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RESUMO 

 

A gota é uma doença inflamatória crônica causada pela deposição de cristais de 

monourato de sódio (MSU) nas articulações, na qual, desencadeia uma resposta inflamatória 

caraterizada pelo influxo de neutrófilos, ativação do complexo intracelular de proteínas do 

inflamassoma e hiperalgesia articular intensa. A prevalência da gota tem aumentado 

mundialmente nos últimos anos, e, ainda não possui tratamento eficaz. A terapia anti- 

inflamatória pode ser uma estratégia alternativa, pois detém o início da resposta inflamatória 

aguda ao MSU, entretanto ela não resolve o problema em si. Considerando as terapias anti- 

inflamatórias e estratégias alternativas, o peptídeo P140 é capaz de atuar (modulando células 

do sistema imunológico e a autofagia celular), apresentando efeitos benéficos para o tratamento 

do Lúpus, também uma doença inflamatória crônica. Assim, o presente trabalho tem como 

objetivo principal avaliar os efeitos do tratamento com o peptídeo P140 no modelo experimental 

murino de gota. Pode-se observar que ambas estratégias (pré e pós-tratamento) com o peptídeo 

sintético P140 reduziram o recrutamento de neutrófilos para a cavidade articular, a 

hipernocicepção (dor) e a lesão tecidual nos joelhos dos camundongos tratados e estimulados 

com injeção intra-articular de MSU. Para investigar melhor os mecanismos envolvidos, 

avaliamos in vitro, a produção de espécies reativas de oxigênio (ROS) em macrófagos 

estimulados com MSU. Macrófagos derivados de medula óssea (BMDM) estimulados com o 

peptídeo P140 apresentaram menor produção de ROS, quando comparados com aqueles que não 

receberam o tratamento, sugerindo menor ativação do complexo de proteína inflamassoma. Em 

todos os experimentos utilizamos também como controle do peptídeo P140 o peptídeo truncado 

sC140, afim de melhor elucidar os mecanismos de ação do P140. Sendo assim, concluímos que 

o tratamento com o peptídeo P140 apresentou efeitos imunomoduladores importante no modelo 

de gota experimental, sugerindo ser uma estratégia terapêutica interessante para o tratamento 

desta patologia. 

Palavras-chave: Gota, Peptídeo, Inflamassoma, Inflamação, Autofagia 



  

ABSTRACT 

 

Gout is a chronic inflammatory disease caused by the deposition of monosodium urate 

(MSU) crystals in joints, triggering an inflammatory response mark by increasing neutrophils 

in joints, inflammasome-dependent autophagy activation, and increase of hyperalgesia. The 

gout prevalence has grown, and this pathology does not have any effective treatment. Anti- 

inflammatory therapy is the most used strategy because it can stop at the beginning of acute 

MSU inflammatory response; however, it does not solve the problem. The P140 peptide can 

modulate the immune system and the autophagy response, presenting beneficial effects in lupus 

treatment, also a chronic inflammatory disease. Thus, the present work aims to elucidate the 

P140 treatment effects in a mice model of gout. Both therapeutic strategies, pre and post- 

treatment, decreased the neutrophil recruitment in joints, the hipernocyception, and the tissue 

injury in the treated mice. To better investigate the pathways and mechanisms involved, we 

evaluate in vitro the species reactive oxygen (ROS) production from macrophages stimulated 

with MSU. The P140 treatment group shows decreased ROS production than the no-treatment 

group, suggesting a minor inflammasome activation in these cells. In all experiments, we use 

a control peptide named sC140 to clarify the P140 mechanisms. Therefore, we conclude the 

P140 treatment show immunomodulatory effects in this mice model of gout, and this suggests 

this peptide be an attractive therapeutic strategy to treats this pathology. 

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

 

. Gota 

1.1 Aspectos gerais 

 

A artrite gotosa é uma doença conhecida a muito tempo pela sociedade humana, na 

civilização egípcia, em 2640 a.C, ela já era citada como “podagra”. Foi reconhecida também 

por Hipócrates no século V a.C e suas percepções clínicas naquela época ainda se fazem 

verdade nos dias atuais. Além disso, foi Hipócrates que observou a profunda relação entre a 

gota com o estilo de vida e dieta das pessoas que sofriam dessa mal, estando relacionada, 

naquela época, com o estilo de vida das pessoas ricas (NUKI; SIMKIN, 2006; SCHWARTZ, 

2006). 

Seis séculos após a descoberta de Hipócrates, Galeno foi o primeiro a descrever os tofos 

e associou a doença a fatores genéticos, mas também, a um estilo de vida de libertinagem e 

falta de controle próprio. Ainda nessa época, a doença era denominada como “podagra”, o 

primeiro a utilizar a nomenclatura “gota” foi o monge Randolphus de Bocking entre os anos de 

1197- 1258. Esse termo deriva do latim gutta e tem relação com o que se acreditava na época, 

que no ser humano haviam quatro humores, quando equilibrados mantinham a boa saúde, mas 

em certas circunstancias estes fluíam para as articulações e causavam inflamação e dor (NUKI; 

SIMKIN, 2006). 

A gota, durante muito tempo, foi associada como “doença dos reis” pois estava ligada 

a alimentos ricos em proteína e ao consumo excessivo de álcool, algo que só era possível aos 

cidadãos de classe alta (BRZEZIŃSKA et al., 2021). Logo, durante muito tempo ela era uma 

doença desejada, pois associava o doente a esse tipo de vida com mordomias, ela elevava o 

status de quem a tinha (NUKI; SIMKIN, 2006). Nos dias atuais, em que se entende a respeito 

da doença, é visto que ela tem se alastrado principalmente devido ao estilo de vida ocidental, 

o excesso de purina na dieta presente em alimentos derivados de carne, frutos do mar e cerveja, 

demonstra claramente a diferença entre países ocidentais e orientais em números de pessoas 

acometidas pela doença (BRZEZIŃSKA et al., 2021; KUO et al., 2015; NUKI; SIMKIN, 

2006). 

Um grande causador da inflamação e da dor local são os cristais de MSU, que são 

formados a partir do ácido úrico em excesso. Estudos feitos por Freudweiler em 1898 

demonstrou que a injeção intra-articular de cristais de MSU levavam a formação de tofos locais, 

sendo um dos primeiros experimentos desse tipo conhecido (FREUDWEILER; BRILL; 

MCCARTY, 1965; NUKI; SIMKIN, 2006). O ácido úrico em excesso no organismo 
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é o grande causador da formação dos cristais de MSU que se depositam nas articulações, esse 

depósito gera a inflamação local e a dor. E o grande fator que gera esse excesso de ácido úrico 

corporal é a dieta (CHOI et al., 2009; SO, ALEXANDER K.; MARTINON, 2017). 

Ácidos graxos livres de cadeia longa (FFA) estão presentes na dieta e são responsáveis, 

além do MSU, em fazer parte do sinal 1 do início da formação do inflamassoma e 

reconhecimento do MSU pelos macrófagos residentes no tecido periarticular (JOOSTEN et al., 

2010; YAN et al., 2013). Foi demonstrado que o acetato, que faz parte dos ácidos graxos de 

cadeia curta (SCFA), tem o papel contrário em relação ao FFAs, ele também se liga aos 

receptores do sinal 1 dos macrófagos, entretanto, tem o papel de modular a inflamação e a 

produção de IL-1β (SO, ALEXANDER K.; MARTINON, 2017; VIEIRA et al., 2017). 

 
1.2 Epidemiologia 

 

A gota é a artrite mais comum no mundo, estima-se que 1,4 mulheres e 4,0 homens a 

cada 1.000 pessoas sofrem de gota (REES; HUI; DOHERTY, 2014; YIN; LIU; WANG; et al., 

2020) 

A prevalência da gota em adultos é de 3,2% no Reino Unido, sendo 5,2% em homens 

e 1,3% em mulheres, 3,9% em adultos no Estados Unidos, sendo 5,2% em homens e 2,7% nas 

mulheres, e 3,8% em Taiwan sendo 5,2% nos homens e 2,3% nas mulheres. Pode-se perceber 

que há uma maior prevalência da doença em homens adultos (COX et al., 2021; DALBETH; 

MERRIMAN; STAMP, 2016; KUO et al., 2015). 

Em relação aos outros países, os dados que existem mostram que 1-2% dos adultos de 

países desenvolvidos tem a chance de desenvolver gota devido ao estilo de vida sedentário 

que muitos desenvolvem, além disso a dieta influencia diretamente como fator de risco assim 

como fatores genéticos (KUO et al., 2015; VAPRATH KUNIYIL et al., 2021; YIN; LIU; 

WANG; et al., 2020). Além do estilo de vida e de fatores genéticos, a gota também está 

associada a idade, acometendo em maior número em pessoas mais velhas em relação aos mais 

jovens (YIN; LIU; WANG; et al., 2020). 

 
2. Sistema Imunológico e Gota 

 

A gota é uma artrite inflamatória caracterizada pela inflamação das articulações. O 

processo patológico envolve tanto o sistema imune inato quanto o adaptativo. O 

desenvolvimento da gota se dá na presença de cristais de MSU que servem como um sinal de 

perigo para o sistema imune e levam a produção de citocinas e a expressão de moléculas 
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efetoras (CHEN, JUNWEI et al., 2017; ZHU, YANYAN; PANDYA; CHOI, 2011). O 

aumento do nível de ácido úrico leva a deposição de MSU nas articulações e o MSU adverte o 

sistema imune convocando suas células de proteção, ativando o sistema inato e adaptativo. O 

MSU causa danos ao redor do tecido da articulação, as células do sistema inato – monócitos, 

mastócitos e neutrófilos – envolvem estes danos, o que leva a forma aguda da doença (CHEN, 

JUNWEI et al., 2017; ZHANG et al., 2021). 

Um fator importante que gera inflamação na gota são as imunoglobulinas que se ligam 

ao MSU. A imunoglobulina M (IgM) adere ao MSU e leva a deposição desse cristal nas 

articulações, de uma maneira dose dependente. Além dela a IgG, em humanos, também se 

liga ao MSU. Logo, as Igs estão fortemente relacionadas com a deposição de MSU nas 

articulações afetadas (CHEN, JUNWEI et al., 2017; KANEVETS et al., 2009; SHI, YAN; 

MUCSI; NG, 2010; T; P; HR, 1984). 

O MSU é reconhecido diretamente pelas células via receptores do tipo Toll-like (TLR), 

que são os principais receptores de reconhecimento de padrões (PRRs) e dão o sinal de perigo 

para o sistema imune após entrar em contato com o MSU. O MSU é então reconhecido via 

PRRs, TLR2 e 4 e adaptador de superfície celular CD14, após ser reconhecido há ativação de 

Myd88 que leva a secreção de citocinas pró-inflamatórias e ao recrutamento de neutrófilos 

(BUSSO; SO, 2010; CHEN, JUNWEI et al., 2017; SHI, YAN; MUCSI; NG, 2010). 

Em relação a patologia, primeiramente os macrófagos locais são ativados pelo MSU, 

após isso há o recrutamento dos monócitos da circulação. Os monócitos são recrutados, entram 

no tecido da articulação e tem a função de interagir diretamente com o MSU, reconhecendo-o 

e iniciando a resposta aguda. Os monócitos, quando em contato com o MSU, se ativam e passam 

a liberar citocinas pró-inflamatórias como interleucina 6 (IL-6), IL-8, IL- 18, TNF-α e IL-1β 

(GUERNE et al., 1989; LIU; AUPPERLE; TERKELTAUB, 2001). A IL- 

1β é a principal citocina que causa toda a inflamação da gota (MARTINON et al., 2006), 

estudos demonstram que o MSU leva a ativação do inflamassoma-NLRP3, via ativação da 

Caspase-1 (Casp1), levando a produção de IL-1β e ao influxo de neutrófilos para o local 

acometido, o que sustenta a inflamação local nas articulações afetadas (CHEN, JUNWEI et al., 

2017; MARTINON; TSCHOPP, 2004). 

Em estudos com animais deficientes em NLRP3, macrófagos não conseguiam produzir 

IL-1β após a exposição a MSU e ocorria uma dificuldade no recrutamento de neutrófilos para o 

local da inflamação. Isso sugere que o NLRP3 é parte importante da resposta imune inata, 

sendo o inflamassoma eficaz no controle da inflamação na gota. Logo, 
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interações entre MSU, sistema imune inato e PRRs levam a inflamação inata na doença da 

gota (CHEN, JUNWEI et al., 2017; ZHANG et al., 2021). 

Quando os neutrófilos, que já estão presentes nas articulações, entram em contato com 

o MSU, eles se ativam. Além disso, há também o influxo de neutrófilos para a articulação 

gerado pela liberação de IL-1β. Estas células expressam NF-κB e AP-1 (fator de transcrição 

para citocinas pro inflamatórias) que levam a formação de IL-1β, TNF-α, IL-6, CXCL-8 e ciclo-

oxygenase 2 (CHEN, JUNWEI et al., 2017; LIU; AUPPERLE; TERKELTAUB, 2001). 

Outro papel importante dos neutrófilos na patologia é a liberação de armadilhas 

extracelulares dos neutrófilos (NETs), foi visto que estas são responsáveis no auxílio da 

resolução da inflamação na gota aguda. Os NETs tem a formação dependente de ROS e, uma 

vez formados, esses aglomerados conseguem, rapidamente, degradar uma gama de citocinas 

pró-inflamatórias. Estudos demonstraram que a inibição da formação de NETs levam a piora 

do quadro inflamatório localizado de animais submetidos a formação da gota (DESAI et al., 

2016; SCHAUER et al., 2014; SO, ALEXANDER K.; MARTINON, 2017). 

Outras células imunes presentes no contexto da inflamação da gota são os mastócitos, 

que costumam aparecer no início da inflamação, e são capazes de secretar IL-1β e de ativar 

inflamassoma-NLRP3, e as células natural killer (NK) que são achadas em pessoas com caso 

agudo da doença. Além disso, há um maior número de NK nas articulações de pessoas com 

gota do que outras células do sistema imune (CHEN, JUNWEI et al., 2017; EMPSON; 

MCQUEEN; DALBETH, 2010). 

 
2.1 Inflamassoma no contexto da Gota 

Inflamassoma são complexos de multiproteínas citosólicas que iniciam a resposta 

inflamatória. Esse complexo precisa de estímulos diferentes para ser formado e funcionar da 

maneira correta. O MSU serve como um estimulo para os macrófagos residentes da articulação, 

quando fagocitados ele leva a ruptura do fagossomo e essa ruptura serve de estimulo para a 

montagem e ativação do inflamassoma (BUSSO; EA, 2011; KLÜCK et al., 2020; SO, 

ALEXANDER K.; MARTINON, 2017). 

O primeiro sinal ocorre quando o MSU é reconhecido pelo receptor de membrana do 

macrófago, residente da articulação, PRR ou TLR2/4, a partir desse reconhecimento há ativação 

da via de sinalização do Myd88, que leva a ativação do fator de transcrição NF-kB liberando 

pró-IL-1β, pró-IL-18 e componentes necessários para a montagem e ativação do inflamassoma, 

como o NLRP3, para o citosol celular. Após esse primeiro reconhecimento, quando o MSU é 

fagocitado, ele leva a ruptura do fagossomo, e essa ruptura ativa ROS 
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mitocondrial, leva a liberação de catepsinas, ao influxo de cálcio e efluxo de potássio e cloreto. 

O influxo de cálcio e efluxo de potássio, juntamente com o ROS mitocondrial ativam NLRP3, 

que havia sido liberado no primeiro sinal. O efluxo de cloreto ativa ASC e a junção de NLRP3-

ASC levam a ativação de Casp1 e sua posterior junção, formando então o complexo proteico 

inflamassoma-NLRP3-Casp1 (Figura 1) (BUSSO; EA, 2011; GHAEMI- OSKOUIE; SHI, 

2011; SO, ALEXANDER K.; MARTINON, 2017). 

Com a formação do inflamassoma e sua ativação, ocorre a quebra de pró-IL-1β em IL- 

β e pró-IL-18 em IL-18 e liberação destas citocinas, principalmente IL-1β, que é a principal 

responsável pela inflamação na gota. Ela tem o papel de vasodilatação e recrutamento de células 

do sistema imune para o local afetado (GHAEMI-OSKOUIE; SHI, 2011; KLÜCK et al., 2020; 

SO, ALEXANDER K.; MARTINON, 2017). 

O resultado da ativação do inflamassoma é a morte celular por piroptose, ela ocorre 

devido a ativação de Casp1 que leva a clivagem de gasdermina D, essa clivagem gera poros na 

membrana celular alterando a sua integridade e assim levando a morte celular. A piroptose 

auxilia na liberação das citocinas inflamatórias como IL-1β, levando ao aumento da inflamação 

local (SO, ALEXANDER K.; MARTINON, 2017; WEBER et al., 2020). 

Além disso, o aumento da citocina IL-1β leva a um ambiente pró-inflamatório, sendo 

essa uma resposta fisiológica corporal para o combate a infecções e para a restauração de 

tecidos. Entretanto, o excesso dessa citocina leva a degradação da cartilagem e do osso do local 

afetado pelo MSU. Esta citocina se liga ao receptor de IL-1 das células sinoviais e levam, 

através de via de sinalização de MyD88, a liberação de citocinas e quimiocinas pró- 

inflamatórias, que amplificam o recrutamento de células inflamatórias do sistema imune e a 

inflamação localizada, além disso, a nível sistêmico a IL-1β causa febre por atuar diretamente 

na regulação de temperatura corporal feita pelo hipotálamo (CHEN, CHUN-JEN et al., 2006; 

DINARELLO, 2010; SO, ALEXANDER K.; MARTINON, 2017). 
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Figura 1 – Inflamassoma no contexto da gota. 

Primeiro e segundo sinal, demonstrando as vias de sinalização que levam a ativação do inflamassoma e posterior 

liberação de citocinas pró-inflamatórias nas articulações afetadas pelo ácido úrico. Adaptado (GHAEMI- 

OSKOUIE; SHI, 2011), Criado por BioRender.com. 

 

3. Tratamentos medicamentosos para Gota 

 

As drogas utilizadas para tratamento de doenças autoimunes, como a gota, geralmente 

visam a imunossupressão do doente, alterando todo o sistema imunológico sem diferenciar 

aquilo que faz bem e o que faz mal a pessoa doente. Esse tipo de medicamento traz prejuízos, 

a longo prazo, para aqueles que os consome (BONAM; WANG; MULLER, 2018; 

VARDANYAN; HRUBY, 2016). 

Logo, o manejo de pacientes com gota é um desafio para a medicina, a maioria dos 

médicos tratam o paciente apenas quando este apresenta a gota no seu estado ativo, ou seja, 

quando ele está em crise com dores, inflamações localizadas e inchaço. A falta de entendimento 

dos profissionais de saúde sobre o correto manejo do paciente, com orientações para melhor 

alimentação e hábitos de vida que levariam a diminuição do ácido úrico e, consequentemente, 

do MSU, na grande maioria das vezes, não ocorre e os pacientes ficam à mercê de tratamentos 

apenas durante crise (RAI et al., 2018; STAMP; DALBETH, 2018). Estudos mostraram que o 

tratamento individualizado dos paciente leva a diversas melhorias como maior adesão ao 

tratamento e uma diminuição da concentração de ácido úrico após dois 
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anos de tratamento, quando comparados com o grupo que fez o tratamento habitual 

(DOHERTY et al., 2018; STAMP; DALBETH, 2018). 

Um dos medicamentos utilizados atualmente para o tratamento de gota é o Alopurinol. 

Ele tem a função de reduzir a concentração de ácido úrico corporal, e um medicamento 

alternativo com este mesmo fim é o Febuxostase, este medicamento apresenta maior atividade 

hipouricêmica em relação ao Alopurinol. Ambos medicamentos, mas principalmente 

Febuxostase, apresentam risco potencialmente aumentado de morte cardiovascular, segundo a 

Food and Drug Administration (FDA) como efeito adverso de seu uso (STAMP; DALBETH, 

2018; WHITE et al., 2018). 

Outro tipo de tratamento muito utilizado em casos de crise de gota são anti- 

inflamatórios não esteroidais (AINEs), voltados para o melhoramento da dor causada pela 

doença (MUNSTER et al., 2002; WANG, XIANG; WANG, 2019). São muito utilizados a 

Colchicina e os Glucocorticoides. Esses medicamentos inibem a síntese de prostaglandinas 

através inibição das enzimas ciclo-oxigenases (COX-1 e COX-2), o que leva a uma diminuição 

da inflamação (WANG, XIANG; WANG, 2019; WOESSNER; CASTELLS, 2013). Entretanto, 

essa classe de medicamentos é muito conhecida por causar reação de hipersensibilidade, 

reações anafiláticas, reações cutâneas, diarreia, náuseas, vômitos e outras complicações ligadas 

a resposta imune da pessoa que utiliza esta classe de medicamentos (RODDY; DOHERTY, 

2013; TELES et al., 2017; WOESSNER; CASTELLS, 2013). 

Também são utilizados, em último caso, corticoides. Corticoides são hormônios 

esteroides naturalmente produzidos no córtex adrenal a partir do colesterol (CHROUSOS, 

2009; KIMURA et al., 2000). O objetivo de sua produção farmacêutica é potencializar sua ação 

anti-inflamatória. São lipofílicos, entram dentro das células e se ligam a receptores específicos, 

interagindo assim com o núcleo celular. Eles são capazes de suprimir ou ativar partes do DNA 

responsáveis por genes que regulam mediadores da inflamação e citocinas (ALSAEID; 

MAJEED, 1998; CHROUSOS, 2009). São medicamentos classificados em relação a duração 

da sua ação no organismo, sendo os medicamentos de ação curta: cortisona, hidrocortisona 

(suprimem o ACTH por 8 a 12 horas) (KIMURA et al., 2000). Ação média: prednisona, 

prednisolona, metilprednisolona e triancinolona (suprimem o ACTH por 12 a 36 horas). E ação 

longa: dexametasona e betametasona (suprimem ACTH por 36 a 72 horas) (BUTTGEREIT; 

WEHLING; BURMESTER, 2004). 

Corticoides interferem na circulação de células imunes, reduzem neutrófilos periféricos, 

inibem acumulo de neutrófilos em locais e inflamação, promovem apoptose de células 

linfóides, modulam a função das células B, inibem a ação da histamina, a síntese de 
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prostaglandinas e a ação dos ativadores do plasminogênio, entre outras funções (ALSAEID; 

MAJEED, 1998; BUTTGEREIT; WEHLING; BURMESTER, 2004). A curto prazo o uso de 

corticoides traz um conforto e melhora para o doente, mas a longo prazo trazem diversos 

malefícios como perda de massa óssea, risco de problemas oculares e, por diminuir a resposta 

imunológica daqueles que utilizam, sua utilização precisa ser antes bem estudada (FAUCI, 

1983; RODDY; DOHERTY, 2013). 

Portanto, alternativas para o uso destes medicamentos são aguardadas pelo mercado 

farmacológico, principalmente medicamentos que não causem nenhum, ou poucos, efeitos 

colaterais (BONAM; WANG; MULLER, 2018). 

 
4. Peptídeo P140 

 

4.1 Aspectos gerais 

 

O peptídeo P140 é um fragmento de 21-mer da pequena proteína ribonucleoproteína 

nuclear U1-70K splioceossômica, sendo Mer uma medida de comprimento do seu primer, 

utilizada para medir o número total de nucleotídeos presentes nas sequências dos primers 

desenhados. Este peptídeo contém um resíduo de fosfoserina na posição 140, que é adicionado 

quimicamente durante a síntese do peptídeo. Posteriormente, viu-se que essa modificação 

pontual era semelhante a modificação pós-transcricional natural específica da apoptose da 

proteína que ocorre especificamente em um estágio inicial da apoptose, antes da clivagem do 

C-terminal e da desfosforilação de outros resíduos de serina (figura 2) (PAGE et al., 2011; 

WILHELM et al., 2018). 

A sequência do peptídeo P140 foi muito conservada durante a evolução, além disso, 

P140 interage, seletivamente, com a proteína constitutiva Hsc70/Hsc73 heat shock e também 

com o MHCII de humanos e camundongos (PAGE et al., 2011; WILHELM et al., 2018). 

Como controle do peptídeo em teste foi feito também um peptídeo misturado (scrambled 

peptide) denominado sC140 (figura 2). Ele é utilizado como forma de tratamento para 

demonstrar que o que leva aos benefícios é a posição da fosforilação no P140 (PAGE et al., 

2011; WILHELM et al., 2018). 



21  

 

 

Figura 2 – Peptídeo P140 e sC140. 

Espectroscopia por ressonância magnética nuclear (NMR) representando os peptídeos sC140 (a) e P140 (b) 

(PAGE et al., 2009). 

 

4.2 Atuação do Peptídeo 

 

O peptídeo P140 é um inibidor de autofagia, em estudos feitos com camundongos e 

humanos com lúpus foi visto que ele entra nas células B, via processo de endocitose dependente 

da Cavidade de Clatrina, e se estabelece nos lisossomos. Nessas células o peptídeo tem o 

principal efeito de reduzir a superexpressão de MHCII e na regulação negativa da maturação da 

célula em plasmócito (MACRI et al., 2015; WANG, FENGJUAN et al., 2020; WILHELM et 

al., 2018). 

Em relação a autofagia, P140 atua na autofagia CMA. Este tipo autofágico está associado 

a alterações nos lisossomos em número, tamanho e pH aumentados. Entretanto, com o uso 

de P140, essas alterações lisossomais não foram mais observadas (WANG, FENGJUAN et al., 

2017; WILHELM et al., 2018). Também foi possível observar que P140 age no processo de 

macroautofagia. A macroautofagia está relaciona com a formação dos plasmócitos e formação 

de células B de memória, o peptídeo tem uma regulação negativa na maturação da células de 

plasmócito, diminuindo a liberação de IgGs (WANG, FENGJUAN et al., 2020; WILHELM et 

al., 2018). 
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Em relação a ação da proteína Hsc70, proteína importante na autofagia CMA, P140 inibe 

Hsc70 de redobrar as proteínas desnaturadas e isto interrompe a interação de Hsc70 com as co-

chaperonas, inibindo assim a autofagia por CMA (PAGE et al., 2011; WANG, FENGJUAN et 

al., 2017). Além disso, a partir de imagens de fluorescência foi possível visualizar que P140 se 

co-localiza com as proteínas Hsc70 na superfície e no interior das células T, B, monócitos e 

granulócitos, levando a sua regulação negativa. Hsc70 está relacionada com a degradação e 

apresentação de antígenos via MHCII, principalmente na doença de Lúpus. Como o peptídeo 

leva a inibição da atuação de Hsc70 ocorre, como consequência, a inibição da apresentação de 

antígenos via MHCII, diminuindo assim a presença de células T autorreativas, uma importante 

atuação deste peptídeo (figura 3) (MACRI et al., 2015; PAGE et al., 2011). 

Foi demonstrado que o tratamento com o P140, que atualmente se encontra em estudo 

clínico de fase 3 para lúpus, diminui a superexpressão MHCII, de maneira dose dependente, em 

células de pacientes com lúpus (WALLACE, 2019). A mesma resposta não foi obtida tratando 

as células com o peptídeo controle sC140. Esse efeito não teve relação com a quantidade total 

de células, que não se alterou (WALLACE, 2019; WILHELM et al., 2018). Esses resultados 

também foram confirmados em experimentos in vitro. Utilizando o tratamento controle sC140 

não foi obtido o mesmo resultado (MACRI et al., 2015; PAGE et al., 2011). 

P140 reduziu a expressão de MHCII em camundongos e pacientes com lúpus. Além 

disso, o peptídeo diminui a atividade de auto reatividade das células T humanas e murinas, pois 

foi visto que as células TCD4+ ativadas se proliferaram menos na presença de P140. Esses 

resultados sugeriram que a diminuição de TCD4+ seja uma consequência direta da diminuição 

da expressão de MHCII devido a redução da apresentação antigênica (figura 3) (WALLACE, 

2019; WILHELM et al., 2018). Esses eventos contribuíram para a diminuição da proliferação 

e diferenciação de plasmócitos secretores de autoanticorpos, diminuindo a mortalidade dos 

animais, como foi visto em camundongos com lúpus tratados com P140, quando comparados 

com os animais tratados apenas com salina ou tratados com sC140. Como há uma diminuição 

de plasmócitos, consequentemente há uma diminuição de IgG (MACRI et al., 2015; 

WILHELM et al., 2018). 
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Figura 3 – Atuação do Peptídeo P140. 

Atuação intracelular do peptídeo P140, demonstrando sua co-localização com a proteína Hsc70, o que faz com que 

haja diminuição da autofagia CMA e também desestabilização e comprometimento de apresentação antigênica via 

MCHII. Adaptado (PAGE et al., 2009, 2011; WANG, FENGJUAN et al., 2020; WILHELM et al., 2018; 

ZIMMER et al., 2013), Criado com BioRender.com. 

 

O peptídeo P140, quando entra nas células B dos camundongos com lúpus, aumenta o 

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

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

está ligada a autofagia CMA por se ligar a Lamp2 da superfície dos lisossomos (BONAM; 

WANG; MULLER, 2018; ZHU, SHENG YU et al., 2020). 

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

produção, processo e secreção das citocinas da família IL-1. As citocinas da família IL-1 são 

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

DINARELLO; MANTOVANI, 2013; HARRIS, JAMES et al., 2017; SO, ALEXANDER et 

al., 2007). O balanço entre liberação de citocinas da família IL-1 e regulação do inflamassoma 

é crítico para manter a resposta imune saudável para muitos estímulos patogênicos pois evita- 

se inflamações crônicas inapropriadas que podem levar a doenças auto inflamatórias (HARRIS, 

JAMES et al., 2017; RASHIDI et al., 2019). 
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Estudos sugerem que a autofagia funciona como um mecanismo de feedback negativo 

que atenua os processos de inflamação (BIASIZZO; KOPITAR-JERALA, 2020; SHI, 

CHONG-SHAN et al., 2012). Estudos de imagem confocal mostraram uma co-localização da 

ASC e da proteína lisossomal Lamp2, sugerindo que os inflamassomas ativos são marcados 

pelos autofagossomos e eventualmente destruídos pelos lisossomos (CAO et al., 2019; 

HARRIS, JAMES et al., 2017). 
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5. Justificativa 

 

A gota é causada pela deposição de MSU nas articulações humanas, é uma doença que 

pode se tornar crônica e levar a uma debilitação severa (DALBETH et al., 2019). Considerando 

essa cronicidade da doença, que tem evoluído mundialmente (KUO et al., 2015), e que ainda 

não se exista tratamentos eficazes, esse trabalho visa demonstrar uma terapia alternativa, visto 

que as drogas disponíveis no mercado apresentam diversos efeitos colaterais que podem limitar 

a utilização nos pacientes acometidos pela patologia (LINDLER et al., 2020). 

Entender estratégias terapêuticas que tragam menores efeitos indesejados para os 

doentes se faz necessário, principalmente para que ocorra uma boa aceitação e uso do 

medicamento. Uma alternativa é o peptídeo sintético P140, que já vem sendo utilizado em testes 

clínicos fase 3 em pacientes com Lúpus (WALLACE, 2019; ZIMMER et al., 2013). Já se sabe 

que esse peptídeo atua alterando o fluxo autofágico de células B e de células T, reduzindo a 

estabilidade o MHCII e, devido a isso, leva a uma menor apresentação de antigênica e posterior 

diminuição de autoanticorpos. 

Considerando os mecanismos já demonstrados pelo peptídeo P140 na regulação de vias 

autofágicas e na redução da resposta imune em Lúpus, e uma vez que, as vias autofágicas 

possam atuar na regulação do inflamassoma, iremos investigar a participação do complexo 

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

 

Avaliar o potencial terapêutico do peptídeo sintético P140 em um modelo 

experimental murino de Gota elucidando os mecanismos envolvidos nesse processo. 

 
6.1 Objetivos específicos 

 

6.1.1 Avaliar o efeito da pré-administração do peptídeo P140 na resposta inflamatória 

induzida pelo MSU no modelo experimental murino de gota avaliando o recrutamento celular 

na cavidade intra-articular, a produção de citocinas inflamatórias, a patologia e a nocicepção 

nos camundongos tratados versus não tratados 

6.1.2 Avaliar o efeito da pós-administração (tratamento) do peptídeo P140 na resposta 

inflamatória induzida pelo MSU no modelo experimental murino de gota avaliando o 

recrutamento celular na cavidade intra-articular, a produção de citocinas inflamatórias, a 

patologia e a nocicepção nos camundongos tratados versus não tratados 

6.1.3 Elucidar o papel do P140 na ativação do complexo de proteínas inflamassoma 

in vitro em macrófagos, através da produção de ROS e produção de IL-1β 

6.1.4 Elucidar o papel do P140 na ativação do complexo de proteínas inflamassoma 

in vivo no modelo de gota através da produção de IL-1β 
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7. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

7.1 Peptídeo P140 e Peptídeo sC140 

 

Foram utilizados dois tipos do peptídeo, o peptídeo com a fosforilação na altura -140 

P140, e o peptídeo controle truncado (mistura) sC140. Ambos se apresentavam em formato 

liofilizados e foram gentilmente cedidos pela Dr. Sylviane Muller, da Université de Strasbourg, 

França. Os peptídeos foram ressuspendidos em água Mili-Q a uma concentração de 10mg/ml e 

após isso diluídos 10X em salina. Cada animal recebeu 1 µg/ml do peptídeo. 

 
7.2 Animais Experimentais 

 

O presente estudo foi aprovado pelo comitê de ética em experimentação animal (CEUA) 

sob o protocolo de pesquisa número CEUA138/2020 (Anexo 1). Foram utilizados 50 

camundongos C57BL/6 divididos em 5 grupos com 10 animais em cada grupo, os animais 

tinham 8 semanas, eram provenientes no Biotério Central da Universidade Federal de Minas 

Gerais (UFMG), foram mantidos no biotério do departamento da Bioquímica e Imunologia, no 

ciclo claro-escuro de 12 horas e comida e água ad libidum. 

O manejo dos animais foi realizado obedecendo às normas da ética animal em 

experimentação. Todos os experimentos foram realizados no departamento de Bioquímica e 

Imunologia no laboratório multiusuário LAMEX e no laboratório de Microbiota e 

Imunomodulação (LMI). Os 5 grupos foram denominados: MSU (gota), grupo pré-tratamento 

P140, grupo pré-tratamento sC140, grupo pós-tratamento PP140 e grupo pós-tratamento 

PsC140. Sendo então esse experimento divido em dois grupos que foram tratados previamente 

a indução à gota, com ambos peptídeos, e dois grupos que foram tratados posteriormente a 

indução a gota (figura 4). Esses grupos foram duplicados, pois metade dos animais foram 

usados para a metodologia de Análise Histológica, sendo necessário a retirada total do joelho 

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

Os animais foram divididos em grupos que foram pré-tratados com o peptideo P140 e sC140 e após 1 horas houve 

a indução da gota com a utilização do MSU (A), e outros grupos foram induzidos a gota e pós-tratados com os 

peptideos P140 e sC140 10horas após o desafio com o MSU (B). 

 

7.3 Indução à Gota 

 

Para indução à gota 10 µl com 100mg de cristais de MSU, feitos em colaboração com 

a aluna Izabela Galvão e descrito em sua tese (GALVÃO, 2015), foram introduzidos, com 

auxílio de uma agulha 30G e de uma seringa de 1mL, na região tibiofemoral do joelho direito 

dos camundongos, através de uma injeção intra-articular. A articulação contralateral foi 

utilizada como controle (injeção de veículo – PBS). Os camundongos foram anestesiados com 

uma mistura de cetamina 80 mg/kg e xilazina 15 mg/kg diluídos em PBS 1X para a realização 

da injeção. Essa indução foi feita no mesmo momento em todos os animais de todos os grupos 

e os parâmetros inflamatórios foram avaliados 16 horas após a injeção de cristais de MSU. 

 
7.4 Tratamento 

 

O grupo pré-tratamento recebeu os peptídeos P140 ou sC140 por via intravenosa (IV) 

1 hora antes da indução da gota. O grupo pós-tratamento recebeu os peptídeos P140 ou sC140 

IV 10 horas após a indução de gota por MSU. Após os tratamentos, esperou-se 16 horas e todos 

os animais foram eutanasiados utilizando anestesia com uma mistura de cetamina 80 mg/kg e 

xilazina 15 mg/kg diluídos em PBS 1X, após a anestesia fizemos a coleta de sangue a partir de 

um pequeno corte na base da cauda dos animais, realizamos o lavado da cavidade articular e 

recolhemos o tecido periarticular de ambos joelhos para análises de citocinas. Os animais 

separados para as análises histológicas do tecido periarticular do joelho tiveram toda a estrutura 

de seus joelhos removida e posteriormente tratadas para análise histológica do joelho tratado e 

não tratado, essa análise consiste em avaliação das estruturas afetadas e verificação da presença 

de infiltrado inflamatório no tecido periarticular. 
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7.5 Delineamento Experimental 

 

Para compreender o papel do peptídeo P140 na patologia da gota foram utilizados 

camundongos C57BL/6 como modelo experimental para tratamento com o peptídeo. Como 

anteriormente descrito, foi utilizado o peptídeo como pré-tratamento, de maneira IV, e 

posteriormente foi induzido a gota no grupo de animais pré tratados (figura 5). No grupo pós- 

tratamento, primeiramente fizemos a indução da gota e posteriormente os animais foram 

tratados IV com o peptídeo P140 (figura 5). 

Ao final do experimento, coletamos sangue dos animais a partir de um pequeno corte 

na base da cauda para esfregaço e análises de contagem celular, fizemos a coleta do lavado da 

cavidade intra-articular de ambos joelhos dos animais, coletamos o tecido periarticular dos 

joelhos e também fizemos a coleta de toda a estrutura do joelho para análise de histologia. 

 
 

Figura 5 – Delineamento experimental dos grupos. 

Os grupos foram divididos em dois, um foi pré-tratado com os peptídeos e posteriormente induzido a gota com o 

MSU. O outro grupo, primeiramente, foi induzido a gota e posteriormente foi pós-tratado com os peptídeos. Ambos 

foram eutanasiados, tiveram seu sangue, lavado intra-articular, tecidos dos joelhos e joelhos recolhidos ao mesmo 

tempo de experimento. 

 
7.6 Análise dos parâmetros inflamatórios 

 

7.6.1 Avaliação das células inflamatórias na cavidade articular 

7.6.2 Contagem total e diferencial de células 
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Nós abrimos a cavidade articular dos joelhos dos camundongos, e com o auxílio de uma 

pipeta e de uma ponteira de 200µL fizemos o lavado dessas cavidades utilizando PBS contendo 

3% de BSA (figura 6). Coletamos esse lavado e o utilizamos para contagem de células totais da 

cavidade articular. Alíquotas de 20 μL do lavado foram diluídas em 20 μL de solução Turk 

(IMBRALAB®), sendo a contagem total das células realizada em câmara de Neubauer, com o 

auxílio de microscópio óptico (aumento de 100x) e aplicativo telefônico de contagem de células 

(BloodDroid Cell Counter). O número total das células foi utilizado para o cálculo da 

percentagem encontrados no lavado articular a partir da contagem/discriminação por 

visualização de lâminas preparadas por citocentrifugação utilizando o microscópio óptico, 

contávamos o total de células nas lâminas e descriminávamos qual porcentagem estava 

relacionado com qual tipo celular, com a ajuda do aplicativo telefônico (LORDÊLO VIVAS, 

2012; PINHO et al., 2007). 

Para contagem diferencial, foram feitas análises da porcentagem de neutrófilos e 

monócitos de cada amostra e os resultados foram expressos como número de cada tipo celular 

x 10⁴/cavidade articular, baseando-se na contagem total de células. 

 
 

Figura 6 – Metodologia de Lavado da cavidade articular. 

Nessa ilustração podemos entender melhor como foram feitos os lavados da cavidade articular dos animais 

experimentais. Após a abertura local do joelho dos animais era feito o lavado com o auxílio de uma pipeta e uma 

ponteira de 200µL, o lavado era coletado e colocado em tudo eppendorfs de 1mL. Criado por BioRender. 

 

7.6.3 Análise de apoptose de neutrófilos 

A apoptose dos neutrófilos presentes no lavado articular dos animais desafiados com 

MSU, com ou sem os tratamentos, foi avaliada morfologicamente de acordo com o descrito 

anteriormente pelos autores GALVÃO et al., 2019; SOUSA et al., 2010; VAGO et al., 2012. 

As células recuperadas da cavidade articular foram cito-centrifugadas, fixadas e coradas com 

Kit panótico rápido (LB Laborclin®) e contadas utilizando microscópio ótico para determinar 
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a porcentagem de células com morfologia apoptótica. As células apoptóticas foram 

identificadas por alterações morfológicas características como fragmentação nuclear e 

formação de corpos apoptóticos. 

 
7.7 Processamento tecidual para dosagem de citocinas 

 

De forma sucinta, os tecidos periarticulares dos joelhos foram removidos, pesados e 

processados com auxílio de um homogeneizador de tecidos (T 25 digital Ultra-turrax® - IKA 

- Staufen, Germany) com solução de extração de citocinas (NaCl 0,4M, NaPO4 10 mM, PMSF 

0,1 mM, Cloreto de Benzetônio 0,1 mM, EDTA 10 mM, Tween 20 0,05%, 0,5% de BSA, 20 

KI de Aprotinina) na proporção de 1mL por 100mg de tecido. Após homogeneização e 

centrifugação (10.000rpm 10 minutos a 4ºC), o sobrenadante foi coletado e posteriormente 

mantido a -80Cº para quantificação de citocinas. 

 
7.8 Dosagem de Citocinas: Ensaio Imunoenzimático (ELISA) 

 

Foi adicionado anticorpo de captura de interesse diluído em PBS a uma placa de 96 

poços. Essa placa foi incubada a 4ºC por 12 a 18 horas. O conteúdo foi retirado e os poços 

lavados 5 vezes (300 µL/mL) com o tampão de lavagem (PBS/Tween 0,5 %). Foi adicionado 

200 µL/poço de tampão de bloqueio (PBS/BSA 1 %) e a placa foi incubada por 2 horas a 

temperatura ambiente. O conteúdo foi retirado e os poços lavados 5 vezes (300 µL/mL) com o 

tampão de lavagem (PBS/Tween 0,5 %). Após isso, foi adicionado 100 µL/poço dos padrões 

e amostras à placa. A placa foi incubada por 2 horas e mantida temperatura ambiente. O 

conteúdo foi retirado e os poços lavados 5 vezes (300 µL/mL) com o tampão de lavagem 

(PBS/Tween 0,5 %). Foram adicionados 100 µL/poço de anticorpo de detecção e a placa foi 

incubada por 2 horas a temperatura ambiente. O conteúdo foi retirado e a placa lavada 5 vezes 

com tampão de lavagem. Foram adicionados 100 µL/poço de estreptavidina – HPR 1:200 à 

placa que foi incubada por 20 a 30 minutos a temperatura ambiente ao abrigo da luz. O conteúdo 

foi retirado e a placa lavada 5 vezes com tampão de lavagem. Foram adicionados 100 µL/poço 

do substrato OPD (ophenylenediamine dihidrocloride - Sigma) com 0.006% peróxido de 

hidrogênio (Grupo Química) à placa que foi incubada por 20 a 30 minutos a temperatura 

ambiente ao abrigo da luz. Para finalizar a reação, foram adicionados 50 µL/poço de solução de 

H2SO4 1 M. A leitura foi realizada em leitor de ELISA em densidade ótica de 490 nm. 
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7.9 Coleta e processamento histológico do joelho 

 

O joelho direito dos camundongos foram retirados, as estrutura foram adicionada em 

cassetes histológicos e acondicionadas por 48 horas em formol tamponado 10%. Em seguida, 

os cassetes foram transferidos para solução de EDTA (Ácido Etilenodiamino Tetra-Acético) 

14% (Marca: Synth) para descalcificação óssea por 30 dias, com a troca da solução a cada 2 

dias para garantir a descalcificação (BUMA et al., 2000; CENTER FOR SKELETAL 

RESEARCH, 2016). Em seguida, foi realizado o processamento rotineiro para inclusão em 

parafina. A microtomia resultou em amostras do joelho como um todo (cavidade articular e 

tecido ósseo) para posterior coloração por HE e avaliação histopatológica das estruturas 

afetadas (presença e classificação do tipo de infiltrado inflamatório; cicatrização patológica 

associada com perda de função). 

 
7.10 Avaliação de Hipernocicepção – teste de pressão crescente na pata do 

camundongo 

Os experimentos foram realizados utilizando o teste de pressão crescente utilizando o 

aparelho Anestesiômetro Eletrônico (Insight Equipamentos, São Paulo, Brazil), que consiste 

em um transdutor de pressão conectado a um contador digital de força (g). Este método também 

é conhecido como Von Frey eletrônico (ÄNGEBY MÖLLER; JOHANSSON; BERGE, 1998). 

O contato do transdutor de pressão à pata é realizado através de uma ponteira descartável de 

polipropileno com 0,5 ou 4,15 mm2 de diâmetro que é adaptada a ele. Os animais são alocados 

em caixas de acrílico, medindo 12 x 10 x 17 cm cujo assoalho é uma rede de malha igual a 5 

mm² constituída de arame não maleável de 1 mm de espessura, durante 15 minutos antes 

do experimento para adaptação ao ambiente. Espelhos foram posicionados à 25 cm abaixo das 

caixas de experimentação, para facilitar a visualização da região plantar das patas dos animais. 

O experimentador deve aplicar, por entre as malhas da rede, uma pressão linearmente crescente 

no centro da planta da pata do camundongo até que o animal produza uma resposta caracterizada 

como sacudida (“flinch”) da pata estimulada. Os estímulos foram repetidos por até seis vezes, 

em geral até o animal apresentar 3 medidas similares com uma clara resposta de “flinch” após 

a retirada da pata. Os testes nociceptivos foram realizados no período da manhã. 

Os testes foram feitos antes da indução a gota por MSU e 16 horas após a indução, antes 

de finalizarmos o experimento. A intensidade da nocicepção medida foi quantificada como a 

variação na pressão (D de reação em gramas) obtida subtraindo a média dos 3 valores 
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de medidas similares, observados antes do tratamento, da média dos 3 valores de medidas 

similares observados após a administração dos peptídeos. 

 

Figura 7 - Foto do equipamento utilizado no teste de pressão crescente na pata de camundongo. 

A foto apresenta o anestesiômetro eletrônico (Insight Equipamentos, São paulo, Brazil), constituído por transdutor 

de pressão (1) conectado a um contador digital de força (2), as caixas de acrílico (12 x 10 x 17 cm de altura) 

(Hamburger, Baraf et al.) e os espelhos inclinados (4), abaixo do assoalho que forneceu uma vista desobstruída 

das patas traseiras dos animais, utilizados no teste de pressão crescente no joelho de camundongos (A). Foto no 

momento do teste de pressão crescente na pata de camundongo. A foto apresenta a ponteira de polipropileno (1) 

acoplada ao transdutor de força (2) em contato com a pata do animal (círculo preto). O experimentador deve 

aplicar, por entre as malhas da rede do assoalho (Hamburger, Baraf et al.), uma pressão linearmente crescente no 

centro da planta da pata até que o animal produza uma resposta caracterizada como “sacudida” (“flinch”) (B) 

(Imagens retiradas da tese de doutorando da Dra. Izabela Galvão). 

 

7.11 Cultura de macrófagos derivados da medula óssea (BMDM) 

 

Os camundongos C57/BL6 foram anestesiados e posteriormente eutanasiados por 

deslocamento cervical. Um corte na pele do abdome foi feito e a pele retirada do quadril para 

baixo (como uma “calça”). Os músculos da perna, mantendo o fêmur e a tíbia intactos, foram 

removidos e os ossos do fêmur foram separados da tíbia. Os ossos foram bem limpos, 

principalmente na parte da epífise, e colocados na placa de Petri, devidamente identificada e 

sobre o gelo. 

Após a retirada de todos os ossos as epífises foram removidas através de um corte (sem 

quebrar os ossos). Com uma agulha de 24G acoplada a uma seringa de 5mL, foram inseridos 5 

mL de meio DMEM completo (10% FBS, 20% LCCM) em cada osso, pelas 2 extremidades, 

fazendo leve e simultânea fricção, a fim de que houvesse total liberação das células da medula 

óssea. O meio que passou por dentro do osso foi coletado em um tubo de 50 mL (Falcon), 

fazendo assim um pool de células. 

Para cada animal utilizado, distribuímos as suas células entre 4 placas de petri de cultura 

celular (com total de 20mL de meio por placa), e esse foi denominado o dia 0. 

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

No dia 7 as células foram transferidas para placas de cultura de 24 poços. Retiramos o 

meio da placa de petri, desprendemos os macrófagos da placa utilizando 200μL de Tripsina- 
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EDTA por placa, passamos as células para um tubo de 50mL (falcon) e o centrifugamos durante 

5min a 1500rpm em uma temperatura de 4ºC para formação de um pellet. O sobrenadante foi 

desprezado e o pellet ressuspendido com meio DMEM completo. Fizemos a contagem celular 

em câmara de Neubauer, em uma diluição de 100X de células em Turk (IMBRALAB®). Por 

fim, os macrófagos foram divididos em placas de 24 poços num total de 4x10⁴células por poço. 

No dia 8 os macrófagos foram estimulados com os tratamentos estipulados. Fizemos a 

retirada do sobrenadante e adicionamos DMEM incompleto (apenas o meio DMEM). As 

células foram estimuladas com 1 μg/mL de LPS durante um período de 1 horas. Após esse 

período acrescentamos 300 μg/mL de MSU, aguardamos 10 minutos e tratamos as células com 

25 mM dos peptídeos P140 e sC140. As células foram mantidas em estufa de CO2 a 37 ºC. 

Aguardamos um intervalo de 6horas, retiramos e armazenamos o sobrenadante em 

superfreezers à -80Cº e coletamos e armazenamos as células também à -80Cº. 

 
7.12 Análise Estatística 

 

As análises estatísticas foram realizadas com o software GraphPad Prism 8.0.2. Os 

resultados foram expressos como média ± erro padrão da média. Os dados foram normalizados 

pelo teste Normality and Lognormality Tests, e a partir do teste de normalidade definimos o 

pós teste utilizado em cada experimento. A análise de diferença entre dois ou mais grupos foi 

realizado por 2way ANOVA seguido pelo pós-teste a depender do teste de normalidade, 

variando entre Tukey e Shapiro-Wilk. 

A significância estatística foi estabelecida em p<0,05. 
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8. RESULTADOS 

 

8.1 P140 induziu a redução de células totais, em especial neutrófilos, na 

cavidade articular dos animais que foram desafiados com MSU 

Os animais foram pré-tratados por via intravenosa, 1 hora antes do desafio com MSU, 

com o peptídeo P140 ou sC140 (1 µg/ml). O desafio com MSU levou a um aumento de células 

inflamatórias, com predominância de neutrófilos, na cavidade articular dos animais, 

comparados com os animais do grupo controle. Foi possível verificar que o pré-tratamento com 

o peptídeo levou a uma diminuição de células totais na cavidade articular (Figura 8A) e também 

diminuição na contagem de neutrófilos na cavidade articular (Figura 8B), e o tratamento com 

o peptídeo truncado não apresentou alteração no recrutamento de células comparado com os 

animais não tratados desafiados com MSU (Figura 8). 

 

 
Figura 8 – Pré-tratamento com P140 induz uma redução de células inflamatórias na cavidade articular 

afetada pelo MSU. 

O tratamento com o peptídeo induziu a uma redução de células totais na cavidade articular (A) sendo (*) p=0,0363 

quando comparado com o grupo veículo (gota não tratado), assim como também induziu a redução de neutrófilos 

na cavidade articular (B) sendo (**) p=0,0020 quando comparado com o grupo veículo (gota não tratado). As 

barras representam a média ± desvio padrão de 5 camundongos por grupo. (2way ANOVA seguida pelo pós-teste 

Shapiro-Wilk test). 

 

Esses dados podem ser reiterados com a histologia do tecido periarticular destes animais, 

que demonstrou redução significativa da inflamação local em relação ao grupo não tratado e ao 

grupo peptídeo sC140 (figura 9). 
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Figura 9 – O pré-tratamento com P140 reduz a inflamação articular promovida pela injeção de MSU. 

No corte histológico salina (SAL) é possível verificar o tecido articular do joelho do animal, sem que haja presença 

de células do infiltrado inflamatório. No corte histológico (MSU), representa os animais que foram apenas 

desafiados com o MSU sem tratamento prévio, é possível verificar um alto nível infiltrado inflamatório local (setas 

pretas). No corte histológico (P140) representando os animais pré-tratados com este peptídeo é possível verificar 

o tecido articular do joelho sem que haja presença de células do infiltrado inflamatório. O corte histológico (sC140) 

representa o grupo de animais que foi pré-tratado com o peptídeo controle sC140, neste corte há uma presença 

extensa de infiltrado inflamatório, o que condiz com outros achados. 

 

8.1.1 Pré-tratamento com P140 induziu a redução dos níveis de nocicepção 

Os animais foram pré-tratados com o peptídeo P140 ou sC140 (1 µg/ml), a depender 

do grupo, por via endovenosa. 1 hora depois foi feito o desafio com o MSU (10 µl com 100mg) 

aplicado diretamente na articulação tíbio-femural e após 16 horas fizemos as análises, como 

descrito na metodologia. O teste de hipernocicepção busca demonstrar a pressão que os 

camundongos suportam em suas patas, logo, os camundongos que foram desafiados com o 

MSU, geralmente, suportam uma menor pressão em suas patas devido a inflamação local e a 

possível hiperalgesia que esta inflamação provavelmente gera. Portanto, quanto menor a coluna 

do gráfico de Hipernocicepção, estará representando que aquele grupo de animais aceitou uma 

menor pressão advinda do aparelho medidor. E, inversamente, quanto maior a coluna do 

gráfico, demonstra que os animais aceitaram uma maior pressão advinda do aparelho em suas 

patas. 



37  

O desafio com o MSU levou a uma diminuição de pressão vinda do aparelho que os 

animais aguentaram em suas patas, quando comparados ao grupo de animais controle. O grupo 

pré-tratamento com o peptídeo P140 apresentou uma melhora significativa em relação ao grupo 

gota sem tratamento MSU. Também foi possível observar que houve uma melhora significativa 

no grupo pré-tratado com o peptídeo controle sC140, em relação ao grupo gota não tratado 

MSU, e esse resultado foi inesperado. 
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Figura 10 – Pré-tratamento com o P140 induz ao aumento da nocicepção. 

Foi possível demonstrar que o grupo MSU, em relação ao grupo controle, houve uma diminuição da 

Hipernocicepção (#) p<0,0001, o que demonstra que os animais não estavam aguentando tanto pressão em suas 

patas vinda do aparelho quando comparado ao grupo controle. Foi possível constatar uma diferença significativa 

entre os grupos P140 e MSU (*) p=0,0257, em que o tratamento com o peptídeo fez com que os animais resistissem 

a uma maior pressão em suas patas quando comparado ao grupo veículo (gota não tratado). E também foi possível 

ver uma diferença significativa entre sC140 e MSU (**) p=0,0061, em que também houve uma melhora em relação 

ao grupo MSU quando comparado com o grupo veículo (gota não tratado). As barras representam a média ± desvio 

padrão de 5 camundongos por grupo (2way ANOVA seguido pelo pós-teste Tukey). 

 

A partir das imagens macroscópicas dos joelhos tratados dos animais que foram 

induzidos a gota com o uso do MSU podemos verificar que essa melhora parece ser, 

macroscopicamente, visível nos animais utilizados nos experimentos (figura 11). 
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Figura 11 – Visualização macroscópica dos joelhos tratados dos animais. 

Como é possível verificar nas imagens o grupo SAL não demonstrou, macroscopicamente, inflamação localizada. 

Entretanto os grupos MSU e MSU + sC140 demonstraram, macroscopicamente, inflamação localizada nos joelhos. 

O animal tratado com P140, demonstrado na figura MSU + P140 não demonstrou, visualmente, inflamação local. 

 

8.1.2 P140 não altera os níveis de células inflamatórias sistêmicas 

Como o P140 é administrado por via sistêmica, fomos avaliar se a redução de células 

inflamatórias na cavidade articular estava associada a alterações nas células circulantes, 

exercendo-se um possível efeito imunossupressor. Vimos que o uso do P140 como um pré- 

tratamento não trouxe diminuição das células inflamatórias sistêmicas (Figura 12), diferente 

daquilo que foi visto referente as células inflamatórias localizadas na região da cavidade 

articular. Como podemos concluir, o número de células totais (A), de neutrófilos totais (B) e de 

monócitos totais (C) sistêmicos não se alterou, significativamente, com o pré-tratamento 

utilizado. Entretanto, houve um aumento significativo do número de células inflamatórias 

com a utilização do peptídeo controle sC140, quando comparado ao grupo gota sem tratamento 

MSU. 
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Figura 12 - Pré-tratamento com P140 não induziu uma redução de células inflamatórias sistêmicas após o 

desafio com MSU. 

O tratamento com o peptídeo P140 não levou a uma redução significativa das células inflamatórias sistêmicas 

totais (A) p=0,9996 quando comparado ao grupo veículo (gota não tratado) MSU, entretanto houve um aumento 

significativo das células totais no grupo tratado com peptídeo controle sC140 (*) p=0,0372 comparado ao grupo 

MSU. Também não houve uma redução significativa de células mononucleares sistêmicas no grupo tratado com 

o peptídeo P140 (B) p=0,3762 quando comparado ao grupo veículo (gota não tratado) MSU. E os neutrófilos 

sistêmicos também não demonstraram redução com o tratamento P140 (C) p= 0,2078 quando comparado ao grupo 

veículo (gota não tratado) MSU, entretanto houve um aumento significativo de neutrófilos sistêmicos no grupo 

tratado com o peptídeo controle sC140 (**) p= 0,0055 quando comprado ao grupo MSU. As barras representam a 

média ± desvio padrão de 5 camundongos por grupo (2way ANOVA seguida pelo pós-teste Shapiro-Wilk test). 

 

8.1.3 O pré-tratamento com o peptídeo P140 induziu redução de ROS nas células 

tratadas e estimuladas com MSU in vitro 

Fizemos a dosagem de Espécie reativa de oxigênio (ROS) in vitro devido a sua relação 

com a ativação do inflamassoma. No geral, quando ROS é liberado dentro da célula, ele auxilia 

na ativação do complexo do inflamassoma, sendo um dos fatores para que ocorra então a 

inflamação e a liberação de IL-1β. Logo, foi feita a retirada das células da medula óssea dos 

animais e posterior cultivo para derivação de macrófagos, conforme descrito na metodologia. 

Posteriormente, foram feitas análises para verificação de nível de ROS em relação aos 

tratamentos utilizados nos macrófagos in vitro. Foi possível verificar que houve um aumento 

da liberação de ROS no MSU, grupo gota sem tratamento, em relação ao grupo controle. No 

grupo tratado com P140 houve redução da ROS quando comparado ao grupo gota não tratado 

MSU. Essa redução pode estar relacionada com a modulação da autofagia devido ao tratamento 

pelo peptídeo, o que pode levar a uma menor atuação do inflamassoma. 
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Figura 13 – Redução da concentração de ROS em relação aos tratamentos de macrófagos in vitro. 

(A) Após experimentos in vitro foi possível verificar uma redução de ROS no grupo tratado P140 p<0,0001 quando 

comparado ao grupo não tratado MSU. Essa redução nos levou a sugerir uma modulação da autofagia pelo uso do 

peptídeo. (B) Gráfico de área sob a curva referente ao gráfico A p<0,0001 (AUC e 2way ANOVA seguido pelo 

pós-teste Tukey). 

 

8.1.4 O pré-tratamento com o peptídeo P140 induziu a uma redução de IL-1β 

no tecido periartiular 

Os animais foram pré-tratados com o peptídeo P140 ou sC140 (1 µg/ml), a depender 

do grupo, por via endovenosa. 1 hora depois foi feito o desafio com o MSU (10 µl com 100mg) 

aplicado diretamente na articulação tíbio-femural e após 16 horas fizemos as análises, como 

descrito na metodologia. Foram feitos o processamento tecidual e posterior análise utilizando a 

técnica de ELISA nos tecidos periarticulares dos animais, conforme descrito na metodologia. 

Foi possível verificar que houve um aumento da citocina IL-1β no grupo gota não 

tratado MSU, quando comparado ao grupo controle. O grupo pré-tratado com o peptídeo 

P140 houve uma redução da citocina IL-1β, quando comparado com os animais do grupo gota 

sem tratamento MSU. Houve também diferença significativa na concentração de citocina 

entre o grupo pré-tratado com o peptídeo controle sC140 e o grupo gota sem tratamento MSU, 

demonstrando que se faz necessário maiores estudos e experimentos pata entender a atuação do 

peptídeo controle em relação a essa citocina. 
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Figura 14 – Pré-tratamento diminui a concentração de IL-1β no tecido periarticular dos animais. 

Foi possível demonstrar que houve diferença significativa entre os grupos MSU e Controle (#) p= 0,0317 quando 

comparado ao grupo controle. Também houve diferença significativa entre os grupos MSU e P140 (***) p= 0,0008 

quando comparado ao grupo veículo (gota não tratado), em que o grupo pré-tratado demonstrou uma diminuição 

da concentração de citocina nos tecidos dos animais e também houve uma diminuição significativa da 

concentração de IL-1β no grupo pré-tratado com sC140, em relação ao grupo MSU (**) p= 0,0012 quando 

comparado ao grupo veículo (gota não tratado), demonstrado que ambos peptídeos, nesse tratamento, tiveram uma 

atuação positiva em diminuir esta citocina inflamatória no local afetado pelo MSU. As barras representam a média 

± desvio padrão de 5 camundongos por grupo (2way ANOVA seguido pelo pós-teste Tukey). 

 

9. Avaliar o efeito da pós-administração do peptídeo P140 na resposta 

inflamatória induzida pelo MSU no modelo experimental murino de gota. 

Uma vez observado que o pré-tratamento inibiu a resposta inflamatória na gota 

experimental decidimos investigar se o pós-tratamento teria efeitos importantes. 

 
9.1 O pós-tratamento com o peptídeo levou a redução de neutrófilos na 

articulação afetada pelo MSU 

Induzimos a gota injetando MSU (10 µl com 100mg) diretamente na articulação tíbio- 

femural dos animais, após 10 horas fizemos o tratamento com o peptídeo P140 ou sC140 (1 

µg/ml), a depender do grupo de animais. Foi esperado 16 horas, e foram feitas as análises, assim 

como descrito na metodologia. Foi possível verificar que o tratamento não demonstrou 

diferença no total de células inflamatórias localizadas na cavidade articular dos animais (A), e 

também não demonstrou diferença no total de células mononucleares (B). Entretanto, houve 

diferença significativa no total de neutrófilos localizados na cavidade articular dos animais, 

feito o pós-tratamento com o peptídeo P140 houve uma redução do número de neutrófilos 
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presentes na articulação afetada pelo MSU quando comparado ao grupo gota sem tratamento 

MSU. 

 
 

Figura 15 – Pós-tratamento reduz neutrófilos na cavidade periarticular. 

Com a utilização do pós-tratamento com o peptídeo P140 foi possível demonstrar que (A) não houve diferença 

significativa no total de células inflamatória na cavidade articular, p=0,6907 quando comparado ao grupo veículo 

(gota não tratado) MSU, assim como (B) não houve diferença no total de células mononucleares também na 

cavidade articular, p>0,9999 quando comparado ao grupo veículo (gota não tratado) MSU. Entretanto (C) houve 

uma diminuição significativa de neutrófilos, em relação ao grupo MSU nas articulações pós-tratadas com o P140 

(*) p=0,0048 quando comparado com o grupo veículo (gota não tratado) MSU. As barras representam a média ± 

desvio padrão de 5 camundongos por grupo (2way ANOVA seguido pelo pós-teste Tukey). 

 

Esses dados podem ser correlacionados utilizando a histologia do tecido periarticular 

destes animais, que demonstrou redução da inflamação local do grupo P140 em relação ao 

grupo não tratado MSU e ao grupo peptídeo controle sC140 (figura 16). 
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Figura 16 – Pós-tratamento demonstrou redução de neutrófilos na cavidade articular. 

Para a histologia foram utilizados 5 animais por grupo. No corte histológico salina (SAL) é possível verificar o 

tecido articular do joelho do animal, sem que haja presença de células do infiltrado inflamatório. No corte 

histológico (MSU), representa os animais que foram apenas desafiados com o MSU sem tratamento prévio, é 

possível verificar um alto nível infiltrado inflamatório local (setas pretas). No corte histológico (P140) 

representando os animais pós-tratados com este peptídeo é possível verificar o tecido periarticular do joelho sem 

que haja presença de células do infiltrado inflamatório. O corte histológico (sC140) representa o grupo de animais 

que foi pós-tratado com o peptídeo controle sC140, neste corte há uma presença extensa de infiltrado inflamatório, 

o que condiz com outros achados. 

 

9.2 O pós-tratamento com o peptídeo levou a redução dos níveis de nocicepção 

dos animais. 

Induzimos a gota injetando MSU (10 µl com 100mg) diretamente na articulação tíbio- 

femural dos animais, após 10 horas fizemos o tratamento com o peptídeo P140 ou sC140 (1 

µg/ml), a depender do grupo de animais. Foi esperado 16 horas, e foram feitas as análises, assim 

como descrito na metodologia. Como explicado anteriormente, o gráfico de nocicepção 

necessita de ser lido de maneira invertida. Foi possível verificar um aumento de 

Hipernocicepção no grupo gota sem tratamento MSU, quando comparado ao grupo controle. 

O grupo pós-tratado com o peptídeo P140 demonstrou uma significativa redução de nocicepção 

em relação ao grupo gota não tratado MSU. Assim como no pré-tratamento, o pós-tratamento 

com o peptídeo controle sC140 também demonstrou benefícios em relação a melhora da 

nocicepção, quando comparado ao grupo gota não tratado MSU. 

SAL MSU 

MSU + P140 

50μm 

MSU + sC140 
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Figura 17 – Pós-tratamento com o peptídeo P140 induziu a redução de nocicepção nos animais tratados. 

Foi possível demonstrar que o grupo MSU, em relação ao grupo controle, houve uma diminuição da 

Hipernocicepção (#) p <0,0001, o que demonstra que os animais não estavam aguentando tanto pressão em suas 

patas vinda do aparelho quando comparado ao grupo controle. Após o tratamento com o P140 houve uma 

significativa redução dos níveis de nocicepção dos animais, quando comparados ao grupo MSU p= 0,0013 

quando comparado ao grupo veículo (gota não tratado). Houve também diferença significativa entre o grupo 

tratado com o peptídeo controle sC140 e o grupo MSU p= 0,0026 quando comparado ao grupo veículo (gota não 

tratado). As barras representam a média ± desvio padrão de 5 camundongos por grupo. (2way ANOVA seguido 

pelo pós-teste Tukey). 

 

A partir da visualização macroscópica dos joelhos dos animais pós-tratados, que foram 

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

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

Como é possível verificar visualmente nas imagens dos joelhos dos animais experimentais, houve uma 

diferença visual entre os grupos. O grupo SAL não demonstrou inflamação, no contexto visual, no joelho 

dos animais. Já o grupo que foi induzido a gota, sem tratamento, MSU, demonstrou uma intensa 

inflamação localizada, macroscópica. O grupo induzido a gota e pós-tratado com o peptídeo controle 

demonstra também uma inflamação local, porém diminuída quando comparado com o grupo MSU. O 

grupo pós-tratado com o P140 demonstra uma diminuição da inflamação ainda maior do que o grupo 

tratado com o peptídeo controle, quando compramos com o grupo MSU, corroborando com os demais 

achados. 

 

9.3 Pós-tratamento com P140 não interferiu com o nível de neutrófilo 

apoptótico na cavidade articular 

A partir dos dados de contagem de células locais e da diferença significativa no número 

de neutrófilos, fomos verificar se havia alguma diferença no número de neutrófilos apoptóticos 

no joelho que foi induzido a gota, visto que neutrófilos apoptóticos aparecem na fase 

inflamatória de crise de gota aguda, principalmente ao final da inflamação. Logo, induzimos a 

gota injetando MSU (10 µl com 100mg) diretamente na articulação tíbio-femural dos animais, 

após 10 horas fizemos o tratamento com o peptídeo P140 ou sC140 (1 µg/ml), a depender do 

grupo de animais. Foi esperado 16 horas, e foram feitas as análises, assim como descrito na 

metodologia. Foi possível verificar que não houve diferença significativa entre os grupos 

tratados e não tratados para gota referente ao nível de neutrófilos apoptóticos na cavidade 

articular em que foi injetado MSU. 
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Figura 19 – O tratamento com P140 não demonstrou diferença significativa no número de neutrófilos 

apoptóticos na cavidade articular dos animais. 

O tratamento com o peptídeo não demonstrou diferença significativa entre os grupos tratados e não tratados para 

gota e o nível de neutrófilos apoptóticos, p=0,3085. As barras representam a média ± desvio padrão de 5 

camundongos por grupo (2way ANOVA seguida pelo pós-teste Tukey). 

 

9.4 Pós-tratamento levou a redução de IL-1β no tecido periarticular dos 

animais 

Induzimos a gota injetando MSU (10 µl com 100mg) diretamente na articulação tíbio- 

femural dos animais, após 10 horas fizemos o tratamento com o peptídeo P140 ou sC140 (1 

µg/ml), a depender do grupo de animais. Foi esperado 16 horas, e foram feitas as análises, assim 

como descrito na metodologia. Foi demonstrado que o grupo gota sem tratamento MSU teve um 

aumento significativo de IL-1β, quando comprado ao grupo controle. Houve uma diminuição 

significativa da concentração de IL-1β no grupo pós-tratado pelo peptídeo P140, em relação ao 

grupo gota não tratado MSU. Entretanto, assim como no pré-tratamento, também verificamos 

que houve uma diferença significativa entre o grupo tratado com o peptídeo controle sC140 e o 

grupo gota não tratado MSU, logo reiterando a hipótese de que se faz necessário entender melhor 

a atuação do peptídeo controle em relação a essa citocina. 
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Figura 20 – Pós-tratamento com o peptídeo levou a diminuição da concentração de IL-1β no tecido 

periarticular dos animais. 

Após tratamento com o peptídeo, foi possível verificar uma diferença significativa entre o grupo MSU e o grupo 

Controle (#) p=0,0317. Houve diferença significativa de liberação da citocina pró-inflamatória, em que demonstra 

uma diminuição da concentração de IL-1β no tecido periarticular entre o grupo P140 e o grupo MSU (***) p= 

0,0003 quando comparado ao grupo veículo (gota não tratado). Além disso, também foi possível verificar uma 

diferença significativa entre o grupo peptídeo controle sC140 e o grupo gota sem tratamento MSU (****) p 

<0,0001 quando comparado ao grupo veículo (gota não tratado), sendo um resultado não esperado, porém 

interessante para análises posteriores. As barras representam a média ± desvio padrão de 5 camundongos por grupo 

(2way ANOVA seguido pelo pós-teste Tukey). 
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10. DISCUSSÃO 

 

A gota é uma doença causada pela deposição de MSU nas articulações que leva a 

inflamação local devido ao recrutamento de células inflamatórias (BENAVENT et al., 2021; 

HARRIS, MARK D.; SIEGEL; ALLOWAY, 1999) e a ativação de inflamassoma NLRP3, com 

posterior liberação de IL-1β (BUSSO; SO, 2010; HARRIS, JAMES et al., 2017; SCHRODER; 

TSCHOPP, 2010). No presente estudo foi possível observar, pela primeira vez, que o uso do 

peptídeo sintético P140 induz uma melhora, no aspecto inflamatório local, nos animais 

desafiados com gota e tratados com o peptídeo. 

A gota é caracteriza por ataques inflamatórios localizados e limitantes (MITROULIS; 

KAMBAS; RITIS, 2013) que conduzem ao desgaste e a destruição das articulações, 

desfiguração e incapacidades (TERKELTAUB, 2010). O reconhecimento do cristal formado a 

partir do ácido úrico que se deposita nas articulações, denominado MSU, gera essa cascata 

inflamatória local e liberação de IL-1β (MITROULIS; KAMBAS; RITIS, 2013; MITROULIS; 

SKENDROS; RITIS, 2010). As principais células relacionadas a esse ataque inflamatório são 

os macrófagos residentes das articulações, que são os primeiros a reconhecer o MSU 

(DALBETH et al., 2019) e a levar a ativação do inflamassoma. Após a liberação do IL-1β há o 

recrutamento dos neutrófilos para o local afetado (MITROULIS; KAMBAS; RITIS, 2013). Os 

nossos achados mostraram que o pré-tratamento com peptídeo P140 diminuiu o número de 

células inflamatórias totais na cavidade articular dos animais, com uma redução significativa de 

neutrófilos, quando comparados ao grupo com MSU não tratado. A redução de neutrófilos nas 

articulações pode estar associada com as melhoras clínicas (Hipernocicepção) e patológicas 

(histopatológica) também observadas nesse projeto. Muitos trabalhos tem demonstrado a papel 

de neutrófilos na patologia da gota experimental (AMARAL et al., 2012; BROSTJAN; 

OEHLER, 2020; MITROULIS; KAMBAS; RITIS, 

2013; SO, ALEXANDER, 2013), além disso, trabalhos tem demonstrados que estratégias 

farmacológicas de inibição de recrutamento de neutrófilos melhoram a inflamação da Gota 

(BRANDT, 1974; CHEN, BAOFENG et al., 2019; TSEUGUEM; NGANGOUM; et al., 2019; 

TSEUGUEM; NGUELEFACK; et al., 2019). 

Nas articulações afetadas pelo MSU os neutrófilos, podem ou não fagocitar o MSU, e 

posteriormente secretam mediadores inflamatórios que levam a uma piora do quadro da gota 

(MITROULIS; KAMBAS; RITIS, 2013). Os neutrófilos são recrutados para a cavidade intra- 

articular com gota após o primeiro reconhecimento do MSU pelos macrófagos e liberação de 

citocinas, tais quais, IL-1β e a quimiocina CXCR2 (POPA-NITA; NACCACHE, 2010). 
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Apesar de não ter sido dosado CXCR2, observamos uma redução dos níveis de IL-1β no tecido 

periarticular dos animais tratados com o peptídeo P140 após desafio com MSU, sugerindo um 

efeito do P140 associado a modulação do inflamassoma. 

Essa redução significativa de neutrófilos poderia estar associada a um menor ambiente 

inflamatório local (AMARAL et al., 2012; COELHO et al., 2008; CUNHA et al., 2008), com 

menor produção de citocinas e quimiocinas, para o qual eles, provavelmente, foram menos 

atraídos depois do desafio com o MSU. Outro ponto a ser levado em consideração, a respeito 

da redução local de neutrófilos, está relacionado com a possível atuação do peptídeo inibindo 

estas células de migrarem para os locais inflamados, correlacionando essa sugestão com o fato 

visto do número ligeiramente aumentado de neutrófilos sistêmicos no grupo tratado com P140, 

em relação ao grupo MSU. 

Outro ponto que sugere uma evidência de atuação do peptídeo P140 no grupo tratado 

como inibidor de recrutamento de neutrófilos é o resultado de que não houve diferença na 

contagem de neutrófilos apoptóticos, sugerindo que o peptídeo a princípio, não interfere na 

sobrevida dos neutrófilos no local inflamado. 

Além disso, outra consideração associada ao contexto de infiltração de neutrófilos na 

cavidade articular com gota está relacionado com a hiperalgesia, os autores AMARAL et al., 

2012; YIN et al., 2020 demostraram que os neutrófilos estão diretamente relacionados com a 

hiperalgesia nos animais testados para gota. Logo, nossos resultados corroboram com a 

literatura, em que houve uma diminuição de neutrófilos e também uma diminuição de 

hiperalgesia desses animais tratados. 

Em relação a medicações e terapias utilizadas para o tratamento desta doença, estudos 

feitos com outras terapias alternativas para o tratamento de gota, como por exemplo o uso dos 

fitoterápicos Curcumina, Eucaliptol e do extrato aquoso de Paullinia pinnata tem como um dos 

principais objetivos a redução do recrutamento neutrofílico, devido ao fato de que o aumento 

de neutrófilos locais leva ao aumento de hiperalgesia e inflamação (CHEN, BAOFENG et al., 

2019; TSEUGUEM; NGUELEFACK; et al., 2019; YIN; LIU; WANG; et 

al., 2020). Um outro exemplo de doença inflamatória autoimune com melhora do quadro 

quando há uma diminuição dos neutrófilos é a vasculite, estudos mostram que a atividade 

excessiva dos neutrófilos exacerba o quadro patológico (NAKAZAWA et al., 2018; XIAO et 

al., 2002). 
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Medicamentos muito utilizados na doença de gota como cloroquina e a 

hidroxicloroquina atuam na autofagia alterando o pH lisossomal, afetando a função celular 

como um todo. O principal efeito colateral destes medicamentos ocorrem nos olhos e no 

coração, aparecendo com o seu uso a longo prazo, sendo um efeito colateral acumulativo 

(VOMERO et al., 2018; XIU et al., 2014; ZIEGLER; UNANUE, 1982). Outros autores, por 

sua vez, defendem o uso de AINES, mesmo com os efeitos colaterais já citados como 

gastrointestinais, cardiovasculares e nefrotóxicos (FITZGERALD et al., 2020; PILLINGER; 

MANDELL, 2020) e outros medicamentos, principalmente anti-inflamatórios. Entretanto, o 

principal ponto negativo a respeito do uso destes medicamentos são os efeitos colaterais, e 

esse é o ponto chave do peptídeo P140, ele não apresenta efeitos colaterais, segundo estudos 

publicados (BONAM; RUFF; MULLER, 2019; MONNEAUX et al., 2003, 2007). 

O peptídeo P140 atualmente vem sendo estudado e bastante publicado em casos de lúpus 

(BONAM; WANG; MULLER, 2018; MULLER, 2017; PAGE et al., 2009; WANG, 

FENGJUAN et al., 2020; WILHELM et al., 2018; ZIMMER et al., 2013), sua atuação como 

modulador da autofagia e do sistema imunológico nesta doença nos levou a utilizá-lo em um 

modelo animal de gota. Este peptídeo exibe propriedades físico-químicas intrínsecas altamente 

favoráveis, não é imunogênico, é seguro e não exibe atividade imunossupressora (BONAM; 

RUFF; MULLER, 2019; WANG, FENGJUAN et al., 2020). 

No modelo de lúpus ele atua como um imunomodulador que interfere nas respostas 

imunológicas excessivas e retarda, consideravelmente, o processo fisiopatológico (BONAM; 

WANG; MULLER, 2018; GROS; MULLER, 2014; RETNAKUMAR; MULLER, 2019; 

SCHALL et al., 2012). Foi demonstrado que ele interage diretamente com a proteína Hsc70, se 

co-localizando diretamente com essa proteína, inibindo sua atividade chaperona (PAGE et al., 

2009, 2011). 

O peptídeo, quando co-localizado com Hsc70, tem uma papel de regulação negativa, 

diminuindo assim o fluxo autofágico via CMA (BONAM; WANG; MULLER, 2018; 

MULLER, 2018) e essa modulação da resposta autofágica celular, pode estar relacionada com 

a melhora nos casos de gota, quando tratados com o peptídeo (figura 22), pois pode levar a uma 

modulação negativa da resposta autofágica após a fagocitose dos cristais de MSU, 

diminuindo assim a formação de NLRP3 (BONAM; WANG; MULLER, 2018). 



51  

 

 

Figura 21 – Regulação da autofagia CMA pelo peptídeo P140. 

Resumo da atuação direta do peptídeo P140 nos lisossomos que leva a modulação da autofagia celular. Adaptado 

(BONAM; WANG; MULLER, 2018; ZHU, SHENG YU et al., 2020) Criado comBioRender.com. 

 

Embora não explorado em nosso trabalho, nossa hipótese levantada é de que um dos 

mecanismos pelo qual o peptídeo poderia estar atuando na gota poderia ser na modulação da 

autofagia, afetando a resposta macrofágica ao cristal de MSU, quando este é fagocitado por 

estas células. Embora essa nossa hipótese seja apenas especulativa, a temos como perspectiva 

de estudo. 

Quando há o aumento da autofagia de uma célula ocorre o decréscimo de Casp1 ativada, 

levando a uma menor formação do complexo inflamassoma que por sua vez diminui a clivagem 

de IL-1β, consequentemente diminuindo sua liberação (CAO et al., 2019; HARRIS, JAMES et 

al., 2017) 

Considerando a redução de IL-1β nos tecidos articulares dos animais com gota tratados 

com P140, avaliamos produção de ROS, nos macrófagos derivados de medula óssea. Sabe-se 

que a liberação de ROS, no contexto estudado, esta relacionado com a fagocitose, pela célula, 

do MSU; O MSU induz a uma alta produção celular de ROS (VIEIRA et al., 2015), e embora 

não tenhamos estudado a fundo sobre esta via, entende-se que a produção de ROS leva a 

ativação de inflamassoma (AMARAL et al., 2012; AMULIC et al., 2012; YIN; LIU; LI; et al., 

2020), pois, já se é entendido, que ROS tem um papel importante na ativação da Casp1 (CRUZ 

et al., 2007; DOSTERT et al., 2008). 

A redução de ROS nos macrófagos tratados com o peptídeo P140 in vitro, pode estar 

associado com a modulação do inflamassoma, uma vez que observamos uma diminuição da 
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concentração da citocina IL-1β no tecido periarticular dos animais desafiados com MSU e 

tratados com o P140 (HARRIS, JAMES et al., 2017; KLÜCK et al., 2020; MARTINON et al., 

2006). Quando ocorre a diminuição do IL-1β, consequentemente, há uma redução do quadro 

inflamatório local e uma melhora do quadro de gota (RAGAB; ELSHAHALY; BARDIN, 2017; 

SCHRODER; TSCHOPP, 2010; WEBER et al., 2020). 

Para entender melhor a atuação do peptídeo P140 o testamos como pós-tratamento, pois 

as células inflamatórias locais, principalmente os neutrófilos que mostraram uma diminuição 

no pré-tratamento, já estariam recrutadas para a cavidade articular (HARRIS, MARK D.; 

SIEGEL; ALLOWAY, 1999; MARTILLO; NAZZAL; CRITTENDEN, 2014). 

Vimos que, com o uso do peptídeo P140 como pós-tratamento, após o desafio com o MSU, o 

grupo tratado demonstrou uma significativa redução de neutrófilos na cavidade articular, e 

correlacionando com esse dado, também foi possível observar diminuição da hipernocicepção 

dos animais tratados, em comparação do grupo MSU não tratado. 

Esse dado de pós-tratamento levantou nova hipótese de que o peptídeo atua diretamente 

na atividade celular dos neutrófilos. Quando verificamos o número de neutrófilos apoptóticos 

no grupo pós-tratado com o P140, em relação ao grupo MSU, não conseguimos ver diferença 

significativa, o que sugere que essa atuação na atividade celular dos neutrófilos feita pelo 

peptídeo, não ocorre por apoptose, mas poderia ocorrer por outros mecanismos de morte celular 

que não são visíveis morfologicamente (FRANK; VINCE, 2018; GREEN; LLAMBI, 2015; 

KERR; WYLLIE; CURRIE, 1972), sendo necessário então explorar de uma maneira mais 

ampla esse ponto visto. 

Sabemos que quando ocorre diminuição da citocina IL-1β é devido ao fato de que houve 

uma diminuição da ativação do inflamassoma celular (RAGAB; ELSHAHALY; BARDIN, 

2017; SCHRODER; TSCHOPP, 2010; WEBER et al., 2020). Logo, com o uso do 

pós-tratamento com o peptídeo P140, em relação ao grupo não tratado MSU, houve diminuição 

significativa de IL-1β, sugerindo então uma modulação do peptídeo do inflamassoma das 

células, mesmo com sua utilização após a desafio com o MSU. 

Um ponto a se discutir é o fato de que, mesmo o peptídeo sendo administrado de maneira 

sistêmica, ele altera apenas as células inflamatórias locais, significativamente, referentes ao 

joelho desafiado com o MSU. Os autores PAGE et al., 2011 viram que após a administração 

IV do peptídeo, a sua biodistribuição corporal ocorreu, preferencialmente, no pulmão e no baço, 

ocorrendo um acúmulo nesses dois órgãos, com uma co-localização do P140 nas células B e 

nos macrófagos, nestes órgãos. Nesses estudos o peptídeo não demonstrou impacto em células 

imunes circulantes (PAGE et al., 2011). Entretanto, em nosso 
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trabalho podemos observar que houve um aumento das células inflamatórias circulantes, de 

células totais e de neutrófilos, que mesmo não significativo, já demonstra ser um ponto que 

precisa ser melhor elucidado, a fim de entender os efeitos colaterais desse aumento de células 

circulantes. 

Em relação aos resultados significativos do peptídeo controle sC140, ele levou a 

diminuição significativa da Hipernocicepção tanto na sua pré-administração quando na pós- 

administração, quando comparado aos grupos MSU, e também levou a diminuição significativa 

da citocina IL-1β no tecido periarticular dos grupos pré e pós-tratados, quando comparado aos 

grupos MSU. Já se foi demonstrado que esse peptídeo se diferencia do P140 a partir de 

fosforilações diferentes que ambos apresentam em suas estruturas (PAGE et al., 2009). Estudos 

mostram que sC140 não possui o mesmo efeito de co-localização com Hsc70 e Lamp2 que 

P140 possui (PAGE et al., 2009, 2011) o que nos leva a inferir que este peptídeo controle não 

está atuando, em relação a diminuição da citocina IL-1β e da diminuição da hiperalgesia, 

diretamente na diminuição da inflamação ou modulando autofagia, devido a sua diferente 

atuação, comprovada, nas células já estudadas. Logo, é mais provável que ele consiga agir, de 

alguma maneira, diretamente na citocina em si, ou nos neutrófilos, visto que os neutrófilos 

estão relacionados tanto com a nocicepção e também relacionados a liberação de IL-1β. Mais 

estudos de vias de sinalização e aprofundamento a respeito da atuação deste peptídeo controle 

se fazem necessários. 

Em resumo, nossos achados demonstraram que o peptídeo foi capaz de levar a 

diminuição de neutrófilos nas cavidades articulares desafiadas com o MSU, além de diminuição 

da nocicepção dos animais tratados e redução dos níveis da citocina pró- inflamatória IL-1β no 

tecido periarticular dos joelhos dos animais com MSU, quando comparados com o grupo gota 

não tratado (figura 22). Embora os mecanismos pelos quais o peptídeo tenha demonstrado 

efeitos benéficos, tanto na prevenção como no tratamento na gota experimental, ainda precisam 

ser melhor elucidados, nossos dados sugerem que esta possa ser mais uma estratégia terapêutica 

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

Resumo dos resultados apresentados no decorrer deste trabalho, demonstrando o peptídeo ser capaz de diminuir 

as células inflamatórias localizadas, diminuir a nocicepção dos animais tratados, levar a uma diminuição da 

presença de IL-1β no tecido periarticular dos joelhos desafiados e, in vitro, levar a diminuição de ROS nas células 

tratadas. 

 
 

Perspectivas 

 

Apesar de não termos elucidado completamente os mecanismos envolvidos no fenótipo 

gerado a partir do uso do peptídeo P140, o que esperamos como perspectiva, ele demonstra ser 

uma terapia alternativa promissora para o tratamento da artrite gotosa. 

Como perspectivas temos por objetivo de elucidar o papel da autofagia na modulação 

do inflamassoma no nosso modelo murino de gota, explorar os mecanismos da montagem do 

inflamassoma e a atuação do peptídeo nesse processo. Além disso, iremos comparar as vias 

afetadas pelo peptídeo tanto nos macrófagos quanto nos neutrófilos, visto que ambos são células 

de extrema importância para a patologia estudada, e explorar melhor as vias autofágicas afetas 

pelo peptídeo nestas células. 
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Também iremos investigar os efeitos anti-inflamatórios do tratamento com o peptídeo 

P140 em macrófagos, comparando os efeitos in vitro com a droga anti-inflamatória 

dexametasona, avaliando a produção da citocina IL-10, como forma de tentar correlacionar o 

efeito do peptídeo com o de uma droga anti-inflamatória comercialmente utilizada. 

Outro ponto a ser verificado serão os fatores de sobrevida celular, analisar a via do NF-

kB e entender se o tratamento com o peptídeo afeta esses fatores de alguma maneira. Verificar 

se o peptídeo P140 e o peptídeo controle sC140 afetam outras citocinas pró- inflamatórias como 

por exemplo IL-18, e tentar compreender como o peptídeo controle modula certas respostas e 

outras não. 
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