
 
 

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA MARIA 
CENTRO DE CIÊNCIAS DA SAÚDE 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM FARMACOLOGIA 

 

 

 

 

 

 

 

Fabiano Vargas da Costa 

 

 

 

 

 

 

 
ENVOLVIMENTO DAS POLIAMINAS NO ATAQUE AGUDO DE GOTA 

EM CAMUNDONGOS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Santa Maria, RS, Brasil 2016 



2 

 

Fabiano Vargas da Costa 

 
 
 
 
 
 

ENVOLVIMENTO DAS POLIAMINAS NO ATAQUE AGUDO DE GOTA EM 

CAMUNDONGOS 

 

 

 

 

 

Dissertação apresentada no Curso de 
Mestrado do Programa de Pós-Graduação em 
Farmacologia, Área de Concentração em 
Neuropsicofarmacologia e Imunofarmacologia 
da Universidade Federal de Santa Maria 
(UFSM, RS), como requisito parcial para 
obtenção do grau de Mestre em 
Farmacologia, Área de Concentração em 
Neuropsicofarmacologia e 
Imunofarmacologia. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Orientadora: Prof.ª Dr.ª Maribel A. Rubin 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Santa Maria, RS, Brasil 
2016 



3 

 

Fabiano Vargas da Costa 
 
 
 
 
 
 

ENVOLVIMENTO DAS POLIAMINAS NO ATAQUE AGUDO DE GOTA EM 
CAMUNDONGOS 

 
 
 
 
 
 
Dissertação apresentada no Curso de 
Mestrado do Programa de Pós-Graduação 
em Farmacologia, Área de Concentração 
em Neuropsicofarmacologia e 
Imunofarmacologia da Universidade 
Federal de Santa Maria (UFSM, RS), como 
requisito parcial para obtenção do grau de 
Mestre em Farmacologia, Área de 
Concentração em Neuropsicofarmacologia 
e Imunofarmacologia. 
 
 
 

Aprovado em 26 de fevereiro de 2016: 

 
 
 

_________________________________________ 
Prof.ª Dr.ª Maribel A. Rubin  

(Presidente/Orientador) 
 
 
 

_________________________________________ 
Prof.ª Dr.ª Gabriela Trevisan dos Santos (UNESC) 

 
 
 

__________________________________________ 
Prof.  Dr. Denis Rosemberg (UFSM) 

 
 
 

Santa Maria, RS 
 2016 



4 

 

EPÍGRAFE 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“A tarefa não é tanto ver aquilo que ninguém viu,  

mas pensar o que ninguém ainda pensou  

sobre aquilo que todo mundo vê”. 

 Arthur Schopenhauer 

 

 

“Quanto mais aumenta nosso conhecimento,  

mais evidente fica nossa ignorância”.  

John F. Kennedy 

 

 

“O cientista não é o homem que fornece as verdadeiras respostas;  

é quem faz as verdadeiras perguntas”.  

Claude Lévi-Strauss 

 

 

“O homem que faz coisas comete erros, 

 mas ele nunca comete o maior erro de todos 

 - o de não fazer nada”.  

Benjamin Franklin 
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RESUMO 

 

ENVOLVIMENTO DAS POLIAMINAS NO ATAQUE AGUDO DE GOTA EM 
CAMUNDONGOS 

 
 

AUTOR: Fabiano Vargas da Costa 
ORIENTADORA: Maribel Antonello Rubin 

 
 
O ataque agudo de gota é caracterizado por dor intensa e inflamação combinados 
com o acúmulo de cristais de urato monossódico (MSU). No entanto, a gota e os 
mecanismos responsáveis pelos ataques agudos ainda estão mal compreendidos, 
levando ao tratamento inadequado dos pacientes e reduzindo a qualidade de vida. 
As poliaminas (putrescina, espermidina e espermina) estão envolvidas em 
processos nociceptivos inflamatórios, e não foram investigadas até o momento, por 
conseguinte, o objetivo do presente estudo foi investigar o envolvimento das 
poliaminas no desenvolvimento do ataque de gota aguda em camundongos. Para 
isso, o escore de artrite (conjunto de somatórios de medidas que considera a 
formação de edema, eritema e posição da pata tratada do animal), hiperalgesia 
mecânica e parâmetros inflamatórios foram medidos em um modelo de ataque 
agudo de gota em camundongos machos, induzidos por uma injeção intra-articular 
de (i.a.) MSU, H2O2, forbol 12-miristato 13-acetato (PMA), L-ornitina ou poliaminas 
(putrescina, espermidina, espermina). Todos os agentes algogênicos aumentaram o 
escore de artrite de um modo dose dependente com um DE50 de 0,73 (0,4-1,1) 
mg/sitio de MSU, 2,3 (1,5-3,5) µmol/sitio de H2O2, 3,5 (2,1-5,6) nmol/sitio para PMA, 
0,6 (0,3-1,1) µmol/sitio para a L-ornitina, 0,8 (0,4-1,7) µmol/sitio para a putrescina, 
3,6 (2,6-5,1) µmol/sitio para a espermidina e 0,1 (0,06-0,2) µmol/sitio para 
espermina. Todos os agentes algogênicos testados causaram edema articular e 
nocicepção, exceto a putrescina, que aumentou apenas o escore de artrite. α-
Difluorometilornitina (DFMO; inibidor da ornitina descarboxilase - ODC) preveniu a 
nocicepção induzida por: MSU, H2O2, PMA, L-ornitina, mas não o edema. Por outro 
lado, DFMO não preveniu a nocicepção e o edema induzido por espermina. DFMO 
preveniu o aumento da atividade da ODC induzido por MSU. Os nossos resultados 
indicam que as poliaminas estão envolvidas no ataque agudo de gota, sugerindo 
que os inibidores da síntese de poliaminas podem ser potenciais agentes 
terapêuticos para o tratamento e profilaxia da gota. 
 
Palavras-chave: Urato monossódico. Hiperalgesia mecânica. Edema. Ornitina 
descarboxilase. Inflamação. Escore de artrite. 
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ABSTRACT 
 

CRITICAL ROLE OF POLYAMINES ON ATTACK ACUTE OF GOUT IN MICE 
 
 

Author: Fabiano Vargas da Costa 
Advisor: Maribel A. Rubin 

 
 

Gout attack is characterized severe joint pain and inflammation with concomitant 
accumulation of monosodium urate (MSU) crystals. However, gout and the 
mechanisms responsible for the acute attacks are poorly understood, leading to 
improper treatment of the patient and reducing the quality of life. Polyamines 
(putrescine, spermidine and spermine) are involved in inflammatory nociceptive 
processes and have not been investigated to date. Therefore, the aim of the present 
study was to investigate the involvement of polyamines in the development of acute 
gout attack. Arthritis score, a compound measure of joint compromise that considers 
edema formation, erythema and paw position, mechanical hyperalgesia and 
inflammatory parameters were measured in an acute gout attack model in male mice 
induced by intra-articular (i.a.) injection of MSU, H2O2, phorbol 12-myristate 13-
acetate (PMA), L-ornithine or polyamines (putrescine, spermidine, spermine). All 
these algogenic agents increased arthritis score in a dose-dependent manner with 
ED50 of 0.73 (0.4-1.1) mg/site for MSU, 2.3 (1.5-3.5) µmol/site for H2O2, 3.5 (2.1-5.6) 
nmol/site for PMA, 0.6 (0.3-1.1) µmol/site for L-ornithine, 0.8 (0.4-1.7)  µmol/site for 
putrescine, 3.6 (2.6-5.1)  µmol/site for spermidine and 0.1 (0.06-0.2) µmol/site for 
spermine. All tested algogenic agents caused joint edema and nociception, except 
putrescine, which increased only arthritis score. α-Difluoromethylornithine (DFMO; 
ornithine decarboxylase – ODC - inhibitor, i.a.) prevented MSU-, H2O2-, PMA-, L-
ornithine-induced nociception, but not edema. On the other hand, DFMO did not 
prevent spermine-induced edema and nociception. DFMO prevented MSU-induced 
increase of ODC activity. Our results indicate that polyamines contribute to acute 
gout attacks, suggesting that inhibitors of polyamine synthesis may be potential 
therapeutic agents for the treatment and prophylaxis of gout.  
 
 
Keywords: Monosodium urate, Mechanical hyperalgesia, Edema, Ornithine 
decarboxylase, Inflammation, Arthritis score. 
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      1. APRESENTAÇÃO 

 

1. APRESENTAÇÃO 

 

Os resultados que fazem parte desta dissertação estão apresentados 

sob a forma de manuscrito, o qual se encontra no item manuscrito. As 

seções Materiais e métodos, Resultados e Discussão, encontram-se no 

próprio manuscrito. 

O item Conclusões e Referências bibliográficas encontram-se no final 

desta dissertação. 

As Referências bibliográficas referem-se somente as citações que 

aparecem no item Introdução. 

O artigo está estruturado de acordo com as normas da revista científica 

Pflüglers Archiv - European Journal of Physiology, a qual já foi 

submetido. 
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      2. INTRODUÇÃO 

 

2. INTRODUÇÃO 

 

2.1. DOR 

 

Estima-se que 80% da população mundial possuí acesso limitado a 

medicamentos para tratamento da dor moderada a grave, provocando um profundo 

impacto sobre a qualidade de vida dos pacientes, acarretando consequências 

físicas, psicológicas, sociais e econômicas na população (FISHMAN, 2007;  

LOHMAN; SCHLEIFER; AMON, 2010). De acordo com a Associação Internacional 

para o Estudo da Dor (IASP), a dor é definida como “uma experiência sensorial e 

emocional desagradável associada à lesão tecidual real ou potencial, ou ainda 

descrita em termos que sugerem tal lesão”. Sendo assim, a sua percepção é 

complexa e não envolve apenas a transmissão de um estímulo nocivo, mas também 

processos emocionais e cognitivos, o que leva a considerar a dor um fenômeno 

subjetivo. Por outro lado, a nocicepção é um processo fisiológico, usada para 

descrever os processos neurais de codificação e processamento de estímulos 

nocivos.  Nocicepção e dor não deveriam ser confundidos, porque cada um pode 

ocorrer sem o outro, ou seja, pode-se haver nocicepção e não haver dor, como 

também haver dor sem a existência de nocicepção (LOESER; TREEDE, 2008). 

A sensação dolorosa pode indicar uma lesão tecidual, o que se torna uma 

importante forma de defesa visando a proteção do organismo. Dessa forma, a dor 

aguda (nociceptiva) é de extrema importância, possuindo grande valor adaptativo, 

em relação à sobrevivência do organismo lesado (BASBAUM et al., 2009;  WOOLF, 

2010). Ao contrário destes propósitos claramente protetores, a dor pode se tornar 

crônica quando o organismo não é capaz de produzir resolução da lesão ou quando 

a plasticidade neuronal que ocorre durante a doença mantém a dor mesmo após a 

resolução da lesão. É o que acontece, por exemplo, em doenças inflamatórias 

crônicas, como a dor associada com as artrites (ASHBURN; STAATS, 1999). 

Durante estas síndromes, o processamento sensorial é anormal; e os estímulos 

ambientais que normalmente são inócuos, tais como leve toque ou pequenas 
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alterações na temperatura ambiente, produzem a sensação de dor, isto é, alodínia. 

Entretanto, alodínia está descrita como um caso especial de hiperalgesia, sendo 

uma sensação dolorosa em resposta a um estímulo não nocivo, esse termo só deve 

ser usado quando se sabe que o estímulo não é capaz de ativar nociceptores. A 

alodínia é considerada uma condição patológica, sendo detectada por fibras 

mielinizadas sensíveis ao toque do tipo Aβ. Estímulos que normalmente são 

percebidos como dolorosos produzem percepção exagerada de dor, isto é, 

hiperalgesia. Finalmente, a dor pode ainda aparecer espontaneamente e sem 

necessidade de estimulação externa, podendo ser descrita como dor em queimação 

ou choque (LOESER; TREEDE, 2008). A dor crônica difere substancialmente da dor 

aguda não somente em relação ao seu caráter persistente, mas está principalmente 

associada com alterações adaptativas, tais como à neuroplasticidade em vários 

níveis do sistema nervoso, sendo de difícil tratamento (BESSON, 1999;  

MARCHAND; PERRETTI; MCMAHON, 2005;  WOOLF; MANNION, 1999). 

Existem diversos estímulos dolorosos, tais como, calor, frio extremo, pressão 

e produtos químicos, que podem ativar as terminações nervosas livres e periféricas 

de fibras aferentes sensoriais delgadas do tipo C e Aδ (mielinizadas e não 

mielinizadas), chamadas de nociceptores, esta atividade elétrica é amplificada por 

canais de sódio desencadeando potenciais de ação. Estas fibras são formadas por 

neurônios cujos corpos celulares encontram-se nos gânglios da raiz dorsal (DRG) e 

trigeminal (TG) e que conduzem as informações nociceptivas até o corno dorsal da 

medula espinhal ou o núcleo trigeminal pars caudalis na ponte, respectivamente 

(BESSON, 1999;  RUSSO; BROSE, 1998;  WOOLF, 2010). 

Nas lâminas superficiais do corno dorsal da medula espinhal, as terminações 

dos nociceptores liberam vários neurotransmissores que podem estimular neurônios 

de segunda ordem. Estes neurônios formam vias que irão distribuir informações para 

circuitos cerebrais responsáveis pela produção das dimensões sensoriais 

(discriminativa) e afetivas/motivacionais (descontentamento) da dor (HUNT; 

MANTYH, 2001). Os neurônios de segunda ordem formam vias supraespinhais, 

sendo as mais importantes a via espinotalâmica e a espinoparabraquial. A via 

espinotalâmica termina no tálamo ventroposterior lateral e ventrobasal, que tem 

projeções para o córtex e a via espinoparabraquial se projeta ao núcleo parabraquial 

e tem projeções para o hipotálamo, amígdala (HUNT; MANTYH, 2001). Esta 
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percepção supraespinhal produz várias respostas autonômicas, neuroendócrinas e 

comportamentais relacionadas a defesa (KUNER, 2010). 

 

2.2. GOTA 

 

2.2.1. Histórico 

 

A gota, também denominada artrite gotosa, é uma doença que aflige a 

humanidade há mais de 4500 anos, sendo considerada uma das condições agudas 

mais dolorosas que existem (CHOI et al., 2005).  A gota atinge cerca de 1-2% dos 

adultos nos países desenvolvidos, com predominância nos países ocidentais 

(AR'EV; KUNITSKAYA; KOZINA, 2013;  NUKI; SIMKIN, 2006;  TERKELTAUB, 

2003). Em 2640 a.C., a gota foi reconhecida pelos Egípcios e denominada Podagra 

e no século V a.C., foi citada por Hipócrates como “a doença incapacitante de 

andar”. Hipócrates também associou a doença com um estilo de vida da classe alta 

na época, referindo-se a podagra como a “artrite dos ricos”, já que somente a 

burguesia tinha condições de manter uma dieta a base de alimentos que favoreciam 

a aquisição da gota (carnes e álcool) (NUKI; SIMKIN, 2006). Atualmente, essa 

associação não é evidenciada, pois grande parte da população tem condições de 

manter uma dieta com alta ingestão de purinas (carnes e álcool), as quais podem 

elevar os níveis de urato sérico no organismo. Os Gregos foram os primeiros a 

formular uma teoria patogênica da gota, descrevendo-a como uma doença humoral, 

onde humores, denominados de “phlegme” ou catarro, teriam origem encefálica, 

localizando-se ao nível da articulação inflamada (HOFFMEISTER et al., 2011;  NUKI; 

SIMKIN, 2006). Alguns séculos depois, Galeno descreveu a gota como depósitos de 

urato cristalizado, com consequente geração de nódulos (tofos) e hiperuricemia com 

longo tempo de duração (HOFFMEISTER et al., 2011;  NUKI; SIMKIN, 2006). Até 

então a palavra “gota” não tinha sido mencionada e foi o monge Dominicano 

Randolphus de Bolding (1197-1258) que usou a palavra “gota” pela primeira vez 

para descrever a podagra. O termo “gota” é derivado da palavra em latim “gutta”, 

traduzindo um conceito humoral, que seguindo a descrição desta enfermidade, 

haveria um gotejar de humores de algum local do corpo às articulações (NUKI; 

SIMKIN, 2006). 
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Em 1679, Antoni van Leeuwenhoek (1632–1723), cientista holandês 

considerado o pai da microscopia, identificou a aparência dos cristais de um tofo de 

gota como sendo partículas pequenas e transparentes com extremidades 

pontiagudas. Alguns anos depois Freudweiler demonstrou que a administração intra-

articular de micro cristais de urato monossódico eram capazes de desencadear uma 

inflamação com as características da gota aguda (BRILL; MCCARTY, 1964;  NUKI; 

SIMKIN, 2006). Por fim, em 1962 Faires e MacCarty demonstraram através da 

injeção de cristais de urato monossódico (MSU) intra-articular nas próprias 

articulações, que a presença de MSU estava relacionada à dor e inflamação, pois a 

injeção deu início a um rápido processo inflamatório que apresentava os mesmos 

sintomas de uma crise aguda de gota (FAIRES; MCCARTY, 1962;  MARTINON, 

2010). Após um histórico de mais de 2500 anos a gota ainda é considerada uma das 

doenças mais antigas conhecidas, porém, os mecanismos associados à doença 

ainda não estão completamente elucidados, o que o torna de grande importância 

para a descoberta de novos fármacos e tratamentos para os sintomas associados a 

esta artrite (MARTINON, 2010;  NUKI; SIMKIN, 2006;  SMITH; BRACKEN; SMITH, 

2011). 

 

2.2.2. Causas e prevalência 

 

O aumento da concentração sérica de ácido úrico é um dos fatores de risco 

mais importantes para a gota. Em um estudo envolvendo 2046 participantes 

saudáveis com mais de 14 anos de idade, foi verificado que 22% deles que 

apresentavam níveis séricos iniciais de urato maiores do que 9 mg/dL, 

desenvolveram gota em um período de seis anos (AR'EV et al., 2013). 

Devido ao alto número de pessoas com níveis de ácido úrico maiores que 9 

mg/dL, foram criadas algumas recomendações gerais para o gerenciamento de 

fatores associados ao aumento de ácido úrico no sangue (hiperuricemia), incluindo 

perda de peso, restrição a ingestão de proteínas de origem animal (carne e frutos do 

mar), e também álcool e bebidas açucaradas (Figura 1) (CHOI et al., 2005;  PEREZ-

RUIZ; HERRERO-BEITES, 2012;  RICHETTE; BARDIN, 2010). 
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Figura 1-  Impacto de diferentes dietas na aquisição da gota (CHOI, 2010). 

 

O ácido úrico é um ácido fraco, formado pela ação da enzima xantina oxidase 

sobre as purinas adenosina e guanina. Em pH fisiológico esse ácido é chamado de 

urato (HOFFMEISTER et al., 2011;  PEREZ-RUIZ; HERRERO-BEITES, 2012). 

Seres humanos e primatas apresentam uma mutação na enzima uricase, que é 

responsável pela degradação do ácido úrico em uma forma mais solúvel, a 

alantoína. Devido a essa mutação, a enzima perdeu sua função. Portanto as 

concentrações de urato são mais elevadas em humanos do que em outras espécies, 

levando a concentração fisiológica de urato ao seu limite de solubilidade (CHOI; 

CURHAN, 2008;  WORTMANN, 2002). 

A dieta humana consiste na ingestão de pouco ácido úrico, sendo produzido 

principalmente no fígado e em menor grau no intestino delgado. Sua produção está 

associada com o equilíbrio entre ingestão de purinas, síntese de novas células, 

reciclagem e a degradação pela enzima xantina oxidase. Uma das principais causas 

do excesso de produção de ácido úrico, está associada com a degradação do ATP 
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em AMP, que é um precursor do ácido úrico (RICHETTE; BARDIN, 2010;  

TERKELTAUB, 2003). 

A gota também está associada com um número de diferentes medicamentos, 

incluindo diuréticos, baixas doses de aspirina, e drogas utilizadas em transplante de 

órgãos (SAAG; CHOI, 2006). O aumento da expectativa de vida da população em 

países desenvolvidos industrialmente também é um fator que contribui para o 

aumento da incidência da gota (AR'EV et al., 2013;  PEREZ-RUIZ; HERRERO-

BEITES, 2012). As manifestações clínicas da gota ocorrem com maior frequência 

com o aumento de condições como trauma ou irritação das articulações, redução da 

temperatura corpórea (extremidades do corpo podem ser mais afetadas e ataques 

noturnos são mais comuns), alterações no pH (observado em pacientes com cetose 

pós cirúrgicos), e por fim, em doenças prévias de alguma articulação como 

osteoartrite (CHOI et al., 2005;  NEOGI, 2011;  RICHETTE; BARDIN, 2010). 

 

2.2.3. Processos inflamatórios 

 

Compreender as fases da gota, assim como a formação dos cristais de urato 

monossódico (MSU) e também o andamento dos fenômenos inflamatórios e 

patogênicos causados pelos cristais de MSU é fundamental para melhor entender os 

mecanismos inflamatórios envolvidos na gota.  

Os cristais de MSU se formam quando os níveis séricos de ácido úrico estão 

acima do limite de solubilidade. Quando isso acontece, moléculas de urato são 

depositadas nas articulações ou em tecidos periarticulares e quando em contato com 

moléculas do ânion sódio, encontrado em altas concentrações no compartimento 

extracelular são cristalizadas, formando os cristais de urato monossódico (MSU). 

Como mencionado acima, fatores como redução do pH e da temperatura, força 

iônica e ligação a macromoléculas plasmáticas facilitam a cristalização do ácido 

úrico (RICHETTE; BARDIN, 2010;  TERKELTAUB, 2003;  WORTMANN, 2002). O 

desenvolvimento da gota pode ser dividido em 4 fases: a primeira fase é 

denominada hiperuricemia assintomática, uma anormalidade comum, onde 

concentrações de ácido úrico no sangue superam levemente o limite de solubilidade. 

Notavelmente, a maioria das pessoas com hiperuricemia permanecem 

assintomáticos. A segunda fase é caracterizada por ataques periódicos agudos de 

gota com duração média de 10 dias, seguido por períodos sintomáticos esporádicos. 
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Neste período os sintomas inflamatórios e a dor desaparecem mesmo sem 

tratamento, e tem início uma nova fase assintomática denominada período 

intercrítico. Por fim, com a falta de um tratamento adequado, ou então, a ausência 

de um tratamento, têm-se início a quarta fase, denominada gota tofácea crônica, que 

é caracterizada pelo inchaço e pela rigidez das articulações (MANDELL, 2008;  

MARTINON, 2010).  

Todas as 4 fases da gota estão envolvidas em um complexo sistema de 

defesa do organismo, onde o sistema imunológico possui ferramentas que são 

capazes de realizar o monitoramento e detecção de moléculas sinalizadoras de 

lesões celulares e desse modo criam respostas apropriadas quando necessário, 

auxiliando no reparo do tecido danificado. Algumas moléculas são consideradas 

sinalizadores de perigo ou ainda citadas como padrões moleculares associados ao 

dano. Uma dessas moléculas é o cristal de MSU, sendo citado como uma das mais 

potentes substâncias capazes de iniciar um estímulo pró-inflamatório e uma resposta 

inflamatória imune inata (POPA-NITA; NACCACHE, 2010;  ROCK; KATAOKA; LAI, 

2013). 

Alguns estudos demonstram que os cristais de MSU têm a capacidade de 

iniciar um processo inflamatório de duas formas distintas: 1- ativação do sistema do 

complemento, o que acarretará na produção de enzimas extracelulares e produção 

de mediadores pró-inflamatórios (DOHERTY; WHICHER; DIEPPE, 1983;  RICH et 

al., 1985;  TRAMONTINI et al., 2004); 2- através do mecanismo de fagocitose de 

cristais de MSU, estimulando a produção de eicosanoides, neurotransmissores, 

espécies reativas de oxigênio (H2O2) e também citocinas pró-inflamatórias 

(ABRAMSON; HOFFSTEIN; WEISSMANN, 1982;  CHEN et al., 2006;  WEBSTER et 

al., 1972). 

O Influxo e ativação de neutrófilos são importantes eventos na inflamação 

gotosa, pois já foi demonstrado que vários agentes responsáveis por suprimir a 

atividade dos neutrófilos são capazes de amenizar o processo inflamatório induzido 

por cristais de MSU (TRAMONTINI et al., 2004). A quimiotaxia positiva, ou seja, o 

recrutamento de células de defesa para o local de inflamação é crucial para o 

desenvolvimento do processo inflamatório. A ativação do sistema complemento já foi 

observada em fluidos sinoviais de humanos com gota (KIM et al., 1980;  MANTHEY 

et al., 2009;  WEBSTER et al., 1972) alternativamente, está descrito que cristais de 

MSU promovem a ativação das vias clássica (GICLAS; GINSBERG; COOPER, 
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1979;  POPA-NITA; NACCACHE, 2010) e alternativa do sistema complemento in 

vitro (FIELDS et al., 1983). 

Embora a quantidade de proteínas do sistema complemento no fluido articular 

normal seja baixa (MARTIN; HARPER, 2010;  PEKIN; ZVAIFLER, 1964), algumas 

proteínas envolvidas no sistema complemento (C5a e C5a desArg; C5a desArg é 

uma molécula semelhante a C5a, porém menos potente) são conhecidas por 

exercerem efeitos quimiotáticos em concentrações baixas (HIGAZI; BARGHOUTI, 

1994;  MARTIN; HARPER, 2010). C5a desempenha um papel importante no 

aumento da migração e da adesão dos neutrófilos e monócitos às paredes dos 

vasos (MANTHEY et al., 2009). O papel do sistema complemento na gota começa a 

partir da clivagem direta de C5 para C5a e C5b, desencadeada pela formação da C5 

convertase estável sobre a superfície do cristal de MSU (TRAMONTINI et al., 2004), 

a C5a é então liberada, restando a C5b, fixada no cristal de MSU, por fim, a C5b 

liga-se a C6, C7, C8 e C9 (C5b-9) formando o complexo de ataque a membrana 

(MAC) (KUBI et al., 2009). Estudos realizados em coelhos deficientes de C6, e 

consequentemente, incapazes de produzir a MAC, que foram tratados com uma 

injeção intra-articular de MSU no joelho direito, tiveram seus níveis de IL-8 

diminuídos em 80% em comparação com animais sadios tratados com uma injeção 

de MSU intra-articular no joelho direito (TRAMONTINI et al., 2004). 

 Assim como a sinalização e a formação do complexo de ataque a membrana 

do cristal de MSU, um dos principais eventos ocorridos na inflamação gotosa é o 

reconhecimento e a internalização dos cristais de MSU pelas células de defesa 

presentes nas articulações, as quais são responsáveis por iniciar uma cascata 

inflamatória aguda, mas autolimitada (Figura 2). Dentre os mecanismos 

responsáveis pela internalização dos cristais de MSU estão os receptores de 

membrana do tipo Toll (TLRs) 2 e 4, que são responsáveis pelo reconhecimento e 

fagocitose dos cristais de MSU, juntamente com as proteínas CD14, que auxiliam no 

reconhecimento e iniciam o processo inflamatório propriamente dito (MARTIN; 

HARPER, 2010;  SCOTT et al., 2006). Os receptores TLR 2 e 4 são proteínas de 

membrana que apresentam uma porção extracelular e uma porção intracelular. A 

porção extracelular contém repetições ricas em leucina (LLRs), responsáveis por 

fazer a ligação de vários ligantes, já sua porção intracelular contém um domínio TIR, 

onde apresentam regiões altamente conservadas denominadas box 1, 2 e 3, essas 

regiões servem como locais de ligações para proteínas auxiliadoras, tais como a 



20 

 

MyD88, responsável por dar início a transdução de sinal, culminando na ativação do 

fator de transcrição NF-κB e ativação de um conjunto de proteínas conjugadas 

chamada inflamossoma NLRP3. A ativação do fator de transcrição NF-κB e 

inflamossoma NLRP3, resulta na produção de diversas citocinas e quimiocinas, tais 

como, TNF-α, IL-6, IL-8, IL-1β e espécies reativas de oxigênio (H2O2) (MARTINON, 

2010;  RICHETTE; BARDIN, 2010;  TERKELTAUB, R., 2009). 

 A produção e liberação dessas citocinas inflamatórias no meio extracelular 

induzem o recrutamento e ativação de neutrófilos, através da estimulação do 

endotélio vascular a expressão de moléculas de adesão para leucócitos. Devido a 

essa ativação as células endoteliais conferem um aumento da permeabilidade 

vascular causada principalmente pelo aumento do fluxo sanguíneo e também da 

vasodilatação (MARTINON, 2010;  RICHETTE; BARDIN, 2010). 

 

 

Figura 2- Mecanismo de fagocitose de cristais de MSU, adaptado de (DIACOVICH; GORVEL, 2010). 

Receptores de membrana do tipo Toll (TLRs), Receptores semelhantes a NOD (NLR), Cluster de 

diferenciação 14 (CD14), Gene principal de diferenciação a resposta mielóide 88 (MyD88). Partícula 

associada a apoptose como a proteína contendo domínios de recrutamento de caspase (ASC). 
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2.3. POLIAMINAS 

 

As poliaminas foram descobertas em 1678 pelo holandês Antonie van 

Leeuwenhoek, contudo apenas em 1924 foi deduzida sua fórmula empírica, sendo 

somente em 1926 sintetizada in vitro. As poliaminas (putrescina, espermidina e 

espermina; Figura 3) são policátions orgânicos com grupamentos aminos primários e 

secundários, os quais são protonados em pH fisiológico. Elas fazem parte de uma 

classe essencial de metabólitos encontrados em todas as células eucariontes e 

procariontes e são fundamentais para a proliferação celular (CASERO; MARTON, 

2007;  KUSANO et al., 2008). 

Devido ao seu caráter catiônico, as poliaminas apresentam uma característica muito 

importante, que é sua capacidade de interagir (de forma reversível) muito mais forte 

e com alta especificidade com ácidos nucleicos e macromoléculas ácidas, do que 

com alguns cátions inorgânicos (Ca2+, Mg2+) (BACHRACH, 2005;  CASERO; 

MARTON, 2007). 

Diversos estudos têm apontado o papel das poliaminas como importantes no 

crescimento celular, envelhecimento, na melhora da memória, em doenças 

neurodegenerativas, desordens metabólicas e cânceres. Apesar de estudos 

abrangentes envolvendo poliaminas, existe uma carência de um conceito unificador 

para interpretar seu papel à nível molecular (MILLER-FLEMING et al., 2015). 

 

 
Figura 3- Estrutura das poliaminas. 
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2.3.1. Biossíntese e catabolismo das poliaminas 

 

A concentração celular de poliaminas é regulada pela biossíntese, degradação, 

absorção e excreção. Em ambos os organismos, procariontes e eucariontes, os 

níveis de poliaminas são aumentados durante a resposta celular a estímulos 

proliferativos (IGARASHI; KASHIWAGI, 2010;  WALLACE; FRASER; HUGHES, 

2003). As poliaminas são, em sua maioria, derivadas dos aminoácidos ornitina e 

metionina, ao passo que os aminoácidos arginina e lisina, servem como fontes 

secundárias destes metabolitos (Figura 4). A via de biossíntese começa com a 

descarboxilação da ornitina, pela ação da enzima ornitina descarboxilase (ODC), 

tendo como resultado a formação da putrescina (PUT). Espermidina (SPD) e 

Espermina (SPM) são formadas a partir da PUT, através da adição de grupos 

aminopropil. Estes grupamentos são doados pela S-adenosilmetionina 

descarboxilada por ação das enzimas espermidina e espermina sintase (SPDS e 

SPMS). A S-adenosilmetionina descarboxilada é formada a partir da S-

adenosilmetionina (oriunda da molécula de metionina) por ação da enzima S-

adenosilmetionina descarboxilase (SAMDC).  (SPDS e SPMS) (Figura 4) 

(IGARASHI; KASHIWAGI, 2010;  KUSANO et al., 2008;  RHEE; KIM; LEE, 2007;  

SHAH; SWIATLO, 2008). 

 
Figura 4 - Biossíntese e catabolismo das poliaminas (PARK; IGARASHI, 2013). S-adenosilmetionina 
descarboxilase (SAMDC), espermidina sintase (SPDS), espermina sintase (SPMS), espermina-
oxidase (EPMO), espermidina/espermina N1-acetil-transferase (SSAT), acetilpoliamina oxidase 
(AcPAO), Antizima (Az). 
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Além da via direta de síntese das poliaminas a partir dos aminoácidos 

arginina e ornitina, a sua síntese também pode ocorrer de forma inversa, onde à 

partir da espermina será formada a espermidina e à partir desta a putrescina.  Para 

isso existem três enzimas responsáveis pela síntese inversa das poliaminas. A 

espermina-oxidase (EPMO) é responsável por catalisar a conversão direta da 

espermina em espermidina, e as enzimas espermidina/espermina N1-acetil-

transferase (SSAT) e acetilpoliamina oxidase (AcPAO) catalisam a conversão 

indireta de espermina em espermidina e espermidina a putrescina (CASERO; 

PEGG, 1993;  JANNE et al., 2004;  VUJCIC et al., 2002). Para contrabalancear a 

síntese de poliaminas, existe uma molécula responsável para controlar 

negativamente o aumento das poliaminas, a proteína chamada antizima (AZ). A 

antizima inibe diretamente a atividade de ODC e também estimula a sua degradação 

(COFFINO, 2001;  IGARASHI; KASHIWAGI, 2010). A antizima também aumenta a 

excreção de poliaminas (SAKATA; KASHIWAGI; IGARASHI, 2000;  SUZUKI, T. et 

al., 1994).  

 

2.3.2. Regulação de canais iônicos por poliaminas 

 

 As poliaminas estão envolvidas em vários processos biológicos, incluindo o 

controle da excitabilidade neuronal, a melhoria da memória e da aprendizagem no 

sistema nervoso central. Tem sido demonstrado que uma dieta deficiente em 

poliaminas e suplementada com um antibiótico (para reduzir o nível de poliaminas 

derivadas de microflora intestinal) reduz a hiperalgesia induzida por incisões, 

inflamação ou neuropatia em ratos (RIVAT et al., 2008). Além disso, tem sido 

mostrando que as poliaminas, em particular a espermina, se ligam, ativando alguns 

tipos de canais iónicos como o receptor N-metil-d-aspartato (NMDA) e mais 

recentemente com receptores de potencial transitório vanilóide 1 (TRPV1) 

(GEWEHR et al., 2011;  IGARASHI; KASHIWAGI, 2010). 

Mony e colaboradores (2011) mostraram através de técnicas moleculares e 

eletrofisiológicas, que as poliaminas se ligam na interface das subunidades 

GluN1/GluN2B do receptor NMDA (Figura 5) (MONY et al., 2011). No modelo 

proposto, a espermina liga-se na interface formada pelos lóbulos inferiores do 

domínio N-terminal (NTD) das subunidades GluN1/GluN2B do receptor NMDA. O 
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dímero formado pelo NTD das subunidades GluN1/GluN2B que possuem formato de 

concha, pode alternar entre dois estados conformacionais: um estado ativo e outro 

estado “tipo dessensibilizado”. No estado ativado, a região NTD das duas 

subunidades está aberta, o que mantém os lóbulos inferiores próximos e aumenta a 

probabilidade de ligação do agonista. Já no estado dessensibilizado, cargas 

eletrostáticas mantém os lóbulos inferiores de GluN1 e GluN2B separados, o que 

provoca o fechamento da região NTD. A espermina e a espermidina agem 

estabilizando o receptor em um estado ativado, aliviando a repulsão eletrostática 

que separa os lóbulos inferiores das subunidades GluN1 e GluN2B (MONY et al., 

2011). 

 
Figura 5 - Sítios de modulação alostérica no receptor NMDA. A) Visão esquemática do heterodímero 
formado pelas subunidades GluN1 e GluN2B. B) Sítio de ligação das poliaminas no receptor NMDA. 
C) Sítio de ligação de antagonistas da subunidade GluN2B do receptor NMDA. Adaptado de (MONY 
et al., 2011). 

 

Além dos receptores NMDA, as poliaminas também modulam positivamente 

outros receptores ionotrópicos, tais como o TRPV1, um canal iônico importante para 

o desenvolvimento e processamento de nocicepção (YUKIOKA et al., 1992).  

 

2.3.3. Poliaminas e nocicepção  

 

Vários estudos têm demonstrado os efeitos das poliaminas relacionados com 

a nocicepção. Os próximos parágrafos descreverão alguns estudos relacionados 
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com poliaminas e nocicepção, seguido de um resumo geral em forma de quadro 

(Quadro 1). 

  Em 1996, em um dos primeiros estudos relacionando poliaminas com 

nocicepção, Kergozien e colaboradores constataram que a privação de poliaminas 

na dieta provoca um efeito analgésico. No estudo ratos Wistar foram submetidos a 

uma dieta de duas semanas contendo menos de 10 µg/kg de poliaminas, com intuito 

de desenvolver um possível efeito analgésico. Como resultados os pesquisadores 

observaram uma redução da nocicepção mecânica e térmica nos animais, indicando 

que as poliaminas poderiam potencializar a nocicepção (KERGOZIEN et al., 1996). 

Mais tarde outros pesquisadores também mostraram que uma dieta livre de 

poliaminas produz um efeito analgésico em ratos Sprangue-Dawley (ESTEBE et al., 

2006). Esta analgesia foi encontrada tanto em modelo de dor inflamatória como 

neuropática (ESTEBE et al., 2006) (RIVAT et al., 2008). Além disso, Ferrier e 

colaboradores descreveram que uma dieta livre de poliaminas impediu um aumento 

tanto da hiperalgesia mecânica quanto da hiperalgesia térmica em experimentos pré-

clínicos (FERRIER et al., 2013). 

Em 2011, Silva e colaboradores, observaram que as poliaminas sintetizadas 

endogenamente (putrescina, espermidina e espermina) contribuem para o 

desenvolvimento da nocicepção e edema em um modelo de dor inflamatória  (SILVA 

et al., 2011).  

Em 2011, Gewehr e colaboradores, avaliaram a participação de diversos 

receptores ionotrópicos (TRPV1, NMDA, AMPA/cainato, receptores de canais de 

íons sensíveis a ácido (ASCI)) na dor induzida pela administração subcutânea de 

poliaminas (putrescina, espermidina e espermina). Os pesquisadores concluíram 

que as poliaminas estão envolvidas na nocicepção através da ativação do TRPV1 

(GEWEHR et al., 2011). Porém, até o momento não foi avaliado o papel das 

poliaminas no ataque agudo de gota. 

Concluindo, devido às diversas evidências demonstrando a participação das 

poliaminas na nocicepção, através da modulação positiva de receptores 

ionotrópicos, e observando que mecanismos propostos para a patofisiologia da gota 

estariam induzindo a produção de poliaminas, neste estudo avaliamos o papel das 

poliaminas na nocicepção aguda induzida por um modelo de ataques agudos de 

gota em camundongos. 
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Quadro 1. Diferentes estudos envolvendo poliaminas e nocicepção. 

 

Via de 

administração 

Linhagem 

Animal 

Testes  

realizados 

Doses 

utilizadas 

Resultados  Referências 

Administração  

via oral (dieta 

livre de 

poliaminas). 

Ratos Wistar 

 250 – 300g. 

Randal-Sellito 

Tail-flick 

Ração livre de 

poliaminas. 

A administração via oral 

de uma dieta livre de 

poliaminas foi capaz de 

induzir um efeito 

analgésicos nos animais 

testados. 

(KERGOZIE

N et al., 

1996) 

Administração  

via oral (dieta 

livre de 

poliaminas). 

Injeção 

subcutânea 

(carragenina). 

 

Ratos 

Sprangue-

Dawley  

270 – 320g. 

Randal-Sellito Ração livre de 

poliaminas. 

0.2 mL a 2% de 

carragenina. 

 

A administração via oral 

de uma dieta livre de 

poliaminas foi capaz de 

reverter o efeito 

nociceptivo causado por 

carragenina. 

(ESTEBE et 

al., 2006) 

Administração  

via oral (dieta 

livre de 

poliaminas). 

Injeção 

subcutânea 

(carragenina) 

Injeção intra-

articular (CFA). 

Ratos 

Sprangue-

Dawley  

300 – 400g. 

Randal-Sellito 

(modificado) 

Teste de 

sustentação de 

peso 

 

Ração livre de 

poliaminas. 

0.2 mL a 1% de 

carragenina. 

50µL CFA. 

 

 

 

A administração via oral 

de uma dieta livre de 

poliaminas foi capaz de 

diminuir a dor crônica 

causada por carragenina 

e CFA. 

(RIVAT et 

al., 2008) 

Administração  

via oral (dieta 

livre de 

poliaminas). 

Administração 

intraperitoneal 

(Oxaliplatina). 

Ratos 

Sprangue-

Dawley  

150 – 175g. 

Von-frey  

(eletrônico) 

Chapa Fria 

Ração livre de 

poliaminas. 

Oxaliplatina 

(6 mg/kg) 

 

Dieta livre de poliaminas 

foi capaz de criar um 

efeito analgésico 

induzido por 

carragenina. 

(FERRIER 

et al., 2013) 

 

 

Injeção 

subcutânea 

de poliaminas 

(putrescina, 

espermidina e 

espermina). 

Camundongos 

Swiss, 25 – 30g. 

Teste de lambidas 

(licking) 

Western Blot 

Poliaminas 20µL,  

0,1 - 10 µmol/pata. 

Glutamato (10,000 

nmol/pata). 

Capsaicina (0,01–3 

nmol/pata). 

Graças ao caráter 

catiônico das poliaminas, 

elas podem estar 

aumentando a atividade 

de receptores envolvidos 

na dor. 

(GEWEHR 

et al., 2011) 

Injeção 

subcutânea de 

poliaminas 

(putrecina, 

espermidina e 

espermina). 

Ratos Wistar 

 250 – 300g. 

Von Frey 

Edema 

Western Blot 

Poliaminas 

50µL, 0,003 – 

10µmol/pata. 

CFA 50µL 

 

A Administração de 

poliaminas foi capaz de 

aumentar tanto 

nocicepção quanto 

edema. 

(SILVA et 

al., 2011) 
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2.3.4. Provável mecanismo de ação: Poliaminas e a gota 

 

Alguns estudos têm demonstrado o envolvimento de poliaminas em 

processos inflamatórios, como descrito acima (ESTEBE et al., 2006;  FERRIER et 

al., 2013;  KERGOZIEN et al., 1996;  RIVAT et al., 2008). Por outro lado, não existe 

qualquer outro estudo demonstrando o papel das poliaminas no ataque agudo de 

gota. 

Está bem descrito que a injeção i.a. de MSU gera nocicepção e edema. Isto 

ocorre porque as células que residem nas articulações (sinoviócitos), apresentam 

um comportamento semelhante a macrófagos, sendo capaz de fagocitar cristais de 

MSU, resultando na produção de H2O2, juntamente com várias citocinas 

inflamatórias (MALAWISTA; DE BOISFLEURY; NACCACHE, 2011;  MARTINON, 

2010;  SCHLESINGER, 2014). Além disso, tem sido descrito que a injeção i.a. de 

H2O2 causa o aumento na nocicepção e edema de maneira semelhante a injeção i.a. 

de MSU (TREVISAN et al., 2014). O H2O2 é uma espécie reativa de oxigênio, capaz 

de ativar receptores, proteínas e algumas células envolvidas na dor inflamatória 

(CSATO et al., 2014;  TREVISAN et al., 2014). 

Um dos componentes ativados pelo H2O2 é a proteína cinase C (PKC) 

(CSATO et al., 2014). A PKC pertence ao grupo de serina e tirosina cinase e é 

responsável por vários fenômenos celulares, tais como a proliferação e a 

diferenciação celular (HADLEY; BAHIA; TAYLOR-CLARK, 2013;  MARTIN-LIBERAL 

et al., 2014). A PKC é uma molécula composta por duas unidades diferentes, ou 

seja, é um heterodímero, onde precisa ser fosforilada para ficar ativa. A PKC pode 

ser fosforilada e consequentemente ativada pela molécula de diacilglicerol. Outra 

molécula responsável pela ativação da PKC é o miristato de forbol 12-13-acetato 

(PMA) (LIU; HECKMAN, 1998;  ZHAO et al., 2009).  

Após a fosforilação da PKC e consequente ativação, inicia-se vários 

processos, tais como a ativação de fatores de transcrição (NISHIZUKA, 1984) e a 

ativação de enzimas como a ornitina descarboxilase (ODC), responsável pela 

síntese de poliaminas, a qual é ativada pela PKC (ZHAO et al., 2009). A ODC é uma 

enzima de curta duração (menos de 1 hora) e está ativa na forma de dímero 

(OLSEN; ZETTER, 2011). Baseado nestes dados, no presente estudo avaliamos a 

possibilidade das poliaminas estarem envolvidas no ataque agudo de gota. 
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3. OBJETIVOS 

 

3. OBJETIVOS 

 

3.1. OBJETIVO GERAL 

 

 Avaliar o envolvimento das poliaminas na dor induzida pela administração 

intra-articular de MSU em camundongos.  

 

3.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

3.2.1. Investigar se a administração intra-articular de MSU, H2O2, phorbol 12-

myristate 13-acetate (PMA), L-ornitina, putrescina, espermidina e espermina 

induzem nocicepção; 

 

3.2.2. Investigar a participação da enzima ODC na nocicepção e edema induzida por 

MSU, H2O2, PMA, L-ornitina e espermina; 

 

3.2.3. Avaliar se a injeção intra-articular de α-Difluorometilornitina (DFMO), inibidor 

da síntese de poliaminas, altera os parâmetros inflamatórios (infiltração celular e 

produção de H2O2) induzidos por MSU; 

 

3.2.4. Avaliar se a administração intra-articular MSU causa alterações na atividade 

da enzima ODC. 

 

 

 

 

 

 

 



29 

 

 

4. MANUSCRITO 

 

 

4. MANUSCRITO 

 

Título: 

 

Critical role of polyamines on attack acute of gout 

 

Manuscrito submetido para publicação no periódico: 

 

Pflüglers Archiv - European Journal of Physiology 

 

Comprovante de submissão do manuscrito: 

 

 

 

 
 
 
 



30 

 

 
Critical role of polyamines in the development of acute gout attack in mice 
 

Fabiano V. Costa1, Mateus F. Rossato2, Sara M. Oliveira3, Maribel A. Rubin1, 3 
 

 
1Graduate Program in Pharmacology, Center of Health Sciences, Federal University of Santa Maria, Santa 

Maria, RS, 97105-900, Brazil  
2Center of Innovation and Pre-clinical Pharmacology – CIEnP, Florianopolis, SC, Brazil  
3Graduate Program in Biological Sciences: Toxicological Biochemistry, Center of Exact and Natural Sciences, 

Federal University of Santa Maria, Santa Maria, RS, 97105-900, Brazil 

 

 

Correspondence to: Maribel A. Rubin, Department of Biochemistry and Molecular Biology, CCNE, Federal 

University of Santa Maria, Avenida Roraima 1000, Camobi, ZIP 97105-900, Santa Maria, RS, Brazil. Tel.: +55 

55 3220 8053.  

E-mail:  maribel.rubin@gmail.com 

 

Short title: Role of polyamines in the acute gout attack 

 

 

 

mailto:maribel.rubin@gmail.com


31 

 

Abstract 

 

Objective. The aim of the present study was to investigate the involvement of polyamines in the development of 

acute gout attack in mice. 

Methods. Arthritis score, a compound measure of joint compromise that considers edema formation, erythema 

and paw position, mechanical hyperalgesia and inflammatory parameters were measured in an acute gout attack 

model in male mice induced by intra-articular (i.a.) injection of monosodium urate (MSU), H2O2, phorbol 12-

myristate 13-acetate (PMA), L-ornithine or polyamines (putrescine, spermidine, spermine). 

Results. All these algogenic agents increased arthritis score in a dose-dependent manner with ED50 of 0.73 (0.4-

1.1) mg/site for MSU, 2.3 (1.5-3.5) µmol/site for H2O2, 3.5 (2.1-5.6) nmol/site for PMA, 0.6 (0.3-1.1) µmol/site 

for L-ornithine, 0.8 (0.4-1.7)  µmol/site for putrescine, 3.6 (2.6-5.1)  µmol/site for spermidine and 0.1 (0.06-0.2) 

µmol/site for spermine. All tested algogenic agents caused joint edema and nociception, except putrescine, 

which increased only arthritis score. α-Difluoromethylornithine (DFMO; ornithine decarboxylase – ODC - 

inhibitor, i.a.) prevented MSU-, H2O2-, PMA-, L-ornithine-induced nociception, but did not prevent edema. On 

the other hand, DFMO did not prevent spermine-induced edema and nociception. DFMO prevented MSU-

induced increase of ODC activity. 

Conclusion. Our results indicate that polyamines contribute to acute gout attacks, suggesting that inhibitors of 

polyamine synthesis may be potential therapeutic agents for the treatment and prophylaxis of gout.  

 

Key words: monosodium urate, mechanical hyperalgesia, edema, ornithine decarboxylase, inflammation, 

arthritis score. 
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Introduction 

 

Gout is a disease that afflicts humanity for over 4,500 years, being considered one of the most painful acute 

conditions afflicting humans, reaching about 1-2% of adults in developed countries, with predominance in 

western countries (1-5). It has been shown that the excess of uric acid in the body leads to the deposit of 

monosodium urate (MSU) crystals in the joint, and this is the main cause of gout (6, 7). Acute gout attacks are 

accompanied by severe joint pain and articular/periarticular inflammation and, specifically, the presence of MSU 

crystals in the interior of phagocytic cells (8).  

The uric acid is a weak acid formed by the action of the enzyme xanthine oxidase on the purines 

adenosine and guanine (9). Humans and primates have a mutation in the enzyme called uricase, which is 

responsible for degradation of uric acid to a more soluble form, the allantoin, due to this mutation, the enzyme 

eventually lost function. Therefore, the concentration of urate in humans is higher than in other species, leading 

to physiologic urate concentration to their solubility limit (10, 11).  

The main drugs clinically used to gout treatment are nonsteroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs), 

steroids, or colchicine (12). However, it is known that these drugs can cause collateral effects that often limit 

their use and none is ideal for alleviating the inflammatory phenomena (4, 13). Thus, studying the mechanisms 

involved in the acute attack of gout is a useful means of identifying new targets to better treat the inflammatory 

and nociceptive symptoms induced by MSU. 

Recent studies from our group demonstrated that hydrogen peroxide (H2O2) contribute substantially to 

painful and inflammatory responses induced by MSU injection (14, 15). At the same time, we also demonstrated 

the importance of protein kinase C (PKC) in an inflammatory painful condition (16, 17). H2O2 may act as a PKC 

activator, which in turns activate ornithine decarboxylase (ODC), responsible for the synthesis of polyamines 

(18, 19). 

The polyamines, putrescine, spermidine and spermine, are simple aliphatic amines, present in all 

eukaryotic cells (20, 21). Putrescine is formed from  the  decarboxylation of ornithine by ODC (rate limiting 

step),  which may be  converted  into spermidine  and  spermine  by  spermidine  synthase  and  spermine 

synthase,  respectively (20-22). Previous studies demonstrated that polyamines produce spontaneous nociception 

through the stimulation of receptor transient receptor potential vanilloid 1 (TRPV1) and trigger inflammatory 

processes (23-25). In line with this view, it has been shown that a polyamine-free diet attenuates the 

hypersensitivity in chronic arthritis animal models and prevents the increased nociception (23, 24, 26).  
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Considering these studies, we hypothesized that polyamines are involved in the acute attack of gout. 

Therefore, in the current study, we investigated whether the i.a. administration of polyamines causes nociception 

and whether DFMO, a polyamine synthesis inhibitor, prevents the nociception induced by MSU, H2O2, L-

ornithine, spermine and phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA, an activator of PKC). 

 

Methods  

 

Animals  

 

Swiss adult male mice (25-30 g) were used in all experiments. All animals were housed in a room maintained at 

a constant temperature of 22 ± 1 ºC under a 12-h light/dark cycle with food and water available ad libitum. 

Animals were acclimatized to the laboratory for at least 1h before testing. The number of animals and the 

nociceptive stimuli used were the minimum necessary to demonstrate the consistent effects of drug treatments. 

All experimental procedures were conducted in accordance with the policies on the use of animals and humans 

in neuroscience research, revised and approved by the Society for Neuroscience Research in January 1995. All 

protocols were also approved by the Ethics Committees of the Federal University of Santa Maria (process 

number: 5369110315/2015). 

 

Drugs 

 

Synthetic crystals of monosodium urate (MSU) were prepared as previously described (27). Briefly, 4 g of uric 

acid (Vetec, Rio de Janeiro, Brazil) was dissolved and heated in 800 mL of H2O, adjusted to pH 8.9 with NaOH 

(9 mL, 0.5 N) at 60 ºC, leaving inert for 12 hours, and then washed and dried. Needle-like crystals were 

recovered and suspended in endotoxin-free phosphate buffered saline (PBS). For the analysis of the crystals was 

used polarized light microscopy, confirming that the crystals were rod-shaped and varied in length (12 ± 2 µm). 

The preparation was endotoxin-free as determined by an amebocyte cell lysate assay (Sigma, St Louis, MO, 

USA).  

 Putrescine (1,4-Butanediamine dihydrochloride), Spermidine (N-(3-aminopropyl)-1,4-butanediamine 

trihydrochloride), Spermine (N, N′-bis (3-aminopropyl) 1,4-butanediamine), PMA (Phorbol 12-myristate 13-

acetate), L-Ornithine monohydrochloride, DFMO (DL-α-Difluoromethylornithine hydrochloride hydrate), DTT 
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(Dithiothreitol), EDTA (Ethylenediaminetetraacetic acid), Tris (hydroxymethyl) aminomethane and L-[14C]-

ornithine were purchased from Sigma (St Louis, MO, USA). Hydrogen peroxide (H2O2) was purchased from 

local suppliers and diluted in PBS. 

 

Intra-articular (i.a.) injection 

 

The animals received intra-articularly (i.a.) injections of 20 µl of MSU crystals (0.3 -1.25 mg/site), H2O2 

(0.0003-10 µmol/site), PMA (1-30 nmol/site), L-ornithine (0.0003-10 µmol/site), putrescine (0.0003-10 

µmol/site), spermidine (0.0003-10 µmol/site) or spermine (0.0003-10 µmol/site), to induce inflammatory and 

painful responses. The control group received i.a. injection of the vehicle alone (PBS, 20 µl). To evaluate the 

participation of polyamines on the arthritis score, mechanical hiperalgesia and edema induced by the 

compounds, DFMO (10 nmol/site, i.a.), inhibitor of ODC, was co-administered with all drugs (28). All drugs 

were injected i.a. into the medial side of the left tibio-tarsal joint (28).  

 

Nociception assessment 

 

Arthritis score assessment 

 

To evaluate the progression of the arthritic response elicited by i.a. compounds injection, animals were placed in 

high apparatus with free access to the left joint for easy evaluation. The following signs of inflammation were 

observed and classified according to the following scale: edema formation (0 - normal; 1 - slight swelling at the 

injection site; 2 - swelling at the injection site and toes or joint; 3- swelling at the injection site, toes and joint), 

redness (0 - normal; 1- slightly red/purple; 2 - red/purple), and claw position (0 - normal; 1- slightly curved; 2 - 

almost closed). Individual scores were added to give the total arthritis score (maximum score: 8 points) (29, 30).  

 

Mechanical hyperalgesia 

 

The mechanical hyperalgesia was evaluated using the up-and-down method described previously using von Frey 

filaments (31). Briefly, animals were placed in cages with a wire mesh bottom, permitting unobstructed access to 

the paws. A paw was touched with one of a series of seven von Frey hairs in logarithmic increments (0.02-10 g) 
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(15). The mechanical paw withdrawal threshold (PWT) response was calculated from the resulting scores and 

expressed in grams (g). The PWT was evaluated several times before and after treatments or i.a. injections of 

algogenic agents. A significant decrease in PWT compared to the baseline values was considered as mechanical 

hyperalgesia. 

 

ODC activity assessment ex vivo 

 

The ODC activity, we evaluated as previously described (32). Briefly, animals received vehicle (PBS, 20 µl) 

plus vehicle, vehicle plus DFMO (10 nmol/site), MSU (1.25 mg/site) plus vehicle or MSU plus DFMO.  Four 

hours after, the mice were killed, and the tissue around the joint ankles were removed and homogenized in buffer 

(2.5 mM DTT, 0.1 mM EDTA, 10 mM Tris–HCl, pH 7.5), centrifuged at 5000  x g for 10 min at 4 °C. The 

supernatants were collect for analysis and its protein content was adjusted to 0.5 mg/mL (using Bradford method 

(33). The reaction was started mixing sample, assay buffer (250 mM DTT,  2 mM of pyridoxal phosphate,  20 

mM of L-ornithine,  1 M Tris–HCl, pH 7.5), and L-[14C]-ornithine, in capped-glass tubes with a filter paper 

piece soaked in 1 M hyamine hydroxide. The mixtures were incubated at 37 °C for 30 min, than we added 

sulphuric acid and incubated for 30 min at 37 °C. The filter papers were then collected to measure the CO2 

released from [14C]-ornithine. ODC activity was expressed as nmol ([14C]CO2)/mg protein/min. 

 

Inflammatory parameters assessment 

 

Assessment of Edema 

 

The diameter of the joint was measured using a digital caliper (34). An increase in the joint diameter (mm) as 

compared with baseline values was used as an index of edema. The edema caused by i.a. injections of 

edematogenic agents was assessed from 0.25 up to 24 h, when necessary. 

 

Myeloperoxidase (MPO) assay 

 

To assess the leukocyte infiltration in joint tissue after MSU i.a. injections, we verified the MPO activity, a 

neutrophil infiltration marker (35). Briefly, animals received vehicle (PBS, 20 µl) plus vehicle, vehicle plus 
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DFMO (10 nmol/site), MSU (1.25 mg/site) plus vehicle or MSU plus DFMO.  Four hours after injections, the 

animals were anesthetized with sodium pentobarbital (100 mg/kg, i.p.) and perfused to avoid blood interference 

and the joint tissue samples were collected and frosted until analysis. The samples were homogenized with 

sodium acetate buffer (pH 5.4) plus hexadecyltrimethylammonium bromide (HTAB) and centrifuged (11,200 x g 

at 4 oC for 20 min), and the supernatants were collected. For the evaluation of MPO activity, the supernatant 

were incubated with acetate buffer (8 mM, pH 5.4) and 3,3,5,5-tetramethylbenzidine  (TMB) (18.4 mM) at 37 o 

C for 3 minutes. The reaction was stopped with acetic acid in a cold bath, and the enzyme activity value was 

assessed colorimetrically at 630 nm using a microplate reader. Values were expressed as optical densities and 

corrected by homogenized tissue grams (g). 

 

H2O2  production assay 

 

The H2O2 levels in paw skin after subcutaneous injection of MSU were determined by the phenol red–

horseradish peroxidase (HRP) method (36). Briefly, animals received vehicle (PBS, 20 µl) plus vehicle, vehicle 

plus  DFMO (10 nmol/site),  MSU (1.25 mg/site) plus vehicle  or MSU plus  DFMO.  Four hours after, the mice 

were killed, and joint ankles tissue were removed. The samples were homogenized in 50 mM phosphate buffer 

(pH 7.4) containing 5 mM sodium azide at 4°C for 60 seconds, and the homogenate was centrifuged (12,000xg 

for 20 minutes at 4°C). The resultant supernatant was used to determine H2O2 levels. The H2O2 levels were 

expressed as nmol of H2O2 on the basis of a standard curve of HRP-mediated oxidation of phenol red by H2O2, 

corrected by protein content (in milligrams) of the joint ankle tissue analyzed. 

 

Statistical Analysis 

 

Data were analyzed by one- or two-way analysis of variance (ANOVA) followed by Bonferroni or Dunnet post-

test.  P-values <0.05 were considered to be significant. The ED50 values where determined by nonlinear 

regression analysis using a sigmoid dose response. Statistical analysis was perform using GraphPad Software 6.0 

(Graph Pad Software, San Diego, CA, USA). 
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Results 

 

MSU crystal-induced arthritis score, mechanical hyperalgesia, and edema 

 

The i.a. MSU injection dose-dependently increased the arthritis score (0.6, 1 and 1.25 mg/site; higher doses 

exceeding the solubility limit of MSU) with an ED50 of 0.73 (0.4-1.1) mg/site (Fig. 1A). Thus, the MSU dose of 

1.25 mg/site was chosen for future experiments. The i.a. MSU injection (1.25 mg/site) caused an increase in 

arthritis score from 0.5 up to 6 hours after its injection with an maximum effect at 4 hours (an increase of 5 

times) (Fig. 1B). Based on these findings, subsequent experiments were carried out 4 hours after i.a. MSU 

injection. MSU (1.25 mg/paw) also caused mechanical hyperalgesia (Fig. 1C) and joint edema (Fig. 1D).  

 

H2O2-induced arthritis score, mechanical hyperalgesia, and edema  

 

The i.a. H2O2 injection dose-dependently increased the arthritis score (0.03-10 µmol/site) with an ED50 of 2.3 

(1.5-3.5) µmol/site (Fig. 2A). The H2O2 dose of 3 µmol/site was chosen to induce nociception and edema in later 

experiments. The i.a. H2O2 injection (3 µmol/site) increased the arthritis score from 0.5 up to 5 hours after its 

injection with maximum effect at 3 hours (increase of 3 times) (Fig. 2B). Based on these findings, subsequent 

experiments caused by i.a. H2O2 injection were measured 3 hours after its injection. The i.a. H2O2 injection (3 

µmol/paw) promoted mechanical hyperalgesia (Fig. 2C) and joint edema (Fig. 2D). 

 

PMA-induced arthritis score, mechanical hyperalgesia, and edema 

 

The i.a. PMA injection dose-dependently increased the arthritis score (1-30 nmol/site) with an ED50 of 3.5 (2.1-

5.6) nmol/site (Fig. 3A). The PMA dose of 30 nmol/site was chosen to induce nociception and edema in future 

experiments. PMA (30 nmol/paw) caused an increase in arthritis score from 0.25 up to 5 hours after its injection, 

with effect maximum at 3 hours ( an increase of 6 times) (Fig. 3B). Subsequent experiments were evaluated 3 

hours after i.a. PMA injection. The i.a. PMA injection (30 nmol/paw) caused mechanical hyperalgesia (Fig. 3C) 

and joint edema (Fig. 3D). 
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L-ornithine-induced arthritis score, mechanical hyperalgesia, and edema 

 

The i.a. L-ornithine injection dose-dependent increased the arthritis score (0.003-10 µmol/site) with an ED50 of 

0.6 (0.3-1.1) µmol/site (Fig. 4A). The L-ornithine dose of 1 µmol/site was chosen to induce nociception and 

edema in future experiments. The i.a. injection of L-ornithine (1 µmol/site) caused an increase in arthritis score 

from 1 up to 4 hours after its injection, with a maximum effect at 3 hours ( an increase of 4 times) (Fig. 4B). 

Based on these findings, later experiments were carried out at 3 hours after i.a. L-ornithine injection. The i.a. L-

ornithine injection (1 µmol/paw) promoted mechanical hyperalgesia (Fig. 4C) and joint edema (Fig. 4D). 

 

Polyamines-induced arthritis score, mechanical hyperalgesia, and edema 

 

The i.a. injection of polyamines (putrescine, spermidine or spermine) dose-dependently increased the arthritis 

score [0.03-10 µmol/site to putrescine, ED50 of 0.8 (0.4-1.7) µmol/site; 0.003-10 µmol/site to spermidine, ED50 

of 3.6 (2.6-5.1) µmol/site and 0.0003-10 µmol/paw to spermine, ED50 of 0.1 (0.06-0.2) µmol/site] (Fig. 5A, C 

and E respectively). Thus, a putrescine, spermidine and spermine dose of 10 µmol/site, 10 µmol/site and 1 

µmol/site, respectively, chose to induce nociception and edema in future experiments. The i.a. putrescine 

injection (10 µmol/site, Fig. 5B) increased the arthritis score from 1 up to 4 hours after its injection with an 

effect maximum at 3 hours (an increase of 4 times). Spermidine (10 µmol/site, Fig. 5D) and spermine (1 

µmol/site, Fig 5F) increased the arthritis score from 0.5 up to 5 hours after its injections, with a maximum effect 

at 3 hours (an increase of 6 times and 7 times respectively). Based on these findings, future experiments were 

carried out at 3 h after i.a. polyamines injection.  

The i.a. injection of spermidine (10 µmol/site) or spermine (1 µmol/site) caused mechanical hyperalgesia (Fig. 

5G) and joint edema (Fig. 5H) 3 hours after its injections. On the other hand, putrescine cause neither 

mechanical hyperalgesia (Fig. 5G) nor joint edema (Fig 5H). 

 

Effect of DFMO on the nociceptive and inflammatory parameters elicited by different algogenic agents

  

The co-administration of the ODC inhibitor, DFMO (10 nmol/site), prevented the increase in the arthritis score 

and the development of mechanical hyperalgesia caused by MSU, H2O2, PMA, L-ornithine. On the other hand, 
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DFMO did not prevent the effect of spermine on arthritis score and on mechanical hyperalgesia. In addition, 

DFMO did not reduce the edema induced by these different algogenic agents (Table 1). 

 

Effect of DFMO and MSU on ODC activity  

 

The MSU injection (1.25 mg/site) increased the ODC activity and the co-administration of DFMO (10 nmol/site) 

prevented this effect of MSU (Supplementary Fig. S1 available as supplementary data at Rheumatology Online). 

 

Effect of DFMO and MSU on MPO levels and on H2O2 production  

 

The MSU injection (1.25 mg/site) increased the MPO activity, suggesting cell infiltration in the joint. DFMO (10 

nmol/site) prevented the increase of the MPO activity induced by MSU (Supplementary Fig. S2-A available as 

supplementary data at Rheumatology Online). The MSU injection also increased the H2O2 production and the 

DFMO was unable to prevent this effect (Supplementary Fig. S2-B available as supplementary data at 

Rheumatology Online). 

 

Discussion 

 

An acute gout attack is a consequence of the deposition of MSU crystals in joints and periarticular tissues. It is 

characterized by the inflammation of the joints where the affected joint is red, warm, swollen and painful (2, 3, 

12, 15, 28). These symptoms are the result of an acute inflammatory response, occurring intense neutrophils 

infiltration, phagocytosis of MSU crystals by resident cells (synovial cells) and release of pro-inflammatory 

mediators, including interleukin IL-1β into the synovial fluid (34-39).  

In the current study, we showed the involvement of polyamines putrescine, spermidine and spermine 

and others algogenic agents in the acute gout attack in mice.  The MSU injection caused nociceptive and 

edematogenic responses, which were prevented by DFMO co-administration. In the same manner, the 

polyamines (putrescine, spermine, and spermidine) injection was able to cause nociceptive and edematogenic 

responses. This nociception caused by spermine were not reverse by DFMO co-administration. It is well written 

that polyamines are important endogenous regulators of ion channels, such as TRPV1 (25, 37, 38). On the other 

hand, there is no other study showing the role of polyamines in the acute gout attack. 
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In order to investigate the peak of nociception and edema caused by i.a. MSU injection, different times 

and MSU doses were tested. As expected, MSU injection promoted nociception, edema and neutrophil 

infiltration in the joint. Our data are according to previous studies, which demonstrated that i.a. injection of MSU 

was able to cause edema, nociception and increased activity of the myeloperoxidase enzyme (27, 28). These 

results may be due to phagocytosis of MSU crystals by cell residents (as a synovial cell). These cells have Toll-

like (TLRs) 2 e 4 receptors that can recognize and phagocytose MSU crystals. Additionally, cluster of 

differentiation 14 (CD14) proteins, which help in the recognition of MSU crystals, initiate an inflammatory 

process resulting in a series of events such as activation of transcription factors, H2O2 production, and 

inflammatory cytokines release (39-43). 

Since i.a. MSU administration increased the production of H2O2, we investigate the 

nociceptive/inflammatory response elicited by H2O2. Here we demonstrated that i.a. administration of MSU was 

able to increase the production of H2O2 and DFMO was not able to prevent this increase (15, 44). . These results 

reinforce previous work showing the importance of H2O2 in this animal model. Intra and extracellularly H2O2 can 

interact and activate different receptors, proteins and some cells involved in inflammatory pain (15, 44).  

Previous studies have demonstrated that H2O2-elicited nociception and edema were inhibited by a TRPA-1 

antagonist or by the combination of low doses of TRPA-1 and TRPV-1 antagonists, interestingly, these receptors 

are also activated by polyamines (14). Despite it, H2O2 can also activate PKC, through association with a reverse 

redistribution of some PKC family members from the membrane to the cytosolic fraction (16, 45).  

PKC is a monomeric enzyme responsible for phosphorylating serine/threonine residues in different 

targets. (45). In mammals are described 10 isoforms of PKC and its conventional isoform is comprised of four 

conserved regions (C1-C4) where the C1 region contains binding sites for diacylglycerols (DAG) and PMA, also 

known as 12-O-Tetradecanoylphorbol-13-acetate (TPA). In this study, i.a. administration of PMA was able to 

cause inflammation and nociception, therefore, DFMO reversed this effect (46).  

 Once activated, PKC can interact with different proteins, as ODC, leading to its activation [51]. ODC is 

a monomeric enzyme activated after its dimerization (47, 48) and is the main enzyme responsible for the 

synthesis of polyamines (18, 19, 25). Here we demonstrated that i.a. administration of L-ornithine (ODC enzyme 

substrate) caused both nociception and edema, similarly to MSU. These results may indicate that the modulation 

of polyamines production may be relevant for an acute gout attack.  

In order to investigate the possible role of polyamines in the acute gout attack, putrescine, spermidine 

and spermine were administered intra-articularly. All polyamines promoted nociceptive and inflammatory 
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responses. Putrescine had less pro-inflammatory effect than spermidine. This pro-inflammatory potential 

difference were also demonstrated by Gewehr et al. (2011) and can be explained by structural difference of the 

polyamines, where spermine has a greater positive charge in relation to putrescine and spermidine, which is 

consistent with some studies showing that some polyamines actions on ion channels are charge dependent, being 

spermine (+4) was approximately twice as effective as spermidine (+3) and putrescine (+2) (49, 50). 

Once polyamines are involved in inflammatory and painful conditions, causing pain and edema (25, 32) 

common symptoms that occur after MSU crystals injections, we infer the involvement of polyamines in the acute 

gout attack. To investigate it, we use DFMO, an irreversible inhibitor of ODC. The DFMO was able to inhibit 

nociception caused by MSU, as change some inflammatory parameters such as inhibiting the increase in ODC 

enzyme activity and inhibit the MPO enzyme activity; on the other hand, DFMO was not able to inhibit the 

edema caused by MSU.  

DFMO was not able to reduce the increase of the arthritis score or the decrease of mechanical 

hyperalgesia induced by spermine. This result can be explained by the fact that the DFMO prevents the 

production of endogenous polyamines, through inhibition of the enzyme ODC. On the other hand, DFMO 

reduced nociceptive but not edematogenic parameters induced by H2O2, PMA, and L-ornithine. 

In conclusion, the i.a. administration of MSU was able to increase the production of H2O2, which in turn 

is initiating a cascade by activating PKC and ODC, culminating in the increase of production of polyamines. 

From this initial event, a possible mechanism of action can be unraveled, involving several proteins that are 

present in inflammatory pathways (Supplementary Fig. S3 available as supplementary data at Rheumatology 

Online). Thus, blocking of specific proteins such as ODC may be a pharmacological approach to completely 

suppress inflammation and pain in acute attacks of gout. 

Key messages 

 Intra-articular administration of polyamines causes pain. 

 DFMO prevents nociception caused by MSU. 

 MSU increases the activity of the enzyme ODC. 
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Table 1 Effect of DFMO (10 µmol/site) on the nociceptive and edematogenic 

responses elicited by intra-articular injection of different agents 

Treatment Arthritis Score 
Mechanical 
Threshold 

Ankle thickness 

Basal values 0.33 ± 0.2 4.2 ± 0.3 3.3 ± 0.1 

MSU + vehicle 6.0 ± 0.5 # # # 1.1 ± 0.4 # # # 4.1 ± 0.1# # # 

MSU + DFMO 2.0  ± 0.3*** 5.1 ± 0.5*** 3.8 ± 0.1 

H2O2 + Vehicle 4.6 ± 2.1 # # # 0.1 ± 0.1 # # 3.9 ± 0.2# # # 

H2O2 + DFMO 2.0 ± 0.2*** 4.9 ± 1.3** 3.9 ± 0.1 

PMA + vehicle 3.8 ± 0.2 # # # 0.7 ± 0.2 # # # 3.6 ± 0.1# 

PMA + DFMO 1.9 ± 0.2*** 4.5 ± 0.6*** 3.5 ± 0.1 

ORN + vehicle 3.3 ± 0.4 # # # 0.5 ± 0.1 # # # 3.7 ± 0.1# # 

ORN + DFMO 1.8 ± 0.3* 3 ± 0.4*** 3.7 ± 0.2 

SPM + vehicle 5.2 ± 0.3 # # # 0.3 ± 0.2 # # # 3.8 ± 0.1# # # 

SPM + DFMO 4.5 ± 0.1 0.9 ± 0.3 3.5 ± 0.1 
#p<0.05, ## p<0.005 and ### p<0.001 in comparison to basal values, and *p<0.05, ** 

p<0.005 and ***p<0.001 in comparison to the respective vehicle-treated group, n=6 

(animals/groups), based on one-way analysis of variance (ANOVA), followed by 

Dunnet post-test. MSU (monosodium urate), PMA (Phorbol 12-myristate 13-acetate), 

PKC (protein kinase C), DFMO (DL-α-Difluoromethylornithine hydrochloride hydrate), 

ORN (L-ornithine) and SPM (spermine) 
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Fig.1 Nociceptive and edematogenic responses caused by intra-articular (i.a.) 

injection of monosodium urate (MSU) crystals. Dose-response (a; 4 h after i.a. MSU 

injection) and time-course (b) curves for arthritis score (a and b), mechanical 

hyperalgesia (c) and ankle edema (d). Data are the means + SEM of 6 mice in each 

group. **P<0.015 and ***P<0.001 when compared with the vehicle group (PBS); one-

way (a) or two-way (b, c and d) ANOVA followed by Bonfferroni post-test. Baseline 

on the x-axis represents the mechanical hyperalgesia measured immediately before 

i.a. MSU injection 
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Fig. 2 Nociceptive and edematogenic responses induced by intra-articular (i.a.) 

injection of H2O2. Dose-response (a; 3 h after H2O2 injection) and time-course (b) 

curves for arthritis score (a and b), mechanical hyperalgesia (c) and ankle edema (d). 

Data are the means + SEM of 6 mice in each group. *P<0.05 and ***P<0.001 when 

compared with the vehicle group (PBS); one-way (a) or two-way (b, c and d) ANOVA 

followed by Bonfferroni post-test. Baseline on the x-axis represents the mechanical 

hyperalgesia measured immediately before i.a. H2O2 injection 
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Fig. 3 Nociceptive and edematogenic responses caused by intra-articular (i.a.) 

injection of Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA). Dose-response (a; 3 h after PMA 

injection) and time-course (b) curves for arthritis score (a and b), mechanical 

hyperalgesia (c) and ankle edema (d).  Data are the means + SEM of 10 mice in 

each group. *P<0.05 and ***P<0.001 when compared with the vehicle group (PBS); 

one-way (a) or two-way (b, c and d) ANOVA followed by Bonfferroni post-test. 

Baseline on the x-axis represents the mechanical hyperalgesia measured 

immediately before i.a. PMA injection 
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Fig. 4 Nociceptive and edematogenic responses induced by intra-articular (i.a.) 

injection of L-ornithine. Dose-response (a; 3 h after L-ornithine injection) and time-

course (b) curves for arthritis score  (a and b),  mechanical hyperalgesia (c) and 

ankle edema (d). Data are the means + SEM of 6 mice in each group. *P<0.05, 

**P<0.01 and ***P<0.001 when compared to the vehicle group (PBS); one-way (a) or 

two-way (b, c and d) ANOVA followed by Bonfferroni post-test. Baseline on the x-axis 

represents the mechanical hyperalgesia measured immediately before i.a. L-ornithine 

injection 
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Fig. 5 Nociceptive and edematogenic responses caused by intra-articular (i.a.) 

injection of polyamines (PA; putrescine, spermidine and spermine). Dose-response 

(a, c and e; 3 h after PA injection) and time-course (b, d and f) curves for arthritis 

score, mechanical hyperalgesia (g) and ankle edema (h).  Data are the means + 

SEM of 10 mice in each group. *P<0.05 and ***P<0.001 when compared with the 

vehicle group; one-way (a, c, e, g and h) or two-way (b, d and f) ANOVA followed by 

Bonfferroni post-test. Baseline on the x-axis represents the mechanical threshold 

measured immediately before i.a. PA injection 
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Fig. 6 DFMO reduces the increase of ornithine decarboxylase (ODC) activity induced 

by monosodium urate (MSU). The ODC activity was assessed 4h after the intra-

articular injection of vehicle (PBS, 20 µl) plus vehicle, vehicle plus  DFMO (10 

nmol/site),  MSU (1.25 mg/site) plus vehicle  or MSU plus  DFMO. The data are the 

mean + SEM of 4 mice in each group. ***P<0.001 compared to the vehicle and 

##P<0.005 compared to the MSU/vehicle group, based on two-way ANOVA followed 

by Bonferroni post-test 
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Fig. 7 Effect of DFMO (10 nmol/site) on monosodium urate (MSU, 1.25 mg/kg) 

crystals-induced increased of inflammatory parameters. Myeloperoxidase (MPO) 

activity (a), and H2O2 production (b) were assessed 4 h after intra-articular (i.a.) 

injection of vehicle (PBS, 20 µl) plus vehicle, vehicle plus  DFMO (10 nmol/site),  

MSU (1.25 mg/site) plus vehicle  or MSU plus  DFMO. Data are the means + SEM of 

4-6 mice in each group. ***P<0.001, **P<0.005 when compared with the vehicle 

group and #P<0.05 when compared with the MSU/vehicle group; two-way ANOVA 

followed by Bonfferroni post-test 
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Fig. 8 The i.a. administration of MSU increased the production of H2O2, which in turn 

is initiating a cascade by activating PKC and ODC, culminating in the increase of 

production of polyamines and nociception.  
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      5. CONCLUSÕES 

 

5. CONCLUSÕES 

 

5.1. Conclusões parciais 

 

5.1.1. O MSU, H2O2, PMA e L-ornitina, putrescina, espermidina e espermina 

induzem nocicepção em camundongos; 

 

5.1.2. A inibição da ODC pelo DFMO preveniu nocicepção causada por MSU, H2O2, 

PMA, L-ornitina, porém, o DFMO preveniu a nocicepção causada por espermina. O 

DFMO não preveniu o edema causado por nenhum agente administrado; 

 

5.1.3. O DFMO preveniu um aumento da atividade da enzima MPO induzida por 

MSU. O DFMO preveniu um aumento da produção de H2O2 induzida por MSU; 

 

5.1.4. O MSU aumentou a atividade da enzima ODC, que por sua vez, esse 

aumento foi prevenido com a administração de DFMO. 
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5.2. Conclusão geral 

 

Em conclusão, a administração i.a. de MSU foi capaz de aumentar a 

produção de H2O2, que por sua vez inicia uma cascata, ativando a PKC que ativa a 

ODC, culminando com o aumento da produção de poliaminas. A partir deste evento 

inicial, um possível mecanismo de ação pode ser desvendado, envolvendo várias 

proteínas que estão presentes nas vias inflamatórias. Assim, o bloqueio de proteínas 

específicas, tais como ODC pode ser uma abordagem farmacológica para suprimir 

completamente a inflamação e dor em ataques agudos de gota. 

 

 

Figura 6 - Peróxido de hidrogênio (H2O2), Proteína cinase C (PKC), miristato de forbol 12-13-acetato (PMA) 

Ornitina descarboxilase (ODC), α-Difluorometilornitina (DFMO). 
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