extravasamento plasmatico (2). Os cristais podem
ainda ser fagocitados pelos sinovidcitos (tipo macréfago - tipo A) que tambéem
apresentam alguns componentes do sistema cinina-calicreina como calicreina
tecidual e enzima cininase |, podendo contribuir para a formacdo de cininas (3).
Além disso, podem ser geradas cininas pela acao da calicreina tecidual liberada por
neutrofilos que infiltram na articulagéo durante o processo inflamatorio (4). Em uma
situacdo onde a enzima conversora de angiotensina esteja inibida, a BK pode ser

utilizada como substrato para a formacéo de DABK. As cininas geradas podem agir
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ativando os receptores B; expressos nas células endoteliais regulando a expressao
de moléculas de adesdo, favorecendo o recrutamento e infiltracdo de leucdcitos.
Ainda, podem ser ativados receptores B; expressos diretamente nos neurénios
sensoriais, nas células residentes (sinoviécitos tipo macréfagos) e leucécitos que
infiltram na articulacdo. A ativagdo dos receptores B; pode atuar na regulacdo da
liberacdo de diferentes citocinas, amplificando a resposta inflamatoria.
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Ethnopharmacological relevance: Jatropha isabellei Mill Arg. (Euphorbiaceae) is a medicinal plant that
has been used in South American folk medicine for the treatment of arthritic diseases, particularly gout.
Aim of the study: This study was designed to verify the antinociceptive, anti-inflammatory and
hypouricemic potential of Jatropha isabellei.
Materials and methods: Rats were orally administered with the crude extract (100-300 mg/kg) or a
fraction that is rich in alkaloids (0.15 mg/kg) of Jatropha isabellei. An intra-articular (i.a.) injection of
50 pl of monosodium urate (MSU) crystals (1.25 mg/site) was used to generate the gout model to assess
the effect of the treatment on nociception (thermal and mechanical hyperalgesia) and inflammation
(oedema and neutrophil infiltration). The effect of Jatrepha isabellei on the serum levels of uric acid was
evaluated in a model of hyperuricaemia induced by the intraperitoneal injection of potassium oxonate
(250 mg/kg). The side effects were analysed using an open-field test, gastric lesion assessment and by
measuring the levels of the ALT and AST enzymes.
Results: Our study demonstrated that the crude extract of Jatropha isabellei and a fraction rich in
alkaloids were able to prevent the thermal hyperalgesia, mechanical allodynia, cedema and neutrophil
infiltration induced by intra-articular MSU injection in rats. On the other hand, treatment with jatropha
isabellei did not alter the uric adid levels increased by potassium oxonate in the hyperuricaemia model.
In addition, Jatropha isabellei did not induce gastric lesions or liver damage and did not alter
spontaneous locomotor activity.
Conclusion: The crude extract of Jatropha isabellei and its fraction rich in alkaloid presents antinoci-
ceptive and anti-inflammatory effects in a rat gout model, similar to that observed after treatment with
colchicine, supporting the traditional use of this plant in gouty patients.

© 2012 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Gout is a metabolic disorder associated with an excess of
circulating uric acid resulting in the deposition of monosodium

urate crystals (MSU) in tissues. This hyperuricaemia can occur via
uric acid under-excretion or overproduction, and can be readily
determined in most patients. A number of reversible factors
contribute to increased urate production, including a high-
purine diet, obesity and regular alcohol consumption (Bieber
and Terkeltaub, 2004; Choi et al, 2004). After formation, the
MSU crystals may be deposited in joints, usually in the big toe or
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ankle, causing neutrophil infiltration, swelling and excruciating
pain (Desaulniers et al., 2001). Estimations from the Third
National Health and Nutrition Examination Survey (NHANES I1I)
indicate that 0.5% of the total population has suffered from a gout
attack. In addition, gout is currently considered to be the most
common form of inflammatory arthritis in men over 40 years old,
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exceeding rheumatoid arthritis (Lawrence et al., 1998; Weaver,
2008).

The options for the treatment of chronic gout are allopurinol,
which is an inhibitor of the xanthine oxidase enzyme, probene-
cide, which is a uricosuric drug that stimulates the renal excretion
of uric acid, and non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs),
such as indomethacin, that inhibit COX enzyme activity
(Cronstein and Terkeltaub, 2006; Terkeltaub, 2010). Another drug
that has been used to treat gout attacks is colchicine, which is an
alkaloid derived from the autumn crocus Colchicum autumnale
(Roberge et al, 1993). However, approximately 50% of patients
are noncompliant with the prescribed medication, especially if
they are having recurring gout flares (Gaffo and Saag, 2010).
Moreover, each of these agents is associated with risks, poten-
tially severe adverse effects and drug-drug interactions. Thus,
many gout patients end up opting for treatments based on folk
medicine (Terkeltaub, 2010).

In South American folk medicine, such as Paraguayan and
Brazilian traditional medicine, dried slices of the rhizome of
Jatropha isabellei Mull Arg. (Euphorbiaceae) are empiricaly used
as an infusion or decoction to treat different types of arthritis,
especially gout (Basualdo et al., 1995; Pertino et al., 2007).
However, until now, there are not scientific pre-clinical studies
supporting the traditional use of this plant in gouty patients,
neither as analgesic-anti-inflammatory on attacks of gout nor as
lowering the increased serum levels of uric acid. Thus, the aim of
this work was to confirm the popular use of this plant by
assessing the antinociceptive, anti-inflammatory and hypourice-
mic effects of the crude extract and of a fraction rich in alkaloids
obtained from Jatropha isabellei in animal models of acute attack
of gout and hyperuricaemia.

2. Materials and methods
2.1. Animals

The present study was conducted in accordance with the
internationally accepted principles for laboratory animal use
and care, and all procedures were approved by our Institutional
Ethics Committee (process number 94/2010). The number of
animals and nociceptive stimuli used were the minimum neces-
sary to demonstrate the consistent effects of drugs treatments.
The behavioural evaluation was performed blindly with respect to
drug administration. All experiments were performed using adult
male Wistar rats weighing 250-300 g. The animals were housed
under a controlled temperature (22 +1°C) on a 12 h light/12 h
dark cycle with standard lab chow and water ad libitum. The
animals were acclimated to the experimental room for at least 1 h
before the experiments.

22. Drugs and reagents

Synthetic monosodium urate (MSU) crystals were prepared as
described previously (Hoffmeister et al., 2011). Briefly, 4 g of uric

Table 1
Substances characterised by TLC technique

acid (Vetec, Brazil) was dissolved and heated in 800 mL of H,0
adjusted to pH 8.9 with NaOH (9mL, 0.5 N) at 60 °C, cooled
overnight in a cold room and then washed and dried. The needle-
like crystals were recovered and suspended in phosphate-
buffered solution (PBS, 10.71 mM K;HPO,4, 6.78 mM NaH,PO,
120.4 mM NacCl; pH 7.4). Polarised light microscopy was used to
confirm that the crystals were rod-shaped and varied in length
(12 £ 2 pm). The preparation was endotoxin-free, as determined
by an amebocyte cell lysate assay (Sigma, St Louis, MO, USA).

The crude extract of jatropha isabellei and the fraction rich in
alkaloids were prepared in dimethylsulphoxide (DMSO, 5%),
polyethylene glycol (PEG, 20%) and PBS, 75% for oral administra-
tion (p.o.). Allopurinol and colchicine were purchased from Sigma
(USA), dissolved in PBS and administrated by oral route. Potassium
oxonate was purchased from Sigma (USA) and administrated
intraperitoneally (i.p.). In addition, 5-(N,N-diethylamino)-pentyl-
34,5-trimethoxybenzoate (TMB), hexadecyltrimethylammonium
bromide (HTAB), xanthine oxidase (X0O) from bovine milk and
pterine were purchased from Sigma (USA).

DragendorfPs reagent was prepared by dissolving 8g of
bismuth subnitrate in 20 mL of nitric acid 30% (v/v). This solution
precipitated approximately 22.8 g of potassium iodide, which was
solubilised in a small amount of distilled water. The volume was
adjusted to 100 mL and filtered.

Ethyl alcohol, acetone, chloroform, ammonium hydroxide and
ethyl ether were purchased from Vetec (Brazil). The Silica Gel 60
F254 coated plates used for thin layer chromatography (TLC) were
purchased from Merck (Darmstadt, Germany).

2.3. Plant collection and extraction

To prepare the plant material for animal treatment, the under-
ground parts of Jatropha isabellei Miill Arg. were collected in
Cacequi (Rio Grande do Sul, Brazil, coordinates: latitude 29°53'01”
south and longitude 54° 49'30” west) in May of 2008. A exsiccate
was archived as a voucher specimen in the herbarium of the
Biology Department at UFSM (SMDB 11816). The underground
plant parts were dried at room temperature and powdered in a
knife mill. The powder was macerated with ethanol (70%) for ten
days at room temperature. After filtration, the extract was
evaporated under reduced pressure to remove the solvent using
a rotary evaporator, resulting in crude extract. This procedure was
repeated seven times, and the extracts were combined.

24. Alkaloid extraction

The crude extract of jatropha isabellei was resuspended in
hydrochloric acid (2 N) and washed with ethyl ether three times.
The aqueous fraction resulting from the partition was alkalised
with ammonium hydroxide and washed again with ethyl ether
three times. The ethereal fraction was dried, resulting in a
purified fraction of alkaloids.

The residue from the extraction of alkaloids was dissolved in
ethanol and investigated by chromatography. A quantity of 2 puL
was placed on plates and eluted with acetone:ammonium

Mobile phase Characteristic Rf

Acetone: ammonium hydroxide (97:3) 254 nm: orange stain 0.82
365 nm: blue fluorescent stain 0.18
365 nm: yellow fluorescent 012

Chloroform: ethanol ammonium hydroxide (93:6.5:0.5) 254 nm: orange stain 0.59
365 nm: blue fluorescent stain 017

365 nm: yellow fluorescent stain 014
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hydroxide (97:3) and chloroform:ethanol:ammonium hydroxide
(93:6.5:0.5). The plates were observed under UV light (254 and
365nm) and sprayed with Dragendorff’s reagent. According
Wagner et al. (2006), blue and yellow fluorescent stains in
365nm as well as orange stains in 254 nm and after sprayed
with Dragendorff's reagent, are positive results to alkaloids. So,
the thin layer chromatography showed the presence of at least
three types of alkaloids classes (Table 1).

2.5. Estimation of alkaloids precipitable with Dragendorffs reagent

To evaluate the amount of alkaloids precipitable with Dragen-
dorffs reagent, we wused the spectrophotometric method
described by Sreevidya and Mehrotra (2003). This method is
based on the formation of a yellow bismuth complex in a nitric
acid medium with thiourea that corresponds to the amount of
alkaloids present in the plant. Briefly, 2 g of the crude extract
were solubilised in ethanol and hydrochloric acid (1%) to a
concentration of 60 mg/mL, and the pH was maintained at
2-2.5. The extract solution (5 mL) was added to 2 mL of Dragen-
dorff's reagent, and the precipitate that formed was centrifuged
(2400 rpm for 30 min). The residue was washed with ethanol
then treated with 2mL of disodium sulfide solution. The
brownish-black precipitate that formed was then centrifuged
and dissolved in 2 mL of concentrated nitric acid. This solution
was diluted to 10 mL in a standard flask with distilled water. A 3%
thiourea solution (5 mL) was added to 1 mL of this solution. The
absorbance was measured at 435 nm against a blank containing
nitric acid and thiourea. The quantification procedure showed the
percentage of alkaloids to be 0.048%. The amount of alkaloids
present was calculated by the absorbance of the sample and the
calibration curve (y=2.2783x+0.0361, r=0.9996). The crude
extract of the underground parts of jatropha isabellei showed
and alkaloid content of 0.048%.

2.6. MSU crystals-induced arthritic gout

To investigate the possible antinociceptive effect of Jatropha
isabellei, we used the arthritic gout model induced by intra-
articular injections of MSU according to the method described
by Coderre and Wall (1987), with some modifications. Briefly, we
injected 50 pL of vehicle (PBS) or MSU suspension (1.25 mg/site)
to the tibio-tarsal joint (ankle) on isoflurane anesthetised ani-
mals. Separate groups of animals received oral administrations of
vehicle (PBS), colchicine (30 mgfkg, used as a positive control
according Chang, 1975), Jatropha isabellei crude extract (100-
300 mg/kg) or a fraction rich in alkaloids (0.15 mgfkg) 1 h before
the crystal injections. The doses of Jatropha isabellei were chosen
in pilot experiments and the maximum dose was determined by
its maximum solubility. The cedema and nociceptive parameters
were observed until finishing the antioedematogenic and anti-
nociceptive effects of the crude extract of jatropha isabellei. For
the group treated with the fraction rich in alkaloids the para-
meters were tested at 2 h after the MSU injections only, because
at this time we can observe either antinociceptive effects on
mechanical and thermal hyperalgesia as antioedematogenic
effects. Myeloperoxidase (MPO) activity was analysed in the ankle
tissue 6 h after the crystal injection.

2.7. Nociceptive parameters

2.7.1. Mechanical hyperalgesia

The measurement of the mechanical paw withdrawal thresh-
old (PWT) was carried out using the Up-and-Down paradigm as
described previously by Chaplan et al. (1994). Briefly, rats were
first acclimatised (1-2h) in individual clear Plexiglas boxes

(9x 7 x 11 cm) on an elevated wire mesh platform to allow access
to the plantar surface of the hind paws. Von Frey filaments of
increasing stiffness (6-100 g) were applied to the rat hind paw
plantar surface with enough pressure to bend the filament. The
absence of paw lifting after 3 s led to the use of the next filament
with increasing stiffness, and paw lifting indicated a positive
response and led to the use of the next weakest filament. This
paradigm continued until a total of six measurements were taken
or until four consecutive positive or four consecutive negative
responses had occurred. The 50% mechanical PWT response was
then calculated from the resulting scores as described previously
by Dixon (1980). The PWT is expressed in grams (g) and was
evaluated before and several times after the i.a. injection of MSU.
A significant decrease in PWT compared to baseline values was
considered as mechanical hyperalgesia.

2.7.2. Thermal hyperalgesia

To measure the paw withdrawal latency (PWL) to radiant heat,
the rats were placed on a glass plate surrounded by a clear plastic
chamber (Hargreaves et al, 1988). A radiant heat stimulus was
applied with a high-intensity projector lamp bulb (60 W) under-
neath the glass floor, and the withdrawal latency was measured
using an electronic timer. The heat stimulus was focused on the
plantar surface of each hind paw. The intensity of the heat
stimulus was adjusted to obtain an average baseline of approxi-
mately 9-12 s in naive rats. A 20-s cut-off was used to prevent
tissue damage. This parameter allows for the observation of the
development of thermal hyperalgesia, indicating increased pain
sensitivity. Only rapid hind paw movements that occurred close
to the heat stimulus were counted as withdrawal responses.
When rats showed locomotion or rearing, the measurements
were stopped until the animal completely settled down.

2.8. Oedema measurement

Oedema formation was assessed as an increase in ankle
thickness (in millimeter (mm)) and was measured before and
after MSU injection using a digital calliper (Hoffmeister et al,
2011). The results are expressed as the baseline and test value of
the ankle thickness.

2.9. Myeloperoxidase (MPO) assay

To assess the neutrophil infiltration in ankle tissue, 6 h after
MSU-induced gout, we evaluated the MPO activity according to
the method of Suzuki et al. (1983), with some modifications.
Vehicle (PBS), colchicine (30 mg/kg, used as a positive control),
Jatropha isabellei crude extract (300 mgfkg) or a fraction rich in
alkaloids (0.15 mgfkg) was administered 1 h before the MSU
injections. Six hours after MSU injection, the animals were
anesthetised with sodium pentobarbital (100 mg/kg, ip.) and
perfused to avoid blood interference. The animals were then
euthanatized with CO, and the ankle tissue samples were
collected and frosted until analysis. The samples were homoge-
nised with 20 volumes of 80 mM sodium acetate buffer (pH 5.4)
plus 0.5% HTAB and centrifuged (11,200 x g at 4 °C for 20 min),
and the supernatants were collected.

For the evaluation of MPO activity, 10 pL of the supernatant
were incubated with 200 pL of acetate buffer (8 mM, pH 5.4) and
40 puL of TMB (18.4 mM) at 37 °C for 3 min. The reaction was
stopped with 30 pL of acetic acid in a cold bath, and the enzyme
activity value was assessed colorimetrically at 630 nm using a
microplate reader. The results were expressed as the percent of
leukocyte infiltration in comparison to vehicle intra-articular
injected animals.

113



208 CR Silva et al / Journal of Ethnopharmacology 145 (2013) 205-213

2.10. Potassium oxonate-induced hyperuricaemia in rats

To evaluate the existence of an anti-hyperuricemic effect of
the Jatropha isabellei crude extract, we used an animal model of
hyperuricaemia induced by the uricase inhibitor potassium oxo-
nate, as described previously by Nguyen et al. (2005). Briefly, rats
were treated with potassium oxonate (250 mg/kg; i.p.) 1 h before
the oral administration of vehicle, fatropha isabellei crude extract
(300 mg/kg) or the xanthine oxidase inhibitor allopurinol (10 mg/
kg, used as a positive control, Nguyen et al, 2005). Blood samples
were taken 2 h after the drug administration’s (Nguyen et al.,
2005) via capillarity from the right eye of anesthetised (90 mg/kg
of ketamine plus 3 mg/kg of xylazine hydrochloride, i.p.) rats. The
serum was obtained by centrifuging the blood samples for 10 min
at 1000 x g. The levels of uric acid, urea, and creatinine in the
serum were measured using a commercial kit. The results were
expressed in mg/dL, and allopurinol was used as the positive
control.

2.11. Xanthine oxidase assay

This method was realized according Angel et al. (1986) and
Liu et al. (2008), with same modifications. Xanthine oxidase
(0.5 U/ml) was incubated with pterine (20 uM) in the presence
and absence of allopurinol (10 mg/mL) or Jatropha isabellei crude
extract (10-300 mg/mL) at 37 °C for 30 min. Then, the samples
were boiled in a water bath at 100 °C for 3 min and centrifuged at
10,000 x g for 10 min. The supernatant was diluted in sodium
acetate buffer (0.1 M, pH 5.5), and the xanthine oxidase activity
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was determined by fluorescence at 347 nm for excitation and
405 nm for emission using a spectrofluorometer.

2.12. Assessment of side effects

2.12.1. Open-field test

The effect of the Jatropha isabellei crude extract (300 mg/kg) or
the fraction rich in alkaloids (0.15 mg/kg) on spontaneous loco-
motor activity and exploratory behaviour was assessed using the
open-field test as previously reported by Sauzem et al. (2009). The
locomotor activity after drug treatment was compared to the
vehicle-treated group. The apparatus was a round arena (57 ¢m in
diameter) with the floor divided into 21 equal areas. The number
of areas crossed with all paws and the number of rearing
responses were recorded for 5min beginning 2h after MSU
injections.

2.12.2. Gastric lesion assessment

To evaluate the gastric tolerability of animals after the oral
administration of the Jatropha isabellei crude extract (300 mg/kg),
the fraction rich in alkaloids (0.15 mgfkg) or sodium diclofenac
(50 mg/kg, used as a positive control), the animals were treated
and euthanized 6h after the treatments. The stomachs were
removed, opened by cutting along the greater curvature and
washed with saline at 4 °C. The lesion index was immediately
assessed using a magnifying glass. The length (mm) of each lesion
was measured, and the lesion index is expressed as the sum of the
length of all lesions (Pertino et al., 2007).
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Fig. 1. The effect of the oral administration of the crude extract of Jatropha isabellei or colchicine on the nociception induced by an intra-articular MSU injection (1.25 mg/site).
The time course (A) and (C) and dose-response curves (B) and (D) of the antinociceptive effect of jatropha isabellei For the dose-response curves, the PWT and PWL were
obtained 2 h after MSU injections. Each column represent the mean+ standard errors of the mean (A) and (B), n=7 to all groups; (C) and (D), n=9 to baseline, vehide/MSU
and Colchicine/MSU; n=7 for Jatropha ksabellei 100 and 200 mgjkg and n=8 for Jatropha Isabellei 300 mg/kg). Vertical lines show the SEM. "P<0.05 and """P < 0.001
represent significant differences compared to the baseline level, and *P < 0.05; **P < 0.01 and **P = 0.001 represent significant differences compared to the vehicle-treated
group. The statistical analysis was performed using a one-way ANOVA followed by the Student-Newman-Keuls' test (B and D) or a two-way ANOVA followed by Bonferroni's

post-hoc test (A) and (C).

114



CR Silva et al / Journal of Ethnopharmacology 145 (2013) 205-213 209

2.12.3. Biochemical markers of toxicity

The activities of alanine aminotransferase (ALT) and aspartate
aminotransferase (AST) are sensitive indicators of liver, muscle
and kidney injury. To biochemically evaluate the occurrence of
toxicity, vehicle (PBS), Jatropha isabellei crude extract (300 mg/kg)
or the fraction rich in alkaloids (0.15 mg/kg) were administered.
Six hours after treatment, the animals were euthanized in a CO,
chamber, and the serum levels of ALT and AST were assessed
spectrophotometrically according to the standard procedures
provided with the commercially available diagnostic kits (BioClin
diagnostics Quibasa Quimica Basica Ltd., Belo Horizonte, Brazil).

2.13. Statistical analysis

All values are expressed as the mean + S.E.M,, except for the
EDgy values (the dose required to elicit 50% of the response
relative to the control value) and the IDs, values (the dose
required to elicit 50% of the prevention response relative to the
control value), which are given as geometric means accompanied
by their respective 95% confidence limits and calculated for the
maximal developed responses obtained after the injection of MSU
in comparison with vehicle-treated animals. The statistical sig-
nificance between groups was assessed by Student’s t-test or a
one- or two-way analysis of variance (ANOVA) when appropriate.
Post-hoc tests (Student-Newman-Keuls-SNK for a one-way
ANOVA or Bonferroni's test for a two-way ANOVA) were also
carried out when appropriate. P values lower than 0.05 (P < 0.05)
were considered to be indicative of significance. The EDs, and
IDsg values were determined by non-linear regression analysis
with a sigmoid dose-response equation using the GraphPad
Software 5.0 (Graph Pad, USA).

3. Results

3.1. The effects of Jatropha isabellei crude extract on the nociception
and oedema induced by M5SU

Animals that received an intra-articular injection of MSU
crystals (1.25 mg/site) developed mechanical hyperalgesia, char-
acterised by a significant reduction in the PWT when the von Frey
filaments were applied to the injected ankle from 1 up to 24h
(Fig. 1A). The Jatropha isabellei crude extract (300 mg/kg, p.o.)
prevented the mechanical hyperalgesia induced by MSU from 1 to
6 h after administration, with a complete reversal at 2 h (Fig. 1A).
The PWT diminished from 22.6 + 7.1 g at baseline to 6.8 +3.7 g
two hours after the MSU injection, and treatment with the
Jatropha isabellei crude extract (300 mg/kg) prevented this PWT
decrease (15.4 +4 g) (Fig. 1B). The lower doses of crude extract
(100 or 200 mg/kg) did not alter the MSU-induced mechanical
hyperalgesia (Fig. 1B). The EDs, value (and the 95% confidence
limits) calculated for the crude extract of Jatropha isabellei anti-
nociception was 217 (176-268) mg/kg (Fig. 1B).

Likewise, we also observed the development of thermal
hyperalgesia after an intra-articular injection of MSU crystals,
indicated by the decrease in the PWL from 2 to 4 h when the
injected paw was exposed to radiant heat (PWL diminished from
12.8 + 55 at baseline to 6.8+ 3 s at two hours, and 7.2 +3s at
four hours after MSU injection; P < 0.001, Fig. 1C). The treatment
with the Jatropha isabellei crude extract (200 or 300 mg/kg)
partially reduced (68 + 20% of prevention with 300 mg/kg) the
thermal hyperalgesia observed 2 h after MSU injection (Fig. 1D).
The EDsq value (and the 95% confidence limits) calculated for the
antinociceptive effect of the crude extract of Jatropha isabellei was
102 mg/kg (Fig. 1D).
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Fig. 2. The effect of the oral administration of the crude extract of Jatropha isabellei
or colchicine on the ankle oedema induced by an intra-articular MSU injection
(1.25 mg/site). The time course (A) and dose-response curve (B) of the anticede-
matogenic effect of the crude extract of Jatropha isabellei. Each column represent
the mean-+ standard errors of the mean [A) n=7 to all groups; (B) n=9 to
baseline, vehicle/MSU and Colchicine/MSU; n=7 for Jarropha Kabellei 100 and
200 mg/kg and n=8 for Jatropha Isabellei 300 mg/kg). Vertical lines show the SEM.
""p - 0001 represents a significant difference compared to the basal level;
*P<0.05 and *P<0.01 represent significant differences compared to the vehi-
cle-treated group. The statistical analysis was performed using a two-way ANOVA
followed by Bonferroni's test (A) and a one-way ANOVA followed by the Student-
Newman-Keuls' test (B).

Similar to the Jatropha isabellei crude extract, the alkaloid
colchicine (30 mgfkg, p.o., used as a positive control) inhibited
both the mechanical and thermal hyperalgesia caused by MSU
with 74 + 21% and 79 + 14% of prevention, respectively (Fig. 1B
and D).

The animals that received an intra-articular injection of MSU
crystals (1.25 mg/site) showed an increase in ankle thickness,
indicating the development of an oedema that was sustained
from 1 to 24 h after MSU injection (ankle thickness increased
from 5.6+ 09 mm at baseline to 7.7+ 06 mm 2h after MSU
injection; P« 0.001, Fig. 2B). It was observed that the Jatropha
isabellei crude extract (300 mgfkg, p.o.) was able to partially
prevent oedema formation at 2 and 4 h after MSU injection, with
35 + 8 and 24 + 3% of prevention, respectively. The lower doses of
crude extract (100 or 200 mg/kg) did not alter the MSU-induced



116

210 CR Silva et al / Journal of Ethnopharmacology 145 (2013) 205-213

150

125 1

Neutrophil infiltration
(% of MSU)

0 - T T
Vehicle Vehicle J. isabellei Colchicine
(PBS) (PBS) (300 mg/kg) (30 mglkg)
Vehicle MSU (1.25 mg/site)
(PBS)

Fig. 3. The effect of the oral administration of the crude extract of Jatropha isabellei
or colchicine on the neutrophil infiltration induced by an intra-articular MSU
injection (1.25 mg/site) analysed 6 h after the MSU injections. Each column
represent the mean+ standard errors of the mean (n=9 to all groups). Vertical
lines show the SEM. ***P = 0.001 represents a significant difference compared w
the vehicle injected group; *P<0.05 and **P < 0.01 represent significant differ-
ences compared to the MSU injected group. The statistical analysis was performed
using a one-way ANOVA followed by the Student-Newman-Keuls' test.

oedema. The EDsp value (and the 95% confidence limits) calcu-
lated for the antioedematogenic effect of the crude extract of
Jatropha isabellei was 223 (149-336) mg/kg (Fig. 2B). The treat-
ment with colchicine (30 mg/kg) prevented oedema formation
(44 +14%) 2 h after the MSU injections.

Furthermore, the Jatropha isabellei crude extract (300 mg/kg) did
not alter PWT, PWL or ankle thickness when orally administered to
animals that received intra-articular injections of vehicle, demon-
strating no effect of the crude extract alone (data no shown).
Because only the dose of 300 mg/kg (p.0.) was able to prevent the
nociceptive and oedematogenic effects induced by MSU injection,
this dose was chosen for the remaining experiments.

3.2. The effects of Jatropha isabellei crude extract on the neutrophil
infiltration induced by MSU

To investigate if treatment with [atropha isabellei alters neu-
trophil infiltration, we assess the neutrophil infiltration in articu-
lar tissue after MSU injection by analysing the MPO activity
(Fig. 3). We do not observe MPO activity at 2 or 4 h after MSU
injection (data not shown). We observed that the MSU crystals
induced cellular infiltration in the ankle articulation when com-
pared with the control group (animals that received intra-
articular injections of vehicle). The increase in MPO activity was
fully prevented by both the Jatropha isabellei crude extract and
colchicine administration (80 4+ 20% and 95 + 25% prevention,
respectively).

3.3. The effects of Jatropha isabellei crude extract on potassium
oxonate-induced hyperuricaemia in rats

To evaluate the existence of a hypouricemic effect of the
Jatropha isabellei crude extract, we used a model of hyperuricaemia
in rats. As shown in Fig. 4, the injection of potassium oxonate
(250 mg/kg, i.p.) markedly increased the serum uric acid levels
compared with the control group (Fig. 4A). Treatment with the
xanthine oxidase inhibitor allopurinol (10 mg/kg, p.o. used as a
positive control) significantly prevented the uric acid increase in
potassium oxonate-treated animals (89 +10% prevention), while
the Jatropha isabellei crude extract treatment did not alter the uric
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Fig. 4. The effect of the oral administration of the crude extract of Jarropha isabellei or
allopurinol on the uric acid (A), urea (B) and creatinine (C) serum levels induced by
potassium oxonate (250 mg/kg, ip.). The samples were obtained 2 h after potassium
oxonate treatment. Each column represent the mean+ standard errors of the mean
(AHC) n=6 w all groups). Vertical lines show the SEM. " P <0.01 represenis a
significant difference compared to the basal levels, and **P <0.01 represents a
significant difference compared to the vehicle-treated group. The statistical analysis
was performed using a one-way ANOVA followed by the Student-Newman-Keuls' test.

acid levels (Fig. 4A). We did not observe any differences in the
serum levels of urea or creatinine among the groups (Fig. 4B and C).
In addition, only the high concentration of the jatropha isabellei
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crude extract (300 pg/ml) was able to partially (18 + 5%) inhibit the
xantine oxidase activity in vitro. Allopurinol (10 pg/ml), the positive
control, inhibited xantine oxidase activity by 54 + 2% (Fig. 5).

34. The effects of a fraction rich in alkaloids extracted from jatropha
isabellei on the nociception and articular oedema induced by MSU
intra-articular injection

We hypothesised that the antinociceptive and anti-inflammatory
effects demonstrated by the Jatropha isabellei crude extract could be
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Fig. 5. The effect of different concentrations of the crude extract of Jarropha
isabellei or allopurinel on xanthine oxidase activity in vitro. *P <0.05 represents a
significant difference compared to vehicle. The statistical analysis was performed
using a one-way ANOVA followed by the Student-Newman-Keuls' test.
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partially due to the presence of alkaloids in the plant. To test this,
we verified the antinociceptive and the anti-inflammatory effects of
a fraction rich in alkaloids extracted from jatropha isabellei. Similar
to the results obtained for the crude extract, we observed that the
fraction rich in alkaloids (0.15 mg/kg, p.o., a dose equivalent to the
alkaloid content in the crude extract of Jatropha isabellei) was able to
prevent the mechanical hyperalgesia (83 + 12% prevention), thermal
hyperalgesia (43 + 6% prevention), articular oedema (61 + 11% pre-
vention) and neutrophil infiltration (70 + 9% prevention) induced by
MSU at 2 h after its administration (Fig. 6).

3.5. Assessment of the side effects of Jatropha isabellei treatment

3.5.1. The effects of Jatropha isabellei on the open-field test

Treatment with the crude extract (300 mg/kg) or the fraction
rich in alkaloids (0.15 mg/kg) obtained from jatropha isabellei
caused no change in the locomotor coordination activity com-
pared with the vehicle treated animals, as evaluated by both the
total number of crossings and rearings in the open-field test after
treatment (Table 2).

3.5.2. Gastric lesion assessment

Treatment with the crude extract or the fraction rich in
alkaloids obtained from Jatropha isabellei (300 mg/kg) did not
induce gastric lesions. As expected, the positive control, sodium
diclofenac, induced gastric lesions in the stomach mucosa of the
rats (Table 2).
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Fig. 6. The effect of the oral administration of a fraction rich in alkaloids extracted from jatropha isabellei on the nociception and inflammation induced by intra-articular
MSU injections (1.25 mg/site). The antinociceptive effects of the fraction rich in alkaloids observed in mechanical hyperalgesia (A) and thermal hyperalgesia (B). The anti-
inflammatory effects of the fraction rich in alkaloids observed in ankle cedema formation (C) and MPO enzyme activity (D). The mechanical hyperalgesia, thermal
hyperalgesia and oedema formation were analysed two hours after the MSU injections. The MPO activity was determined six hours after the MSU injections. Each column
represent the mean+ standard errors of the mean (A)-{C), n=4 for vehiclefvehicle; n=7 for vehicle/MSU and alkaloid/MSU; D n=5 to all groups). Vertical lines show the

SEM. "P< 0,05, ""P< 0,01 and """P<0,001 represent sig

ficant differences compared to baseline levels; *P < 0,05 and **P < 0,01 represent significant differences

compared to the MSU intra-articular injected and vehicle-treated group. The statistical analysis was performed using a two-way ANOVA followed by Bonferroni's test

(A)-{C) or a one-way ANOVA followed by the Student-Newman-Keuls' test (D).
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Table 2
The assessment of side effects after Jatropha isabellei treatment

Groups (mgfkg)

Number of crossing/rearing

Gastric lesion index ASTJALT activity (U/L)

Naive 49+ 8/23+3
Vehicle 51+ 6/25+4
Sodium diclofenac (50 mg/kg) ND

Jatropha isabellei crude extract (300 mg/kg) 39+ 8/23+3
Jatropha isabellei Fraction rich in alkaloids 42+ 720 +3

(0.15 mg/kg)

0 290+ 20/112 + 18
0 305+ 2117+ 22
1143 ND

0 464+ 32/114 + 12
ND 244+ 31/92+ 9

ND =not determined

3.53. Liver damage

Treatment with the crude extract or the fraction rich in
alkaloids obtained from Jatropha isabellei (300 mg/kg) caused no
change in AST or ALT enzyme activity when compared with the
vehicle treated animals (Table 2).

4. Discussion

Gout is a hyperuricemic condition associated with the deposi-
tion of sodium urate crystals in the joints, leading to neutrophil
infiltration and consequent swelling and pain (Martinon, 2010).
The management of gout has changed relatively little in the past
50 years, despite the fact that many gout patients have contra-
indications to one or more of the currently available gout
therapies. In South American traditional medicine, Jatropha isa-
bellei is often used in the treatment of arthritic diseases, especially
gout (Pertino et al., 2007). Our study demonstrated that jatropha
isabellei was able to prevent the nociception, oedema formation
and neutrophil infiltration produced by an injection of MSU
crystals in rats, confirming its traditional use. Moreover, we
suggest that these effects can be attributed, in part, to the
presence of alkaloid constituents in the plant.

We first analysed the antinociceptive and antioedematogenic
effects of the crude extract of Jatropha isabellei in a rat gout model
induced by MSU. We observed that the crude extract (300 mg/kg,
p.o.) prevented the mechanical allodynia and thermal hyperalge-
sia induced by MSU injections, and its efficacy was similar to that
found for colchicine. These results clearly indicate the existence of
an analgesic-like effect of jatropha isabellei. It is an interesting
finding because pain is the most frequent and unpleasant sign of
gout attacks (Martinon et al., 2006; Terkeltaub, 2010).

In addition to pain relief, gout treatment also must reduce the
inflammatory reaction induced by MSU to avoid a worsening of
the disease over time (Cronstein and Terkeltaub, 2006; Landis and
Haskard, 2001; Sabina et al., 2010). MSU crystals may stimulate
an innate immune response with the production and release of
several pro-inflammatory mediators, such as kinins, interleukin
and tumour necrosis factor, from the plasma and resident cells.
Some of these mediators are chemotactic and amplify the inflam-
matory reaction by inducing leukocyte infiltration, which, if left
unchecked, can lead to tissue damage (Desaulniers et al., 2001;
Cronstein and Terkeltaub, 2006; Landis and Haskard, 2001;
Sabina et al., 2010; Martinon, 2010; Popa-Nita and Naccache,
2010). Of note, treatment with the Jatropha isabellei crude extract
(300 mg/kg, p.o.) was able to not only reduce the oedema but also
prevent the neutrophil infiltration induced by MSU injection. This
is an important finding because the reduction of leukocyte
infiltration may prevent its further activation and consequent
tissue injury.

The accumulation of crystals may also be an indirect result of
hyperuricaemia. Although hyperuricemic is not a direct indicator
of gout, it has long been considered to be the most important risk
factor for the onset of gout (Osada et al., 1993; Mandell, 2008;

Gaffo et al., 2009). We demonstrated that in the hyperuricemic
model, allopurinol fully prevented the uric acid increase com-
pared with the control group. However, Jatropha isabellei did not
show any effect on hyperuricaemia. These results suggest that
this plant is unable to inhibit uric acid biosynthesis. On the other
hand, we observed that only a high concentration of the Jatropha
isabellei crude extract was capable of inhibiting xanthine oxidase
activity in vitro. Thus, the antinociceptive and antioedematogenic
effects of Jatropha isabellei do not occur by xanthine oxidase
inhibition or alterations in the uric acid levels when the crude
extract was administrated. This is most likely due to a lack
characteristics of absorption or the metabolism of the compounds
responsible for the effect after oral administration in vive. Thus,
our pre-clinical study suggests that Jatropha isabellei could be
useful to treat gout attacks, similar to colchicine or NSAID, but
does not prevent them, as is the case for allopurinol.

Colchicine is an alkaloid isolated from the seed of the autumn
crocus Colchicum and has been shown to reduce pain and
inflammation in patients with acute gout attacks (Ahern et al.,
1987; Richette and Bardin, 2010). Our results suggest that the
crude extract of Jatropha isabellei is acting in a way that is similar
to the alkaloid colchicine. This raises the possibility that alkaloid
constituents in jatropha isabellei may contribute to the effects of
the crude extract. Consistent with this hypothesis, we demon-
strated that a fraction rich in alkaloids extracted from this plant
was able to prevent the nociception, oedema formation and
neutrophil infiltration induced by MSU crystals at a dose that
was equivalent to the alkaloid content of the crude extract. This
result indicates that the alkaloids present in Jatropha isabellei may
be responsible, at least in part, for the antinociceptive and anti-
inflammatory effects of this plant.

Apart its beneficial effect of pain and inflammation, the use of
NSAIDs in arthritic patients is limited by side effects, such as
gastrointestinal lesions and renal failure (Janssens et al, 2008;
Kobata et al., 2009). We observed that oral treatment with
Jatropha isabellei did not induced gastric lesions. On the contrary,
previous studies have demonstrated that the Jatropha isabellei
crude extract is gastroprotective and has low toxicity in rats
(Pertino et al., 2007). In accordance with these findings we did not
detect any alteration in the activity of enzymes that indicated
liver or renal injury (ALT and AST, respectively) or in the
locomotor activity of rats after treatment with the Jatropha
isabellei crude extract or a fraction rich in alkaloids. Taken
together, these data indicate that the jatropha isabellei crude
extract has low toxicity. However, further studies investigating
the toxicity of chronic treatment with this extract must be carried
out to evaluate the safety of this plant.

5. Conclusions
The crude extract of Jatropha Isabellei Mill Arg. presents

antinociceptive and anti-inflammatory effects in a rat model
of gouty arthritis without producing a hypouricemic effect.
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These results further support the traditional use of this plant in
gout patients.
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