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RESUMO 

A artrite gotosa é uma inflamação das articulações caracterizada pela deposição de 

cristais de MSU (urato monossódico) nas articulações. No contexto da inflamação 

gotosa, os macrófagos desempenham um papel paradoxal, participando da 

patogênese, bem como da resolução da inflamação. Essas células têm a capacidade 

de adaptar seus perfis de ativação com base no microambiente tecidual e contribuem 

para processos fisiológicos e patológicos, buscando alcançar a homeostase. O 

objetivo deste estudo foi investigar e avaliar o potencial terapêutico dos macrófagos 

regulatórios (Mreg), visando aprimorar a compreensão e a aplicação do seu efeito 

em um modelo de gota, com foco na diminuição dos sintomas inflamatórios e na 

prevenção de danos articulares. Desta forma, foram realizados estudos in vitro, 

utilizando macrófagos derivados da medula óssea (BMDMs) e in vivo através de 

modelos experimentais de gota em camundongos. A reprogramação dos macrófagos 

para um perfil regulatório levou a uma redução na liberação de IL-12 e a um aumento 

na liberação de IL-10 em comparação com outros subtipos de macrófagos. Em 

estudos in vitro, a co-incubação dos Mreg com macrófagos primados com LPS e 

posterior desafio com agonistas do inflamassoma NLRP3 resultou em uma redução 

na liberação de IL-1β, uma citocina chave na inflamação gotosa. Além disso, 

observamos também uma diminuição da IL-1β no modelo de peritonite aguda 

induzida por MSU em camundongos ao injetar os Mreg. A partir disso, foram injetados 

cristais de MSU nas articulações tibiofemorais de camundongos, o que resultou em 

inflamação tecidual associada a um influxo significativo de leucócitos, principalmente 

neutrófilos. Ao realizar a terapia com Mreg na articulação houve uma redução no 

influxo de neutrófilos e de liberação da quimiocina CXCL1. Esses resultados 

preliminares fornecem perspectivas para investigações posteriores sobre o papel dos 

Mreg e da IL-10 na via do inflamassoma NLRP3 e da diminuição da inflamação, bem 

como a possibilidade de manipulação do fenótipo de macrófagos. O estudo destaca 

os macrófagos como potenciais alvos terapêuticos na gota. A reprogramação dos 

macrófagos em direção a um perfil anti-inflamatório pode ser uma abordagem eficaz 

no controle da doença. Esses achados têm o potencial de contribuir para o 

desenvolvimento de estratégias terapêuticas inovadoras para a artrite gotosa. 

Palavras-chave: Gota; IL-10; Macrófago; Macrófago Regulatório; Inflamação; IL-1β. 



ABSTRACT 

Gouty arthritis is an inflammation of the joints characterized by the deposition of MSU 

crystals (monosodium urate) within the joints. Within the context of gouty 

inflammation, macrophages play a paradoxical role, participating in both the 

pathogenesis and resolution of inflammation. These cells have the ability to adapt 

their activation profiles based on the tissue microenvironment and contribute to 

physiological and pathological processes in seeking to achieve homeostasis. The aim 

of this study was to investigate and evaluate the therapeutic potential of regulatory 

macrophages (Mreg), aiming to enhance the understanding and application of their 

effects in a gout model, focusing on reducing inflammatory symptoms and preventing 

joint damage. Consequently, in vitro studies were conducted using bone marrow-

derived macrophages (BMDMs) and in vivo experiments using gout models in mice. 

Reprogramming macrophages toward a regulatory profile led to a decrease in the 

release of IL-12 and an increase in the release of IL-10 compared to other 

macrophage subtypes. In in vitro studies, co-incubation of Mreg with LPS-primed 

macrophages and subsequent challenge with NLRP3 inflammasome agonists 

resulted in a reduction in the release of IL-1β, a key cytokine in gouty inflammation. 

Additionally, a decrease in IL-1β was observed in the model of acute peritonitis 

induced by MSU in mice upon injecting Mreg. Subsequently, MSU crystals were 

injected into the tibiofemoral joints of mice, resulting in tissue inflammation associated 

with a significant influx of leukocytes, mainly neutrophils. Administering Mreg therapy 

to the joints led to a reduction in the influx of neutrophils and the release of the 

chemokine CXCL1. These preliminary results provide perspectives for further 

investigations into the role of Mregs and IL-10 in the NLRP3 inflammasome pathway 

and inflammation reduction, as well as the potential for manipulating the macrophage 

phenotype. The study highlights macrophages as potential therapeutic targets in gout. 

Reprogramming macrophages towards an anti-inflammatory profile could be an 

effective approach in disease management. These findings have the potential to 

contribute to the development of innovative therapeutic strategies for gouty arthritis. 

Keywords: Gout; IL-10; Macrophage; Regulatory Macrophage; Inflammation; IL-1β. 
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1 INTRODUÇÃO 

A gota, uma das formas mais prevalentes de artrite inflamatória em adultos, é 

especialmente comum entre os homens, com uma prevalência global de 1% a 6,8%. 

Sua incidência é estimada em 0,58% a 2,89% por 1000 pessoas-ano (DEHLIN; 

JACOBSSON; RODDY, 2020). Essa condição está intrinsecamente ligada à 

deposição de cristais de urato monossódico (MSU) nas articulações periféricas e em 

diversos tecidos, sendo potencializada pela hiperuricemia sustentada, resultante de 

um desequilíbrio entre a excreção e a produção de ácido úrico (SHI; MUCSI; NG, 

2010; DALBETH et al., 2021).  

O curso da doença pode ser dividido em quatro estágios clínicos distintos: 

hiperuricemia assintomática, artrite gotosa aguda, fase intercrítica e gota tofácea 

crônica (BARDIN; RICHETTE, 2014; DALBETH; STAMP, 2014). A fase aguda da 

doença, embora seja autolimitada, provoca intensa dor, resultando em significativa 

redução na qualidade de vida do paciente (SHI; MUCSI; NG, 2010; DALBETH; 

STAMP, 2014). 

No contexto de sua patogênese, os macrófagos residentes na cavidade 

articular desempenham um papel crucial no desencadeamento da inflamação na 

artrite gotosa aguda. Ao fagocitar os cristais de MSU, essas células ativam o 

inflamassoma Nod-, LRR- e Pyrin Domain- Containing Protein 3 (NLRP3), levando à 

liberação de citocinas pró-inflamatórias, incluindo a Interleucina-1β (IL-1β), além de 

outras, como o Fator de Necrose Tumoral (TNF) e a Interleucina-6 (IL-6). A IL-1β, em 

particular, assume um papel importante como estimulador potente da inflamação, 

caracterizada principalmente por intenso influxo de neutrófilos (MARTIN; WALTON; 

HARPER, 2009; ROCK; KATAOKA; LAI, 2012; STEIGER; HARPER, 2013a). 

É relevante destacar que no líquido sinovial saudável não há presença de 

neutrófilos "residentes", ao contrário dos macrófagos (DALBETH et al., 2019). Dessa 

forma, a injeção intra-articular de cristais de MSU em camundongos induz o 

recrutamento e acúmulo de neutrófilos para o local da aplicação, tornando-os um 

marcador característico da artrite gotosa aguda e desempenhando um papel 

fundamental no diagnóstico dessa fase da doença, além de contribuírem 
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significativamente para a dor e os danos articulares (MARTINON et al., 2006; POPA-

NITA; NACCACHE, 2010; AMARAL et al., 2012).  

Os macrófagos têm uma função central na patogênese da artrite gotosa, uma 

vez que desempenham um papel ativo na resposta inflamatória, podendo causar 

danos aos tecidos adjacentes (MARTIN; WALTON; HARPER, 2009; SIL et al., 2017). 

Por outro lado, é importante notar que os macrófagos são as únicas células do sistema 

imunológico presentes na camada íntima da sinóvia de indivíduos saudáveis, sendo 

células residentes nesse ambiente. Eles atuam na manutenção da homeostase e, 

assim, contribuem para a saúde geral da articulação (KUROWSKA-STOLARSKA; 

ALIVERNINI, 2017; LIU et al., 2022). 

De fato, os macrófagos possuem uma característica fisiológica fundamental que 

lhes permite ajustar seu perfil de ativação de acordo com o microambiente em que se 

encontram, o que resulta em diferentes perfis, dependendo dos estímulos que 

recebem (MOSSER; HAMIZADEH; GONCALVES 2020) (MOSSER; EDWARDS, 

2008). Atualmente, embora existam potencialmente inúmeros fenótipos, três 

populações distintas com diferentes estados de ativação estão bem descritas in vitro: 

os macrófagos ativados por via clássica, que demonstram maior atividade microbicida 

e tumoricida, liberando quantidades significativas de citocinas e mediadores pró-

inflamatórios, como Interleucina-12 (IL-12) e IL-6 (ADAMS; HAMILTON, 1984; 

MANTOVANI et al., 2004; MARTINEZ; GORDON, 2014); os macrófagos 

alternativamente ativados, que resultam da ativação mediada por IL-4/IL-13 e são 

programados para promover o reparo tecidual, suprimir a resposta TH1 e combater 

helmintos (STEIN et al., 1992; GORDON, 2003); e os macrófagos regulatórios, 

capazes de aumentar a produção de Interleucina-10 (IL-10), uma citocina anti-

inflamatória, enquanto reduzem a produção de IL-12 quando estimulados in vitro por 

um agonista do receptor do tipo Toll (TLR) na presença de imunocomplexos, 

adenosina, prostaglandina, dentre outros (SUTTERWALA et al., 1998; MOSSER; 

EDWARDS, 2008). 

Assim, por serem células com grande plasticidade, os macrófagos podem 

desempenhar um papel tanto na patogênese da doença quanto na promoção da cura 

do tecido inflamado, restabelecendo sua homeostase.  
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1 Artrite gotosa: definição e epidemiologia 

A artrite gotosa, reconhecida como uma das primeiras doenças na história da 

medicina, teve sua primeira menção datada em 2.640 antes de Cristo (a.C.) pelos 

egípcios, que a denominaram de "podagra" ao referirem-se à gota na fase aguda, 

afetando a primeira articulação metatarsofalângica. No século V a.C., Hipócrates 

estabeleceu uma relação entre a gota e o estilo de vida, percebendo que aqueles que 

consumiam uma farta alimentação e grandes quantidades de bebidas alcoólicas eram 

mais propensos a desenvolver a enfermidade, categorizando-a como a "doença dos 

ricos". Galeno, seis séculos depois, descreveu os tofos gotosos e relacionou a gota 

com libertinagem e comportamentos excessivos, bem como reconhecendo um 

componente hereditário. Mais tarde, no século XIII, Randolphus de Bocking, um 

monge dominicano, introduziu o termo "gota", derivado da palavra latina "gutta", 

referindo-se à crença medieval de que um dos quatro humores (sangue, fleuma, bílis 

amarela e bílis negra) em desequilíbrio poderia gotejar para uma articulação, 

causando dor e inflamação (NUKI; SIMKIN, 2006). Avançando no tempo, Antoni van 

Leeuwenhoek, um pioneiro da microscopia, em 1679, descreveu a aparência dos 

cristais de tofos gotosos, embora sua composição química tenha permanecido 

desconhecida na época (MCCARTY, 1970). 

A gota, uma das formas mais comuns e tratáveis de artrite inflamatória, está 

associada à hiperuricemia e se caracteriza pela deposição de cristais de MSU nas 

articulações e tecidos (MARTINON; GLIMCHER, 2006; DALBETH et al., 2021). As 

características clínicas da gota surgem como resultado da resposta inflamatória do 

organismo aos depósitos de cristais de MSU, que ocorrem nas articulações, nos 

tecidos subcutâneos e em outros locais (MCCARTY; HOLLANDER, 1961; FAIRES; 

MCCARTY, 1962).  

Tradicionalmente, tanto a hiperuricemia quanto a gota são classificadas em 

quatro estágios distintos: o primeiro deles é identificado como hiperuricemia 

assintomática, caracterizada por níveis elevados de ácido úrico no sangue, porém sem 

manifestações clínicas. O segundo estágio engloba a artrite gotosa aguda, em que a 

hiperuricemia persistente resulta na deposição de cristais de MSU nas articulações 



24 
 

(comumente afetando a primeira articulação metatarsofalângica) ou nos tecidos 

periarticulares. Isso culmina em uma artrite inflamada aguda, que é dolorosa, 

autolimitada e intermitente. A terceira fase é denominada de gota intercrítica, 

caracterizada pelo período entre as crises agudas de gota, em que há ausência de 

sintomas, embora a hiperuricemia persista. Essa fase apresenta uma duração variável 

e tende a diminuir à medida que a doença progride. Finalmente, o quarto estágio da 

doença é conhecido como gota tofácea crônica, que geralmente se desenvolve após 

a presença da gota por muitos anos. Essa fase está associada a complicações como 

a formação de tofos e danos nos ossos e articulações (DALBETH; STAMP, 2014; 

DALBETH; MERRIMAN; STAMP, 2016; RAGAB; ELSHAHALY; BARDIN, 2017) 

De acordo com Dehlin, Jacobsson e Roddy (2020), tanto a prevalência quanto 

a incidência de gota parecem estar aumentando em todo o mundo, principalmente nos 

países desenvolvidos. A prevalência relatada da gota varia de menos de 1% a 

aproximadamente 6,8% na população mundial, enquanto a incidência varia de 0,58 a 

2,89 casos por 1.000 pessoas/ano, dependendo da população estudada e do método 

empregado. Os principais fatores de risco para a gota incluem hiperuricemia, 

predisposição genética, fatores alimentares, medicamentos e comorbidades (KUO et 

al., 2015; SINGH; GAFFO, 2020). 

A presença da gota exibe variações notáveis em nível mundial, com maiores 

índices de ocorrência nos países da Oceania, sobretudo entre as populações 

indígenas e nas ilhas do Pacífico Sul (KUO et al., 2015), contrastando com índices 

mais baixos nos países em desenvolvimento, embora isso possa estar vinculado à 

falta de dados em muitos desses países (DEHLIN; JACOBSSON; RODDY, 2020). 

Além das elevações de prevalência da gota nos Estados Unidos (CHEN-XU et al., 

2019) e na Europa, também emergem evidências de um aumento nos índices de 

prevalência na Austrália, Canadá, China e Coreia do Sul (DEHLIN; JACOBSSON; 

RODDY, 2020). 

A gota exibe maior prevalência em homens em comparação com mulheres, 

apresentando um aumento também associado à idade. Surge um padrão de aumento 

da prevalência ao longo da vida nos homens e, especialmente, após a menopausa nas 

mulheres (KUO et al., 2015; DEHLIN; JACOBSSON; RODDY, 2020; SINGH; GAFFO, 

2020). Um estudo dinamarquês também evidenciou um aumento precoce na incidência 
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de gota entre homens em relação às mulheres (ZOBBE et al., 2019). A distinção 

significativa entre homens e mulheres e o aumento dos casos em mulheres em 

consonância com o envelhecimento podem ter uma relação com o papel dos 

hormônios sexuais femininos como fator protetor. Isso se sustenta em estudos que 

estabeleceram a associação entre a menopausa e um maior risco de gota entre 

mulheres, além do reconhecimento da terapia hormonal pós-menopausa como um 

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

Apesar do aumento da prevalência e incidência, o tratamento subótimo da gota 

continua em muitos países. O manejo da gota continua ruim, com menos de um terço 

dos pacientes recebendo terapia de redução de urato e desses, menos da metade 

adere ao tratamento e uma proporção ainda menor persiste com o tratamento ao longo 

da vida (DOHERTY et al., 2012). A gota, em geral, resulta na redução da qualidade 

de vida do paciente, na perda de função do órgão afetado, no aumento dos custos 

relacionados à saúde e na diminuição da produtividade econômica (SINGH, 2009; 

CHEN-XU et al., 2019). 

A gota representa um ônus significativo em termos de despesas diretas com 

saúde, especialmente durante os episódios agudos da doença. Isso resulta não 

apenas em atendimentos de emergência e hospitalizações, mas também em uma 

considerável perda de produtividade no ambiente de trabalho (SHIELDS; BEARD, 

2015). Um levantamento realizado em 2003 nos EUA apontou um ônus econômico 

estimado de $27 milhões anuais devido a novos casos de gota aguda (KIM et al., 

2003). Wertheimer et al. (2013) realizaram uma estimativa dos custos totais anuais 

nos EUA da ordem de bilhões de dólares. É importante ressaltar que esses valores 

certamente aumentaram atualmente. 

Um estudo transversal revelou que os pacientes com gota não controlada 

apresentaram custos médicos totais mais elevados quando comparados àqueles com 

a doença devidamente controlada ou mesmo àqueles sem gota (FLORES et al., 2019). 

Esses achados destacam a relevância do controle dos episódios agudos de gota como 

uma forma de reduzir os custos médicos associados. 

2.1.1 Metabolismo de purinas, formação de ácido úrico e hiperuricemia 

A dieta, o metabolismo e a síntese de novo constituem as fontes fundamentais 
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das bases púricas (adenina e guanina). O ácido úrico constitui o produto resultante da 

metabolização dos nucleotídeos de purina em humanos. Dessa forma, esse composto 

é gerado tanto de maneira endógena quanto exógena (MAIUOLO et al., 2016; DANVE; 

SEHRA; NEOGI, 2021). 

Várias reações enzimáticas conduzem à conversão de purinas em ácido úrico. 

Os nucleotídeos Adenosina monofosfato (AMP) e Guanosina monofosfato (GMP) são 

metabolizados por nucleotidases, perdendo grupos fosfato e transformando-se nos 

nucleosídeos Adenosina e Guanosina, respectivamente. A enzima adenosina 

desaminase (ADA) converte a adenosina em inosina. Os nucleosídeos formados 

sofrem a ação da purina nucleosídeo fosforilase (PNP), resultando na separação da 

pentose das bases púricas, formando a Guanina e a Hipoxantina. A guanina 

desaminase (GDA) converte a guanina em xantina, e a xantina oxidase (XO) converte 

a hipoxantina em xantina. A xantina é então transformada pela XO, produzindo o ácido 

úrico (Figura 1) (MAIUOLO et al., 2016; DANVE; SEHRA; NEOGI, 2021; ZHANG et 

al., 2022). 

 

Figura 1 - Metabolismo de purinas, hiperuricemia e formação dos cristais de MSU. 
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O ácido úrico é produzido pela metabolização de bases púricas, adenina e guanina, e sua síntese 

envolve reações enzimáticas. O ácido úrico circula como íon urato, com níveis elevados associados à 

hiperuricemia. Variações de temperatura, pH, componentes da matriz cartilaginosa e íons afetam a 

formação e solubilidade de cristais de urato monossódico, desencadeando reações inflamatórias. 

ADA: Adenosina Desaminase; ADP: Adenosina Difosfato; AUC: Ácido Úrico Circulante; AMP: 

Adenosina Monofosfato; ATP: Adenosina Trifosfato; GDA: Guanina Desaminase; GMP: Guanosina 

Monofosfato; GTP: Guanosina Trifosfato; Na+: Íon Sódio (Sódio); PNP: Purina Nucleosídeo 

Fosforilase; XO: Xantina Oxidase. Adaptado de: (ZHANG et al., 2022). Criado em: Biorender.com 

Na maioria dos mamíferos, o ácido úrico passa por uma conversão catalisada 

pela enzima uricase, transformando-se em alantoína, uma substância altamente 

solúvel que é prontamente excretada através da urina. Isso resulta em níveis séricos 

de urato bastante reduzidos nesses animais. No entanto, nos seres humanos, os 

níveis de urato são significativamente mais elevados em comparação com outros 

mamíferos, uma vez que perdemos essa enzima ao longo da escala evolutiva. Essa 

perda é a principal razão pela qual os humanos são os únicos entre os mamíferos que 

desenvolvem espontaneamente a condição conhecida como gota (ÁLVAREZ-LARIO; 

MACARRÓN-VICENTE, 2010). 

Apesar desse cenário, estudos têm demonstrado que a inativação do gene 

responsável pela uricase trouxe vantagens evolutivas para os seres humanos. 

Primeiramente, tal inativação está associada ao efeito benéfico do ácido úrico na 

retenção de sal e no aumento da pressão sanguínea, propriedades que foram 

particularmente vantajosas para manter a estabilidade da pressão arterial durante 

períodos de baixa ingestão de sal (WATANABE et al., 2002). Além disso, o ácido úrico 

possui propriedades antioxidantes, na proteção contra doenças degenerativas 

neurológicas, e demonstrou possuir propriedades imunoestimuladoras  (AMES et al., 

1981; SCOTT; HOOPER, 2001; KUTZING; FIRESTEIN, 2008). 

O ácido úrico, um ácido fraco com pKa de 5,75, encontra-se 

predominantemente nos líquidos corporais em condições fisiológicas (pH 7,4 e 37 °C), 

na forma de íon urato. Na corrente sanguínea, o ácido úrico circulante (AUC) é mantido 

em concentrações próximas de 6,0 mg/dL, considerado elevado dado que o limiar de 

saturação do urato em fluídos biológicos é aproximadamente 7,0 mg/dL, o excedente 

é principalmente eliminado pelos rins e, em menor proporção, pelo intestino (ROCK; 

KATAOKA; LAI, 2012; MARTILLO; NAZZAL; CRITTENDEN, 2014). A hiperuricemia é 
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tipicamente definida como a presença do AUC em níveis acima do ponto de saturação, 

momento em que o risco de cristalização se eleva. Há a caracterização de 

hiperuricemia patológica quando os níveis séricos de ácido úrico excedem 6,8 mg/dL, 

resultado da redução da excreção de ácido úrico e/ou do aumento da produção 

(LOEB, 1972; MARTILLO; NAZZAL; CRITTENDEN, 2014).  

As moléculas de urato permanecem em completa dissolução até que ocorra um 

fator que altere sua solubilidade. A concentração de ácido úrico desempenha um papel 

crucial na formação dos cristais de urato monossódico, especialmente quando se 

encontra na forma de íons urato (MARTILLO; NAZZAL; CRITTENDEN, 2014; 

DALBETH et al., 2021). Estudos in vitro realizados em soluções aquosas indicam que 

uma redução de apenas 2°C, de 37 para 35°C, é suficiente para reduzir o ponto de 

solubilidade do urato de 6,8 para 6,0 mg/dL (LOEB, 1972). Além das variações de 

temperatura, o pH também demonstra influenciar a cristalização do urato (KIPPEN et 

al., 1974), enquanto concentrações de outros íons presentes na solução também 

afetam a solubilidade do urato (WILCOX; KHALAF, 1975; MARTILLO; NAZZAL; 

CRITTENDEN, 2014). Especula-se, adicionalmente, que o fluido articular e os 

componentes da cartilagem possam desempenhar um papel na formação dos cristais 

de urato (BURT; DUTT, 1986; MCGILL; DIEPPE, 1991). 

Uma vez formados, os cristais de MSU depositados são capazes de provocar 

uma reação das células sinoviais que desencadeiam a liberação de citocinas que 

amplificam a resposta inflamatória local (DALBETH et al., 2021). 

2.1.2 Diagnóstico da artrite gotosa 

A gota muitas vezes é inicialmente confundida com uma torção ou infecção, ou 

em muitos casos, o diagnóstico é tardio. Nisto, a Liga Europeia Contra o Reumatismo 

(EULAR) desenvolveu recomendações em 2006, com base na prática clínica e nas 

melhores evidências disponíveis, para o diagnóstico da gota (ZHANG et al., 2006; 

SINGH, 2019). O padrão-ouro para o diagnóstico de gota é a análise do líquido sinovial 

ou do aspirado do tofo por microscopia de luz polarizada, visto que a identificação de 

cristais de MSU nessas amostras fornece um diagnóstico definitivo com 100% de 

especificidade (RICHETTE et al., 2019).  

O Colégio Americano de Médicos (ACP) emitiu uma diretriz em 2017 para o 
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diagnóstico da gota, contrastando com as recomendações da EULAR de 2019. O ACP 

sugere que os médicos avaliem o líquido sinovial para cristais de MSU quando 

necessário, o que contrasta com a recomendação da EULAR de realizar a aspiração 

do líquido sinovial ou do tofo em todos os casos suspeitos de gota para confirmar a 

presença de cristais de MSU. Embora o ACP reconheça a análise do líquido sinovial 

como o padrão-ouro, ele destaca desafios práticos na atenção primária, uma vez que 

a maioria dos pacientes é inicialmente atendida nesses contextos, onde a análise do 

líquido sinovial raramente é realizada. Além disso, a detecção precisa de cristais de 

urato requer um microscópio de luz polarizada e um operador treinado. O ACP sugere 

a aspiração da articulação somente quando viável, a fim de minimizar desconforto e 

risco de infecção (QASEEM et al., 2017). 

Em 2019, essas recomendações foram atualizadas por meio de um consenso 

de revisão sistemática da literatura e do método Delphi, envolvendo especialistas e 

pacientes. O estudo resultou em uma abordagem de três etapas para o diagnóstico 

da gota (RICHETTE et al., 2019; SINGH, 2019). O primeiro passo baseia-se na 

identificação de cristais de MSU usando microscopia de luz polarizada, quando a 

análise do líquido sinovial é viável, pois a presença desses cristais estabelece um 

diagnóstico definitivo de gota. Se não for possível analisar o líquido sinovial, o segundo 

passo é um diagnóstico clínico respaldado pela presença de hiperuricemia e 

características clínicas sugestivas de gota, tais como envolvimento monoarticular do 

pé (especialmente a primeira articulação metatarsofalângica) ou articulação do 

tornozelo; episódios anteriores de artrite aguda semelhante; início rápido de dor e 

inchaço intensos; eritema; sexo masculino; e presença de doenças cardiovasculares 

associadas. É importante ressaltar que o diagnóstico de gota não deve se basear 

apenas na hiperuricemia. A avaliação clínica é altamente indicativa da doença, mas 

carece de especificidade. Quando o diagnóstico clínico de gota é incerto e a 

identificação de cristais não é possível, a terceira etapa recomenda a realização de 

exames de imagem, principalmente ultrassonografia, para buscar evidências de 

deposição de cristais de MSU (RICHETTE et al., 2019). 

As recomendações de 2019 também reforçaram algumas diretrizes de 2006, 

como a importância de investigar fatores de risco para hiperuricemia após o 

diagnóstico de gota, em particular: doença renal crônica; sobrepeso; uso de 

medicamentos (incluindo diuréticos, baixas doses de aspirina, ciclosporina e 
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tacrolimo); consumo excessivo de álcool (principalmente cerveja e destilados), 

refrigerantes, carnes e frutos do mar. Além disso, as recomendações salientaram a 

avaliação sistemática de comorbidades associadas em pessoas com gota, incluindo 

obesidade, insuficiência renal, hipertensão, doença cardíaca isquêmica, insuficiência 

cardíaca, diabetes e dislipidemia (RICHETTE et al., 2019). 

2.1.3 Patogênese da gota e inflamassoma NLRP3 

Na inflamação gotosa, diferentes mediadores estão envolvidos com efeitos 

distintos na iniciação, amplificação, atenuação e resolução das crises agudas. Uma 

crise aguda de gota tem início com a deposição de cristais de MSU nas articulações 

e nos tecidos periarticulares. Esses cristais são identificados pelas células do sistema 

imunológico inato como sinais endógenos pró-inflamatórios ou padrões moleculares 

associados a danos (DAMPs) (DALBETH et al., 2021; GALOZZI et al., 2021). Isso 

ocorre porque a necrose celular comumente resulta na liberação de ácido úrico 

previamente contido no citosol (SHI; EVANS; ROCK, 2003; ROCK et al., 2005). 

Acredita-se que os macrófagos, tanto os macrófagos residentes quanto os 

derivados de monócitos circulantes, sejam importantes para iniciar e conduzir a fase 

pró-inflamatória precoce da gota aguda (SO; MARTINON, 2017). De acordo com 

Martin, Walton e Harper (2009), os macrófagos residentes desempenham um papel 

crucial na crise inflamatória. Eles fagocitam os cristais de MSU e desencadeiam a 

inflamação aguda, ao mesmo tempo em que ativam e atraem neutrófilos. Os 

macrófagos residentes também são uma fonte de citocinas pró-inflamatórias, incluindo 

IL-1β e IL-6 (MARTIN; WALTON; HARPER, 2009). No entanto, durante a resposta 

inflamatória, ocorrem interações complexas entre diversos tipos celulares, como 

neutrófilos, sinoviócitos, mastócitos e células endoteliais. Isso sugere que outras 

células, como os fibroblastos sinoviais, também podem ter um papel na modulação da 

resposta inflamatória (ZHENG et al., 2015; RAGAB; ELSHAHALY; BARDIN, 2017). 

Após a fagocitose, a ativação do inflamassoma NLRP3 pelos cristais de MSU 

é de particular relevância para o início do surto de gota, desencadeando a liberação 

de IL-1β pelos macrófagos residentes (KINGSBURY; CONAGHAN; MCDERMOTT, 

2011; DALBETH et al., 2021; GALOZZI et al., 2021). A pesquisa de Martinon et al. 

(2006) demonstrou o envolvimento do inflamassoma NLRP3 e da ativação da 



31 
 

caspase-1 na inflamação aguda induzida pelos cristais de MSU. Os pesquisadores 

manipularam camundongos deficientes em vários componentes do inflamassoma e da 

via de sinalização, como a caspase-1 e a proteína adaptadora ASC (Apoptosis-

associated speck-like protein containing a CARD - Caspase Activation and 

Recruitment Domain). Eles observaram que esses camundongos apresentaram 

menor capacidade de ativação da IL-1β quando estimulados com cristais de MSU. 

Além disso, camundongos deficientes em NLRP3 ou no receptor da IL-1β (IL-1R) 

reduziram o recrutamento de neutrófilos em um modelo in vivo de peritonite induzida 

por cristais, reforçando a importância central do inflamassoma NLRP3 no 

desenvolvimento da inflamação aguda (MARTINON et al., 2006). 

Os inflamassomas são complexos multiproteicos essenciais do sistema imune 

inato. Em 2002, Martinon et al. (2002) introduziram o termo "inflamassoma" para 

descrever a montagem de um complexo de alto peso molecular encontrado no citosol 

de células imunes estimuladas, o qual desempenha um papel na ativação de caspases 

inflamatórias, levando a respostas imunes sistêmicas subsequentes e inflamação 

(LATZ; XIAO; STUTZ, 2013; URWANISCH; LUCIANO; HOREJS-HOECK, 2021). 

O inflamassoma NLRP3 é composto por três componentes: a proteína sensorial 

NLRP3, a proteína adaptadora ASC e a pró-caspase-1. O próprio NLRP3 é uma 

proteína tripartida pertencente à família de receptores de reconhecimento de padrões 

(PRRs) que consiste em um domínio na porção C-terminal formado por repetições 

ricas em leucinas (LRR) que são responsáveis pelo reconhecimento da molécula 

antigênica, um domínio de oligomerização do inflamassoma NACHT (também 

conhecido como NOD) na região central, e um domínio de pirina (PYD) efetor na 

região amino-terminal, que é necessário para a transdução de sinal. A ASC tem 

domínios PYD amino-terminal e um domínio CARD C-terminal e interage com o 

NLRP3 através do domínio PYD. A pro-caspase-1 consiste em um domínio CARD 

amino-terminal, um grande domínio catalítico central (p20) e um pequeno domínio 

catalítico C-terminal (p10). Usando o domínio CARD, a ASC aproxima da pró-caspase 

1, o que inicia a autoclivagem da pró-caspase 1 e a formação da caspase 1 ativa que 

cliva a pró-IL-1β e a pró-IL-18 em suas formas ativas (LATZ; XIAO; STUTZ, 2013; 

BROZ; DIXIT, 2016; MANGAN et al., 2018). 

A ativação do NLRP3 exige também a presença da proteína quinase 7 
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relacionada ao NIMA (Never In Mitosis Gene A) (NEK7). Essa proteína liga-se ao 

domínio LRRs do NLRP3 e desempenha um papel crucial na montagem do 

inflamassoma em resposta tanto a estímulos canônicos quanto não canônicos 

(SCHMID-BURGK et al., 2016; SHARIF et al., 2019; ZHAO et al., 2020). 

Além da ativação de citocinas pró-inflamatórias, a ativação do inflamassoma 

pode levar à piroptose, uma forma rápida e inflamatória de morte celular. A caspase-

1 ativada também promove a clivagem da proteína Gasdermina D (GSDMD) liberando 

a porção N-terminal que oligomeriza na membrana plasmática, causando a formação 

de poros piroptóticos. Esses poros prejudicam a integridade da membrana plasmática 

celular e podem contribuir para a liberação de mediadores inflamatórios para o espaço 

extracelular, incluindo a IL-1β. Esse processo é fundamental para a regulação da 

inflamação e respostas imunes diante de patógenos ou danos celulares (HE et al., 

2015; SHI et al., 2015; BROZ; DIXIT, 2016). 

Na literatura, é mencionado que a ativação do inflamassoma depende de dois 

sinais distintos, contribuindo para uma resposta mais específica. Embora a ativação 

da produção de IL-1β e a função do inflamassoma NLRP3 na gota tenham sido 

detalhadamente documentadas, a via primordial que conecta os cristais de MSU à 

ativação do NLRP3 permanece pouco compreendida. O papel do inflamassoma pode 

ser subdividido em duas fases essenciais: o priming e a ativação. O inflamassoma 

NLRP3 depende de um sistema de duplo sinal, uma estratégia que assegura uma 

ativação controlada, evitando danos ao hospedeiro devido a ativações desreguladas 

(SO; MARTINON, 2017; DALBETH et al., 2021). Apesar que também pode ocorrer a 

ativação não canônica do inflamassoma NLRP3 que é desencadeada pela caspase 4 

ou 5 em humanos e pela caspase 11 em camundongos. Nesta via, o NLRP3 é ativado 

após a detecção de Lipopolissacarídeo (LPS) intracelular (SHI et al., 2014; BROZ; 

DIXIT, 2016; MANGAN et al., 2018). 

Na gota, a natureza do primeiro sinal não é clara. De acordo com as descobertas 

de Liu-Bryan et al. (2005), o primeiro sinal é transmitido através dos receptores do Tipo 

Toll (TLRs) e desencadeia uma série de eventos que regulam a expressão dos 

componentes essenciais para a montagem e ativação do NLRP3. Além disso, ele 

também desempenha um papel na síntese de pró-IL-1β e nas proteínas precursoras 

das caspases inflamatórias (SO; MARTINON, 2017; DALBETH et al., 2021). 
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Diversos fatores são capazes de estimular esse primeiro sinal. Entre eles, 

podemos citar a presença de ácidos graxos livres (FFA), os quais podem ser induzidos 

pela ingestão de uma refeição volumosa ou pela ingestão de álcool (JOOSTEN et al., 

2010). Além disso, componentes microbiológicos, como o LPS, também contribuem 

para o desencadeamento desse sinal (GIAMARELLOS-BOURBOULIS et al., 2009). 

Um outro elemento relevante é a proteína do complemento C5a, que também está 

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

No entanto, é importante destacar que, por si só, esse primeiro sinal não é 

capaz de acionar completamente a via do inflamassoma. Assim sendo, um segundo 

sinal é necessário, mais específico que o primeiro e direciona a agregação e 

oligomerização dos componentes do inflamassoma. Após o primeiro sinal o 

inflamassoma pode ser acionado por diversos estímulos, como resumido por Swanson 

et al. (2019). Esses estímulos geralmente não têm um efeito direto sobre o NLRP3, 

mas provocam estresse nas células e desencadeiam eventos intracelulares que 

posteriormente são identificados pelo NLRP3, como efluxo de Potássio (K+), fluxo de 

cálcio (Ca2+), efluxo de Cloreto (Cl−), RNA viral através da proteína de sinalização 

antiviral mitocondrial (MAVS) na membrana mitocondrial externa, disfunção 

mitocondrial e produção de espécies reativas de oxigênio mitocondrial (mtROS), 

relocalização de cardiolipina para a membrana mitocondrial externa e liberação de 

DNA mitocondrial oxidado (Ox-mtDNA), Adenosina Trifosfato (ATP) extracelular, 

inibição do metabolismo glicolítico ou dano lisossômico (BROZ; DIXIT, 2016; 

MANGAN et al., 2018; SWANSON; DENG; TING, 2019; ZHENG; LIWINSKI; ELINAV, 

2020; URWANISCH; LUCIANO; HOREJS-HOECK, 2021). 

Como a ativação inicial do inflamassoma NLRP3 exige um processo em duas 

etapas, a simples presença de cristais de MSU não conduz automaticamente à 

inflamação. Isso explica como esses cristais podem estar presentes nas articulações 

sem causar inflamação clinicamente perceptível. Um método comum de ativar o 

NLRP3 é por meio da ruptura lisossômica causada pela fagocitose de materiais 

cristalinos ou agregados proteicos. Ainda que o mecanismo específico da lesão 

lisossômica permaneça indefinido, ele está relacionado à liberação de catepsinas a 

partir do compartimento lisossômico (HORNUNG et al., 2008; MANGAN et al., 2018; 

DALBETH et al., 2021). 
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Figura 2 - Priming e ativação do inflamassoma. 

O primeiro sinal envolve a ativação de citocinas ou padrões moleculares associados a patógenos 

(PAMPs), resultando na regulação positiva da transcrição dos componentes canônicos e não 

canônicos do inflamassoma NLRP3. O segundo sinal é desencadeado por vários PAMPs ou DAMPs 

que iniciam uma série de eventos de sinalização. A formação do inflamassoma ativa a caspase 1, que 

por sua vez cliva a pro-IL-1β, a pro-IL-18 e a GSDMD. A detecção do LPS citosólico leva à ativação 

das caspases 4, 5 e 11, que clivam o GSDMD, resultando na piroptose. CARD: domínio de 

recrutamento de caspases; CLIC: proteína do canal intracelular de cloreto; GlcNAc: N-

acetilglucosamina; GSDMD Nterm: domínio de morte celular GSDMD amino-terminal; HK: 

hexoquinase; IFNAR: receptor IFNa/β; IL-1R1: receptor de IL-1 tipo 1; IRF3: fator regulador de 

interferon 3; LRR: repetição rica em leucina; MDP: dipeptídeo muramil; NEK7: quinase 7 relacionada 

com NIMA; NF-κB: fator nuclear-κB; P2X7: purinoceptor P2X7; PtdIns4P: fosfatidilinositol-4-fosfato; 

PYD: domínio de pirina; ROS: espécies reativas de oxigênio; TLR: receptor do tipo Toll; TNF: fator de 

necrose tumoral; TNFR: receptor do fator de necrose tumoral; TWIK2: domínio de dois poros fraco 

retificando internamente K+ canal 2 (Fonte: SWANSON; DENG; TING, 2019). 

A IL-1β é uma citocina central na resposta inflamatória, produzida 

principalmente por macrófagos e monócitos ativados. Além de sua função inflamatória 

(DINARELLO, 1998), a IL-1β também desempenha um papel crucial como um 
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pirogênio endógeno, contribuindo para a resposta febril (DINARELLO; GATTI; 

BARTFAI, 1999). Sua produção é cuidadosamente regulada por várias etapas, 

incluindo a produção do precursor pro-IL-1β (p35), a clivagem desse precursor para 

formar a IL-1β ativa (p17) e, finalmente, sua liberação no ambiente extracelular 

(MARTINON et al., 2002, 2006; BURNS; MARTINON, 2003). 

Após sua liberação no líquido sinovial, a IL-1β ativa estimula os receptores de 

IL-1β (IL-1R) presentes em células como leucócitos, células endoteliais e sinoviócitos. 

A ligação da IL-1β ao receptor IL-1RI, forma um complexo que ativa uma série de 

moléculas intracelulares, desencadeando uma variedade de respostas biológicas 

(DINARELLO, 2009; GABAY; LAMACCHIA; PALMER, 2010; DALBETH et al., 2021). 

Essa citocina tem a capacidade de induzir a expressão e síntese de genes específicos, 

como a ciclooxigenase tipo 2 (COX2), a fosfolipase A2 e a óxido nítrico sintase 

induzível (iNOS), responsáveis pela produção de mediadores inflamatórios como a 

prostaglandina-E2 (PGE2) e o fator de ativação de plaquetas (PAF), além do óxido 

nítrico (NO). Como resultado direto dessas ações, manifestam-se sintomas como 

febre, diminuição da sensibilidade à dor, vasodilatação e hipotensão. Outra 

propriedade pró-inflamatória crucial da IL-1β é sua influência sobre a expressão de 

moléculas de adesão, tais como a molécula de adesão intercelular-1 (ICAM-1) nas 

células mesenquimais, e a molécula de adesão celular vascular-1 (VCAM-1) nas 

células endoteliais. Juntamente com a indução de quimiocinas e citocinas, essas 

propriedades da IL-1β resulta no recrutamento de células inflamatórias, saindo da 

circulação para os espaços extravasculares e para os tecidos correspondentes 

(DINARELLO, 2009; GABAY; LAMACCHIA; PALMER, 2010).  

Os neutrófilos desempenham um papel central na inflamação associada à gota, 

contribuindo para uma variedade de processos inflamatórios. Durante uma crise de 

gota, a articulação afetada sofre um influxo intenso de neutrófilos. Esse recrutamento 

de neutrófilos é um marcador importante para o diagnóstico da fase aguda da doença, 

uma vez que não é observado no líquido sinovial saudável (DALBETH et al., 2019, 

2021). A chegada dos neutrófilos à articulação é mediada por vários quimioatraentes, 

incluindo quimiocinas como CXCL1/2, CXCL8, leucotrieno B4, ativação do 

complemento, moléculas de adesão como E-selectina e P-selectina, e a promoção da 

vasodilatação pela IL-1β. Esses eventos são essenciais para a resposta inflamatória 

(MITROULIS; KAMBAS; RITIS, 2013). 
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Uma vez ativados, os neutrófilos liberam uma série de mediadores 

inflamatórios, incluindo ROS, citocinas, quimiocinas e componentes granulares, como 

enzimas proteolíticas e peptídeos antimicrobianos (MITROULIS; KAMBAS; RITIS, 

2013). Além disso, a formação de Armadilhas Extracelulares de Neutrófilos (NETs) é 

uma característica notável desse processo inflamatório. As NETs consistem em uma 

rede de DNA extracelular associada a histonas e proteínas granulares (BRINKMANN 

et al., 2004). Elas são liberadas em resposta aos cristais de MSU e moduladas por 

uma infinidade de fatores, incluindo citocinas inflamatórias como a IL-1β (MITROULIS 

et al., 2011; MITROULIS; KAMBAS; RITIS, 2013; SIL et al., 2017). É sugerido que a 

formação de NETs ocorra de forma a imobilizar e neutralizar os cristais de MSU 

(SCHORN et al., 2012). No entanto, as NETs também podem contribuir para a 

inflamação e o dano tecidual. Diferentes elementos presentes em sua estrutura são 

importantes ativadores do sistema imune inato, como histonas, mieloperoxidases, 

elastases de neutrófilos, atuando como DAMPs e estimulando a produção de citocinas 

e quimiocinas que resultam  em inflamação aguda, dolorosa e danos aos tecidos (LI 

et al., 2018). Curiosamente, durante a resolução da inflamação associada à gota, as 

NETs têm um papel positivo, degradando citocinas pró-inflamatórias (SCHAUER et 

al., 2014; DALBETH et al., 2021). 

Em resumo, os neutrófilos desempenham um papel dual na inflamação da gota: 

eles são cruciais para a amplificação e manutenção da inflamação na fase aguda da 

doença, mas também têm um papel importante na resolução da inflamação (SCHETT 

et al., 2015; SO; MARTINON, 2017).  

2.1.4 Resolução espontânea da artrite gotosa aguda 

A artrite gotosa aguda apresenta uma característica interessante, que é a 

autolimitação da crise inflamatória. Caso não haja intervenção, a fase inflamatória se 

resolve espontaneamente em um período de 7 a 10 dias (WALLACE et al., 1977; 

DALBETH et al., 2019). Embora vários mecanismos tenham sido propostos para 

explicar essa resolução espontânea da inflamação, ainda há uma lacuna em relação 

aos estudos que validem quais mecanismos estão efetivamente envolvidos 

(STEIGER; HARPER, 2013a). 

Uma interrupção da inflamação pode ocorrer por meio de modificações nas 
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proteínas que revestem os cristais de MSU (STEIGER; HARPER, 2013a). O 

revestimento dos cristais com imunoglobulina G (IgG) tem sido associado ao 

desencadeamento da fase inflamatória, uma vez que contribui para a identificação dos 

cristais e promovem a fagocitose (CHERIAN; SCHUMACHER, 1986). Há evidências 

que indicam que neutrófilos ativados produzem um mediador solúvel capaz de 

influenciar o revestimento de IgG nos cristais de MSU, limitando, assim, a inflamação 

(ROSEN et al., 1986). Notavelmente, Terkeltaub et al. (1984, 1991) demonstraram que 

os cristais de MSU podem sofrer uma alteração em seu revestimento proteico, por 

meio da interação com Apolipoproteína B (ApoB) e Apolipoproteína E (ApoE), o que 

mascara os cristais e suprime a resposta inflamatória neutrofílica. 

Por outro lado, um aspecto fundamental na resolução da inflamação é a 

apoptose dos neutrófilos, seguida pela sua eliminação por macrófagos (AMULIC et al., 

2012; MITROULIS; KAMBAS; RITIS, 2013) ou por outros neutrófilos (STEIGER; 

HARPER, 2013b). Esse processo, conhecido como eferocitose, leva à reprogramação 

dos macrófagos para um perfil anti-inflamatório (SCHIF-ZUCK et al., 2011; ARIEL; 

SERHAN, 2012; ELLIOTT; KOSTER; MURPHY, 2017; MAIMON et al., 2020; MOON 

et al., 2023). A eferocitose promove nos macrófagos uma redução na produção de 

citocinas pró-inflamatórias, como IL-1β e TNF-α, e, ao mesmo tempo, aumenta os 

níveis de citocinas anti-inflamatórias, como TGF-β e, em alguns casos, IL-10 (ARIEL; 

SERHAN, 2012; ELLIOTT; KOSTER; MURPHY, 2017; MAIMON et al., 2020; MOON 

et al., 2023). 

Os neutrófilos desempenham um papel crucial na resolução da artrite gotosa 

aguda, principalmente por meio da formação de NETs. A agregação das NETs 

contribui para a resolução da inflamação neutrofílica, ao degradar citocinas e 

quimiocinas por meio de serina proteases, interrompendo, assim, o recrutamento e a 

ativação contínua de neutrófilos (SCHAUER et al., 2014). 

A regulação positiva de mediadores com propriedades anti-inflamatórias, como 

o antagonista do receptor de interleucina 1 (IL-1Ra), bem como a IL-10 e do TGFβ1 

(MURAKAMI et al., 2002; CHEN et al., 2011; SCANU et al., 2012), além da IL-37 (LIU 

et al., 2016), juntamente com a ação de mediadores especializados na pró-resolução, 

como a produção de Anexina A1, (BARDEN et al., 2016; GALVÃO et al., 2017), 

desempenha um papel crucial na efetiva resolução do surto de gota, mesmo na 
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presença contínua de cristais de urato monossódico no local inflamado (STEIGER; 

HARPER, 2013a; DALBETH et al., 2021). As vias de sinalização purinérgicas também 

desempenham um papel fundamental na orquestração do processo de exacerbação 

e resolução da gota (HAMIDZADEH; MOSSER, 2016; KLAVER; THURNHER, 2021; 

LI; GAO; TAO, 2021). Estudos recentes destacam o papel dos metabólitos de purina 

na patogênese e na resolução da gota. Enquanto o ATP ativa o inflamassoma NLRP3 

através dos receptores P2X, desencadeando a secreção de IL-1β e as crises de gota, 

a adenosina atua por receptores acoplados à proteína G, exercendo efeitos anti-

inflamatórios, influenciando a resolução (LI; GAO; TAO, 2021).  

2.1.5 Complicações e comorbidades da artrite gotosa e da hiperuricemia 

Pacientes com gota frequentemente apresentam uma série de comorbidades 

que incluem doença renal, hipertensão, diabetes mellitus tipo II, síndrome metabólica, 

doença cardiovascular, distúrbios lipídicos e sintomas respiratórios (ROCK; 

KATAOKA; LAI, 2012; KUO et al., 2015). Algumas dessas comorbidades contribuem 

para a gota, por exemplo, a doença renal, que pode aumentar os níveis de ácido úrico 

devido à excreção ineficiente. Não está claro se a gota e a hiperuricemia são causas 

ou consequências das comorbidades, ou se compartilham um antecessor. A relação 

precisa de mais estudos para entender a causa-efeito (PILLINGER; GOLDFARB; 

KEENAN, 2010).  

Considerar o vínculo entre a gota/hiperuricemia e as comorbidades é 

importante. Além disso, avaliar a natureza crônica dessas doenças é crucial. Muitos 

pacientes enfrentam tanto a gota quanto uma ou mais das doenças mencionadas. Isso 

significa que os tratamentos medicamentosos para uma condição podem impactar a 

outra (ROBINSON; HORSBURGH, 2014). 

Estudos mostraram que certos medicamentos anti-hipertensivos podem 

influenciar nos níveis de ácido úrico, como os betabloqueadores, os diuréticos de alça 

e os tiazídicos, que aumentam os níveis, enquanto alguns inibidores da enzima 

conversora de angiotensina (IECA) e bloqueadores dos canais de cálcio o reduzem 

(STAMP; CHAPMAN, 2012; REES; HUI; DOHERTY, 2014). Da mesma forma, os 

fármacos usados no tratamento das dislipidemias, como atorvastatina e fenofibrato, 

diminuem os níveis de ácido úrico (STAMP; CHAPMAN, 2012; REES; HUI; 
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DOHERTY, 2014). Sob outra perspectiva, foi constatado que pacientes hipertensos 

tiveram a redução da pressão arterial com o uso de alopurinol, e o fármaco também 

reduz a morbi/mortalidade por doenças cardiovasculares (FEIG; SOLETSKY; 

JOHNSON, 2008; STAMP; CHAPMAN, 2012; REES; HUI; DOHERTY, 2014). Além 

disso, o alopurinol melhora a função renal em pacientes com gota e tem demonstrado 

retardar a progressão da doença renal (STAMP; CHAPMAN, 2012; REES; HUI; 

DOHERTY, 2014). 

A escolha apropriada do tratamento farmacológico para pessoas com gota e 

com comorbidades é notoriamente importante para otimizar a terapia medicamentosa, 

visando potencializar ao máximo os benefícios e minimizar possíveis interações 

(ROBINSON; HORSBURGH, 2014). 

2.1.6 Tratamento 

O tratamento da gota requer duas abordagens complementares: uma busca 

pela redução dos níveis de ácido úrico no sangue e outra focada na diminuição da 

inflamação. Esse tratamento deve ser adaptado às necessidades individuais, 

considerando fatores como a experiência prévia do paciente com abordagens 

medicamentosas e não medicamentosas, a duração e gravidade da crise, as 

articulações afetadas, condições médicas associadas e contraindicações relevantes 

(RICHETTE et al., 2017) (KHANNA et al., 2012a, 2012b; RICHETTE et al., 2017). 

2.1.7 Tratamento crise aguda (redução da inflamação) 

Na abordagem atual para o tratamento de indivíduos com crise aguda de gota 

e/ou hiperuricemia, é crucial informar os pacientes sobre vários aspectos. Isso inclui a 

compreensão da fisiopatologia da doença, a disponibilidade de tratamentos eficazes, 

a potencial presença de comorbidades e fatores de risco cardiovascular, além de 

fornecer orientações sobre estilo de vida, perda de peso, exercício, consumo 

excessivo de carnes, frutos do mar e álcool, bem como o manejo de crises agudas e 

a redução farmacológica dos níveis de ácido úrico no sangue (RICHETTE et al., 2017; 

FITZGERALD et al., 2020; DALBETH et al., 2021). 

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

inflamatórios não esteroides (AINEs), corticoides ou colchicina. Recomenda-se o início 
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precoce desses medicamentos, pois isso melhora os resultados terapêuticos 

(RICHETTE et al., 2017; FITZGERALD et al., 2020). Para crises de intensidade leve 

a moderada, envolvendo até três pequenas articulações ou duas grandes articulações, 

a monoterapia com AINEs, colchicina ou corticoides é indicada. Para crises mais 

intensas, a terapia combinada com colchicina e AINEs, colchicina e corticoides, ou 

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

A principal restrição para o uso de AINEs orais se relaciona com questões de 

segurança (REES; HUI; DOHERTY, 2014). Para minimizar os riscos de úlceras, 

hemorragias e perfurações gástricas, é comum combinar o uso de AINEs com 

inibidores da bomba de prótons (IBP) (REES; HUI; DOHERTY, 2014; RICHETTE et 

al., 2017). Pacientes com contraindicações ou com intolerâncias gastrointestinais aos 

AINES convencionais podem se beneficiar com os inibidores seletivos da 

ciclooxigenase 2 (COX-2) conhecidos como coxibes. O uso de coxibes, embora 

possam aliviar potenciais problemas gastrointestinais, existe uma preocupação 

decorrente do uso frequente e/ou prolongado devido à possível toxicidade 

cardiovascular e renal (CHEN; ASHCROFT, 2007). 

A colchicina atua inibindo vários processos biológicos, incluindo divisão celular, 

função de leucócitos e fatores quimiotáticos, liberação de histamina por mastócitos, 

ativação do inflamassoma e liberação de IL-1β. Ela é comparável a agentes biológicos 

com funções semelhantes, mas se destaca por ser uma opção financeiramente 

acessível (REES; HUI; DOHERTY, 2014). No entanto, sua eficácia está próxima da 

dose que causa efeitos gastrointestinais, o que pode levar à interrupção do tratamento 

antes da resolução da crise (EMMERSON, 1996). Os efeitos adversos da colchicina 

são dose-dependentes, incluindo diarreia, vômitos, náuseas, dor abdominal, cólicas e, 

raramente, problemas mais graves, como insuficiência cardíaca, hepatites, 

neuropatias reversíveis e supressão da medula óssea (MEAD; ARABINDOO; SMITH, 

2014). 

Evitar a administração de colchicina e AINEs é recomendado em pacientes com 

insuficiência renal grave. Além disso, é importante notar que a colchicina pode ter 

interações medicamentosas com inibidores da enzima CYP3A4 do Citocromo P450 

e/ou da glicoproteína P, como ciclosporina, cetoconazol, verapamil ou claritromicina. 

Por essa razão, é aconselhável não usar esses medicamentos ao mesmo tempo ou 
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considerar a possibilidade de reduzir a dose da colchicina para evitar potenciais 

complicações (REES; HUI; DOHERTY, 2014; RICHETTE et al., 2017). 

Corticoides orais, especialmente prednisolona, podem ser usados quando 

outras opções são contraindicadas. A administração intramuscular de corticosteroides 

é outro tratamento alternativo que se limita principalmente às condições hospitalares. 

Terapias biológicas são opções secundárias, incluindo inibidores da IL-1, embora 

sejam caros e apresentem riscos (REES; HUI; DOHERTY, 2014; RICHETTE et al., 

2017; FITZGERALD et al., 2020). Complementando a ação farmacológica, existem 

indícios de que a aplicação de gelo no local inflamado pode contribuir para o 

tratamento da artrite gotosa aguda (SCHLESINGER et al., 2002; DALBETH et al., 

2021). 

2.1.8 Tratamento crônico (diminuição dos níveis séricos de ácido úrico) 

A adesão à terapia de redução de urato (ULT) em pacientes com gota é um 

problema significativo. Vários fatores contribuem para essa baixa adesão, incluindo 

percepções negativas da doença por parte dos pacientes e dos profissionais de saúde, 

falta de conhecimento sobre a condição, suas causas e tratamentos. Idade avançada 

e presença de comorbidades, como diabetes e hipertensão, estão associadas a maior 

adesão. Isso sugere que pacientes mais conscientes de sua saúde e com maior 

compreensão das implicações da doença e do tratamento tendem a ser mais 

aderentes. Uma compreensão mais profunda das razões subjacentes para a fraca 

adesão é necessária para melhorar o manejo da gota e garantir que os pacientes 

recebam o tratamento adequado para esta condição inflamatória crônica (DOHERTY 

et al., 2012; SPENCER; CARR; DOHERTY, 2012; SCHEEPERS et al., 2018). 

O tratamento da gota crônica tem como objetivo reduzir e manter os níveis 

séricos de urato abaixo de 6,0 mg/dl ao longo da vida. Isso é alcançado através da 

ULT, que combina a redução de uratos com profilaxia anti-inflamatória para diminuir a 

frequência de surtos de gota e o tamanho/número de tofos gotosos. A ULT envolve 

inibidores da xantina oxidase (XOI), uricosúricos e da enzima pegloticase (RICHETTE 

et al., 2017; FITZGERALD et al., 2020). 

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

primeira linha devido à sua eficácia e baixo custo. Caso os níveis de ácido úrico 
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circulante não possam ser alcançados com uma dose apropriada de alopurinol, ou se 

esse medicamento não for tolerado devido à insuficiência renal, torna-se necessário 

avaliar a medicação e considerar a possibilidade de substituição pelo Febuxostate, por 

um uricosúrico ou até mesmo pela combinação desses tratamentos (RICHETTE et al., 

2017; FITZGERALD et al., 2020). 

O Febuxostate, um inibidor seletivo da XO, é considerado uma alternativa 

adicional de primeira linha. Embora possa ser utilizado sem a necessidade de ajustes 

de dose ou preocupações com a toxicidade em pessoas com insuficiência renal, é 

importante ressaltar que o medicamento pode levar à insuficiência hepática. Além 

disso, seu custo é elevado e apresenta também riscos cardiovasculares (REES; HUI; 

DOHERTY, 2014; RICHETTE et al., 2017; FITZGERALD et al., 2020). 

Os Uricosúricos, que incluem a probenecida, a benzbromarona e a 

sulfimpirazona, são classificados como medicamentos de segunda linha, sendo 

utilizados quando ocorre intolerância aos XOI ou em casos de contraindicação destes. 

Essas substâncias atuam promovendo um aumento na excreção renal de urato. No 

entanto, é importante observar que o probenecide e a sulfinpirazona não devem ser 

administrados a pacientes com insuficiência renal grave ou histórico de nefrolitíase, o 

que limita ainda mais o seu uso. A disponibilidade da benzbromarona tornou-se 

restrita, principalmente devido a preocupações decorrentes de relatos de 

hepatotoxicidade grave e supressão da medula óssea (LEE et al., 2008; BACH; 

SIMKIN, 2014). Nesse contexto, é fundamental considerar não apenas a eficácia 

desses medicamentos, mas também as limitações e potenciais efeitos adversos 

associados ao seu uso. 

A pegloticase, uma enzima de origem suína, é utilizada em situações de gota 

tofácea crônica debilitante, quando a terapia hipouricemiante com XOI e/ou 

medicamentos uricosúricos não é eficaz (RICHETTE et al., 2017; FITZGERALD et al., 

2020). Porém, é importante destacar que alguns pacientes podem desenvolver 

anticorpos contra a pegloticase, limitando seus efeitos no organismo (GANSON et al., 

2006).  

Alguns fármacos, como losartana, bloqueadores dos canais de cálcio, 

fenofibrato e estatinas, têm efeitos hipouricemiantes. Pacientes com indicação 
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primária para esses fármacos devem considerá-los tendo em conta os seus benefícios 

para ambas as doenças (RICHETTE et al., 2017). 

A profilaxia contra crises é uma recomendação importante nos primeiros 6 

meses de tratamento. Isso se deve ao fato de que o início da ULT pode expor o 

paciente aos cristais de MSU, resultando em um aumento da fase aguda da doença 

e, por consequência, contribuindo para a baixa adesão ao tratamento. Nesse sentido, 

o uso profilático da colchicina é indicado. Entretanto, é necessário fazer ajustes em 

pacientes com insuficiência renal e/ou que estejam em uso de estatinas, devido aos 

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

2.2 Biologia de Macrófagos 

Van Furth et al. (1972) descreveram os macrófagos como células fagocíticas 

de origem hematopoiética pertencentes à linhagem mieloide. Essas células teriam sua 

origem a partir de uma célula-tronco hematopoiética (CTH) comum, que se 

compromete com a linhagem mieloide. Quando expostas ao fator estimulador de 

colônias de macrófagos, as células progenitoras passam por divisões sucessivas, 

diferenciando-se primeiramente em monoblastos e, posteriormente, em pró-

monócitos. Esses pró-monócitos, por sua vez, amadurecem em monócitos, que 

deixam a medula óssea e entram na corrente sanguínea. Após permanecerem na 

corrente sanguínea por alguns dias, os monócitos seguem em direção aos tecidos, 

onde assumem o papel de macrófagos teciduais. Essa transição não apenas repõe as 

populações de macrófagos locais, mas também envolve a migração para regiões de 

tecido inflamado (VAN FURTH et al., 1972; GORDON; TAYLOR, 2005). 

Estudos recentes têm revelado que a compreensão da ontogenia dos 

macrófagos ultrapassou a descrição inicial feita por Van Furth et al. (1972). Nesse 

sentido, monócitos originados da medula óssea não são os principais contribuintes 

para parte da população de macrófagos nos tecidos em estado estacionário ou 

durante certos processos inflamatórios (HASHIMOTO et al., 2013; GINHOUX; JUNG, 

2014). De fato, os macrófagos têm origens diversas nos diferentes tecidos. Alguns 

derivam do saco vitelino, como é o caso da micróglia. Em outros casos, os macrófagos 

do saco vitelino desempenham um papel inicial, mas são substituídos por monócitos 

originados no fígado fetal, como os macrófagos alveolares, células de Kupffer e 
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células de Langerhans (GINHOUX et al., 2016; GINHOUX; GUILLIAMS, 2016; 

HOEFFEL; GINHOUX, 2018). Em determinadas situações, a população de 

macrófagos é inicialmente estabelecida por precursores embrionários, sendo 

posteriormente substituída após o nascimento por monócitos da medula óssea, como 

observado no coração (EPELMAN et al., 2014), na derme (TAMOUTOUNOUR et al., 

2013) e no intestino (BAIN et al., 2014; DE SCHEPPER et al., 2018). Além disso, é 

importante notar que embora os monócitos desempenhem um papel crucial ao 

reabastecer as populações de macrófagos residentes em alguns tecidos, é importante 

ressaltar que os macrófagos têm a capacidade de se autorrenovar in situ (GORDON; 

TAYLOR, 2005; JENKINS et al., 2011). 

Os macrófagos desempenham um papel fundamental na imunidade inata, 

sendo reconhecidos como células efetoras primordiais. A identificação de suas 

funções e a descrição de seu papel foram realizadas pioneiramente por Elie 

Metchnikoff. Foi ele quem inicialmente descreveu o mecanismo de fagocitose, 

cunhando o termo "macrófagos" para descrever as células que desempenham esse 

processo (derivado do grego "macro", significando grande, e "phagein", significando 

comer, resultando em "grandes células comedoras"). Além disso, Metchnikoff atribuiu 

aos fagócitos a responsabilidade de manter a homeostase e defender o organismo, 

uma concepção que lhe conferiu o Prêmio Nobel de Fisiologia e Medicina em 1908. 

Esse prestigioso reconhecimento foi compartilhado com Paul Ehrlich, em 

reconhecimento aos seus notáveis estudos no campo da imunidade (TAUBER, 2003; 

NATHAN, 2008; CAVAILLON, 2011; YONA; GORDON, 2015).  

Com papel central na regulação da homeostase e na modulação da inflamação, 

os macrófagos desempenham funções essenciais em diversos tecidos, bem como 

proporcionam defesa contra infecções (GINHOUX; GUILLIAMS, 2016). Essa 

perspectiva é corroborada por Mosser e Edwards (2008), que destacam o papel 

predominante dos macrófagos na manutenção da homeostase devido a essas células 

estarem envolvidas em processos que ocorrem independentemente da sinalização de 

células imunes, tais como a fagocitose de eritrócitos e a eliminação de detritos 

celulares e células apoptóticas (MOSSER; EDWARDS, 2008; MOSSER; 

HAMIDZADEH; GONCALVES, 2020).  

Para além do que foi dito, os macrófagos atuam como "transdutores de sinais" 
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nos tecidos, captando os estímulos fisiológicos e traduzindo-os em respostas 

adequadas para garantir o funcionamento ideal de órgãos e sistemas. A homeostase 

regulada pelos macrófagos é de tal importância que essas células estão presentes em 

praticamente todos os órgãos do corpo (MOSSER; HAMIDZADEH; GONCALVES, 

2020). Em muitos cenários, a ausência ou a ativação anormal dos macrófagos resulta 

em disfunções orgânicas (RENAUD; GRAHAM, 2008; SMITH; MOHUN, 2011; 

HULSMANS et al., 2017).  Essa notável habilidade dos macrófagos demonstra sua 

plasticidade, tornando-os altamente adaptáveis ao microambiente local e permitindo 

que adquiram funções específicas dos órgãos e das necessidades locais. Essa 

adaptação é impulsionada por fatores de transcrição específicos, gerando diversas 

populações celulares com funções distintas (MOSSER; EDWARDS, 2008). 

No final da década de 1990, eram utilizados dois termos para categorizar 

diferentes populações de macrófagos. Os macrófagos classicamente ativados que 

eram associados à estimulação por interferon-gama (IFN-γ) juntamente com agonistas 

de TLR (MACKANESS, 1962; NATHAN et al., 1983) e os macrófagos alternativamente 

ativados quando estimulados pela interleucina-4 (IL-4) (STEIN et al., 1992) ou pela IL-

13 (DOYLE et al., 1994). 

No final do século 20, Mills et al. (2000) propuseram a classificação dos 

macrófagos em M1 e M2, designações que estavam relacionadas à ativação dos 

macrófagos e à polarização das células T auxiliares CD4+ (MILLS et al., 2000). 

Posteriormente, alguns pesquisadores começaram a subdividir os macrófagos M2 em 

subgrupos (M2a, M2b e M2c) de acordo com sua resposta aos sinais presentes no 

ambiente (MANTOVANI et al., 2004; MARTINEZ; GORDON, 2014). Baseado no 

trabalho de Mantovani et al. (2004), muitos pesquisadores começaram a usar os termos 

M1 para se referir a macrófagos ativados de maneira clássica e M2 para macrófagos 

ativados de maneira alternativa in vitro, o que infelizmente levou a mais confusão do 

que esclarecimento na área. Como resultado, muitos pesquisadores podem 

erroneamente considerar que existem apenas "dois tipos de macrófagos". Essa 

abordagem resultou na categorização equivocada de todos os macrófagos pró-

inflamatórios como M1, inclusive denominando os macrófagos classicamente ativados 

como M1. Todos os outros fenótipos de macrófagos que não se enquadram nessa 

classificação foram erroneamente agrupados como M2 ou anti-inflamatórios 

(ORECCHIONI et al., 2019). 
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Em 1998, Sutterwala et al. (1998) descreveram uma população de macrófagos 

capaz de aumentar a produção de IL-10 e reduzir a produção de IL-12 quando ativados 

in vitro por um agonista de TLR na presença de imunocomplexos (SUTTERWALA et 

al., 1998). Com base nisso, Mosser e Edwards (2008) propuseram a existência de um 

espectro de ativação de macrófagos, criando uma analogia entre os macrófagos 

(macrófagos ativados de maneira clássica, macrófagos envolvidos na cicatrização de 

feridas e macrófagos regulatórios) e as cores primárias que se combinam para formar 

cores secundárias. Em outras palavras, os macrófagos podem ser ativados de várias 

formas, exibindo características compartilhadas por mais de uma população, 

resultando em um amplo  "espectro" de populações possíveis, com funções distintas 

(MOSSER; EDWARDS, 2008). 

Para os pesquisadores que não estão familiarizados com o campo dos 

macrófagos, o uso de marcadores pode ser confuso, principalmente porque os 

imunologistas estão habituados à forte associação entre marcadores e linhagens 

celulares (MURRAY et al., 2014). Dado que os estados de ativação dessas células são 

transitórios, a falta de marcadores de superfície confiáveis para cada população de 

macrófagos é evidente. No entanto, alguns marcadores alternativos têm sido usados 

em combinação, ou em sua ausência, para atribuir resultados de ativação. O critério 

mais sólido para a identificação dessas células é o seu estado funcional de ativação, o 

qual é caracterizado pelo perfil de citocinas produzidas após o estímulo apropriado 

(LOPES; MOSSER; GONÇALVES, 2020). 

Nos últimos anos, uma variedade de termos têm sido empregados para 

descrever a ativação de macrófagos (MURRAY et al., 2014). Atualmente, apesar da 

existência de inúmeras possibilidades, três categorias de macrófagos com estados de 

ativação distintos são amplamente reconhecidas e reproduzidas in vitro: macrófagos 

classicamente ativados, macrófagos alternativamente ativados e macrófagos 

denominados regulatórios (EDWARDS et al., 2006; MOSSER; EDWARDS, 2008; 

MURRAY et al., 2014; MOSSER; GONÇALVES, 2015). 

O termo "classicamente ativado" é utilizado para descrever macrófagos efetores 

envolvidos na resposta imune celular (ADAMS; HAMILTON, 1984). Essa ativação é 

resultado da estimulação de dois sinais cruciais: o IFN-γ, que ativa o Transdutor de 

Sinal e Ativador da Transcrição 1 (STAT1), e o TNF, que induz a ativação do NF-κB. 
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Além disso, essa ativação pode ser desencadeada por agonistas do TLR, como o LPS 

(MOSSER, 2003; MOSSER; EDWARDS, 2008; ZHANG; MOSSER, 2008; 

HAMIDZADEH et al., 2017). O priming com IFN-γ pode potencializar a resposta quando 

combinada com a sinalização por TLR, resultando em um aumento na expressão de 

genes regulados pelo NF-κB (HU; IVASHKIV, 2009; QIAO et al., 2013) e na 

estabilização dos mRNAs que codificam mediadores inflamatórios (BERGERON; 

OLIVIER, 2006). 

A origem desses sinais é variada, com o IFN-γ sendo produzido por células do 

sistema imune adaptativo, como as células T helper 1 (TH1), células T citotóxicas CD8+ 

(TCD8+), ou até mesmo durante respostas imunes inatas pelas células natural killer 

(NK). Por outro lado, o TNF é gerado tanto pelas células apresentadoras de antígenos 

(APCs) quanto por agonistas de TLR que operam de forma dependente de MyD88, 

induzindo a ativação do fator de transcrição NF-κB e, consequentemente, a produção 

de TNF (MOSSER; EDWARDS, 2008). O IFN-β é produzido endogenamente a partir 

da ativação de TLR, via TRIF, podendo substituir o sinal de IFN-γ proveniente das 

células NK e células T (YAMAMOTO et al., 2003; MOSSER; EDWARDS, 2008; 

MÜLLER et al., 2018; MOSSER; HAMIDZADEH; GONCALVES, 2020). 

Essa ativação leva à formação de uma população de macrófagos altamente 

eficaz na apresentação de antígenos e na eliminação de patógenos e células tumorais. 

Esses macrófagos se caracterizam por uma produção significativa de citocinas, 

quimiocinas e mediadores pró-inflamatórios, incluindo as citocinas IL-1β, IL-12, IL-6, 

TNF e interferon-beta (IFN-β) e as quimiocinas CXCL9, CXCL10 e CXCL11. Além 

disso, eles exibem uma expressão aumentada de moléculas como CD80/86, MHC-II e 

TLR-2/4. Esses macrófagos também têm a capacidade de converter a L-arginina em 

óxido nítrico por meio da enzima iNOS (MANTOVANI et al., 2004; EDWARDS et al., 

2006; MOSSER; EDWARDS, 2008; ZHANG; MOSSER, 2008; MARTINEZ; GORDON, 

2014; VIOLA et al., 2019; MOSSER; HAMIDZADEH; GONCALVES, 2020). Apesar de 

sua importância na defesa do organismo, o controle dessa ativação é crucial para evitar 

danos aos tecidos do hospedeiro (MOSSER; EDWARDS, 2008). 

Por outro lado, o termo "alternativamente ativado", conforme definido por Stein 

et al. (1992) e Gordon (2003), é empregado para descrever a função dos macrófagos 

M2, ou como mencionado por Mosser e Edwards (2008), para referir-se aos 
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macrófagos especializados na cicatrização de feridas. Essa subpopulação de 

macrófagos, induzida pela liberação de IL-4 por células do sistema imunológico inato 

(notavelmente basófilos e mastócitos) e adaptativo (como parte da resposta TH2), é 

programada para promover a reparação tecidual, inibir a resposta TH1 e combater 

helmintos (STEIN et al., 1992; GORDON, 2003; MOSSER; EDWARDS, 2008). Os 

macrófagos alternativamente ativados são especialmente observados em infecções 

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

A IL-4 estimula a atividade da arginase nos macrófagos, permitindo a conversão 

da arginina em ornitina, um precursor essencial de poliaminas e colágeno, contribuindo, 

assim, para a produção da matriz extracelular (KREIDER et al., 2007). Macrófagos 

tratados com IL-4 ativam os fatores de transcrição STAT6 e IRF4, induzindo a 

expressão intracelular da molécula semelhante à resistina α (RELMα), também 

conhecida como FIZZ1, um marcador não observado em outras populações de 

macrófagos. Além disso, induzem a expressão de ARG-1, YM1, SOCS1, KLF4 e 

PPARγ. Adicionalmente, observa-se um aumento na expressão de moléculas como 

CD209, CD206 (Receptor de Manose) e CD163 (Receptor Scavenger) em humanos 

(STEIN et al., 1992; LOKE et al., 2002; RAES et al., 2002; MOSSER, 2003; 

HAMIDZADEH et al., 2017; CHEN et al., 2019; VIOLA et al., 2019). Contudo, assim 

como ocorre com os macrófagos classicamente ativados, os macrófagos M2 também 

podem se tornar prejudiciais ao hospedeiro quando sua capacidade de produção de 

matriz extracelular se desregula, podendo resultar em fibrose tecidual (HESSE et al., 

2001). 

A mais recente população de macrófagos, descrita por Sutterwala et al. (1998) 

e posteriormente chamada de macrófagos regulatórios, pode surgir após respostas 

imunes inatas ou adaptativas. Seu principal papel é atenuar a resposta imune e 

restringir a inflamação por meio da imunomodulação. Essas células produzem altos 

níveis da citocina anti-inflamatória IL-10 e reduzem a produção de citocinas pró-

inflamatórias, como a IL-12, tornando-se potentes inibidores da inflamação. Assim 

como os M1, eles exibem uma expressão aumentada de moléculas como CD80/86, 

MHC-II. Esses macrófagos também têm a capacidade de converter a L-arginina em 

óxido nítrico por meio da enzima iNOS (MOSSER, 2003; MOSSER; EDWARDS, 2008; 

FLEMING; MOSSER, 2011; VIOLA et al., 2019). 
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Para induzir um perfil regulatório, são necessários dois estímulos. O primeiro 

estímulo, por si só, não possui função estimulante e pode ser originado de 

imunocomplexos, prostaglandinas, adenosinas, IL-10, células apoptóticas, entre 

outros. Entretanto, quando ocorre o segundo estímulo, que provém de um agonista de 

TLR, como o LPS, induz-se o desenvolvimento dessas células que produzem altos 

níveis de IL-10, sendo a característica mais importante e confiável para identificar que 

as células reprogramadas se tornaram macrófagos regulatórios (GERBER; MOSSER, 

2001; EDWARDS et al., 2006; WANG et al., 2019a). Dado que existem diversas 

formas de gerar macrófagos com propriedades imunorreguladoras, esses foram 

agrupados como "RMϕs" e chegou-se a um consenso de que cada um desses RMϕs 

deve ser identificado pelo estímulo utilizado para sua geração (MURRAY et al., 2014; 

CHANDRASEKARAN et al., 2019). A síntese da citocina reguladora TGFβ pelos 

macrófagos, após a ingestão de células apoptóticas na presença de sinais pró-

inflamatórios, pode igualmente desempenhar um papel na capacidade 

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

A ativação das MAPKs (ERK, p38) é aumentada em macrófagos estimulados 

com IC e agonista de TLR (LUCAS et al., 2005; MOSSER; EDWARDS, 2008; WANG 

et al., 2019a). A ativação da ERK promove a fosforilação de histonas no promotor da 

IL-10, tornando-o acessível aos fatores de transcrição que estimulam a expressão do 

gene da IL-10 (LUCAS et al., 2005; HAMIDZADEH et al., 2017). A superprodução de 

IL-10 em resposta à estimulação de macrófagos na presença de IC ocorre 

rapidamente, com transcritos detectáveis em minutos e produção de citocinas 

mensurável no sobrenadante em uma hora  (ZHANG; EDWARDS; MOSSER, 2006). 

Dessa forma, os macrófagos desempenham uma variedade de funções que 

dependem do seu fenótipo, desempenhando um papel fundamental na manutenção 

da saúde humana e podendo influenciar tanto na recuperação quanto na progressão 

de doenças (Figura 3). Portanto, torna-se crucial o controle do perfil de ativação dos 

macrófagos em terapias tanto de alcance sistêmico quanto local. 
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Figura 3 - Perfil e Funções das Subpopulações de Macrófagos na Resposta Imune. 

Demonstração da ativação de macrófagos, com foco nas subpopulações M1, M2 e regulatórios. M1 

(Classicamente Ativados): Estes macrófagos são ativados por IFN-γ e TNF, resultando em uma 

resposta imune pró-inflamatória. Eles produzem citocinas como IL-1β, IL-12 e TNF-α, além de óxido 

nítrico. Expressam moléculas como CD80/86 e MHC-II, promovendo a apresentação de antígenos e 

a eliminação de patógenos. M2 (Alternativamente Ativados): Induzidos pela IL-4, esses macrófagos 

promovem a reparação tecidual, suprimem respostas imunes do tipo TH1 e combatem helmintos. 

Produzem ornitina, contribuindo para a matriz extracelular. Expressam marcadores como RELMα, 

ARG-1, CD209, CD206 e CD163. Macrófagos Regulatórios (RMϕs): São especializados na 

imunomodulação e na restrição da inflamação. Produzem altos níveis de IL-10 e reduzem citocinas 

pró-inflamatórias como IL-12. Sua ativação requer dois estímulos, sendo o segundo frequentemente 

proveniente de agonistas de TLR. O equilíbrio entre essas subpopulações é crucial para a resposta 

imune e a obtenção da homeostase. Arg1: Arginase 1; CCL1: Quimiocina com Motivo C-C 1; CD80: 

Cluster de Diferenciação 80; CD86: Cluster de Diferenciação 86; CD163: Cluster de Diferenciação 

163; CD206: Cluster de Diferenciação 206; CD209: Cluster de Diferenciação 209; CXCL9/10/11: 

Quimiocina (motivo C-X-C) Ligante 9/10/11; ERK: Quinase Regulada por Sinal Extracelular; FCγR: 

Receptor Fc Gama; Fizz1: Encontrado na Zona Inflamatória 1; IFN-β: Interferon-beta; IFN-γ: Interferon-

gama; IFNGR: Receptor do Interferon-gama; IL-1: Interleucina-1; IL-4: Interleucina-4; IL-6: 

Interleucina-6; IL-10: Interleucina-10; IL-12: Interleucina-12; IL-13: Interleucina-13; IL-23: Interleucina-

23; IL-4Rα: Receptor Alfa da Interleucina-4; iNOS: Óxido Nítrico Sintase Induzível; JAK: Janus Kinase; 

KLF4: Fator 4 semelhante ao Krüppel; LIGHT: Lymphotoxin-like, com Expressão Induzível e 
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Competição com a Glicoproteína D do HSV para o HVEM, um Receptor Expresso por Linfócitos T; 

LPS: Lipopolissacarídeo; MHC-II: Complexo Principal de Histocompatibilidade Classe II; MYD88: 

Resposta Primária de Diferenciação Mieloide 88; NF-κB: Fator Nuclear Kappa B; NO: Óxido Nítrico; 

PPARγ: Receptor Ativado por Proliferadores de Peroxissoma Gama; SP1: Proteína de Especificidade 

1; STAT: Fator de Transcrição de Sinalização e Ativação de Transcrição; Syk: Quinase de Tirosina de 

Baço; TGFβ: Fator de Crescimento Transformador Beta; TLR: Receptor Toll-Like; TNF: Fator de 

Necrose Tumoral; TNFR: Receptor do Fator de Necrose Tumoral; TNF-α: Fator de Necrose Tumoral 

Alfa; TRADD: Domínio Associado ao Receptor de Fator de Necrose Tumoral; TRIF: Adaptor com 

Domínio Receptor Toll/IL-1-Induzindo Interferon-beta. Adaptado de: (KASHFI; KANNIKAL; NATH, 

2021). Criado em: Biorender.com 

2.2.1 Macrófagos e seu papel na articulação saudável e na gota 

A sinóvia é um tecido que desempenha várias funções essenciais dentro das 

articulações. Ela é composta por duas camadas principais: a íntima e a subíntima. Na 

camada íntima, encontram-se os sinoviócitos, que são células com características de 

fibroblastos e de macrófagos. Por outro lado, a camada subíntima compreende o 

tecido conjuntivo subjacente, composto por fibroblastos, células adiposas, macrófagos 

e vasos sanguíneos (LIU et al., 2022). Os fibroblastos sinoviais desempenham um 

papel fundamental na criação da matriz extracelular que sustenta a estrutura da 

membrana sinovial, enquanto secretam ácido hialurônico e lubrificina no líquido 

sinovial. Em contrapartida, os macrófagos do tecido sinovial são as células residentes 

mais abundantes na sinóvia saudável, embora suas funções durante a homeostase 

permaneçam pouco definidas (KUROWSKA-STOLARSKA; ALIVERNINI, 2017). 

Conforme mencionado por Kurowska-Stolarska e Alivernini (2017), devido à 

localização dos macrófagos sinoviais na superfície da membrana sinovial e ao seu 

contato direto com o líquido sinovial em articulações saudáveis, há sugestões de que 

essas células desempenhem um papel especializado na reciclagem dos componentes 

lubrificantes do líquido sinovial e na liberação de fatores reguladores para a cartilagem 

e a renovação óssea. Similarmente a outros macrófagos residentes nos tecidos, eles 

também podem eliminar detritos celulares e patógenos, contribuindo assim para a 

prevenção de inflamações estéreis e sépticas (KUROWSKA-STOLARSKA; 

ALIVERNINI, 2017). 

Os macrófagos sinoviais podem ser subdivididos em diversas subpopulações. 

Estudos recentes mostraram que essas células têm funções variadas, delineando um 
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rico conjunto de agrupamentos fenotípicos distintos entre os macrófagos residentes e 

aqueles que infiltram os tecidos. Enquanto algumas subpopulações de macrófagos 

residentes desempenham um papel mais proeminente na patogênese articular, outros 

fenótipos desempenham um papel fundamental na remissão da doença (CULEMANN 

et al., 2019; ALIVERNINI et al., 2020; KUROWSKA-STOLARSKA; ALIVERNINI, 2022; 

LIU et al., 2022). 

Os macrófagos residentes no tecido, identificados como CX3CR1+, 

desempenham um papel crucial na formação de uma barreira imunológica interna no 

revestimento sinovial através da expressão de proteínas de junção. Isso permite o 

isolamento efetivo da articulação, protegendo-a contra patógenos e controlando o 

influxo de células inflamatórias (CULEMANN et al., 2019; ALIVERNINI et al., 2020). 

Além disso, essas células possuem a capacidade de se autorrenovar por meio da 

proliferação local (CULEMANN et al., 2019). 

Na presença de cristais de MSU, os macrófagos residentes liberam IL-1β, uma 

citocina crucial no desencadeamento da patogênese da gota, contribuindo para o 

recrutamento de neutrófilos e a formação de NETs por essas células (MARTIN; 

WALTON; HARPER, 2009). Monócitos também são atraídos para o local da 

inflamação em resposta aos cristais de MSU e liberam citocinas pró-inflamatórias 

(MARTIN et al., 2011). 

A autorregulação da inflamação pelos macrófagos pode explicar a natureza 

autolimitada da gota aguda, bem como o fato de que a presença de cristais de MSU 

em uma articulação nem sempre está associada a sinais e sintomas inflamatórios 

(YAGNIK et al., 2000, 2004; LANDIS et al., 2002). Estudos descreveram uma 

autorregulação purinérgica em macrófagos estimulados por TLR, que envolve a 

produção de ATP, sua conversão em adenosina e a ativação de receptores P1 para 

reduzir citocinas inflamatórias e promover citocinas anti-inflamatórias (HAMIDZADEH; 

MOSSER, 2016). Além disso, os receptores purinérgicos P2Y14 e P2Y11 

desempenham papéis distintos, com o P2Y14 promovendo respostas pró-

inflamatórias e o P2Y11 suprimindo a resposta inflamatória em macrófagos (KLAVER; 

THURNHER, 2021). Isso poderia explicar por que a presença de cristais de MSU nas 

articulações, nem sempre desencadeia a ativação de macrófagos para um perfil 

inflamatório. 
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As variações na resposta dos macrófagos estão intimamente ligadas ao 

processo de ativação dessas células, que se adaptam de maneira notável ao ambiente 

em que se encontram (MOSSER; HAMIDZADEH; GONCALVES, 2020). À medida que 

avançamos na compreensão da plasticidade dessas células, surge o conceito de um 

"espectro" de diferentes populações de macrófagos (MOSSER; EDWARDS, 2008). 

Essa ideia sugere que os macrófagos podem existir em estados variados, cada um 

com funções e respostas específicas, dependendo do ambiente em que estão 

presentes (MOSSER; EDWARDS, 2008; MOSSER; HAMIDZADEH; GONCALVES, 

2020). Este entendimento mais amplo e dinâmico do papel dos macrófagos permite 

uma visão mais profunda de como essas células afetam tanto o desencadeamento 

quanto a resolução dos processos inflamatórios. 

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

macrófagos regulatórios e na resolução da gota 

Identificada por Fiorentino et al. (1989), a IL-10 é o membro pioneiro de uma 

família de citocinas que inclui IL-19, IL-20, IL-22, IL-24, IL-26, IL-28 e IL-29. Seu 

receptor (IL-10R) pertence à categoria de receptores de citocinas classe II (OUYANG 

et al., 2011; OUYANG; GARRA, 2019). 

A IL-10 é uma proteína secretada por várias células do sistema imunológico, 

tanto do sistema inato quanto do adaptativo. Isso inclui células dendríticas (DC), 

macrófagos, monócitos, mastócitos, células NK, eosinófilos, neutrófilos e praticamente 

todos os subconjuntos de células T (incluindo células T efetoras TH1, TH2 e TH17, Treg 

e células TCD8+) e células B (ASADULLAH; STERRY; VOLK, 2003; MOSSER; 

ZHANG, 2008; OUYANG et al., 2011; OUYANG; GARRA, 2019; WEI; WANG; LI, 

2020; CARLINI et al., 2023). 

Essa citocina exerce seu efeito no sistema imunológico ao se ligar aos 

receptores IL-10Rα e IL-10Rβ, que são amplamente expressos na maioria das células 

do sistema imunológico e em muitos outros tipos celulares não ligados ao sistema 

imune. Importante ressaltar que a IL-10Rα está principalmente presente em 

leucócitos. Essa especificidade faz com que a IL-10 regule principalmente as 

respostas imunológicas em leucócitos, enquanto todos os outros membros regulam 

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

A transdução de sinal das citocinas da família IL-10 ocorre por meio da ativação 

da via de sinalização envolvendo a Janus kinase (Jak) e os fatores de transcrição 

STAT. Como mencionado anteriormente, os receptores da família IL-10 têm duas 

subunidades, α e β. As subunidades α do receptor estão sempre associadas ao Jak1, 

enquanto Jak2 ou Tyk2 estão ligados às subunidades β. Quando o ligante se une ao 

receptor, ele inicia o recrutamento e a fosforilação dos STATs. Esses STATs se 

deslocam para o núcleo da célula, onde induzem a transcrição de genes específicos 

(OUYANG; GARRA, 2019; WANG et al., 2019b). 

A IL-10 é considerada como uma citocina imunorreguladora chave, com 

atividades multifuncionais, que exercem efeitos múltiplos e, às vezes, até opostos nas 

células do sistema imunológico. Desempenha um papel crucial na regulação da 

resposta imunológica, reduzindo a inflamação e protegendo o organismo contra danos 

teciduais. Ela tem efeitos supressores em células do sistema imunológico, inibindo 

citocinas pró-inflamatórias, células apresentadoras de antígenos e células T 

(MOSSER; ZHANG, 2008; OUYANG et al., 2011; CARLINI et al., 2023).  

Essa citocina possui meia-vida curta e baixa estabilidade in vivo, o que 

representa uma desvantagem significativa no seu uso terapêutico (CARLINI et al., 

2023). Além disso, a IL-10 é frequentemente distribuída para muitas células diferentes 

que possuem receptores para IL-10, tornando difícil a sua concentração em áreas 

inflamadas (HAMIDZADEH et al., 2017). Portanto, uma abordagem potencialmente 

mais eficaz na regulação da inflamação pode ser a indução local de IL-10 por células 

da imunidade inata.  

Diversos estudos têm demonstrado a promissora atuação da IL-10 na 

resolução da inflamação causada pela artrite gotosa. Por exemplo, uma pesquisa que 

empregou a terapia gênica da IL-10 por meio de um vetor de retrovírus constatou que 

a IL-10 exerceu um efeito anti-inflamatório em um modelo de gota aguda em 

camundongos (MURAKAMI et al., 2002). Além disso, outro estudo revelou que os 

níveis de IL-10 no fluido articular de pacientes com gota eram significativamente 

superiores em comparação com pacientes diagnosticados com osteoartrite ou 

indivíduos saudáveis. Tais níveis elevados estavam associados à resolução 
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espontânea da artrite gotosa aguda (CHEN et al., 2011). Outra pesquisa indicou que 

pacientes em remissão da gota aguda apresentavam concentrações séricas 

significantemente mais baixas de IL-1β e TNF-α. Por outro lado, as concentrações de 

IL-10 eram consideravelmente mais altas em comparação com pacientes 

diagnosticados com artrite gotosa aguda (ZHANG et al., 2021). Adicionalmente, um 

estudo revelou que a artrite induzida por antígeno foi exacerbada em camundongos 

IL-10KO. Isso esteve associado ao aumento da expressão sinovial dos componentes 

do inflamassoma NLRP3 e à expressão localizada de IL-1β, sugerindo o papel da IL-

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

A importância dessa citocina na limitação de doenças autoimunes e seu papel 

na imunossupressão já foram demonstrados em numerosos estudos (GERARD et al., 

1993; ROTT; FLEISCHER; CASH, 1994; PENNLINE; ROQUE-GAFFNEY; 

MONAHAN, 1994; VAN LAETHEM et al., 1995; TANAKA et al., 1996; PERSSON et 

al., 1996; BARBARA et al., 2000; ASADULLAH; STERRY; VOLK, 2003; MOSSER; 

ZHANG, 2008; OUYANG et al., 2011; WANG et al., 2019b; OUYANG; GARRA, 2019; 

WEI; WANG; LI, 2020; LOPES; MOSSER; GONÇALVES, 2020; LOPES et al., 2021). 

No entanto, em algumas infecções, a IL-10 pode contribuir para doenças crônicas. 

Modelos animais que apresentam aumento na expressão de IL-10 estão associados 

à exacerbação de infecções oportunistas ou à promoção de um ambiente 

imunossupressor em tumores (SICA et al., 2000; MOSSER; ZHANG, 2008). Isso 

sugere que, embora a IL-10 desempenhe um papel crucial na regulação da resposta 

imunológica, seu excesso ou atividade descontrolada pode ter efeitos desfavoráveis. 

Apesar desses desafios, a IL-10 continua sendo considerada um alvo promissor 

para o tratamento de doenças inflamatórias devido às suas propriedades anti-

inflamatórias intrínsecas e seu potencial para modular a resposta imunológica (WANG 

et al., 2019b). Estratégias farmacológicas destinadas a potencializar ou restaurar a 

ação imunomoduladora da IL-10 podem representar novos caminhos promissores 

para neutralizar a tempestade de citocinas decorrente da inflamação exacerbada e 

mitigar eficazmente complicações graves em várias doenças inflamatórias (CARLINI 

et al., 2023).  
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3 JUSTIFICATIVA 

Embora os conhecimentos sobre o início da inflamação aguda da gota sejam 

bem descritos, não há um tratamento específico, sendo o foco principal a redução da 

inflamação e da intensa dor (RICHETTE et al., 2017). A gota gera altos custos em 

cuidados de saúde, especialmente durante episódios agudos, resultando em 

atendimentos de emergência, hospitalizações e perda significativa de produtividade 

no trabalho (SHIELDS; BEARD, 2015). Portanto, torna-se de suma importância 

explorar alternativas terapêuticas que possam aliviar a recorrente inflamação aguda, 

a fim de prevenir deformações articulares ao longo do tempo e a perda de função. 

Neste contexto, os macrófagos podem ser considerados um dos principais 

alvos de estudo para o desenvolvimento de terapias para o controle da gota, afinal, 

são as células ativadas pelos cristais, que induzem um influxo intenso de neutrófilos e 

participam ativamente da patogênese das lesões e da intensa dor (MARTIN; 

WALTON; HARPER, 2009; SO; MARTINON, 2017). Isso por si, já seria considerado 

uma importante característica que justificasse seu enfoque como alvo terapêutico na 

gota. Ou seja, métodos terapêuticos que visem o controle de ativação dos macrófagos 

em resposta aos cristais, podem ser considerados importantes no controle da doença. 

Ocorre que os macrófagos, como nenhuma outra célula, apresentam importante 

característica de plasticidade, que na maioria das vezes, visa a manutenção da 

homeostase tecidual (MOSSER; EDWARDS, 2008; MOSSER; HAMIDZADEH; 

GONCALVES, 2020).  

Com isso, os mesmos macrófagos que são estimulados para que respondam 

inflamando, são também as células que podem alterar completamente sua fisiologia, 

desinflamando e controlando a gota (MOSSER; EDWARDS, 2008). Portanto, analisar, 

avaliar e explorar as potenciais ações anti-inflamatórias e pró-resolutivas dos 

macrófagos regulatórios é uma abordagem inovadora como terapia para doenças 

inflamatórias.  

Nesse sentido, a investigação de novas estratégias terapêuticas para a artrite 

gotosa, que busquem regular a atividade dos macrófagos ou modificar seu perfil de 

ativação para um perfil regulatório, pode ser uma ferramenta importante no 

desenvolvimento de novas tecnologias para controlar a doença. 
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4 OBJETIVOS 

4.1 Objetivo geral 

Investigar e avaliar o potencial terapêutico dos macrófagos regulatórios, 

visando aprimorar a compreensão e a aplicação do seu efeito em um modelo de gota, 

com foco na inflamação. 

4.2 Objetivos específicos 

• Avaliar, por meio de ensaios in vitro, a cinética de liberação de citocinas por 

macrófagos polarizados em diferentes perfis. 

• Investigar, por meio de estudos in vitro, a capacidade dos macrófagos 

regulatórios de reduzir as citocinas inflamatórias-chave associadas à artrite 

gotosa aguda. 

• Avaliar, por meio de contagem global, diferencial de leucócitos e liberação de 

citocinas, o papel desempenhado por macrófagos não estimulados e 

macrófagos regulatórios quando introduzidos na cavidade peritoneal duas horas 

antes do desafio com cristais de MSU, utilizando um modelo murino. 

• Investigar a cinética da resposta inflamatória nas articulações após a 

administração de cristais de MSU em camundongos, utilizando a contagem 

global, diferencial de leucócitos intra-articulares e liberação de citocinas. 

• Investigar, através da contagem global, diferencial de leucócitos intra-articulares 

e liberação de citocinas, o impacto de macrófagos não estimulados e da terapia 

imune celular com macrófagos regulatórios quando administrados na cavidade 

articular duas horas antes da indução da artrite gotosa aguda em um modelo 

murino. 
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5 MATERIAIS E MÉTODOS 

5.1 Animais 

 Foram utilizados camundongos fêmeas da linhagem C57BL/6 de 6 a 8 

semanas, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Minas Gerais 

(UFMG). Os camundongos foram mantidos no biotério do departamento de Patologia 

Geral do Instituto de Ciências Biológicas (ICB) da UFMG. Os experimentos foram 

realizados em ambientes separados do local de alojamento. Foram ofertadas ração e 

água sem restrições para os animais. Houve controle de temperatura (28 a 30ºC), 

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

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

(CEUA) sob o protocolo de pesquisa número 330/2019. 

5.2 Preparo dos cristais de MSU 

 Utilizamos o método descrito por Seegmiller et al. (1962) adaptado por Amaral 

et al., (2012). Para preparo dos cristais, 1,68 g de ácido úrico (Sigma- Aldrich, St. 

Louis, MO, USA) foram adicionados em 500 ml de uma solução de hidróxido de sódio 

(NaOH 0,01 M) (J.T. Baker). A solução obtida foi colocada em agitação a 70ºC por 10 

minutos. Transcorrido esse tempo e após a solução atingir a temperatura ambiente, 

foi adicionado NaOH (1M) para manter a solução com o pH entre 7,1 e 7,2 para que 

ocorra a dissolução. Posteriormente a solução foi filtrada em filtro de 0,22 µm em 

capela de fluxo laminar e deixada em tubos do tipo Falcons de 50 ml, em temperatura 

ambiente para a cristalização. Após alguns dias, a solução com os cristais foi coletada 

e centrifugada (7.000 rpm, 10 minutos, 4°C) e o sobrenadante descartado. 

Posteriormente, duas lavagens do precipitado com álcool absoluto foram realizadas 

para a retirada de umidade remanescente. Além disso, a solução foi submetida ao 

processo de sonicação (Banho de Limpeza Ultrassom, Modelo: Q335D, Fabricante: 

QUIMIS) para padronizar e diminuir o tamanho dos cristais e posteriormente foi 

deixada secando em temperatura ambiente em condições estéreis. Após secar, os 

cristais foram autoclavados e, então, ressuspendidos em solução salina na 

concentração desejada, foram novamente submetidos ao processo de sonicação e 

mantidos congelados a -20ºC até utilização. 
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5.3 Indução da gota por injeção intra-articular de cristais de MSU  

 Os cristais de MSU obtidos foram diluídos em solução salina para a injeção 

intra-articular de 10 µl contendo 100 µg do cristal. Para a indução da gota, os animais 

foram anestesiados com uma solução de cetamina (80 mg/kg) e xilazina (15 mg/kg) 

diluídos em solução salina tamponada (PBS - phosphate buffered saline), via 

intraperitoneal. Em seguida, os pelos da região tíbio-femoral foram removidos para 

administração da injeção de 10 µl do cristal (100 µg/cavidade). 

5.4 Isolamento de macrófagos da medula óssea 

 Macrófagos derivados da medula óssea de camundongos foram isolados como 

descrito anteriormente por Gonçalves et al (2023). Sucintamente, a medula óssea foi 

isolada do fêmur e da tíbia de camundongos C57BL/6, saudáveis e com idade entre 6 

e 8 semanas. A extração ocorreu em capela de fluxo laminar e as células foram 

lavadas com PBS, suplementado com 50 UI/ml de penicilina (United States Biological) 

e 50 μg/ml de estreptomicina (United States Biological). As células foram centrifugadas 

a 300 G por 10 minutos a 4°C e ressuspendidas em meio Dulbecco′s Modified Eagle′s 

Medium - F12 (DMEM/F12, Gibco), suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) 

inativado (Cultilab), 50 IU/ml de penicilina e 50 μg/ml de estreptomicina e 20% de 

sobrenadante de cultura de fibroblastos L929 contendo fator estimulador de colônia 

(M-CSF – Macrophage Colony Stimulating Factor), necessário para diferenciação das 

células precursoras da medula óssea em macrófagos. As células foram dispostas em 

placas de Petri (Corning, EUA) e mantidas em incubadora a 37°C, CO2 a 5% e 

umidade a 75%, entre 7 e 10 dias (Figura 1). Após a diferenciação, as células foram 

removidas das placas de Petri com PBS e cellstripper (Corning, EUA), centrifugadas 

a 300 G por 10 minutos a 4°C e ressuspendidas em meio DMEM/F12 suplementado 

com 10% de SFB inativado, 50 IU/ml de penicilina e 50 μg/ml de estreptomicina 

(DMEM completo). A contagem e a viabilidade das células foram avaliadas pelo azul 

de Tripan em câmara de Neubauer. 
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Figura 4 - Diferenciação das células da medula óssea em macrófagos. 

Cinética de transformação de progenitores de medula óssea de camundongos para macrófagos nos 

dias 1, 3, 5 e 7. O brilho e o contraste foram ajustados após a aquisição de imagens usando filtro DIC 

20X. Barra = 100 µm. Os dados foram obtidos por microscopia de fluorescência e contraste de fase 

no Centro de Aquisição e Processamento de Imagens (CAPI-ICB/UFMG) (Fonte: GONÇALVES et 

al., 2023). 

5.5 Estímulo de macrófagos 

 Após contagem em câmara de Neubauer, os macrófagos foram estimulados 

para ativação em diferentes perfis de acordo com o protocolo descrito por Mosser e 

Gonçalves (2015). Sucintamente, 1x106 macrófagos foram distribuídos em um volume 

final de 1 ml de DMEM completo. Aos macrófagos sem estímulos foram adicionados 

somente DMEM completo. Aos macrófagos classicamente ativados (M1) foi 

adicionado LPS na concentração de 10 a 20 ng/ml (Ultrapure LPS, E. coli 0111:B4; 

InvivoGen). Os macrófagos alternativamente ativados (M2) foram obtidos através da 
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indução com IL-4 na concentração de 20 ng/ml (Recombinant Murine IL-4; PeproTech 

Inc.). Para polarizar os macrófagos para um perfil regulatório, foram testados cinco 

diferentes imunocomplexos em combinação com LPS (MOSSER; GONÇALVES, 

2015). O objetivo era identificar o estímulo mais eficaz na produção de IL-10 e na 

diminuição de IL-12. Os seguintes imunocomplexos foram produzidos e avaliados: 

Beads de poliestireno adsorvidas a IgG de coelho (DALBY et al., 2020), Adenosina 

(ADO) (FLEMING et al., 2015), Eritrócitos de ovelha opsonizados com IgG (E-IgG) 

(SUTTERWALA et al., 1998; GALLO; GONÇALVES; MOSSER, 2010), IgG de 

coelho/Anti-IgG de coelho e Prostaglandina E2 (PGE2) (FLEMING et al., 2015). 

5.6 Produção de macrófagos regulatórios utilizando Beads/IgG de coelho 

A ligação entre as Beads de poliestireno e o anticorpo IgG de coelho (10 mg/ml) 

foi empregada para induzir a polarização de macrófagos regulatórios, seguindo o 

protocolo descrito por Dalby et al. (2020). Em resumo, 100 µl de Beads de poliestireno 

(Sigma Aldrich, EUA - 10 mg/ml), com tamanho de 1,1 μm, foram pipetados para um 

tubo Eppendorf de 1,5 ml e submetidos a três lavagens com 1 ml de tampão de 2-

Morpholinoethanesulfonic acid monohydrate (MES) a 25 mM e pH 6,1, obtendo uma 

concentração final de 1 mg/ml. Após cada lavagem, as Beads foram centrifugadas a 

680 G por 5 minutos a 4°C. Após o preparo das Beads,  40 µl destas foram adicionadas 

a IgG de coelho (Innovative Research, EUA; Rheabiotech, Brasil; IgG purificada a 

partir de soro normal total por cromatografia de afinidade à proteína A ou pela 

precipitação por sulfato de amônio) em diferentes concentrações (0,05 mg/ml; 0,1 

mg/ml; 0,2 mg/ml; 0,4 mg/ml; 0,8 mg/ml; 1,6 mg/ml; 3,0 mg/ml; 4,0 mg/ml), assim como 

ao tampão MES em um volume final de 400 µl. A mistura resultante foi mantida em 

rotação a 4°C overnight. No dia seguinte, antes de sua utilização, o imunocomplexo 

preparado foi centrifugado a 2.700 G por 5 minutos a 4°C, o sobrenadante foi 

descartado e o pellet foi ressuspenso em 0,4 ml de MES. Para a ativação dos 

macrófagos in vitro, foram utilizados 50 μL do imunocomplexo em combinação com 

10 ng de LPS por ml. 

5.7 Produção de macrófagos regulatórios utilizando Prostaglandina (PGE2) 

ou Adenosina (ADO) 

A ativação dos macrófagos regulatórios foi realizada utilizando 200 nM de 
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PGE2 (Cayman Chemical, EUA) ou 200 µM de ADO (Sigma Aldrich, EUA), ambos em 

combinação com 10 ng/ml de LPS, para a ativação dos macrófagos in vitro. 

Resumidamente, uma porção de PGE2 previamente congelada e armazenada em 

álcool etílico absoluto, na concentração de 10 mM, foi diluída no meio de cultura 

DMEM, a fim de ser utilizada na concentração final de 200 nM por ml. Inicialmente, a 

PGE2 foi adicionada ao tubo contendo 1x106 macrófagos, seguida pela adição do LPS 

(10 ng/ml). Por sua vez, para a ADO, uma amostra da substância na concentração de 

100 mM foi diluída no meio de cultura DMEM, a fim de obter a concentração final de 

200 µM por ml. No início do procedimento, a ADO foi introduzida ao tubo contendo 

1x106 macrófagos, seguida pela adição do LPS (10 ng/ml). 

5.8 Produção de macrófagos regulatórios utilizando IgG de coelho e 

anticorpo anti-IgG de coelho 

Foram empregados anticorpos IgG de coelho (Innovative Research, EUA; 

Rheabiotech, Brasil; IgG purificado a partir de soro normal total por cromatografia de 

afinidade à proteína A ou pela precipitação por sulfato de amônio) e anticorpo de cabra 

Anti-IgG de coelho (Rheabiotech, Brasil) na proporção de 1 parte de anticorpo Anti-

IgG de coelho para 30 partes de IgG de coelho, com ou sem 10 µl de beads de 

poliestireno e tampão MES, resultando em um volume final de 100 μL. A mistura obtida 

foi mantida em rotação a 4°C overnight. No dia seguinte, antes do uso, o 

imunocomplexo preparado foi submetido a centrifugação a 2.700 G por 5 minutos a 

4°C, descartando-se o sobrenadante e ressuspendendo o pellet em 100 μL de tampão 

MES. Para a ativação dos macrófagos in vitro, 100 μL do imunocomplexo foram 

combinados com 10 ng de LPS por ml. 

5.9 Produção de macrófagos regulatórios utilizando hemácias de ovelha e 

anticorpo anti-hemácias de ovelha 

Eritrócitos de ovelha opsonizados com IgG (E-IgG) foram produzidos de acordo 

com descrições anteriores (SUTTERWALA et al., 1998; GALLO; GONÇALVES; 

MOSSER, 2010), utilizando um anticorpo de coelho anti-eritrócitos de ovelha (Cappel 

MP Biomedicals, EUA - 14,4 mg/ml). Os eritrócitos de ovelha (SRBC) foram mantidos 

a 4°C por uma semana para permitir a inativação dos leucócitos. Posteriormente, 

foram lavados três vezes com PBS. Após cada lavagem, as SRBC foram centrifugadas 
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a 300 G por 10 minutos a 4°C. Foi retirada uma alíquota de 1 ml, e a contagem de 

hemácias nessa alíquota foi realizada na câmara de Neubauer. Para a formação do 

imunocomplexo, 2x108 SRBC foram incubados com IgG anti-SRBC de coelho em 

títulos que não causassem aglutinação (10 µg/ml), juntamente com PBS, totalizando 

500 μL, que foi mantido em rotação por 40 minutos à temperatura ambiente. Os E-IgG 

foram então centrifugados a 300 G por 10 minutos a 4°C e suspensos em PBS antes 

de serem adicionados aos macrófagos. Os eritrócitos foram incorporados aos 

macrófagos na proporção de 20:1 ou 10:1, juntamente com 20 ng de LPS por ml, para 

a obtenção de macrófagos regulatórios. 

5.10 Cinética da inflamação articular 

 Para o desenvolvimento desta etapa foram utilizados 26 camundongos fêmeas 

da linhagem C57BL/6 com aproximadamente 8 semanas.  

 Os animais foram divididos em quatro grupos: Grupo T6 (animais que 

receberam injeção intra-articular tíbio-femoral com 10 µl de solução de cristais de MSU 

(100 µg/cavidade) na articulação tíbio-femoral direita e injeção do veículo (solução 

salina) na articulação tíbio-femoral contralateral e foram eutanasiados 6 horas após a 

indução), (n=6); Grupo T12 (animais que receberam injeção intra-articular tíbio-

femoral com 10 µl de solução de cristais de MSU (100 µg/cavidade) na articulação 

tíbio-femoral direita e foram eutanasiados 12 horas após a indução), (n=7); Grupo T24 

(animais que receberam injeção intra-articular tíbio-femoral com 10 µl de solução de 

cristais de MSU (100 µg/cavidade) na articulação tíbio-femoral direita e foram 

eutanasiados 24 horas após a indução), (n=7); Grupo T48 (animais que receberam 

injeção intra-articular tíbio-femoral com 10 µl de solução de cristais de MSU (100 

µg/cavidade) na articulação tíbio-femoral direita e foram eutanasiados 48 horas após 

a indução), (n=6). 

5.11 Cinética de liberação de citocinas pelos MΦs após a polarização 

Os BMDM foram gerados conforme descrito previamente. Após a contagem em 

câmara de Neubauer, os macrófagos foram distribuídos em placas de 24 poços (Biofil, 

Brasil) para a realização dos diversos estímulos propostos para ativar essas células. 

Dessa forma, 1x106 BMDM foram mantidos sem estímulo, estimulados com 10 ng/ml 

de LPS, 10 ng/ml de LPS e imunocomplexos, ou 20 ng/ml de IL-4 por 4 h, 8 h, 12 h, 
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16 h, 24 h, 36 h e 48 h, respectivamente. Após cada período, o sobrenadante foi 

coletado para ensaio de ELISA, e as células aderidas foram tratadas com Trizol 

(TRIzol™ Reagent - Invitrogen™) para a análise por qRT-PCR, sendo então 

armazenadas a -20°C. 

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

Os BMDM foram gerados conforme previamente descrito. Após a contagem na 

câmara de Neubauer, os macrófagos sem estímulos foram distribuídos em placas de 

24 poços (Biofil, Brasil) e em tubos de poliestireno (Corning, EUA) para a realização 

dos diversos estímulos propostos para ativar essas células. 

Para cada grupo de 1x106 BMDM que foram colocados nos tubos de 

poliestireno, eles foram mantidos sem estímulo, estimulados com 20 ng/ml de LPS, 20 

ng/ml de LPS e imunocomplexos formados a partir da E-IgG, ou 20 ng/ml de IL-4 por 

8 h. 

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

poço: 

Grupo 1: 1x106 MФs sem estímulos por 10 h, desafiados com 300 µg/ml de MSU por 

6 h ou 5 mM de ATP (Sigma, EUA) por 30 minutos; 

Grupo 2: 1x106 MФs sem estímulos por 7 h, foram primados com 1 µg/ml de LPS por 

1 h, e após 2 h foram desafiados com 300 µg/ml de MSU por 6 h ou 5 mM de ATP por 

30 minutos; 

Grupo 3: 1x106 MФs sem estímulos por 7 h, foram primados com 1 µg/ml de LPS e 

E-IgG na proporção 10:1 por 1 h, e após 2 h foram desafiados com 300 µg/ml de MSU 

por 6 h ou 5 mM de ATP por 30 minutos; 

Grupo 4: 5x105 MФs sem estímulos por 7 h, foram primados com 1 µg/ml de LPS por 

1 h, e em seguida foi retirado o sobrenadante e adicionados 5x105 MФs sem estímulos 

que estavam nos tubos de poliestireno. Após 2 h, o total de 1x106 MФs foram 

desafiados com 300 µg/ml de MSU por 6 h ou 5 mM de ATP por 30 minutos; 

Grupo 5: 5x105 MФs sem estímulos por 7 h, foram primados com 1µg/ml de LPS por 
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1 h, e em seguida foi retirado o sobrenadante e adicionados 5x105 MФs MReg que 

estavam nos tubos de poliestireno. Após 2 h, o total de 1x106 MФs foram desafiados 

com 300 µg/ml de MSU por 6 h ou 5mM de ATP por 30 minutos; 

Grupo 6: 1x106 MФs sem estímulos por 7 h, foram primados com 1µg/ml de LPS por 

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

Grupo 7: 1x106 MΦs não foram estimulados e permaneceram no poço por 16 h. O 

sobrenadante foi trocado conforme realizado nos outros grupos, mas nenhuma 

substância estimulante foi adicionada e nenhum desafio com MSU ou ATP foi 

realizado. O sobrenadante foi coletado ao final do período de incubação. 

Em todos os grupos, os sobrenadantes foram coletados após o período de 

desafio e armazenados a -20°C, aguardando a sua utilização para o ensaio de ELISA 

(Figura 6).  

 

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

Foram gerados BMDMs e distribuídos em placas de 24 poços e tubos de poliestireno. Os macrófagos 

foram expostos a diferentes estímulos: LPS, LPS com imunocomplexos E-IgG, MSU e ATP. Os 

macrófagos das placas foram divididos em sete grupos, cada um com condições de priming e desafio 

distintas. Os sobrenadantes coletados após os desafios foram armazenados a -20°C para o ensaio de 

ELISA. Criado em: Biorender.com 

5.13 Ativação do inflamassoma NLRP3 por injeção peritoneal de cristais de 

MSU e terapia com macrófagos com diferentes estímulos 
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Os BMDMs foram gerados de acordo com a descrição anterior. Após a 

contagem na câmara de Neubauer, os macrófagos sem estímulos foram distribuídos 

em tubos de poliestireno para a realização dos diversos estímulos propostos com o 

intuito de ativar essas células. Para cada grupo de 1x106 BMDM colocados nos tubos 

de poliestireno, eles foram mantidos sem estímulo ou estimulados com 20 ng/ml de 

LPS e imunocomplexos formados a partir da E-IgG por 8 h. Para a realização desta 

etapa, utilizamos 36 camundongos fêmeas da linhagem C57BL/6, com idade 

aproximada de 8 semanas. Os animais foram divididos em seis grupos, contendo seis 

animais em cada um: 

Grupo 1: Camundongos que receberam 500 µl de salina no peritônio 6 h antes da 

eutanásia, servindo como controle negativo; 

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

de MSU no peritônio 6 h antes da eutanásia, representando o controle positivo; 

Grupo 3: Camundongos que receberam 500 µl de solução contendo 1x106 MФs sem 

estímulos no peritônio 8 h antes da eutanásia; 

Grupo 4: Camundongos que receberam 500 µl de solução contendo 1x106 MФs 

regulatórios no peritônio 8 h antes da eutanásia; 

Grupo 5: Camundongos que receberam 500 µl de solução contendo 1x106 MФs sem 

estímulos no peritônio. Após 2 h, os animais foram desafiados com 3 mg de MSU em 

500 µl de salina por 6 h. 

Grupo 6: Camundongos que receberam 500 µl de solução contendo 1x106 MФs 

regulatórios no peritônio. Após 2 h, os animais foram desafiados com 3 mg de MSU 

em 500 µl de salina por 6 h. 

Após o desafio com cristais de MSU, aguardamos 6 h e procedemos à 

eutanásia dos animais de acordo com as normas vigentes, conforme delineado no 

esquema apresentado na Figura 7. Realizamos o lavado peritoneal em todos os 

animais com 5 ml de PBS gelado. Anotamos o volume coletado em cada lavado e 

contamos as células na câmara de Neubauer. Após esse procedimento, o lavado foi 

centrifugado a 300 G por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi armazenado a -20°C, 

aguardando sua utilização no ensaio de ELISA, e as células foram ressuspendidas e 
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preparadas em lâminas por citocentrifugação para diferenciar os tipos celulares, 

utilizando os critérios morfológicos padrões. 

 

Figura 6 - Experimento Peritônio com cristais de MSU 

BMDM foram gerados conforme a descrição anterior. Os macrófagos sem estímulo ou estimulados com 

LPS e imunocomplexos foram introduzidos nos camundongos. Utilizaram-se camundongos C57BL/6, 

divididos em seis grupos para diferentes tratamentos. Após o desafio com MSU, a eutanásia ocorreu 6 

horas depois, seguida pela coleta do lavado peritoneal para contagem total e diferencial de células, 

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

5.14 Terapia com macrófagos com diferentes estímulos na artrite gotosa 

murina 

Os BMDM foram gerados conforme descrito anteriormente. Após a contagem 

na câmara de Neubauer, os macrófagos não estimulados foram distribuídos em tubos 

de poliestireno. Cada grupo de 1x106 BMDM nos tubos de poliestireno foi mantido 

sem estímulo ou estimulado com 20 ng/ml de LPS e imunocomplexos formados a 

partir da E-IgG por 8 h. 

Para o desenvolvimento desta etapa, foram empregados 24 camundongos 

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

Após a conclusão do primeiro experimento com cristais de MSU na articulação, 

no qual observamos uma média de 1,4x104 macrófagos residentes no lavado articular 

de camundongos (n=6) que não receberam a administração dos cristais de MSU, 
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decidimos aumentar o número de macrófagos produzidos in vitro para o tratamento. 

Para isso, anestesiamos os animais e, em seguida, administramos uma injeção intra-

articular tíbio-femoral contendo 10 µl (3x104 MФs/cavidade) de uma solução contendo 

macrófagos não estimulados e macrófagos regulatórios. Isso foi feito 2 h antes do 

desafio intra-articular, utilizando uma solução contendo 10 µl de cristais de MSU (100 

µg/cavidade). 

Os animais foram distribuídos em quatro grupos distintos: 

Grupo 1: Composto por animais que receberam solução salina (10 µl/cavidade) na 

articulação tíbio-femoral direita e esquerda (n=6). 

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

µg/cavidade) na articulação tíbio-femoral direita e esquerda (n=6).  

Grupo 3: Compreendendo os animais que receberam 10 µl de macrófagos sem 

estímulo (3x104 MФs/cavidade) 2 h antes do desafio com cristais de MSU na 

articulação tíbio-femoral direita e esquerda (n=6). 

Grupo 4: Compreendendo os animais que receberam 10 µl de macrófagos 

regulatórios (3x104 MФs/cavidade) 2 h antes do desafio com cristais de MSU na 

articulação tíbio-femoral direita e esquerda (n=6). 

Após 12 horas do desafio, realizou-se o procedimento de eutanásia. Em 

seguida, procedeu-se o lavado da articulação tíbio-femoral direita para contagem 

global e diferencial. Além disso, o tecido periarticular da articulação tíbio-femoral 

direita foi retirado para análises de citocinas por ELISA. A articulação tíbio-femoral 

esquerda foi separada para análise histológica. 

5.15 Eutanásia 

 Os animais foram eutanasiados por sobredose de anestésico (240 mg/Kg de 

Cetamina e 45 mg/Kg de xilazina) seguido de deslocamento cervical, nos tempos 

necessários para análise. Ao final dos experimentos, as carcaças dos animais foram 

acondicionadas em sacos plásticos brancos com simbologia infectante, destinadas ao 

armazenamento intermediário em freezer, recolhida pela equipe de limpeza do ICB e 

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

 Alíquotas de 10 μL do lavado articular e do lavado peritoneal foram diluídas em 

10 μL de solução Turck (Newprov), sendo a contagem total dos leucócitos realizada 

em câmara de Neubauer, com o auxílio de microscópio óptico (objetiva de 40x) e 

contador manual. Os resultados foram expressos como número de células coletadas 

da cavidade articular ou peritoneal. O número total de leucócitos foi utilizado para 

cálculo da porcentagem dos diferentes leucócitos encontrados no lavado articular ou 

peritoneal a partir da contagem/discriminação por análise morfológica das células nas 

lâminas preparadas por citocentrifugação utilizando o microscópio óptico. 

5.17 Contagem diferencial dos leucócitos  

 As lâminas para contagem diferencial foram preparadas por citocentrifugação 

de uma alíquota de 90 μL do lavado articular contendo todas as células que estavam 

no lavado e 100 uL do lavado peritoneal contendo 5x105 de células (citospin; Shandon 

Lipshaw Inc., Pittsburgh, Pennsylvania, USA). As lâminas foram coradas utilizando o 

Kit panótico rápido (Laborclin, Paraná) e examinadas sob microscópio óptico, objetiva 

de imersão em óleo (objetiva de 100x), utilizando os critérios morfológicos padrões 

para diferenciar os tipos celulares. Foi feita uma análise da porcentagem de células 

polimorfonucleares e mononucleares de cada amostra e os resultados foram 

expressos como número relativo de cada população baseando-se na contagem total 

de leucócitos. 

5.18 Processamento do tecido periarticular para dosagem de citocinas  

 O tecido periarticular removido foi pesado e processado com o homogeneizador 

de tecidos (Power Gen 125 - Fisher Scientific Pennsylvania, EUA) com 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 2 ml por 100 mg de tecido. Após homogeneização e 

centrifugação (15.000 rpm 15 minutos a 4 ºC), o sobrenadante foi coletado e estocado 

a -20ºC para quantificação de citocinas por ELISA. 

5.19 PCR quantitativo em tempo real (qRT-PCR)  
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 Macrófagos murinos receberam diferentes estímulos por 4 horas e o mRNA 

para qRT-PCR foi extraído usando Trizol (TRIzol™ Reagent - Invitrogen™). O cDNA 

foi sintetizado usando o High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit with RNase 

Inhibitor (Applied Biosystems™). A quantificação relativa de RNA foi feita usando PCR 

em tempo real baseado em SYBR-Green (Power SYBR™ Green PCR Master Mix - 

Applied Biosystems™). As amostras foram processadas no QuantStudio™ 3 Real-

Time PCR System. As diferenças relativas foram calculadas usando o método ΔΔCt 

com macrófagos sem estímulo como controle. As sequências dos primers utilizados 

nesse trabalho estão descritas no Quadro 1. 

Quadro 1 - Sequência dos primers. 

Gene Forward Reverse 

GAPDH 5’– ACA GCA ACT CCC ACT CTT – 3’ 5’ – CTG TTG CTG TAG CCG TAT TC – 3’ 

iNOS 5’ – CTC CCT TCC GAA GTT TCT GG – 3’ 5’ – CAA ACA CCA AGC TCA TGC G – 3’ 

IL-10 5’– TGG GTG AGA AGC TGA AGA – 3’ 5’ – TCC ACT GCC TTG CTC TTA – 3’ 

Arginase I 5’ – GAA TGG AAG AGT CAG TGT GG – 3’ 5’ – CCA CCC AAA TGA CAC ATA GG – 3’ 

FIZZ-1 5’ – CGT GGA GAA TAA GGT CAA GG – 3’ 5’ – GAC ACT AGT GCA AGA GAG AG – 3’ 

YM-1 5’ – AGC CCT CCT AAG GAC AAA – 3’ 5’– GCA GCC TTG GAA TGT CTT – 3’ 

IL-12 5’ – GCA CGG CAG CAG AAT AAA – 3’ 5’ – CCT GTG AGT TCT TCA AAG GC – 3’ 

 

5.20 Dosagem de citocinas por ELISA  

 A dosagem de citocinas do tecido periarticular, do lavado peritoneal e do 

sobrenadante da cultura de BMDMs foi realizada através do ensaio imunoenzimático 

(ELISA). Para a análise das citocinas do tecido periarticular, o sobrenadante obtido 

após o processamento do tecido foi utilizado para o ensaio. Para a análise das 

citocinas do lavado peritoneal, lavou-se o peritônio dos camundongos com 5 ml de 

PBS gelado e, posteriormente, esse lavado foi centrifugado a 300 G por 10 minutos a 

4°C. O sobrenadante foi coletado e armazenado a -20°C até sua utilização no ensaio. 

Para o experimento in vitro com os BMDMs, o sobrenadante foi coletado após 16 horas 

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

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

5.21 Análises estatísticas 

 Os dados foram avaliados quanto à distribuição das variáveis utilizando os 

algoritmos disponíveis no software GraphPad Prism 8.0.2. Os dados que passarem 

no teste de normalidade foram analisados pelo teste T de Student ou pelo One Way 

ANOVA seguido pelo pós- teste de Tukey e expressos em média ± desvio padrão. Os 

dados que não passarem no teste de normalidade foram analisados pelo teste de 

Kruskal-Wallis seguido do pós-teste de Dunn e expressos pela mediana, valor máximo 

e valor mínimo. As diferenças foram consideradas significativas quando p<0,05. 
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6 RESULTADOS 

6.1 Reprogramação de macrófagos in vitro  

Como já descrito na literatura, as populações de macrófagos podem mudar seu 

fenótipo durante a progressão de uma doença, sendo capazes de contribuir para a 

progressão ou resolução da mesma (MOSSER; EDWARDS, 2008; 

CHANDRASEKARAN et al., 2019; DALBY et al., 2020; MOSSER; HAMIDZADEH; 

GONCALVES, 2020; LOPES et al., 2021). Desta forma, diferentes estímulos foram 

utilizados para verificar a mudança de fenótipo dos macrófagos (Figura 7). Por 

exemplo, o fenótipo M1 é caracterizado pela liberação de grandes quantidades de IL-

12 e poucas quantidades de IL-10. Em contraste, o fenótipo Mreg é representado pelos 

estímulos que aumentam significativamente a produção de IL-10 e reduzem a de IL-

12, sendo conhecido por sua capacidade de regular a resposta imune. Macrófagos 

sem estímulos foram usados como grupo controle, e macrófagos M2 (alternativamente 

ativados) foram utilizados para demonstrar que apresentam um estado de ativação 

diferente dos chamados Mreg. 

 

Figura 7 - Isolamento e estímulo de macrófagos da medula óssea. 

Macrófagos derivados da medula óssea de camundongos foram isolados conforme descrito 

anteriormente por Gonçalves et al (2023). Em seguida, esses macrófagos foram estimulados para 

ativação em diferentes perfis. Aos macrófagos sem estímulos, não foi adicionado nada. Para os 

macrófagos classicamente ativados (M1), foi adicionado LPS na concentração de 10 ng/ml ou 20 ng/ml. 

Já os macrófagos alternativamente ativados (M2) foram obtidos adicionando IL-4 na concentração de 

20ng/ml. Para a ativação dos macrófagos em um perfil regulatório, utilizou-se diversos imunocomplexos 

e LPS (10 ng/mL ou 20 ng/ml). LPS: lipopolissacarídeo; MФs: macrófagos; Criado em: Biorender.com 
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Para evitar equívocos, agrupou-se os macrófagos estimulados com diferentes 

sinais de reprogramação mais LPS (10-20 ng/ml) sob a designação Mreg. 

Implementou-se a atribuição de nomes específicos a cada subtipo de macrófago com 

base nos estímulos usados, a fim de evitar mal-entendidos (QUADRO 2).  

Quadro 2 - Classificação de subtipos de macrófagos com base nos estímulos 

utilizados. 

Mreg Estímulo 

M(e-IgG) Hemácias de Ovelha e Anti-Hemácias de Ovelha 

M(beads-IgG) Beads de Poliestireno e IgG de Coelho da Rheabiotech 

M(beads-IgGA) 
Beads de poliestireno e IgG de coelho purificado a partir de 

soro normal total por cromatografia de afinidade à proteína A 

M(beads-IgGP) 
Beads de poliestireno e IgG de coelho purificado a partir de 

soro normal total pela precipitação por sulfato de amônio 

M(ADO) Adenosina 

M(PGE2) Prostaglandina 

M(IgG-IgG) IgG de coelho Rheabiotech e anti-IgG de coelho 

M(beads-IgG-

IgG) 

Beads de poliestireno, IgG de coelho da Rheabiotech e anti-

IgG de coelho 

Para comprovar a polarização dos macrófagos em diferentes perfis e 

determinar a concentração ideal de anticorpo IgG de coelho para a polarização dos 

macrófagos regulatórios, macrófagos murinos foram submetidos a diferentes 

estímulos durante 4 horas. Para os macrófagos M0, nenhum estímulo foi adicionado. 

Os macrófagos M1 receberam LPS (10 ng/ml) como estímulo, enquanto os 

macrófagos M2 foram estimulados com IL-4 (20 ng/ml). Para polarizar os macrófagos 

Mreg, utilizamos 50 μL da ligação entre as Beads de poliestireno adsorvidas com 

anticorpo IgG de coelho (em diferentes concentrações), em combinação com 1 μL de 

LPS (10 ng/ml). Em seguida, o mRNA foi isolado e quantificado por meio de qRT-PCR 

(Figura 8A). Para corroborar os dados obtidos com a qRT-PCR, foi realizada a 

dosagem da citocina IL-10 no sobrenadante da cultura de macrófagos 16 horas após 

a polarização (Figura 8B). A polarização dos macrófagos regulatórios foi conduzida 
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em diferentes concentrações de anticorpos IgG de coelho, com o objetivo de identificar 

a concentração ideal para induzir a máxima produção de IL-10. Em seguida, as duas 

concentrações que apresentaram a melhor resposta aos estímulos foram 

selecionadas e comparadas quanto a expressam de mRNA dos macrófagos 

estimulados para os perfis M0, M1 e M2 (Figura 9). 

 

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

maior liberação de IL-10. 

BMDM (1x106 células/poço) foram submetidos a diferentes estímulos por 4 horas, seguido pelo 

isolamento e quantificação do mRNA usando qRT-PCR. Além disso, a dosagem da citocina IL-10 no 

sobrenadante da cultura de macrófagos foi realizada 16 horas após a polarização por ELISA. MO: 

macrófagos sem estímulo; M1: macrófagos classicamente ativados; M2: macrófagos alternativamente 

ativados; M(beads-IgG): macrófagos regulatórios com diferentes concentrações de anticorpos IgG de 

coelho da Rheabiotech. Os resultados são representativos de um experimento N=3 para a PCR e N=1 

para ELISA. 
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Figura 9 - Quantificação relativa de mRNA por qRT-PCR.  

BMDM (1x106 células/poço) foram polarizados em diferentes perfis e após 4h foi mensurada a 

expressão gênica de IL-10 (A), IL-12 (B), iNOS (C), YM1 (D), Arginase-1 (E) e FIZZ1 (F) por PCR em 

tempo real. Os resultados são representativos de um experimento N=3. (A) Os dados foram avaliados 

pelo teste One-way ANOVA, seguido do pós-teste de Tukey, e são expressos em média ± desvio 

padrão. Diferenças significativas em relação aos grupos M0, M1 e M2 são representadas pelos 

asteriscos “***” quando p<0,001 e pelos asteriscos “****” quando p<0,0001. (B) Os dados foram 

avaliados pelo teste de Kruskal-Wallis, seguido do pós-teste de Dunn. Os resultados representam a 

mediana, valor máximo e valor mínimo. Diferenças significativas em relação ao grupo M1 são 

representadas pelos asteriscos “**” quando p<0,01. (C) Os dados foram avaliados pelo teste de Kruskal-

Wallis, seguido do pós-teste de Dunn. Os resultados representam a mediana, valor máximo e valor 
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mínimo. (D) Os dados foram avaliados pelo teste One-way ANOVA, seguido do pós-teste de Tukey, e 

são expressos em média ± desvio padrão. Diferenças significativas em relação ao grupo M2 são 

representadas pelos asteriscos “*” quando p<0,05, “**” quando p<0,01 e “***” quando p<0,001. (E) Os 

dados foram avaliados pelo teste One-way ANOVA, seguido do pós-teste de Tukey, e são expressos 

em média ± desvio padrão. Diferenças significativas em relação aos grupos M0, M1, 1.6 M(beads-IgG) 

e 3.0 M(beads-IgG) são representadas pelos asteriscos “****” quando p<0,0001. (F) Os dados foram 

avaliados pelo teste One-way ANOVA, seguido do pós-teste de Tukey, e são expressos em média ± 

desvio padrão. Diferenças significativas em relação ao grupo M0 são representadas pelos asteriscos 

“****” quando p<0,0001. E aos grupos M1, 1.6 M(beads-IgG) e 3.0 M(beads-IgG) são representadas 

pelos asteriscos “***” quando p<0,001. MO: macrófagos sem estímulo; M1: macrófagos classicamente 

ativados; M2: macrófagos alternativamente ativados; M(beads-IgG): macrófagos regulatórios com 

diferentes concentrações de anticorpos IgG de coelho da Rheabiotech. 

Dado que o modelo murino de artrite gotosa aguda se desenvolve rapidamente 

em questão de horas, tornou-se crucial compreender a cinética de expressão de 

mRNA em macrófagos polarizados em diferentes perfis, bem como a cinética de 

liberação de citocinas (Figura 10). Usando qRT-PCR, foi detectada a expressão de 

mRNA em macrófagos polarizados após apenas 4 horas. Além disso, por meio de 

ELISA, foi observado um aumento nas citocinas no sobrenadante das células após 8 

horas. Esses achados foram fundamentais para determinar a análise por PCR em 4 

horas e para desenvolver os experimentos, tanto in vitro quanto in vivo, utilizando 

macrófagos com 8 horas de polarização. Dessa forma, foi possível garantir que essas 

células já estivessem liberando grandes quantidades de citocinas, permitindo-nos 

observar a atuação dessas células no tecido dos animais.  
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Figura 10 - Cinética da expressão de mRNA e da liberação de citocinas por 

macrófagos ativados em diferentes perfis. 

BMDM (1x106 células/poço) foram polarizados em diferentes perfis, e a expressão de mRNA de IL-10 

(A) e IL-12 (C) foi mensurada ao longo do tempo. A dosagem das citocinas IL-10 (B) e IL-12 (D) no 

sobrenadante da cultura de macrófagos polarizados foi realizada por meio de ELISA em intervalos 

regulares após a polarização, para avaliar a cinética. Os resultados são representativos de um 

experimento N=3. MO: macrófagos sem estímulo; M1: macrófagos classicamente ativados; M2: 

macrófagos alternativamente ativados; Mreg: Macrófagos regulatórios polarizados com LPS (10ng/ml) 

e o imunocomplexo formado a partir de IgG de coelho da Rheabiotech (1,6 mg/ml) e Beads de 

poliestireno. 

De acordo com Mosser e Edwards (2008), os macrófagos regulatórios são 

gerados em resposta a diversos estímulos, que podem incluir imunocomplexos, 

prostaglandinas, adenosina, ligantes do receptor acoplado à proteína G (GPCR), 

glicocorticoides, células apoptóticas e IL-10 (MOSSER; EDWARDS, 2008).  
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Após determinar que as concentrações de anticorpo IgG de coelho de 1,6 

mg/ml e 3,0 mg/ml foram as mais eficazes na formação do imunocomplexo com as 

beads de poliestireno e na subsequente liberação de citocinas anti-inflamatórias e 

redução de citocinas inflamatórias, foram realizados testes com outros tipos de 

imunocomplexos nestas concentrações de IgG de coelho, bem como com adenosina 

e prostaglandina (QUADRO 2). O objetivo era determinar qual estímulo seria mais 

eficaz em reduzir os níveis de mediadores inflamatórios e aumentar os níveis de 

citocinas anti-inflamatórias.  

Foram selecionados os três melhores estímulos capazes de diminuir os níveis 

de IL-12 e aumentar os níveis de IL-10 (Figura 11). Nestes casos, os estímulos 

selecionados foram: M(IgG-IgG), M(beads-IgG-IgG) e M(beads-IgGA) na 

concentração de 3,0 mg/ml de IgG de coelho. Pode-se observar que essas três 

classes de macrófagos apresentaram uma relação IL-10/IL-12 perto de 1,5. Isso 

significa que a quantidade de IL-10 é 1,5 vezes maior do que a quantidade de IL-12 

neste contexto. Enquanto o M1 ficou abaixo de 0,5, demonstrando que a quantidade 

de IL-10 é 0,5 vezes menor do que a quantidade de IL-12 no ambiente ou contexto em 

que os macrófagos M1 estão presentes. O fenótipo Mreg está associado a uma maior 

produção de IL-10 em relação à IL-12, enquanto o fenótipo M1 mostra o oposto, com 

uma maior produção de IL-12 em relação à IL-10. 
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Figura 11 - M(IgG-IgG), M(beads-IgG-IgG) e M(beads-IgGA) na concentração de 3,0 

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

(A)(B) A dosagem das citocinas no sobrenadante da cultura de macrófagos (1x106 células/poço) 

polarizados foi realizada por meio de ELISA 16 horas após a polarização. Para a análise das citocinas 

no sobrenadante da cultura de macrófagos, macrófagos murinos receberam diferentes estímulos por 

16 horas, transcorrido esse tempo o sobrenadante foi coletado, armazenado a -20°C até sua utilização 

no ensaio.  O kit para ELISA de camundongo para IL-10 foi utilizado de acordo com os procedimentos 

sugeridos pelo fabricante. M1: macrófagos classicamente ativados; Mreg: macrófagos regulatórios com 

diferentes estímulos. Os resultados são representativos de um experimento N=2. (C) Razão IL-10/IL-

12 dos três melhores estímulos capazes de diminuir os níveis de IL-12 e aumentar os níveis de IL-10. 

Na tentativa de melhorar ainda mais a resposta dos macrófagos regulatórios na 

relação IL-10/IL-12, foram realizados testes adicionais com um novo imunocomplexo 

composto por hemácias de ovelha e anticorpos anti-hemácias de ovelha (GALLO; 

GONÇALVES; MOSSER, 2010). Esse imunocomplexo foi comparado com M(beads-

IgG-IgG), bem como com macrófagos não polarizados (M0), macrófagos M2(IL-4 – 20 

ng/ml) e M1(LPS – 20 ng/ml). Observou-se que o imunocomplexo com hemácias de 

ovelha não produziu IL-12 detectável e produziu maior quantidade de IL-10 em 
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comparação com os outros grupos. Verificou-se ainda, uma liberação 

significativamente menor de TNF-α pelos macrófagos regulatórios, quando 

comparados aos estímulos com beads ou com M1 (Figura 12). Portanto, decidiu-se 

analisar a expressão de mRNA associada a essa polarização e percebeu-se que 

também expressava mais IL-10 do que IL-12. Em comparação com os macrófagos do 

grupo M2, que expressam FIZZ1, ARG-1 e YM1, os resultados mostram que as células 

do grupo Mreg são completamente distintas (Figura 13). Como resultado, os 

experimentos subsequentes foram realizados com M(e-IgG). 

 

Figura 12 - Imunocomplexos com hemácias de ovelha aumentaram a liberação de IL-

10 e não produziram IL-12. 

(A)(B)(C) A dosagem das citocinas no sobrenadante da cultura de macrófagos (1x106 células/poço) 

polarizados foi realizada por meio de ELISA 16 horas após a polarização. Para a análise das citocinas 

no sobrenadante da cultura de macrófagos, macrófagos murinos receberam diferentes estímulos por 

16 horas, transcorrido esse tempo o sobrenadante foi coletado, armazenado a -20°C até sua utilização 

no ensaio.  O kit para ELISA de camundongo foi utilizado de acordo com os procedimentos sugeridos 

pelo fabricante. Resultados revelam que o imunocomplexo com hemácias de ovelha induz maior 

liberação de IL-10 em macrófagos e diminui consideravelmente a liberação de IL-12, indicando a 

polarização do tipo Mreg. Os dados foram avaliados pelo teste One-way ANOVA, seguido do pós-teste 

de Tukey, e são expressos em média ± desvio padrão. Diferenças significativas são representadas 

pelos asteriscos “***” quando p<0,001 e “****” quando p<0,0001. Os resultados são representativos de 

um experimento N=3. Os eritrócitos foram incorporados aos macrófagos na proporção de 10:1, 

juntamente com 10 ng de LPS por ml, para a obtenção de macrófagos M(e-IgG). Uma parte de anticorpo 

Anti-IgG de coelho foi adicionada a 30 partes de IgG de coelho, com 10 µl de beads de poliestireno, 

para a obtenção de macrófagos M(Beads-IgG-IgG). M0: macrófagos sem estímulos; M1: macrófagos 

classicamente ativados; M2: macrófagos alternativamente ativados; Mreg: macrófagos regulatórios com 

diferentes estímulos.  
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Figura 13 - Quantificação relativa de mRNA dos M(e-IgG) por qRT-PCR. 

BMDM (1x106 células/poço) foram polarizados em diferentes perfis e após 4h foi mensurada a 

expressão de IL-10 (A), IL-12 (B), iNOS (C), YM1 (D), Arginase-1 (E) e FIZZ1 (F) por PCR em tempo 

real. Os resultados são representativos de um experimento N=2. Os eritrócitos foram incorporados aos 

macrófagos na proporção de 10:1 e 20:1, juntamente com 20 ng de LPS por ml, para a obtenção de 

macrófagos M(e-IgG). 

6.2 Macrófagos Mreg reduzem a produção de IL-1β in vitro 

Após a seleção do imunocomplexo ideal, realizou-se experimentos in vitro para 

determinar o impacto na liberação da citocina IL-1β por macrófagos. 

O primeiro passo consistiu em verificar se a polarização dos macrófagos havia 

ocorrido. Para isso, realizou-se o ELISA no sobrenadante coletado 16 horas após a 

polarização das células que foram co-cultivadas com os BMDM que foram desafiados 

com cristais de MSU e ATP (Figura 14). 
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Figura 14 – Avaliação da Polarização dos Macrófagos por ELISA. 

BMDM (1x106 células/poço) foram polarizados em diferentes perfis e após 16 h mensurado a liberação 

de IL-10 (A), IL-12 (B) e TNF-α (C) por ELISA. (A) Os dados foram avaliados pelo teste One-way 

ANOVA, seguido do pós-teste de Tukey, e são expressos em média ± desvio padrão. Diferenças 

significativas entre o grupo M(e-IgG) são representadas pelos asteriscos “*” quando p<0,05 e pelo 

asterisco “**” quando o p<0,01. (B) Os dados foram avaliados pelo teste One-way ANOVA, seguido do 

pós-teste de Tukey, e são expressos em média ± desvio padrão. Diferenças significativas entre o grupo 

M1 são representadas pelos asteriscos “***” quando p<0,001 e pela letra “a” quando o p<0,0001. 

Diferenças significativas entre o grupo M(e-IgG) são representados pela letra “b” quando o p<0,0001. 

(C) Os dados foram avaliados pelo teste One-way ANOVA, seguido do pós-teste de Tukey, e são 

expressos em média ± desvio padrão. Diferenças significativas entre o grupo M1 são representadas 

pela letra “a” quando o p<0,01. Diferenças significativas entre o grupo M(e-IgG) são representados pela 

letra “b” quando o p<0,001. (D) Razão IL-10/IL-12 entre os grupos M1 e M(e-IgG). Os dados foram 

avaliados pelo Teste T e são expressos em média ± desvio padrão. Diferenças significativas entre o 

grupo M(e-IgG) são representadas pelos asteriscos “**” quando p<0,01. Os resultados são 

representativos de três experimentos independentes N=1. M0: macrófagos sem estímulos; M1: 

macrófagos classicamente ativados; M2: macrófagos alternativamente ativados; M(e-IgG): macrófagos 

regulatórios. 
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Realizou-se dois experimentos in vitro simultaneamente. No primeiro, foi 

realizado o estímulo dos BMDMs com LPS, ao mesmo tempo em que foi adicionado 

o imunocomplexo E-IgG. Após uma hora de incubação, realizou-se a troca do 

sobrenadante e, duas horas depois, ocorreu o desafio dos macrófagos com cristais de 

MSU ou ATP (Figura 15). Observa-se que não houve uma diferença significativa na 

liberação de IL-1β entre o grupo controle positivo e o grupo tratado com o 

imunocomplexo (Figura 16). 

 

Figura 15 – Primeira estratégia experimental. 

Os BMDMs (1x106 células/poço) foram não estimulados, estimulados com LPS (20 ng/ml) ou LPS (20 

ng/ml) mais imunocomplexo E-IgG (10:1). Após uma hora de incubação, o sobrenadante foi trocado e, 

duas horas depois, os macrófagos foram desafiados ou não com cristais de MSU ou ATP. O 

sobrenadante foi coletado e realizada a dosagem de citocinas por ELISA. BMDM: Macrófagos derivados 

da medula óssea; LPS: Lipopolissacarídeo; MSU: Urato Monossódico; IC: Imunocomplexo; ATP: 

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

liberação de IL-12 quando comparado ao controle positivo.  

BMDM (1x106 células/poço) foram cultivados em placas de 24 poços. As células foram pré-estimuladas 

com LPS (1 µg/ml) ou LPS e imunocomplexo (E-IgG) na proporção 10:1 por 1 h. Após a incubação, 

realizou-se a troca do sobrenadante e, 2 h depois, ocorreu o desafio dos macrófagos com cristais de 

MSU (300 µg/ml) por 6 h ou ATP (5mM) por 30 minutos.  Transcorrido o tempo, o sobrenadante foi 

coletado e foi mensurado a liberação de IL-10 (A)(E), IL-12 (B)(F), IL-1β (C)(G) e TNF (D)(H) por ELISA. 

Os dados foram avaliados pelo teste One-way ANOVA, seguido do pós-teste de Tukey, e são expressos 

em média ± desvio padrão. Diferenças significativas entre o grupo Controle Positivo (MΦ – CP) são 

representadas pelo asterisco “*” quando p<0,05 e pelos asteriscos “**” quando o p<0,01. Os resultados 

são representativos de três experimentos independentes N=1. MΦ: macrófagos; CN: Controle Negativo; 

CP: Controle Positivo; M(e-IgG): macrófagos regulatórios; LPS: Lipopolissacarídeo; MSU: Urato 

Monossódico; IC: Imunocomplexo; ATP: Adenosina Trifosfato; ns: não significativo. 

 

Dado que o resultado anterior estava vinculado a três experimentos 

independentes, optou-se por conduzir um experimento adicional para verificar se a 

variação nos níveis de IL-1β se devia ao fato de que a estimulação do IC em conjunto 

com o LPS não levou a polarização dos macrófagos para o perfil Mreg e assim não 

impediu a liberação de citocinas pró-inflamatória, ou se era devido ao tamanho da 

amostra. Portanto, ao realizar um experimento idêntico ao anterior, concentrando-se 

apenas na dosagem da IL-1β, observou-se uma redução significativa em comparação 

com o controle positivo (Figura 17). 

 

Figura 17 - O coestímulo de IC com LPS diminuiu a liberação de IL-1β quando 

comparado ao controle positivo. 
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BMDM (1x106 células/poço) foram cultivados em placas de 24 poços. As células foram pré-estimuladas 

com LPS (1 µg/ml) ou LPS e imunocomplexo (E-IgG) na proporção 10:1 por 1 h. Após a incubação, 

realizou-se a troca do sobrenadante e, 2 h depois, ocorreu o desafio dos macrófagos com cristais de 

MSU (300 µg/ml) por 6 h.  Transcorrido o tempo, o sobrenadante foi coletado e mensurada a liberação 

de IL-1β por ELISA. Os dados foram avaliados pelo teste One-way ANOVA, seguido do pós-teste de 

Tukey, e são expressos em média ± desvio padrão. Diferenças significativas entre o grupo Controle 

Positivo (MΦ – CP) são representadas pelo asterisco “**” quando o p<0,01. (A) Os resultados são 

representativos de três experimentos independentes N=1. (B) Os resultados são representativos de 

quatro experimentos independentes N=1. O quarto experimento foi conduzido em triplicata, e o valor 

adicionado foi a média dessas três repetições. MΦ: macrófagos; CN: Controle Negativo; CP: Controle 

Positivo; M(e-IgG): macrófagos regulatórios; LPS: Lipopolissacarídeo; MSU: Urato Monossódico; IC: 

Imunocomplexo. 

No segundo experimento in vitro, optou-se por adicionar macrófagos que já 

haviam sido polarizados por oito horas com imunocomplexo (E-IgG 10:1) mais LPS 

(20 ng/ml) ou macrófagos que não foram estimulados (M0), mas deixados na mesma 

condição dos M(e-IgG), duas horas antes do desafio com MSU ou ATP, sobre os 

BMDMs que foram previamente primados com LPS por uma hora (Figura 18). 

Observa-se uma diminuição na liberação de IL-1β e TNF no grupo que foi co-cultivado 

com M(e-IgG) (Figura 19). 

 

Figura 18 - Segunda estratégia experimental. 

Incorporou-se macrófagos previamente polarizados por 8 h com imunocomplexo (E-IgG 10:1) e LPS 

(20 ng/ml), ou macrófagos não estimulados (M0), mantidos nas condições que os M(E-IgG), duas horas 

antes do desafio com MSU ou ATP, em cima dos BMDMs que foram inicialmente primados com LPS 

por 1 h. O sobrenadante foi coletado e realizada a dosagem de citocinas por ELISA. BMDM: Macrófagos 

derivados da medula óssea; LPS: Lipopolissacarídeo; MSU: Urato Monossódico; ATP: Adenosina 

Trifosfato. 
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Figura 19 – Redução de citocinas inflamatórias em co-culturas de BMDM com M(e-

IgG) desafiados com agonistas do inflamassoma NLRP3. 

BMDM (1x106 células/poço para os controles e 5x105 células/poço para os que iriam receber MΦ 

polarizados) foram cultivados em placas de 24 poços. As células foram pré-estimuladas com LPS (1 

µg/ml) por 1 h. Após uma hora de incubação, realizou-se a troca do sobrenadante e foi adicionado os 

macrófagos que já haviam sido polarizados por oito horas (5x105 M0 ou M(e-IgG)), duas horas depois, 

ocorreu o desafio com cristais de MSU (300 µg/ml) por 6 h ou ATP (5 mM) por 30 minutos.  Transcorrido 

o tempo, o sobrenadante foi coletado e mensuramos a liberação de IL-1β (A)(C) e TNF (B)(D) por 

ELISA. Os dados foram avaliados pelo teste One-way ANOVA, seguido do pós-teste de Tukey, e são 

expressos em média ± desvio padrão. Diferenças significativas entre os grupos são representadas pelo 

asterisco “*” quando p<0,05, pelos asteriscos “**” quando o p<0,01, pelos asteriscos “***” quando o 

p<0,001 e pelos asteriscos “****” quando o p<0,0001. Os resultados são representativos de três 

experimentos independentes N=1. MΦ: macrófagos; CN: Controle Negativo; CP: Controle Positivo; M0: 

macrófagos sem estímulos; M(e-IgG): macrófagos regulatórios; LPS: Lipopolissacarídeo; MSU: Urato 

Monossódico; IC: Imunocomplexo; ATP: Adenosina Trifosfato; ns: não significativo. 
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6.3 Ativação do inflamassoma NLRP3 por injeção peritoneal de cristais de 

MSU e terapia com macrófagos  

Após os experimentos in vitro, realizou-se um estudo semelhante, mas 

utilizando um modelo de peritonite aguda induzida por MSU em camundongos (Figura 

20). Os animais foram divididos em seis grupos distintos: um grupo controle negativo, 

um grupo controle positivo, um grupo no qual apenas adicionamos macrófagos sem 

estímulos, outro grupo no qual foram adicionados apenas macrófagos regulatórios, 

um grupo com macrófagos sem estímulos e posteriormente foram desafiados com 

MSU, e por último, um grupo no qual injetou-se macrófagos regulatórios e, em 

seguida, desafiados com cristais de MSU. 

Observou-se que o grupo controle positivo e os grupos que receberam 

macrófagos com ou sem estímulos mais os cristais de MSU não apresentaram 

diferenças significativas em relação aos leucócitos totais, polimorfonucleares e 

mononucleares. No entanto, houve diferenças significativas entre o grupo controle 

positivo e o grupo controle negativo, bem como entre o grupo controle positivo e os 

grupos que receberam apenas macrófagos com ou sem estímulos. 

Ao avaliar a dosagem de citocinas no lavado peritoneal, notou-se que os grupos 

que receberam macrófagos com ou sem estímulos mais cristais de MSU 

apresentaram uma redução na liberação de IL-1β em comparação ao grupo controle 

positivo. 
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Figura 20 – Macrófagos regulatórios diminuem a liberação de IL-1β em modelo de 

peritonite aguda induzida por cristais de MSU em camundongos.  

BMDM (1x106/ml) foram mantidos sem estímulo ou estimulados com 20 ng/ml de LPS e 

imunocomplexos formados a partir da E-IgG por 8 horas. Após isso, eles foram injetados nos 

camundongos de acordo com o grupo. Após duas horas os animais foram desafiados com cristais de 

MSU ou solução salina. Após o desafio com cristais de MSU, aguardou-se 6 h e procedeu-se à 

eutanásia dos animais de acordo com as normas vigentes. Realizou-se o lavado peritoneal em todos 

os animais com 5 ml de PBS gelado. O volume coletado em cada lavado foi anotado e as células na 

câmara de Neubauer foram contadas para a contagem total (A). Após esse procedimento, o lavado foi 

centrifugado a 300G por 10 minutos a 4°C. As células foram ressuspendidas e preparadas em lâminas 

por citocentrifugação para diferenciar os tipos celulares, utilizando os critérios morfológicos padrões 

(B)(C) e o sobrenadante foi armazenado a -20°C, aguardando sua utilização no ensaio de ELISA (D). 

(A) Os dados foram avaliados pelo teste One-way ANOVA, seguido do pós-teste de Tukey, e são 

expressos em média ± desvio padrão. Diferenças significativas entre o grupo Controle Positivo (MSU) 

são representadas pela letra “a” quando p<0,05, e ao grupo M(e-IgG) + MSU são representadas pela 

letra “b” quando p<0,05 e pela letra “c” quando o p<0,01. (B) Os dados foram avaliados pelo teste One-

way ANOVA, seguido do pós-teste de Tukey, e são expressos em média ± desvio padrão. Diferenças 

significativas entre o grupo Controle Positivo (MSU), M0 + MSU e M(e-IgG) + MSU e os demais grupos 

são representadas pelos asteriscos “****” quando o P<0,0001. (D) Os dados foram avaliados pelo teste 

One-way ANOVA, seguido do pós-teste de Tukey, e são expressos em média ± desvio padrão. 
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Diferenças significativas entre o grupo Controle Positivo (MSU), M0 + MSU e M(e-IgG) + MSU e os 

demais grupos são representadas pelos asteriscos “****” quando o P<0,0001. Diferenças significativas 

entre o grupo Controle Positivo (MSU) e os grupos M0 + MSU e M(e-IgG) + MSU são representadas 

pelos asteriscos “**” quando o P<0,01. Os resultados são representativos de um experimento N=6. MΦ: 

macrófagos; CN: Controle Negativo; CP: Controle Positivo; M0: macrófagos sem estímulos; M(e-IgG): 

macrófagos regulatórios; MSU: Urato Monossódico; ns: não significativo. 

6.4 Perfil inflamatório da gota aguda em camundongos 

Como demonstrado por Amaral et al. (2012) e Galvão et al. (2017), a injeção 

de cristais de MSU na articulação de camundongos induz uma inflamação intra-

articular aguda. Essa inflamação aumenta o influxo de neutrófilos na região afetada, 

bem como da citocina IL-1β e das quimiocinas CXCL1 e CCL2, sendo dependente da 

dose e do tempo (AMARAL et al., 2012; GALVÃO et al., 2017). 

Cristais de MSU foram produzidos e preparados para a realização deste 

trabalho. No entanto, diferentes lotes do produto apresentam respostas distintas no 

organismo do modelo animal. Portanto, o primeiro passo consistiu em determinar a 

cinética da resposta inflamatória articular após a injeção de cristais de MSU, de acordo 

com os cristais obtidos. Para a avaliação da cinética da inflamação, procedemos o 

lavado articular dos animais em diferentes momentos após a indução da inflamação 

(Figura 21). Foi realizada a contagem global e diferencial dos leucócitos presentes no 

lavado, bem como o processamento do tecido periarticular e a dosagem das citocinas 

presentes. 

 

Figura 21 - Indução da gota e cinética da inflamação. 
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Os animais foram divididos em quatro grupos: Grupo T6 (eutanasiados após 6 horas), Grupo T12 

(eutanasiados após 12 horas), Grupo T24 (eutanasiados após 24 horas) e Grupo T48 (eutanasiados 

após 48 horas). Cada grupo recebeu uma injeção intra-articular tíbio-femoral com 10 µl de solução de 

cristais de MSU (100 µg/cavidade) na articulação tíbio-femoral direita, enquanto na articulação tíbio-

femoral contralateral do grupo T6 também receberam uma injeção do veículo (solução salina). O 

número de animais em cada grupo foi de n=6 para o Grupo T6, n=7 para os Grupos T12 e T24, e n=6 

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

O pico da inflamação foi determinado a partir do acúmulo de células na 

cavidade articular e da quantidade de citocinas encontradas no processamento do 

tecido periarticular. Após a injeção dos cristais de MSU, observou-se o pico global de 

células em 12 horas (Figura 22A), coincidindo com o pico de neutrófilos (Figura 22B). 

O pico de mononucleares (monócitos/macrófagos) surgiu junto com a queda de 

neutrófilos, ou seja, em 24 horas (Figura 22C), enquanto o pico da liberação da 

citocina IL-1β também ocorreu em 12 horas após o desafio (Figura 23). 

 

Figura 22 - Cinética da inflamação articular através da contagem de leucócitos 

totais, neutrófilos e mononucleares. 

Os animais foram desafiados com injeção intra-articular de cristais de MSU (100 μg/cavidade), e as 

análises foram realizadas nos tempos de 6, 12, 24 e 48 horas após o desafio. Foi realizado o lavado 

articular para a recuperação e contagem de células totais e células diferenciais 

(Neutrófilos/Mononucleares). (A)(B) Os dados foram avaliados pelo teste One-way ANOVA, seguido do 

pós-teste de Tukey, e são expressos como média ± desvio padrão. Diferenças significativas em relação 

ao grupo Gota 12 horas são representadas pelo asterisco “*” quando p< 0,05. (C) Os dados foram 

avaliados pelo teste One-way ANOVA, seguido do pós-teste de Tukey, e são expressos como média ± 

desvio padrão. Diferenças significativas em relação ao grupo Gota 24 horas e ao grupo Gota 48 horas 

são representadas pelo asterisco “*” quando p< 0,05. MSU: urato monossódico. 
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Figura 23 - Cinética da inflamação articular através da dosagem de IL-1β. 

Os animais foram desafiados com injeção intra-articular de cristais de MSU (100 μg/cavidade), e as 

análises foram realizadas nos tempos de 6, 12, 24 e 48 horas após o desafio. Após o processamento 

do tecido periarticular para a recuperação de citocinas, a dosagem de IL-1β foi realizada por ELISA. Os 

dados foram avaliados pelo teste One-way ANOVA, seguido do pós-teste de Tukey, e são expressos 

em média ± desvio padrão. Diferenças significativas em relação ao grupo Gota 12 horas são 

representadas pelos asteriscos “**” quando p<0,01 e pelos asteriscos “***” quando p<0,001. MSU: urato 

monossódico. 

6.5 Terapia com macrófagos com diferentes estímulos na artrite gotosa 

murina 

Após uma série de testes com o objetivo de determinar o momento mais 

apropriado para a injeção dos macrófagos e dos cristais de MSU, verificou-se que a 

estratégia de injetar os macrófagos polarizados durante duas horas na articulação, 

seguida do desafio com os cristais de MSU uma hora depois, não produziu resultados 

favoráveis. Além disso, foi explorada outra abordagem, na qual os macrófagos foram 

polarizados por oito horas e, em seguida, injetados duas horas após o desafio com os 

cristais, mas essa abordagem também se revelou subótima. 

Com base na cinética de liberação de citocinas pelos macrófagos e na revisão 

dos dados da literatura, que indicam que os estímulos nos macrófagos devem ser 

aplicados antes do desafio com os cristais (JANCZY et al., 2014), decidiu-se optar 

pela injeção intra-articular dos macrófagos que foram polarizados por oito horas. Duas 
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horas após, foram injetados os cristais de MSU na mesma articulação (Figura 24). Os 

animais foram divididos em quatro grupos distintos: um grupo controle negativo, um 

grupo controle positivo, um grupo no qual foram injetados macrófagos sem estímulos 

e posteriormente desafiados com cristais de MSU, e por último, um grupo no qual 

foram injetados macrófagos regulatórios e, em seguida, desafiados com cristais de 

MSU. 

Observou-se que o grupo controle positivo e os grupos que receberam 

macrófagos com ou sem estímulos mais os cristais de MSU apresentaram diferenças 

significativas em relação aos leucócitos totais e polimorfonucleares. Assim como 

houve diferenças significativas entre o grupo controle positivo e o grupo controle 

negativo em todos os parâmetros.  

Ao avaliar a dosagem de citocinas do tecido periarticular, notou-se que os 

grupos que receberam macrófagos com ou sem estímulos mais os cristais de MSU 

apresentaram uma redução na liberação de CXCL1 em comparação ao grupo controle 

positivo, corroborando com os resultados da infiltração de neutrófilos na cavidade 

articular, mas não reduziram a liberação de IL-1β. 

 

Figura 24 - Macrófagos regulatórios diminuem o influxo de neutrófilos e da quimiocina 

CXCL1 em modelo de artrite gotosa aguda induzida por cristais de MSU em 

camundongos. 
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BMDM (1x106/ml) foram mantidos sem estímulo ou estimulados com 20 ng/ml de LPS e 

imunocomplexos formados a partir da E-IgG por 8 horas. Após isso, foram injetados 10 μL de 

macrófagos (3x104 MФs/cavidade) sem estímulos ou macrófagos regulatórios de acordo com o grupo. 

Após duas horas os animais foram desafiados com 10 μL de cristais de MSU (100 μg/cavidade) ou 

solução salina. Após o desafio com cristais de MSU, aguardou-se um período de 12 horas, baseando-

nos no experimento anterior que demonstrou ser esse o ponto de pico inflamatório dos cristais de MSU. 

Posteriormente, ocorreu a eutanásia dos animais de acordo com as normas vigentes. O lavado articular 

foi realizado para obtenção das células para a contagem total (A) e diferencial de células (B)(C) e o 

tecido periarticular foi separado para processamento e dosagem de citocinas por ELISA (D)(E).  

(A)(B)(C)(D)(E) Os dados foram avaliados pelo teste One-way ANOVA, seguido do pós-teste de Tukey, 

e são expressos em média ± desvio padrão. Diferenças significativas entre os grupos são 

representados pelos asteriscos “*” quando o P<0,05; “**” quando o P<0,01 e “***” quando o P<0,001. 

Os resultados são representativos de um experimento N=6. MΦ: macrófagos; CN: Controle Negativo; 

CP: Controle Positivo; M0: macrófagos sem estímulos; M(e-IgG): macrófagos regulatórios; MSU: Urato 

Monossódico.  

7 DISCUSSÃO 

7.1 Reprogramação de macrófagos in vitro 

Fleming e Mosser (2011) já descreveram o potencial da manipulação dos 

macrófagos no controle de doenças. Os macrófagos regulatórios demonstraram 

eficácia em modelos de endotoxemia letal aguda (GERBER; MOSSER, 2001), no 

controle da doença inflamatória intestinal experimental (LOPES et al., 2021) e no 

controle da encefalomielite autoimune experimental (FLEMING; MOSSER, 2011). 

Recentemente, foi descrita uma nova função dos macrófagos regulatórios, que é inibir 

a ativação alternativa dos macrófagos e, assim, controlar a resposta pró-fibrótica 

dessas células (CHANDRASEKARAN et al., 2019). Esses estudos injetaram 

macrófagos em grandes quantidades e por um período mais longo, no entanto, não 

era o nosso caso, pois tínhamos limitações quanto ao local de injeção e ao tempo de 

atuação dos macrófagos já polarizados.  

Desta forma, a primeira etapa consistiu em realizar a análise da reprogramação 

dos macrófagos para diferentes perfis de ativação. Após quatro horas, avaliamos a 

expressão de mRNA de interesse. Para corroborar os dados, também analisamos a 

liberação de algumas citocinas por ELISA após 16 horas de polarização. Essa escolha 

se baseia na flexibilidade dos macrófagos, que podem alterar seu perfil em resposta 

ao ambiente. A falta de marcadores de superfície confiáveis para cada população de 
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macrófagos torna complexa a determinação da polarização por meio de proteínas de 

superfície (MURRAY et al., 2014). Portanto, adotamos a liberação de citocinas e 

outros marcadores como critério para diferenciar essas células durante seu perfil 

transitório de ativação (LOPES; MOSSER; GONÇALVES, 2020). Macrófagos 

polarizados para um perfil pró-inflamatório tendem a liberar mais IL-12 e menos IL-10, 

enquanto o perfil regulatório mostra o oposto. Calculamos a razão de liberação dessas 

citocinas para distinguir esses perfis. Por outro lado, macrófagos alternativamente 

ativados e macrófagos não estimulados não liberam essas citocinas in vitro, o que 

torna necessário analisar a expressão de marcadores de M2, como YM1, ARG1 e 

FIZZ1, por qRT-PCR.  

Este primeiro experimento também serviu como teste para determinar a 

concentração de anticorpos utilizada na formação do imunocomplexo com as beads 

de poliestireno. A literatura cita que, para ocorrer a ligação através dos receptores 

FcγR, os anticorpos IgG precisam estar em maior quantidade do que os antígenos (no 

caso, as beads de poliestireno) (ANDERSON; MOSSER, 2002). Isso promoveria a 

ligação de duas moléculas de IgG ao mesmo antígeno, que se ligariam a dois 

receptores FcγR distintos, potencializando a sinalização a jusante (BOURNAZOS; 

GUPTA; RAVETCH, 2020). Esse protocolo mimetiza a formação de imunocomplexos 

para induzir nos macrófagos o chamado crosslinking com os receptores FcγR. O 

crosslinking é necessário para atuar como segundo sinal na ativação dessas células 

(SUTTERWALA et al., 1998; GERBER; MOSSER, 2001; ANDERSON; MOSSER, 

2002). 

Após confirmar a polarização de cada perfil de macrófago e determinar que as 

concentrações de anticorpos em torno de 1,6 a 3,0 mg/ml são ideais para a formação 

do imunocomplexo (Figura 9), conduzimos uma análise cinética da liberação de 

citocinas. Observamos um aumento na expressão das citocinas de interesse, como 

IL-10 e IL-12, já após 4 horas, e um aumento na liberação dessas citocinas em 8 horas 

(Figura 10).  

Essa análise foi fundamental para determinar o momento adequado para a 

injeção dos macrófagos polarizados no modelo com MSU. Os macrófagos regulatórios 

produzem a citocina IL-10, no entanto, as funções da IL-10 são influenciadas por 

diversas variáveis, incluindo sua origem, as células-alvo em que age, bem como o 
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local e o momento da sua liberação (CARLINI et al., 2023). Certificamo-nos de que 

essas células fossem injetadas quando fossem capazes de liberar citocinas em 

quantidades significativas, o que poderia reverter a inflamação aguda e a liberação de 

citocinas pró-inflamatórias. Janczy et al. (2014) demonstraram in vitro que a inibição 

da secreção de IL-1β ocorre quando os imunocomplexos são adicionados até 3 horas 

após o LPS, mas não se forem adicionados simultaneamente com o agonista do 

inflamassoma NLRP3, indicando que os imunocomplexos afetam o sinal de iniciação, 

mas não a montagem e clivagem do complexo do inflamassoma (JANCZY et al., 

2014).  

Testamos outras formas de obter os imunocomplexos, bem como a ação da 

prostaglandina e adenosina, que promovem o perfil regulatório (MOSSER; 

EDWARDS, 2008). Com base na liberação e no cálculo da razão entre as 

concentrações de IL-10 e IL-12 para determinar o perfil de liberação dessas citocinas 

pelos macrófagos, selecionamos os três melhores formadores de imunocomplexos 

capazes de reduzir a liberação de IL-12 e aumentar a IL-10 (Figura 11). Insatisfeitos 

com os resultados, buscamos um estímulo que praticamente eliminasse a IL-12. 

Testamos um novo estímulo e, ao analisar a liberação de citocinas (Figura 12) e a 

expressão de mRNA (Figura 13), observamos que o imunocomplexo com hemácias 

de ovelha era eficaz na expressão de IL-10 e na significativa redução da IL-12. Essas 

células eram distintas dos chamados M2 e M0, o que foi determinante para a escolha 

desse estímulo nos experimentos subsequentes. 

7.2 Vias purinérgica e a imunomodulação de macrófagos na gota aguda. 

Os macrófagos estão presentes em praticamente todos os tecidos do corpo, 

onde mantêm o funcionamento adequado dos órgãos. São células que respondem ao 

microambiente em que estão inseridos com diferentes perfis de ativação para atender 

as necessidades fisiológicas daquele momento, ou seja, os macrófagos atuam de 

diversas formas para atingir a homeostase (MOSSER; EDWARDS, 2008; LOPES; 

MOSSER; GONÇALVES, 2020). Essa característica marcante de plasticidade pode 

explicar os papéis completamente antagônicos dos macrófagos observados no curso 

da inflamação autorregulada da gota. 

O ácido úrico é um produto da metabolização dos nucleotídeos de purina em 
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humanos. Seu aumento pode ser causado por fatores dietéticos, metabólicos e de 

síntese (MAIUOLO et al., 2016; DANVE; SEHRA; NEOGI, 2021). A formação do ácido 

úrico circulante e a hiperuricemia estão associadas a níveis aumentados de purinas 

no organismo. Além dos cristais de MSU, outros fatores, como DAMPs e PAMPs 

extracelulares (incluindo vírus e ATP), desempenham um papel na ativação do 

inflamassoma NLRP3 (SWANSON; DENG; TING, 2019; LI; GAO; TAO, 2021). Sendo 

assim, as vias de sinalização purinérgica estão envolvidas na regulação de todo o 

processo de exacerbação e resolução da gota.  

É interessante notar que o ATP e o AMP podem induzir uma resposta 

inflamatória nos macrófagos. O MSU, por si só, não é suficiente para desencadear um 

surto de gota; estudos sugerem um efeito sinérgico com níveis elevados de ATP 

extracelular (LI; GAO; TAO, 2021). Isso leva os macrófagos a assumir um perfil do tipo 

M1, caracterizado pela liberação de citocinas inflamatórias e quimiocinas para atrair 

células para a área afetada. Macrófagos M1 exibem uma redução na expressão de 

CD39 e CD73, enzimas que convertem ATP em adenosina, enquanto os M2 

apresentam níveis mais elevados dessas enzimas (ZANIN et al., 2012). 

As mudanças na expressão de CD39 e CD73 podem afetar o nível de 

nucleotídeos e o estado inflamatório na gota. O ATP extracelular pode ser convertido 

em adenosina pelos macrófagos M1, possibilitando a transição dessas células de um 

estado inflamatório para um estado regulatório. Portanto, as mudanças metabólicas 

que permitem aos macrófagos M1 desencadear respostas inflamatórias também 

podem atuar como um mecanismo de controle, evitando a progressão da inflamação 

por essas células (HAMIDZADEH; MOSSER, 2016). Sabe-se que o aumento de ATP 

desencadeia uma resposta inflamatória. No entanto, a conversão das purinas resulta 

na produção de adenosina e subsequente produção de ácido úrico, levando à 

hiperuricemia e à formação de cristais de MSU. Isso pode explicar por que alguns 

indivíduos com depósitos de cristais não desenvolvem inflamação, possivelmente 

devido à ativação de macrófagos em um perfil regulatório, devido ao aumento de 

adenosina no ambiente.  

A adenosina sinaliza por meio de receptores P1 para induzir um estado 

regulatório, resultando na redução das citocinas inflamatórias e na promoção das 

citocinas anti-inflamatórias (HASKÓ; CRONSTEIN, 2004; KOSCSÓ et al., 2012; 
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LINDEN; CEKIC, 2012; HAMIDZADEH; MOSSER, 2016; LI; GAO; TAO, 2021). Isso 

sugere que a sinalização purinérgica pode desempenhar um papel na resolução da 

gota, modificando o perfil dos macrófagos de inflamatório para anti-inflamatório 

(HAMIDZADEH; MOSSER, 2016; KLAVER; THURNHER, 2021; LI; GAO; TAO, 2021). 

Estudos anteriores já haviam indicado que a adenosina, quando combinada com 

agonistas de TLR em macrófagos, pode alterar o perfil dessas células para um estado 

regulatório (MOSSER; EDWARDS, 2008; FLEMING et al., 2015; 

CHANDRASEKARAN et al., 2019). Essa modulação é fundamental para prevenir e/ou 

resolver a inflamação aguda. 

7.3 Ensaios in vitro com macrófagos e MSU  

No primeiro experimento in vitro (Figura 16), analisamos a resposta dos BMDM 

aos estímulos e observamos que os BMDM, quando não estimulados ou quando 

estimulados com LPS, MSU ou ATP, não apresentaram ativação do inflamassoma e 

não liberavam IL-1β. Esses resultados confirmam as informações que indicam a 

necessidade de dois sinais para a ativação do inflamassoma e a subsequente 

liberação de IL-1β (SWANSON; DENG; TING, 2019).  

Optamos por utilizar os agonistas do inflamassoma, como MSU e ATP, com o 

objetivo de demonstrar que a redução das citocinas inflamatórias ocorria devido à 

polarização dos macrófagos para um perfil anti-inflamatório, e não devido à diminuição 

da fagocitose. É importante notar que, no caso dos cristais de MSU, a ativação do 

inflamassoma requer que eles sejam fagocitados, enquanto no caso do ATP, a 

ativação do inflamassoma ocorre por meio da ligação aos receptores P2, que 

desencadeiam o fluxo de íons e, assim, ativam o inflamassoma (SWANSON; DENG; 

TING, 2019). 

Nossos resultados demonstraram que BMDMs estimulados com IC junto com 

LPS tiveram um aumento não significativo na produção de IL-10 e uma diminuição na 

produção de IL-12, bem como uma redução na liberação de IL-1β quando comparados 

ao controle positivo (priming com LPS seguido de estímulo com MSU ou ATP) (Figura 

16). Chegamos à conclusão de que a falta de dados consolidados pode ser atribuída 

à limitação do tamanho da amostra. Portanto, conduzimos um experimento adicional 

em triplicata para confirmar a hipótese de que a adição de IC juntamente com o priming 
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de LPS seria suficiente para reduzir a liberação da IL-1β (Figura 17). 

Nossos resultados estão em concordância com dados da literatura que 

demonstram que a inibição da secreção de IL-1β foi observada quando os 

imunocomplexos foram adicionados até 3 horas após a introdução do LPS, mas não 

ocorreu quando os imunocomplexos foram adicionados simultaneamente com o 

agonista de NLRP3 (JANCZY et al., 2014). Esses resultados sugerem que os 

imunocomplexos podem interferir no sinal inicial necessário para a ativação do 

inflamassoma 

No segundo experimento in vitro, optamos por introduzir macrófagos que já 

haviam passado por um processo de polarização de oito horas. Neste experimento, 

nosso objetivo era observar como os macrófagos previamente polarizados 

responderiam em comparação com aqueles que não tinham passado pelo processo 

de polarização, mas já haviam recebido o primeiro sinal de ativação do inflamassoma. 

Essa abordagem simulou a situação in vivo, em que adicionaríamos macrófagos 

polarizados, em vez de induzir a polarização no tecido.  

Pudemos observar uma redução na liberação de IL-1β e TNF no grupo que foi 

co-cultivado com M(e-IgG) em comparação com o controle positivo e o grupo co-

cultivado com macrófagos não estimulados (Figura 19). Ao analisarmos os dados, 

podemos supor que os macrófagos não estimulados não produziram IL-1β, uma vez 

que não foram previamente ativados com o LPS. Além disso, eles não contribuíram 

para a diminuição da liberação de IL-1β pelos BMDMs que haviam sido primados com 

LPS antes de entrarem em contato com os macrófagos não estimulados e o agonista 

do inflamassoma. No entanto, no caso do co-cultivo com os M(e-IgG), observou-se 

uma redução na liberação tanto de IL-1β quanto de TNF. 

Neste contexto, demonstramos a relevância dos Mregs e da IL-10 no controle 

da ativação do inflamassoma NLRP3 experimental. Os poços que receberam Mregs 

ou o IC conseguiram efetivamente regular negativamente a liberação de IL-1β. A IL-

10, como uma potente citocina anti-inflamatória, tem a capacidade de inibir a produção 

de várias citocinas pró-inflamatórias, incluindo IL-1α, IL-1β, IL-6, IL-12, IL-18 e TNF 

(WU et al., 2020). Durante a inflamação aguda da gota, a IL-10 pode inibir a transcrição 

dos genes correspondentes a essas citocinas pró-inflamatórias, como TNF e IL-1β, e 
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bloquear sua síntese (WU et al., 2020). Todos esses achados sugerem que a 

imunomodulação de macrófagos e o aumento da IL-10 pode desempenhar um papel 

fundamental na autorregulação da resposta imune inflamatória aguda em pacientes 

com gota. São necessárias mais análises para confirmar de que forma e em que 

momento os macrófagos estão influenciando a diminuição da liberação das citocinas 

pró-inflamatórias in vitro. 

7.4 Perfil inflamatório da gota aguda em camundongos 

A injeção de cristais de MSU na articulação do joelho de camundongos induziu 

um recrutamento acentuado de neutrófilos (Figura 22B). Nossos resultados 

corroboram com os achados da literatura que mostram um aumento de leucócitos, 

principalmente neutrófilos, com pico em 12 horas após a injeção de cristais de MSU 

(Figura 22) (AMARAL et al., 2012; GALVÃO et al., 2017). O influxo de neutrófilos é 

considerado a marca da gota aguda, e admite-se que essas células contribuam de 

forma relevante para a patogênese da doença (PHELPS; MCCARTY, 1967; 

TERKELTAUB et al., 1998; POPA-NITA; NACCACHE, 2010; MITROULIS; KAMBAS; 

RITIS, 2013; SO; MARTINON, 2017; DALBETH et al., 2021). De fato, ao migrarem 

para o tecido inflamado, os neutrófilos se deparam com um ambiente rico em citocinas 

pró-inflamatórias, como IL-1β e TNF-α, além de detritos celulares. Essa interação 

desencadeia uma resposta dessas células, resultando no ataque ao tecido por meio 

da liberação de ROS, proteases e na formação de NETs, as quais desempenham um 

papel crucial na amplificação e manutenção da resposta inflamatória (WEISS, 1989; 

POPA-NITA; NACCACHE, 2010; MITROULIS; KAMBAS; RITIS, 2013). Essa 

migração massiva de neutrófilos nos momentos iniciais da doença tem relação direta 

com os níveis da quimiocina CXCL1 e a citocina IL-1β que ativam e atraem estas 

células para o espaço articular. Desta forma, estes fatores, são considerados 

marcadores da fase aguda no modelo da doença experimental em camundongos 

(AMARAL et al., 2012; GALVÃO et al., 2017). No trabalho em questão, a análise da 

citocina IL-1β (Figura 23), mostrou pico de concentração em 12 horas, corroborando 

com o pico de leucócitos totais e de neutrófilos em 12 horas encontrados na contagem 

diferencial do lavado articular. 

Após o pico de neutrófilos em 12 horas, ocorreu uma queda acentuada destes, 

e em 48 horas após a injeção de cristais de MSU, essas células estavam praticamente 
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ausentes (Figura 22C). Houve um aumento significativo de monócitos/macrófagos 24 

horas após a indução da gota, conferindo características de resolução da inflamação. 

Em 48 horas, as células mononucleares (monócitos/macrófagos) foram os principais 

leucócitos encontrados na articulação (Figura 22C). 

A resolução da artrite gotosa é um processo espontâneo que geralmente leva 

cerca de uma semana em humanos (WALLACE et al., 1977; STEIGER; HARPER, 

2013a; DALBETH et al., 2019) e apenas 24 horas em camundongos, devido à 

presença da enzima uricase nesses animais (ÁLVAREZ-LARIO; MACARRÓN-

VICENTE, 2010; AMARAL et al., 2012; GALVÃO et al., 2017). Durante o processo de 

resolução, os neutrófilos recrutados para as articulações inflamadas passam por 

apoptose e são subsequentemente reconhecidos e fagocitados por macrófagos 

(ALESSANDRI et al., 2013; STEIGER; HARPER, 2013a; DALBETH et al., 2021). 

7.5 Terapia com Macrófagos sem Estímulo ou Regulatórios em Modelos 

murinos de Peritonite e Artrite Gotosa Induzidos por Cristais de MSU 

Janczy et al. (2014) demonstraram que a inibição da secreção de IL-1β, 

mediada pelos imunocomplexos, dependia tanto do número de imunocomplexos 

utilizados quanto da concentração do anticorpo empregado para opsonizar o alvo 

(JANCZY et al., 2014). Em consequência, os experimentos in vivo foram conduzidos 

com uma proporção de eIgG:BMDM de 20:1. No entanto, a quantidade do anticorpo 

Anti-SRBC não foi modificada, uma vez que estudos anteriores, como os de Gallo et 

al. (2010), demonstraram que concentrações aglutinantes não deveriam ser utilizadas 

para a formação do imunocomplexo, e sugeriram que 10 µg/ml era uma concentração 

adequada para trabalhar (GALLO; GONÇALVES; MOSSER, 2010). 

Observou-se que não houve diferença significativa entre o controle positivo e a 

terapia com macrófagos não estimulados e macrófagos regulatórios no que diz 

respeito ao total de células e ao influxo de neutrófilos na cavidade peritoneal (Figura 

20 A/B/C). Uma observação importante é que, diferentemente da cavidade articular, 

onde não encontramos células no líquido sinovial saudável, no peritônio é possível 

encontrar macrófagos, mastócitos, linfócitos B1, entre outros, devido à presença de 

células imunes peritoneais livres no líquido peritoneal na homeostase (TERRI et al., 

2021; VEGA-PÉREZ et al., 2021). Estudos que analisaram a composição das células 
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imunológicas no fluido peritoneal de humanos mostraram que os fagócitos peritoneais 

estão presentes na cavidade peritoneal, mesmo na ausência de infecção, 

representando cerca de 50% de todos os leucócitos (BAIN; JENKINS, 2018). Portanto, 

ao realizarmos a contagem global, esse valor já é considerado elevado no controle 

negativo, embora estatisticamente diferente do controle positivo. Quanto à contagem 

de polimorfonucleares, nenhuma terapia com macrófagos reduziu a atração de 

neutrófilos, mas observamos que a mera presença de macrófagos na região levou ao 

influxo dessas células. Portanto, é necessário conduzir análises adicionais para 

compreender o que pode ocorrer ao injetar apenas macrófagos na região, 

considerando a resposta imunológica das demais células presentes. 

Ao analisarmos a liberação da citocina IL-1β no peritônio, observamos que 

tanto os macrófagos não estimulados quanto os macrófagos regulatórios diminuíram 

a liberação dessa citocina quando comparados com o controle positivo. Esse dado 

está em consonância com os resultados obtidos in vitro, nos quais houve uma redução 

na liberação da citocina pelos macrófagos regulatórios. Surpreendentemente, os 

macrófagos não estimulados foram capazes de diminuir a liberação de IL-1β (Figura 

20D) quando comparados aos animais que receberam apenas cristais de MSU 

(Controle Positivo).  

Estudos in vitro demonstraram que os monócitos menos diferenciados mostram 

uma resposta pró-inflamatória mais acentuada em relação aos cristais de MSU 

(LANDIS et al., 2002; MARTIN et al., 2011). Quando esses monócitos, originários do 

sangue, passam pelo processo de diferenciação em macrófagos in vitro, parece que 

sua resposta aos cristais de MSU diminui. Isso ocorre porque eles perdem a 

capacidade de sintetizar citocinas pró-inflamatórias, de ativar células endoteliais e de 

recrutar neutrófilos para o local inflamado. No entanto, ainda mantêm a capacidade 

de fagocitar os cristais (YAGNIK et al., 2000; LANDIS et al., 2002). Outra pesquisa 

mostrou que esses monócitos diferenciados em macrófagos alteram sua produção de 

citocinas pró-inflamatórias para a produção de TGF-β1 em resposta à estimulação 

com cristais de MSU (YAGNIK et al., 2004). Esses estudos podem explicar como os 

macrófagos não estimulados diminuíram a liberação de IL-1β no peritônio (Figura 

20D) das células totais na artrite gotosa murina (Figura 24A), do influxo de neutrófilos 

(Figura 24B) e da quimiocina CXCL1 na articulação (Figura 24E). No entanto, estes 

dados foram questionados por estudos adicionais que demonstraram a liberação de 
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IL-1β por macrófagos murinos após estimulação com cristais de MSU (MARTIN; 

WALTON; HARPER, 2009; MITROULIS; KAMBAS; RITIS, 2013). Dessa forma, são 

necessários mais estudos para verificar como esses macrófagos sem estímulos, 

podem atuar na redução da inflamação e na inibição da liberação de citocinas pró-

inflamatórias.   

Com os resultados do experimento in vitro e do peritônio, imaginávamos que 

os macrófagos regulatórios poderiam inibir a montagem e ativação do inflamassoma 

NLRP3, embora seja necessária uma análise mais detalhada para uma conclusão 

mais precisa. É interessante ressaltar que, ao contrário do experimento in vitro e do 

experimento no peritônio, na artrite gotosa murina, não houve diminuição da citocina 

IL-1β na análise do tecido periarticular (Figura 24D). No entanto, tanto os macrófagos 

sem estímulos quanto os Mregs reduziram o influxo de leucócitos totais (Figura 24A), 

de neutrófilos (Figura 24B) e da quimiocina CXCL1 (Figura 24E). Portanto, é 

necessário entender o que pode ter ocorrido, uma vez que pode haver inibição do 

influxo de neutrófilos através da inibição da sinalização das quimiocinas.  

Em um modelo murino de inflamação induzida por cristais de MSU, Murakami 

et al. (2002) demonstraram que a regulação positiva da expressão da IL-10 parece 

inibir o recrutamento de neutrófilos, ao suprimir a produção de CXCL1. Isso limita a 

inflamação experimental, o que é consistente com nossos resultados, onde na artrite 

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

Embora não explorado em nosso estudo, levantamos a hipótese de que a IL-

10 liberada pelos Mreg pode inibir a montagem e a ativação do inflamassoma NLRP3, 

bem como a liberação de quimiocinas que atraem células inflamatórias para o local. 

Essa hipótese, embora especulativa, é uma perspectiva para futuras investigações. 

Nossa próxima abordagem pode envolver a análise dos componentes do 

inflamassoma, como a clivagem da caspase-1 por western blotting e a ligação da 

proteína adaptadora ASC. Após a ativação do inflamassoma, a proteína adaptadora 

ASC forma agregados citosólicos, ou manchas, que co-localizam com a caspase-1 e 

podem ser visualizados por microscopia confocal. 

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

macrófagos para um perfil regulatório liberador de IL-10 poderia ser uma estratégia 
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útil para inibir a inflamação gotosa, no entanto, são necessários mais estudos para 

entendermos exatamente como ocorre a diminuição da inflamação. 
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8 CONCLUSÃO 

Nosso estudo destaca os macrófagos como potenciais alvos terapêuticos na 

artrite gotosa. A reprogramação dos macrófagos em direção a um perfil anti-

inflamatório pode ser uma abordagem eficaz no controle da doença. Essas 

descobertas têm o potencial de contribuir para o desenvolvimento de estratégias 

terapêuticas inovadoras para a artrite gotosa. 
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