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“Dos medos nascem as coragens; E das dúvidas, as certezas. Os sonhos anunciam 

outra realidade possível e os delírios, outra razão. Somos, enfim, o que fazemos 

para transformar o que somos. A identidade não é uma peça de museu, quietinha na 

vitrine, mas a sempre assombrosa síntese das contradições nossas de cada dia."  

Eduardo Galeano
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A gota, ou artrite gotosa, está associada à ocorrência de diversas comorbidades 
como doenças renais e cardiovasculares. Alguns dos fármacos utilizados para o tratamento 
destas comorbidades podem ainda precipitar ataques agudos de gota. Um exemplo são os 
inibidores da enzima cininase II ou enzima conversora de angiotensina (iECA). Muitos dos 
efeitos cardioprotetores dos iECA são mediados pelos receptores B1 para cininas. Além 
disso, a inibição da ECA é capaz de bloquear a hidrólise da bradicinina, que por sua vez é 
também um substrato para a formação do agonista do receptor B1, des-Arg9-bradicinina, 
pela ação da enzima cininase I. Apesar dos estudos demonstrando o envolvimento do 
sistema das cininas na gota e do papel do receptor B1 na iniciação e manutenção da 
inflamação, não se conhece a relação do receptor B1 com a gota, especialmente durante a 
inibição da ECA. Assim, o presente estudo tem por objetivo verificar o papel do receptor B1 
para cininas durante o ataque agudo de gota induzido por cristais de urato monossódico 
(MSU) em roedores, incluindo aqueles tratados com iECA.  

Para isso, a dor (alodínia ao toque e comportamento doloroso espontâneo) e alguns 
parâmetros inflamatórios (edema articular, concentração de proteínas, infiltração 
leucocitária, avaliação da cinética de leucócitos e níveis de interleucina-1β) causados pelo 
ataque agudo de gota foram avaliados em diferentes tempos após a injeção intra-articular 
(IA) de uma alta dose de MSU no tornozelo de roedores. O papel do receptor B1 foi 
investigado através de seu antagonismo farmacológico, pela utilização de roedores com 
deleção gênica do receptor e pela inibição da enzima cininase I. Ainda, a expressão do 
receptor B1 no tecido do tornozelo e neurônios sensoriais, atividade da enzima cininase I e 
os níveis de des-Arg9-bradicinina foram analisados no fluido sinovial dos roedores 
submetidos ao modelo de gota. Ferramentas semelhantes foram utilizadas para a 
investigação do envolvimento dos receptores B1 na inflamação causadas pela inibição da 
ECA em animais submetidos a injeção IA de uma baixa dose de MSU, que não apresentava 
efeito per se.     

Tanto o uso de antagonistas do receptor B1, como sua deleção gênica, foram 
capazes de reduzir a inflamação neste modelo de gota. Além disso, o MSU causou um 
aumento na expressão de receptores B1 na articulação, e também um aumento dos níveis 
do agonista B1, des-Arg9-bradicinina e da atividade da enzima cininase I. Por último, a baixa 
dose de MSU foi capaz de causar um ataque agudo de gota em animais pré-tratados com 
iECA, por um mecanismo que envolve a ativação de receptores B1.  

Concluímos que a ativação do receptor B1 contribui para o desenvolvimento do 
ataque agudo de gota, incluindo aqueles que são precipitados pelo tratamento com iECA. 
Assim, o B1 apresenta um potencial terapêutico para o tratamento e profilaxia da gota, 
especialmente em indivíduos que fazem uso de iECA.  
Palavras-Chave: Artrite gotosa. Dor. Inflamação. Cininas. Cristais de urato. 
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Gout, or gouty arthritis, has been associated of a range of comorbidities as 
hypertension and kidney diseases. Some studies have indicated that certain antihypertensive 
drugs, such as angiotensin I-converting enzyme inhibitors (ACEi), increase the risk of gout. 
Notably, ACEi block the metabolism of several peptides, in particular bradykinin hydrolysis. 
Bradykinin is also a substrate for kininase I, which forms des-Arg-kinin B1R agonists. 
Therefore, ACE inhibition can activate the B1R pathway. Moreover, ACEi are allosteric 
enhancers of kinin receptors and B1R are linked to inflammatory cardiovascular diseases. 
However, despite the body of evidence demonstrating a clear contribution of the kinin system 
to the pathogenesis of some arthritic conditions, the role of the kinin B1 receptor in 
monosodium urate (MSU) crystals crystal-induced gout is currently unknown, especially in 
respect to ACEi. Thus, the aim of the present study was to verify the role of the bradykinin B1 
receptors and the effect of ACEi on acute gout induced by MSU crystals in rodents. 

Painful (overt pain and allodynia) and inflammatory parameters (joint edema, 
leukocyte trafficking, interleukin-1β levels) of acute gout attacks were assessed several 
hours after intra-articular (IA) injection of MSU (1.25 or 0.5 mg/articulation) in the ankle of 
rats or mice, respectively. The role of B1R was investigated by pharmacological antagonism 
or gene deletion. In addition, B1R immunoreactivity on ankle tissue and sensory neurons, 
kininase I activity and des-Arg9-bradykinin synovial levels were also measured. Similar tools 
were used to investigate the effects of ACEi on low dose of MSU (0.0125 mg/articulation)-
induced inflammation.     

Bouth, bradykinin B1R antagonism or gene deletion largely reduced all painful and 
inflammatory signs of gout. Furthermore, MSU increased not only the B1R expression in 
articular tissues, but also the content of the B1 agonist des-Arg9-bradykinin and the activity of 
the B1 agonist-forming enzyme kininase I. Finally, low dose of MSU crystals (which did not 
induced inflammation in control animals) was capable of causing signs of acute gout attacks 
in ACEi-treated animals, which was B1R-dependent. 

Concluding, bradykinin B1R activation contributes to acute gouty attacks, including the 
ones facilitated by ACEi. Thus, B1R is a potential therapeutic target for treatment and 
prophylaxis of gout, especially in patients taking ACEi.      
Keywords: Gouty arthritis. Nociception. Inflammation. Kinins. Urate crystals.  
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1. APRESENTAÇÃO 



 

 

 

APRESENTAÇÃO 

 

 

O item INTRODUÇÃO é constituído de uma revisão sucinta da literatura 

sobre os temas abordados nesta tese.  

Apresenta-se os itens metodologia e resultados que compõem esta tese sob a 

forma de artigo científico enviado para publicação, o qual se encontra no item 

ARTIGO. Já as seções Materiais e Métodos, Resultados, Discussão e Referências 

Bibliográficas encontra-se no próprio artigo e representam a íntegra deste estudo.  

Os itens DISCUSSÃO, CONCLUSÕES e REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS 

acham-se no final desta tese. 

As REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS referem-se somente as citações que 

aparecem nos itens Introdução e Discussão desta tese. 

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

necessário para obtenção do título de doutor. 
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Segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS), as doenças 

musculoesqueléticas são a principal causa de incapacidade física na sociedade 

atual, afetando um em cada três indivíduos (WHO, 2003). Além de sua grande 

prevalência sobre a população, as doenças musculoesqueléticas incluem diferentes 

condições e síndromes com o denominador comum de dor e/ou inflamação (WHO, 

2003; WOOLF et al., 2010).  

Entre as doenças musculoesqueléticas, as doenças reumáticas são as de 

maior incidência, sendo reconhecidas mais de 100 doenças reumáticas. Estas 

doenças são caracterizadas pela dor e comprometimento físico progressivo de 

articulações e tecidos moles que as rodeiam (MCDOUGALL, 2006; BUCHANAN e 

DAQUEKER, 2003). O comprometimento físico atinge funções musculoesqueléticas 

básicas como locomover-se, afetando por sua vez, atividades diárias básicas como 

comer, se vestir e sair de casa. Em decorrência do comprometimento físico surge 

então o comprometimento social e o indivíduo com alguma doença reumática 

encontra dificuldades em interagir com outras pessoas. Desta forma, as doenças 

reumáticas atingem não só os portadores, mas também suas famílias e a sociedade 

em geral, no âmbito econômico e social, devido às limitações que a doença impõe 

(BECKER et al., 2009; BENEDEK, 1997).  

As doenças reumáticas precedem o homem na terra, sendo que indícios de 

osteoartrose foram documentados em um fóssil de um Platicarpo, réptil que viveu há 

cerca de cem milhões de anos (VIANA DE QUEIROZ, 1996). O termo rheuma (que 

significa “fluxo”) foi introduzido no século primeiro depois de Cristo. Nesta mesma 

época a doença era cercada por crenças. Acreditava-se na existência de quatro 

humores: sangue, fleuma, bílis amarela e bílis negra, e toda doença era atribuída a 

um desequilíbrio em algum destes humores. Assim, o “reumatismo” seria advindo de 

um desequilíbrio no fleuma, uma serosidade fria que se acreditava partir do cérebro 

e cobrir as articulações. Apesar de muito antigas, as doenças reumáticas foram 

reconhecidas como sendo uma síndrome muscoloesquelética por Guillaume Baillou 

em um trabalho publicado apenas em 1642 (BENEDEK, 1997).  

Dentre as doenças reumáticas, a gota ou artrite gotosa foi uma das primeiras 

artrites a ser clinicamente descrita e está entre as artrites de maior prevalência, 

sendo a artrite inflamatória mais comum entre homens acima dos 40 anos de idade 

(RICHETTE e BRADIN, 2010; NEOGI, 2011; JOSHI, 2012). 
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1.1 Artrite gotosa 

A primeira evidência de gota em humanos data de 2640 a.C. e foi 

documentada a partir de achados em uma múmia egípcia, escavada próxima ao 

templo de Isis na região de Philae (NUKI et al., 2006). Evidências escritas datam do 

ano 400 a.C e foram feitas por Hipócrates, que descreve pela primeira vez a 

“podagra” (do grego “podos” pé, e “agra” ataque), ataque de gota agudo que ocorre 

na primeira articulação metatarsofalangeal do pé, ou hálux (Hipócrates apud 

ADAMS, 1886). Algumas das definições de Hipócrates em relação aos sintomas e 

ocorrência da doença são aplicáveis ainda hoje. Dois conceitos citados por 

Hipócrates são válidos por milênios, o de que a doença ocorria predominantemente 

em homens após a puberdade e, que havia uma ligação entre o estilo de vida e a 

ocorrência dos ataques agudos de gota. Hipócrates descreveu a gota como “artrite 

dos ricos”, devido à sua associação com a ingestão excessiva de alimentos ricos em 

purinas e de álcool (Hipócrates apud ADAMS, 1886).  

O Greco-Romano Claudii Galeni faz a primeira descrição do “topho” como 

sendo nódulos duros depositados sob a pele e ao redor das articulações (GALENI, 

1826 apud Khun, 1965, p. 1821). Já a palavra gota, do latim “gutta” - gotejar, foi 

cunhada pelo monge Frances Randolphus of Bocking (Copeman, 1964). A origem 

da palavra vem da crença medieval onde o excesso de um dos quatro humores 

responsáveis por manter o equilíbrio do indivíduo, gotejava para a articulação 

resultando em dor e inflamação, como comentado anteriormente (COPEMAN, 1964).  

A história moderna da gota começa com a percepção do cristal e a descrição 

dos sintomas clínicos da doença. O primeiro em 1634, quando Antoni van 

Leeuwenhoek, um pioneiro da microscopia, descreveu a presença de cristais em um 

tofo. E o segundo em 1683, por Thomas Sydenham, médico inglês que baseado em 

seu próprio sofrimento de 34 anos de gotoso descreveu a dor experimentada 

durante o ataque agudo: 

 

 

O paciente vai para a cama e dorme serenamente até que, pelas duas de manhã, é 

acordado por uma dor que normalmente é no dedo grande do pé, mas as vezes atinge ainda o 

calcanhar, o tornozelo e a panturrilha. A dor lembra ao deslocamento de um osso e é 

subitamente sucedida por relaxamento, tremores e febre [...] A dor, que é suave no início, 

aumenta e se torna mais violenta a cada hora [...] É uma dor de tão grande requinte que você 
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não suporta o peso das roupas nem mesmo o andar de outra pessoa no mesmo cômodo [...] 

(SYDENHAM apud NUKI, 2006, tradução nossa). 

 

 

Já a relação do ácido úrico com a gota menciona-se apenas em 1787, quando 

o pesquisador WOLLASTON demonstrou a presença de urato monossódico (MSU) 

em um tofo de sua própria orelha. E apenas em 1859 que surge então uma relação 

mais convincente. É quando o inglês Sir Alfred Baring Garrod desenvolve um 

método semiquantitativo para a dosagem de ácido úrico no soro e na urina 

(GARROD, 1859). Garrod também demonstrou a presença de urato monossódico 

em tecidos subcutâneos e cartilagem articular em indivíduos com gota e sugeriu que 

os depósitos de urato monossódico seriam a causa, e não a consequência da 

inflamação (GARROD, 1859). Então em 1961, MCCARTHY e HOLLANDER 

introduzem o uso da microscopia com luz polarizada na identificação de cristais de 

urato monossódico em pacientes com gota, e de pirofosfato de cálcio em pacientes 

com pseudogota (MCCARTY e HOLLANDER, 1962). Estes dois estudiosos 

injetaram cristais de urato monossódico em seus próprios joelhos, desenvolvendo 

uma inflamação aguda com todas as características de um ataque agudo de gota, e 

assim demonstraram que os cristais eram “disparadores” da artrite gotosa 

(MCCARTY et al., 1961).  

 

1.2 Ácido úrico e hiperuricemia 

O ácido úrico é um composto orgânico, cuja fórmula química é C5H4N4O3. É 

um ácido fraco com um pKa de 5,75, encontrado no organismo predominantemente 

na sua forma ionizada de urato (KUTZING e FIRESTEIN, 2008). Nos mamíferos, o 

ácido úrico é o produto final do metabolismo de bases purínicas (ÁLVAREZ-LARIO e 

MACARRÓN-VICENTE, 2010). As purinas são bases nitrogenadas e compostos 

orgânicos heterocíclicos que desempenham funções especiais na duplicação de 

material genético, transcrição genética, síntese proteica, e são fundamentais ao 

metabolismo celular. As purinas são degradadas a hipoxantina e esta em xantina, e 

por ação da enzima xantina oxidase a xantina é então convertida em ácido úrico. A 

maioria dos mamíferos possui a enzima hepática uricase, que converte o ácido úrico 

em alantoína, um composto mais solúvel e facilmente excretado pela urina 

(TANIGUCHI e KAMATANI, 2008; SO e THORENS, 2010). Porém os humanos 
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sofreram mutações no gene da uricase que resultaram na perda evolutiva de sua 

função, sendo o ácido úrico o produto final de excreção (ALVAREZ-LARIO e 

MACARRÓN-VICENTE, 2010). Este fato contribuiu para a formação das teorias a 

respeito de um possível papel benéfico do ácido úrico. Porém, indivíduos portadores 

de xantinúria, uma deficiência de xantina oxidase que leva a completa ausência de 

ácido úrico, não apresentam nenhum outro sintoma além da formação de cálculos 

compostos de xantina (ROCK et al., 2013).  

Pelo contrário, altas concentrações de ácido úrico possuem efeitos pró-

oxidantes e estão associadas ao desenvolvimento de gota e um risco aumentado de 

se desenvolver doenças vasculares e problemas renais (FEIG et al., 2008; KUTZING 

e FIRESTEIN, 2008; TERKELTAUB et al., 2006). Neste sentido, estudos 

epidemiológicos mostram uma associação entre níveis aumentados de ácido úrico e 

hipertensão, aterosclerose ou ainda síndrome metabólica (ROCK et al., 2013). Esta 

correlação é de extrema importância uma vez que pacientes com gota, que possuem 

níveis aumentados de ácido úrico, apresentam diversas comorbidades limitando a 

terapia a ser empregada e criando um grupo cada vez maior de pacientes difíceis de 

serem tratados. Apenas para se ter uma idéia, 78% dos indivíduos com gota 

apresentam hipertensão e até 60% apresentam disfunções renais (KUTZING e 

FIRESTEIN, 2008; CHOI et al., 2012).  

A concentração de ácido úrico presente em nosso organismo encontra-se 

próxima ao limite de solubilidade, que no plasma sanguíneo, em pH (7,4) e 

temperatura (37°C) fisiológicos, é de aproximadamente 6,8 mg/dl (404 µmol/l), 

variando de indivíduo para indivíduo (MANDEL, 2008; TERKELTAUB et al., 2010; 

NEOGY, 2011). Crianças apresentam concentrações de ácido úrico em torno de 3 – 

4 mg/dl. Estes níveis aumentam para 6,8 mg/dl durante a puberdade para homens, e 

nas mulheres fica em torno de 6 mg/dl se aproximando de valores maiores após a 

menopausa. Esta particularidade nas mulheres é atribuída em parte ao fato do 

hormônio estrogênio apresentar um efeito direto sobre a expressão do transportador 

de urato (URAT1) presente no túbulo proximal renal, com efeitos diretos sobre a 

reabsorção do ácido úrico (KUTZING e FIRESTEIN, 2008). Em geral, nós 

apresentamos níveis de ácido úrico superiores a maioria das outras espécies e 

somos predispostos a desenvolver hiperuricemia, quadro clínico onde as 

concentrações de ácido úrico encontram-se superiores ao limite de solubilidade 

(ALVAREZ-LARIO e MACARRÓN-VICENTE, 2010).  
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A hiperuricemia é uma condição relativamente comum, atingindo cerca de 

10% da população, porém a dosagem de ácido úrico não é rotina em exames 

laboratoriais. Mesmo que assintomática e independente do desenvolvimento de 

gota, a hiperuricemia não é benigna e está relacionada a ocorrência de doenças 

renais, cardiovasculares, síndrome metabólica, diabetes melitus, entre outras 

(ALVAREZ-LARIO e MACARRÓN-VICENTE, 2010; KHANNA et al., 2012). O risco 

de se desenvolver gota aumenta com a cronicidade da hiperuricemia e com os 

níveis de ácido úrico, porém, esta condição nem sempre evolui para o 

desenvolvimento da doença. Não se sabe ao certo os fatores que diferenciam 

indivíduos hiperuricemicos que desenvolvem gota daqueles que nunca apresentarão 

um ataque agudo da doença. Cerca de 30% dos indivíduos hiperuricemicos irão 

desenvolver gota, sugerindo que há outros fatores envolvidos na formação dos 

cristais de urato monossódico e sua atividade pró-inflamatória (ANNEMANS et al., 

2008).  

Quando a concentração máxima de ácido úrico ultrapassa os níveis de 

saturação no sangue, há um aumento do risco de cristalização. O urato depositado 

na articulação ou em tecidos periarticulares possibilita então sua ligação a um ânion 

sódio formando o urato monossódico (BUSSO e SO, 2010). Outros fatores que 

facilitam a cristalização do ácido úrico são as mudanças no pH (p.ex. cetose pós 

operatória), diminuição da temperatura (explicando ataques noturnos), força iônica e 

ligação a macromoléculas plasmáticas (BUSSO e SO, 2010). Ainda, há algumas 

características no fluido sinovial de indivíduos com gota que chamam a atenção. Por 

exemplo, o fluido sinovial de indivíduos gotosos promove a cristalização do urato 

monossódico mais facilmente que o fluido sinovial de indivíduos saudáveis ou com 

outras artrites, como a reumatóide e a osteoartrite. Em adição, fluidos biológicos 

obtidos de pacientes gotosos são capazes de regular o tamanho e a uniformidade 

dos cristais mantendo-os em tamanhos menores. Estes cristais parecem ser mais 

patogênicos demonstrando que indivíduos com gota possuem um ambiente sinovial 

mais propício a cristalização do urato monossódico (MARTINON, 2010).  

As quantidades de ácido úrico no organismo são resultado do balanço entre a 

ingestão dietética, a síntese endógena e a taxa de excreção. Desta forma, uma dieta 

rica em alimentos de origem animal com grande quantidade de purinas facilita o 

desenvolvimento de hiperuricemia e está ligada a maior incidência dos ataques 

agudos da doença (HARROLD, 2013). A minoria dos pacientes com hiperuricemia 



Introdução 

21 

 

 

apresentam problemas relacionados a superprodução de ácido úrico. 

Superprodução ocorre em algumas desordens genéticas que levam ao “turnover” 

aumentado de nucleotídeos. É o que acontece nas desordens mielo e 

linfoproliferativas, anemia hemolítica, doença de Paget e psoríase (TERKELTAUB, 

1996). Os níveis de ácido úrico também podem estar relacionados a anormalidades 

no funcionamento da atividade de enzimas envolvidas na síntese de nucleotídeos 

purínicos, como deficiência da hipoxantina-guanina fosforibosiltransferase ou 

hiperatividade da 5-fosforribosil-1-pirofosfato sintetase. Apesar destas diferentes 

formas de alteração nos níveis de ácido úrico, na grande maioria dos pacientes com 

gota, a hiperuricemia é associada a problemas na excreção renal do ácido úrico 

(LEE e TERKELTAUB, 2006). 

Aproximadamente dois terços a três quartos da eliminação do ácido úrico é 

feita pelos rins, o restante por via intestinal, porém problemas relacionados a 

excreção por via intestinal não tem sido associados com hiperuricemia (TANAGUCHI 

e KAMATANI, 2008). O transporte renal de ácido úrico é regulado por quatro 

componentes que incluem a filtração glomerular, reabsorção, secreção e reabsorção 

pós-secretória (KUTZING e FIRESTEIN, 2008). Apesar de ocorrer a quase que 

completa filtração do ácido úrico nos glomérulos, apenas 8 a 12 % é realmente 

excretado sendo que o restante é reabsorvido no túbulo proximal renal (LEE e 

TERKELTAUB, 2006; TANIGUCHI e KAMATANI 2008). Os problemas na excreção 

do ácido úrico estão associados a diversas condições e doenças que acabam 

afetando o funcionamento dos rins como o alto consumo de bebidas alcoólicas, 

doenças renais, diabetes insípida, hipertensão, uso de medicações como diuréticos 

e salicilatos, entre outros. Talvez por isso a gota atinja comumentemente a 

população mais idosa, onde são mais comuns a ocorrência de outras comorbidades, 

assim como o uso de medicamentos (TERKELTAUB, 2010). Ainda, fatores 

genéticos, que são de rara ocorrência, como o polimorfismo no gene SLC22A12, ou 

a doença autossômica dominante nefropatia hiperuricemica juvenil familiar, estão 

associados a menor capacidade renal de excreção do ácido úrico, contribuindo 

assim para o desenvolvimento de hiperuricemia e gota (TANIGUCHI e KAMATANI, 

2008).  

Todos os fatores citados acima contribuem com o desenvolvimento da 

hiperuricemia. E ao contrário do que se pode imaginar, até o presente não há 

tratamento da hiperuricemia assintomática como uma forma de prevenção ao 
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desenvolvimento de doenças associadas, como a gota. Assim, após apresentar 

hiperuricemia por em média 5 anos, uma parcela destes indivíduos desenvolverá o 

primeiro ataque agudo de gota (MANDEL, 2008) . 

 

1.3 Ataque agudo de gota 

O ataque agudo de gota, clinicamente, se caracteriza pelo período onde o 

indivíduo vivência os sintomas clássicos de uma resposta inflamatória (MANDEL, 

2008). A articulação fica edemaciada, há grande presença de leucócitos no fluido 

sinovial e a pele circundante torna-se vermelha ou púrpura, rígida e brilhante, com 

uma sensação de calor e percepção de dor de forte intensidade (CHOI et al., 

2005a). 

 As estimativas indicam que em 90% dos indivíduos gotosos o primeiro 

ataque agudo é monoarticular e ocorre principalmente nas baixas extremidades, 

como a articulação metatarso falangeana (dedos dos pés) e tíbio tarsal (tornozelo). 

Com o tempo outras articulações começam a ser atingidas, incluindo as altas 

extremidades, como metacarpo falangeanas (dedos das mãos) e epicôndilo medial 

(cotovelo) (MANDEL, 2008; CRONSTEIN e SUNKUREDDI, 2013). Os ataques 

agudos também podem ocorrer em estruturas periarticulares, como tendões, mas é 

incomum. Outro fator comumente descrito pelos gotosos é de que a primeira 

manifestação da gota ocorre na articulação metacarpo falangeana do dedo grande 

do pé, sendo conhecida pelo nome de podagra, como citado anteriormente 

(SCHLESINGER, 2007; BUSSO e SO, 2010; NEOGI, 2011).  

Os ataques são muitas vezes desencadeados por algum evento específico 

como fratura, cirurgia, alguma outra doença intercorrente, ingestão excessiva de 

álcool nos dias anteriores ou o uso de alguma medicação que altere os níveis de 

ácido úrico. Especula-se que estes eventos possam estimular a síntese de novo de 

ácido úrico pela geração de bases purínicas, uma vez que a injúria celular leva a 

rápida degradação de RNA e DNA, ou ainda levar a liberação de cristais de urato 

pré-formados e depositados nas articulações (SHI et al., 2003; DALBETH e 

HASKARD, 2005).   

Normalmente o ataque se inicia a noite ou ao amanhecer, e os pacientes 

descrevem serem acordados pela dor, tão intensa sua ocorrência. Ainda, a 

intensidade da dor aumenta com o passar do tempo e chega ao ponto em que o 

indivíduo não consegue suportar o peso do lençol, ficar em pé, e alguns dizem que 
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mesmo o movimento de outra pessoa no mesmo cômodo intensifica o estado 

doloroso (BUSSO e SO, 2010). Sob tais circunstâncias, os pacientes descrevem 

desconforto e sensibilidade anormal e passam a perceber estímulos mecânicos 

anteriormente inócuos como dolorosos (dor resultante de estímulos não nociceptivos 

denominada alodínia). Outra possibilidade é a percepção exacerbada da dor a 

estímulos que já eram anteriormente descritos como dolorosos (dor resultante de 

estímulos nociceptivos denominada hiperalgesia). E ainda, sensação de dor mesmo 

na ausência de qualquer estímulo externo (dor expontânea, atualmente referida 

como dor em curso) (LOESER e TREED, 2008; WOOLF, 2010). Nesse caso, tanto 

células residentes no sítio da lesão (como sinoviócitos, por exemplo), quanto 

leucócitos recrutados para a região (como neutrófilos e linfócitos) podem causar a 

liberação de mediadores inflamatórios levando a sensibilização de fibras sensoriais 

(LANDIS E HASKARD, 2001).  

A detecção dos estímulos nocivos é feita pelos nociceptores, os quais são 

terminações nervosas livres de fibras sensoriais aferentes primárias, capazes de 

serem ativadas por estímulos nocivos e transmití-los até estruturas supra espinhais 

envolvidas na sua percepção (WOOLF, 2010). Estas fibras são formadas por 

neurônios sensoriais nociceptivos, cujo corpo celular encontra-se no gânglio da raiz 

dorsal (DRG) para neurônios que inervam o corpo, no gânglio trigeminal (TG) para 

neurônios que inervam a face e nos gânglios nodoso (GN) e vagal (GV) para as 

vísceras. Ambos têm um ramo axonal periférico (destinado a inervar os tecidos) e 

um ramo axonal central (destinado a inervar a medula espinhal e o tronco cerebral) 

(BASBAUM et al., 2009; WOOLF, 2010). Existem duas principais classes de 

nociceptores, uma composta por neurônios não mielinizados, as fibras C, e outra 

formada por neurônios finamente mielinizados, as fibras Aδ. Há ainda as fibras 

mielinizadas de grande diâmetro Aβ, que medeiam a transmissão rápida de 

estímulos sensoriais inócuos ou não nocivos (estímulos proprioceptivos) (JULIUS e 

BASBAUM, 2001). Desta forma, a dor que ocorre durante o ataque agudo de gota 

pode envolver a ativação ou sensibilização de alvos específicos expressos nos 

nociceptores que inervem a articulação afetada. 

O ataque agudo tem uma duração média de 10 dias, sendo que após este 

período, mesmo sem tratamento, os sintomas da inflamação, como a dor, 

desaparecem e tem início uma nova fase assintomática denominada período 

intercrítico, por se tratar do período entre dois ataques agudos (DALBETH e 
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HASKARD, 2005). Apesar de assintomática, durante o período intercrítico a 

hiperuricemia persiste e estes depósitos crescem silenciosamente e se expandem 

para os tecidos periarticulares. Com o progresso da doença e a repetição dos 

ataques, o período intercrítico se torna cada vez menor e o ataque mais prolongado. 

Após um ataque agudo de gota a chance de recorrência do ataque é de 

aproximadamente 60% no primeiro ano após o ataque, 78% no segundo ano 

atingindo 84% de chance de reincidência no terceiro ano. O paciente pode 

desenvolver tofos como forma de cronificação da doença levando a dificuldade de 

realizar movimentos ou ainda erosão óssea (SUNDY, 2010).  

Existem diferentes modelos animais para o estudo da gota. Exemplos são os 

modelos que utilizam a injeção de MSU no peritoneo de roedores, injeção de MSU 

na articulação do joelho ou ainda na pata, e o modelo de hiperuricemia induzida por 

ácido oxônico. Porém, a injeção intraperitoneal e o modelo de hiperuricemia não 

permitem a análise de parâmetros como dor nestes animais, fator importante pois a 

dor é um dos sintomas mais extenuantes nos indivíduos acometidos pela doença. A 

injeção na pata não contempla o ambiente articular, e a injeção no joelho permite 

avaliar a gota em uma grande articulação, ao passo que a gota se desenvolve com 

maior frequência em pequenas articulações e de baixa extremidade. Portanto, na 

busca de um modelo pré-clínico que permita a avaliação de parâmetros inflamatórios 

e nociceptivos e ainda, com a maior proximidade possível com a clínica, torna-se 

interessante a utilização do modelo de injeção de MSU na articulação tibio-tarsal 

(articulação do tornozelo), pois este modelo contempla uma pequena articulação e 

leva ao desenvolvimento de dor, edema e infiltração celular, bem próximo ao que é 

observado em humanos.  

Com o estudo da gota, diferentes mecanismos moleculares têm sido 

propostos como responsáveis pela resposta inflamatória que ocorre durante o 

ataque agudo de gota. Em comum, estes trabalhos reconhecem a importância da 

citocina interleucina 1β (IL-1β) e a massiva presença de leucócitos, principalmente 

neutrófilos, em resposta aos cristais de MSU (MARTINON e GLIMCHER, 2006; 

SCOTT et al., 2006; MARTIN e HARPER, 2010; POPA-NITA e NACACHE, 2010; 

MALAWISTA et al., 2011; STEIGER e HARPER, 2013).  

De fato, muitos estudos demonstraram que o influxo de neutrófilos para a 

membrana sinovial e para a própria sinóvia parece ser a principal característica da 

fase aguda da gota. O influxo de neutrófilos e sua interação com o MSU leva a 
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produção e liberação de diferentes mediadores inflamatórios como as citocinas 

interleucina 6 (IL-6), IL-1β e IL-8, quimiocinas como a quimiotática para monócitos 

(MCP-1/CCL2) e quimiocina CXC lipoporisacarídeo-induzida (CXCL5), leucotrieno 

B4, prostaglandina E2 (PGE2), entre outros (TERKELTAUB et al., 1991; BUSSO e 

SO, 2010; MITROULIS et al., 2013). Além disso, sugere-se que os macrófagos 

residentes na articulação (sinoviócitos tipo A) assim como os que migram para o 

tecido articular, também sejam importantes para a produção de mediadores pró-

inflamatórios na gota (DALBETH e HASKARD, 2005; MALAWISTA, 2010). 

A IL-1β é a principal citocina envolvida na cascata de eventos inflamatórios 

em resposta aos cristais de MSU, e após liberada atua no recrutamento e ativação 

de mais neutrófilos para a área inflamada, criando um ciclo de eventos que auxilíam 

na manutenção e amplificação da resposta inflamatória (SO et al., 2007; SCANU et 

al., 2012; MITROULIS et al., 2013). Reforçando assim sua importância no processo 

inflamatório da gota a terapia com agentes anticitocinas têm se mostrado uma 

alternativa promissora para o tratamento da doença. Os fármacos anticitocinas, 

como o anticorpo anti- IL-1β Canakinumab, e a forma recombinante da interleucina 

Rilonacept, bloqueiam a ação da IL-1β demonstrando eficiência em aliviar 

rapidamente a dor causada tanto pelos quadros agudos de gota quanto pelos 

quadros crônicos (SO et al., 2007; SCHLESINGER, 2014).  

 O processo de quimiotaxia, por sua vez, envolve a expressão e ativação de 

diferentes moléculas de adesão (CHAPMAN et al., 1997; TORRES et al., 2009). De 

fato, durante a resposta inflamatória ocorre a expressão e ativação de moléculas de 

adesão como a E- e P-selectina, como já foi evidenciado para o MSU (CHAPMAN et 

al., 1997). Adicionalmente, é possível que estejam envolvidas ainda a molécula de 

adesão intrercelular 1 (ICAM-1) e a molécula de adesão celular vascular 1 (VCAM-

1), igualmente importantes para a ocorrência de vasodilatação, aumento do fluxo 

sanguíneo e maior permeabilidade a proteínas plasmáticas, auxiliando na migração 

leucocitária. 

Pondera-se que os cristais de MSU possam interagir diretamente com a 

superfície celular de alguns receptores ou indiretamente por fagocitose (MARTINON 

e GLIMCHER, 2006; NG, 2008). Por fagocitose, subsequente ao englobamento do 

cristal por macrófagos, estes também são ativados, resultando na expressão de 

fatores pró-inflamatórios, incluindo IL-1β, IL-6, IL-8 e ciclooxigenase-2. Por interação 

com receptores ou superfície celular, há estudos que sugerem o reconhecimento do 
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MSU por receptores de membrana, ou ainda, que o MSU seja capaz de promover a 

ativação do inflamasoma (complexo formado pela proteína intracelular de 

reconhecimento de antígenos criopirina, pela proteína adaptadora e pela caspase-1) 

(MARTINON et al., 2006; SCHRODER e TSCHOPP, 2010). Em relação aos 

receptores de membrana, recentemente demonstrou-se que os receptores de 

potencial transitório vanilóide (TRPV1) e os do tipo A1 (TRPA1), ambos expressos 

em neurônios sensoriais, estão envolvidos nas respostas inflamatórias evocadas 

pelo MSU (TREVISAN et al., 2014; HOFFMEISTER et al., 2014). Estes estudos 

sugerem que o processo de fagocitose do MSU desencadeie a produção de 

peróxido de hidrogênio, que por sua vez, ativa o receptor TRPA1. Neste sentido, já 

foi observado que pacientes com gota apresentam um nível aumentado de espécies 

oxidantes em comparação a indivíduos saudáveis, e outros estudos já haviam 

relatado a liberação de espécies reativas de oxigênio estimulada por MSU (Martin et 

al., 2010; TREVISAN et al., 2014).  

Outro fato interessante do início da resposta inflamatória se refere a 

opsonização dos cristais. Alguns estudos sugerem que os cristais são capazes de 

adsorver proteínas em sua superfície, incluindo imunoglobulinas (IgG), proteínas de 

adesão e proteínas do sistema complemento (PERKIN e ZVAIFLER, 1964; 

WEBSTER et al.,1972; SHI et al., 2003; DALBETH e HASKARD, 2005; BUSSO e 

SO, 2010). A opsonização seria guiada pela interação direta destas proteínas com a 

superfície de carga negativa que o cristal apresenta (RUSSEL et al., 1982; MARTIN 

e HARPER, 2010). Neste cenário, a ativação da via alternativa do sistema 

complemento pelo cristal parece ainda facilitar a migração de monócitos para a área 

da inflamação através da produção de quimiocinas como a MCP-1/CCL2 

(MATSUKAWA et al., 1998).  

Mesmo na ausência de tratamento, após um período aproximado de 10 dias, 

a resposta inflamatória ao cristal sofre remissão espontânea. Vários fatores parecem 

estar envolvidos nesta fase de remissão, como a expressão de apolipoproteínas B e 

E na superfície do cristal, remoção de células apoptóticas, aumento nos níveis de 

interleucinas antiinflamatórias como a IL-10 e o recrutamento e diferenciação de 

monócitos em macrófagos, resultando na produção de fator de crescimento 

transformador β (TGFβ) (TERKELTAUB et al., 1991; POPA-NITA e NACCACHE, 

2010; MARTIN e HARPER, 2010; SCANU et al., 2010). No que diz respeito ao papel 

dos neutrófilos neste processo de resolução, eles são capazes de fagocitar outros 
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neutrófilos que estejam em apoptose, uma espécie de canibalismo, ou ainda sofrer 

fagocitose por parte de macrófagos, o que levaria ao aumento de TGFβ, diminuindo 

a produção de IL-1β assim como a expressão do receptor IL-1 (MARTIN e HARPER, 

2010; SCANU et al., 2012; MITROULIS et al., 2013; STEIGER e HARPER 2013). 

Porém, na ausência de tratamento, os ataques agudos vão se tornar mais 

repetitivos, o intervalo entre os ataques cada vez menor, e o indivíduo estará mais 

suscetível ao desenvolvimento da gota tofacea crônica, ou tofo. 

Microscopicamente os tofos são grânulos de macrófagos e cristais de MSU 

envoltos por um denso tecido conjuntivo, podendo ser subcutâneos ou 

periarticulares (DALBETH e HASKARD, 2005). O desenvolvimento dos tofos é 

associado a duração e a severidade da hiperuricemia. Não há tratamento para a 

gota tofacea crônica e a única ferramenta é a remoção cirúrgica do tofo.  

 

1.4 Tratamento  

Em 2012, no encontro anual do Colégio Americano em Reumatologia, foram 

definidas algumas diretrizes para o controle da gota, incluindo medidas 

farmacológicas e não farmacológicas para o tratamento de pacientes com a doença 

(KHANA et al., 2012). As medidas incluem uma mudança no estilo de vida dos 

pacientes, uso de medicações para a diminuição da hiperuricemia e combate ao 

ataque agudo com uso de medicações para diminuição da dor e da inflamação. 

Segue abaixo um quadro demonstrando a sequência de medidas profiláticas e 

farmacológicas a serem tomadas após o diagnóstico de gota. 

 

 

Quadro 1 – Terapia empregada para o tratamento da gota. Baseada em Khana et al 

(2012), Arthritis Care and Research 64: 1431-1446 e Cronstein (2013), J Clin 

Rheumatol, 19: 19-29.  



Introdução 

28 

 

 

Diagnóstico de gota: histórico clinico, hiperuricemia e cristais de urato no fluido sinovial

Mudança de estilo de vida, diminuição da ingestão de alimentos ricos em purina e de bebidas

alcoolicas

Investigação do histórico clinico do paciente (presença de comorbidades), suspensão de

medicações não essenciais que levem a hiperuricemia

Diagnóstico de gota                              Confirmação da presença de tofo por exame clinico

em combinação com:                            Dois ou mais ataques agudos por ano

Doença renal crônica ou ainda ocorrência de urolitíase

Profilaxia: terapia para diminuir níveis de urato
1 escolha: Alopurinol e Febuxostat

*Em caso de intolerância ou contraindicação: 

glicocorticoides por via intra-articular

Falha da medicação de primeira escolha: pegloticase

Tratamento durante ataque agudo

Uso de anti-inflamatórios - AINES

Colchicina

*Em caso de intolerância ou contraindicação: 

probenicida

 

 

O tratamento consiste inicialmente no uso de fármaco(s) para aliviar a dor e 

abreviar a inflamação durante a crise aguda. Entretanto, o uso de antiinflamatórios 

não esteroidais deve ser feito com cautela, pois podem provocar lesões 

gastroduodenais e são contraindicados em pacientes com: insuficiência renal e 

hepática, úlcera péptica, gastrite e hipertensão; condições presentes em uma ampla 

porcentagem dos pacientes com gota (SCHLESINGER, 2012). A colchicina deve ser 

utilizada em doses mínimas devido a pequena janela entre a dose terapêutica e a 

dose que leva aos efeitos adversos e toxicidade. Seu longo tempo de meia vida (de 

20 a 30h) favorece a contra-indicação em pacientes com insuficiência renal e 

hepática onde a droga teria maiores chances de acumulação e toxicidade 

(SCHLESINGER, 2012).  

Em pacientes gotosos com baixa resposta ou intolerância aos AINEs ou à 

colchicina é indicado o uso de anti-inflamatórios esteroidais (TERKELTAUB, 2010). 

Estes podem ser administrados de forma sistêmica, no entanto, por um período 

curto e em doses controladas, uma vez que a hiperglicemia é um de seus efeitos 
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adversos. Nestes casos, há a alternativa da corticoterapia intra-articular, o que evita 

os efeitos adversos de uma administração sistêmica e aponta esta via como 

interessante para o tratamento da gota ou de outras artrites. 

Posterior ou concomitantemente, se utilizam drogas como os inibidores da 

xantina oxidase, enzima chave na síntese de ácido úrico. Não há um consenso 

quanto aos níveis apropriados, geralmente o objetivo é alcançar concentrações ≤ 6 

mg/dl (sub-saturantes) (SHOJI et al., 2004). O alopurinol, inibidor competitivo da 

xantina oxidase, apresenta diversas limitações, a dose utilizada na clínica é 

frequentemente insuficiente para se alcançar os níveis de urato de 6,8 mg/dl e cerca 

de 10% dos pacientes apresentam reações alérgicas de hipersensibilidade da pele 

que vão de leves a severa (CRITTENDEN e PILLINGER, 2013). Esta reação 

alérgica atinge normalmente pacientes gotosos com insuficiência renal, o que é de 

grande importância uma vez que 60 % dos gotosos possuem algum tipo de 

comprometimento renal (CRITTENDEN e PILLINGER, 2013). O Febuxostat é um 

inibidor não competitivo da xantina oxidase e seu uso não leva a reações de 

hipersensibilidade (TERKELTAUB, 2010; CHOHAN, 2011). Por outro lado, o 

Febuxostat é de alto custo financeiro, apresenta limitações quanto a dosagens 

disponíveis e remete ao mesmo problema que o Alopurinol, de ser ineficaz para se 

alcançar níveis de urato de 6,8 mg/dl (CRITTENDEN e PILLINGER, 2013). A 

primeira opção após os inibidores da xantina oxidase é o agente uricosurico 

probenicida. O medicamento requer uso de múltiplas dosagens diárias e consumo 

concomitante de grandes quantidades de água para reduzir o risco de cálculo renal.  

A pegloticase (uma forma recombinate da enzima uricase) é utilizada apenas 

em casos de refratoriedade aos outros fármacos que diminuem os níveis de urato 

pois a droga é de uso endovenoso, cerca de 26 % dos pacientes apresentam 

reações relacionadas a infusão da medicação e em uma porção da população a 

pegloticase induz imunogenicidade sendo neutralizada por anticorpos gerados 

contra o fármaco (CRITTENDEN e PILLINGER, 2013). Outro tratamento inovador é 

o uso de “agentes anticitocinas”, os quais se mostram uma alternativa promissora 

para o tratamento da gota, conforme citado anteriormente.  

Contudo, para um número crescente de pacientes com gota as terapias 

existentes são ineficazes ou contraindicadas devido, principalmente, a concomitante 

presença de comorbidades que apresentam e o uso de medicações que interferem 

diretamente nos níveis de urato. Por exemplo, a análise dos registros médicos de 
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575 pacientes diagnosticados com gota nos Estados Unidos, apontaram que mais 

de 88 % apresentavam pelo menos uma condição patológica das que são 

consideradas comorbidades comuns a gota como doenças cardiovasculares, 

diabetes tipo 2, hiperlipidemia, síndrome metabólica, doenças crônicas nos rins e 

nefrolitíase (KEENAN et al., 2011). No mesmo estudo foi identificado que mais de 

90% dos pacientes possuíam pelo menos uma contra-indicação ao uso de 

antiinflamatórios não-esteroidais, e aproximadamente 50% uma contra-indicação ao 

uso de colchicina, ressaltando que estas são as duas terapias de primeira escolha 

no controle do ataque agudo de gota.  

Outro estudo (Choi et al., 2012) demonstrou que alguns dos fármacos 

utilizados por milhões de pacientes em todo o mundo para tratar de doenças como a 

hipertensão, aumentam o risco de se desenvolver um ataque agudo de gota. Este 

estudo realizou a análise multivariada de dados médicos obtidos entre os anos de 

2000-2007, de indivíduos de 20-89 anos de idade e que não apresentavam 

episódios de gota antes do início do estudo. Estes dados foram cruzados quanto ao 

uso de diferentes drogas anti-hipertensivas, o desenvolvimento de ataques agudos 

de gota e a presença concomitante de outras doenças, demonstrando ainda haver 

uma relação entre a gota e as doenças a ela associadas. Entre estes fármacos se 

encontravam os inibidores da enzima conversora de angiotensina (iECA), ou 

cininase II. A ECA é responsável pela regulação do metabolismo de diferentes 

peptídeos, em especial pela conversão da angiotensina I em angiotensina II e pela 

hidrólise da bradicinina. Atualmente, se sabe que os efeitos cardioprotetores dos 

iECA vão além da regulação dos efeitos vasoconstritores da angiotensina II, 

envolvendo ainda a potencialização da sinalização via receptores B1 e B2 para 

cininas (ERDOS et al., 2010). Somado a isto, Damas (1984) observou que após 

submetidos a injeção intra-plantar de MSU, ratos da linhagem Brown Norway, 

roedores com um sistema cininas-calicreínas deficiente, desenvolveram apenas 70% 

do edema observado em ratos Wistar, que apresentam sistema cininas-calicreínas 

completo. Além disso, a co-administração de MSU e o inibidor da ECA, captopril, 

potencializou o edema induzido pelo MSU em ratos Wistar, mas não em ratos Brown 

Norway, indicando uma possível relação do sistema cininas-calicreínas nos efeitos 

inflamatórios iniciados pelo MSU, incluindo aqueles potencializados pelo tratamento 

com iECA.  
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1.5 Sistema cininas-calicreínas 

O sistema cininas-calicreínas inclui os precursores das cininas, conhecidos 

como cininogênios, as próprias cininas (peptídeos relacionados a bradicinina) e seus 

receptores alvo. Inclui ainda as enzimas teciduais e plasmáticas envolvidas na 

síntese (calicreínas) e as enzimas envolvidas na degradação das cininas (Figura 1). 

Os cininogênios são glicoproteínas de baixo (66 KDa) ou alto peso molecular 

(120 KDa) que constituem o substrato para a formação de cininas. Eles apresentam 

em sua estrutura uma porção N-terminal (cadeia pesada, com 362 aminoácidos), e 

outra C-terminal (cadeia leve, que possui 38 aminoácidos no cininogênio de baixo 

peso molecular ou 255 aminoácidos no cininogênio de alto peso molecular), e uma 

porção cininas intercalando estes polipeptídeos terminais (LEEB-LUNDERBERG et 

al., 2005; KASHUBA et al., 2013).  

Estruturalmente, eles apresentam seis domínios, incluindo a sequência de 

aminoácidos da bradicinina, que lhes confere propriedades distintas e específicas 

como inibição de cisteíno proteases ou sítios de ligação a macromoléculas (CASSIM 

et al., 2002; MOREAU et al., 2005; KASHUBA et al., 2013). Quando utilizados como 

substrato, servem a um grupo de enzimas proteases, ou cininogenases, dentre as 

quais as calicreínas tissular e plasmática são as mais potentes. As calicreínas 

diferem em relação ao seu peso molecular, especificidade para substratos, tipo de 

cinina liberada, gene codificador e sequência de aminoácidos (MURRAY et al., 1990; 

BEAUBIEN et al., 1991; KLAPHAN et al., 2002; CASSIM et al., 2002; MARCEAU E 

REGOLI 2004; CASSIM et al., 2009). 
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Cininogênio de baixo 

peso molecular 

Bradicinina Aminopeptidases

Cininase I Cininase I

ECA ou Cininase II

Peptídeos inativos

des-Arg9-bradicinina des-Arg10-calidina

Receptores B2

Receptores B1

Cininogênio de alto 

peso molecular 

Calidina

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

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

CalicreínaPré-calicreína Pré-calicreína

Plasmática Tecidual

Fator XII

Fator XIIa

 

Figura 1 – Sistema cininas-calicreínas - As cininas são peptídeos ativos formados pela 

clivagem proteolítica de proteínas inativas circulantes (Fator de Hageman ou fator XII), a pré-

calicreína e os cininogênios, que são ativadas como resposta do organismo frente a diferentes 

estímulos tais como o contato com superfícies de carga negativa, que é o caso do MSU. O grupo 

mais importante de cininogenases é representado pelas calicreínas plasmática ou tecidual. A 

calicreína plasmática é responsável pela formação da bradicinina e a calicreína tecidual, pela calidina. 

A bradicinina pode ser transformada em peptídeos inativos pelas enzimas cininase II (enzima 

conversora de angiotensina-ECA). Ainda, a bradicinina e a calidina podem ser convertidas em seus 

metabólitos des-Arg
9
-bradicinina e des-Arg

10
-calidina por ação das enzimas cininase I. A bradicinina e 

a calidina irão exercer seus efeitos pela ativação dos receptores B2 para cininas, ao passo que seus 

metabólitos des-Arg, pela ativação do receptor B1 para cininas. 

 

 

A calicreína plasmática é uma serina protease codificada por um único gene e 

secretada predominantemente pelo fígado na forma inativa de pré-calicreína 

plasmática. Além do fígado, outros locais capazes de secretar a enzima incluem 

células endoteliais, leucócitos e fibroblastos (CASSIM et al., 2002). Uma vez liberada 
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na corrente sanguínea, ela circula ligada ao cininogênio de alto peso molecular 

(cerca de 80%) ou como uma proteína livre (25%) (MANDLE et al., 1976; CASSIM et 

al., 2002; KAPLAN et al., 2002). A pré-calicreína plasmática é rapidamente 

convertida em calicreína em um processo que pode envolver a ativação do Fator XII 

(Fator de Hagemann) em Fator XIIa (SCHMAIER, 2008; KASHUBA et al., 2013). O 

Fator XII, juntamente com a pré-calicreína, o cininogênio e o Fator XI formam o 

“sistema de contato”, também conhecido como sistema formador de cininas. A 

ativação do sistema de contato, além da formação de cininas, tem como resultado a 

ativação da via intrínseca da cascata da coagulação e da cascata fibrinolítica 

(MOREAU et al., 2005; KASHUBA et al., 2013). O Fator XII pode ser autoativado 

pelo contato com superfícies de carga negativa (aniônicas), que incluem silicatos, 

heparina, cristais de urato monossódico, entre outros (KAPLAN e SILVERBERG, 

1987; CASSIM et al., 2002; CASSIM et al, 2009). A calicreína, por sua vez, cliva o 

cininogênio de alto peso molecular pela hidrólise dos resíduos arginina389-serina390, 

e lisina380-arginina381, o que resulta na formação do nonapeptídeo bradicinina (Arg1 – 

Pro2 – Pro3 – Gly4 – Phe5 – Ser6 – Pro7 – Phe8 – Arg9) (MORI et al., 1981; MOREAU 

et al., 2005).  

As calicreínas tissulares são serinas proteases codificadas por uma família de 

genes e secretadas por diversos orgãos e células como pâncreas, rim, baço, 

neutrófilos, pituitária, placenta, glandulas sudoríparas e sebaceas e cérebro 

(YOUSEF et al., 2003). Similar a calicreína plasmática, a tissular é secretada na 

forma inativa de pré-calicreína e é capaz de clivar o cininogênio de baixo peso 

molecular pela hidrólise dos resíduos amino-terminais metil379-lisina380 e carboxi-

terminais arginina389-serina390, resultando na formação do decapeptídeo calidina 

(Lys1- bradicinina). Apesar do cininogênio de baixo peso molecular ser o substrato 

preferencial da calicreína tissular, ela pode ainda utilizar o cininogênio de alto peso 

molecular para a formação de calidina. Por outro lado, em roedores, tanto a 

calicreína plasmática como a tissular formam preferencialmente bradicinina 

(CAMPBELL, 2003). A calidina pode ser facilmente convertida em bradicinina pela 

clivagem do resíduo lisina de sua porção amino-terminal por ação de 

aminopeptidases plasmáticas (GUIMARÃES et al., 1973). A bradicinina, juntamente 

com a Lys-bradicinina e os dois metabólitos des-Arg, constituem as quatro cininas 

biologicamente ativas (MARCEAU E REGOLI, 2004). Parte da produção de cininas é 

controlada por inibidores endógenos de calicreínas, como por exemplo, a α1-
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antitripsina no caso da calicreína tissular, e α2-macroglobulina e inibidor esterase C1 

para calicreína plasmática (CASSIM et al., 2009). Logo depois de formadas, a 

bradicinina e a calidina se difundem através da parede de capilares ou de vasos 

linfáticos dos tecidos e são rapidamente inativadas (tempo de meia vida de 10-50 

segundos) por enzimas zinco metalopeptidases (MOREAU et al., 2005). Estas 

enzimas compreendem as cininases I e II, a aminopeptidase C e a endopeptidase 

neutra.  

 As enzimas cininases I são representadas pela carboxipeptidase N (CPN) e 

carboxipeptidase M (CPM) (CASSIM et al., 2002). A CPN age preferencialmente em 

peptídeos contendo lisina na porção C-terminal ao passo que a CPM age 

preferencialmente em peptídeos contendo resíduos de arginina. A CPM age na 

conversão de bradicinina a des-Arg9-bradicinina, e pode também funcionar como um 

regulador alostérico do receptor B1, aumentando sua afinidade pela des-Arg9-

bradicinina (ZHANG et al., 2013a, 2013b). Adicionalmente, a CPM pode facilitar a 

ativação do receptor B1 pelo agonista B2, bradicinina. Porém esta regulação requer a 

expressão da CPM próxima ao receptor B1, para permitir a formação de um 

complexo CPM-B1, necessário para este processo, descrito mais detalhadamente a 

seguir (ZHANG et al., 2011; 2013b). A enzima CPM pode ser encontrada ancorada 

na membrana ou em sua forma solúvel, amplamente distribuída pelo fígado, rins, 

vasos sanguíneos, intestino, cérebro e nervos periféricos (ZHANG et al., 2013b).  

As enzimas cininase II são representadas pela enzima conversora de 

angiotensina (ECA), e pela endopeptidase neutra. A ECA é primeiramente 

sintetizada como uma proteína ligada a membrana que é posteriormente liberada na 

circulação (COSTEROUSSE et al., 1992). A ECA é responsável por clivar 

sequencialmente o dipeptideo Phe8-Arg9 e Phe5-Ser6 da porção C-terminal da 

bradicinina, transformando-a em um metabólito inativo. Apesar da baixa afinidade 

desta enzima por metabólitos des-Arg-, em alguns casos a ECA pode ainda clivar a 

extremidade C-terminal da des-Arg9-bradicinina (DEDDISH et al., 1997). Por outro 

lado, inibidores da ECA causam um aumento nos níveis de cininas, que são 

substrato para as enzimas cininase I, podendo desta maneira, resultar na geração 

de agonistas do receptor B1. Ainda, os inibidores da ECA podem agir como 

agonistas alostéricos do receptor B1 e formar um complexo com o receptor B2, 

potencializando a sinalização dos receptores B1 e B2 para cininas (ERDOS et al., 

2010). Outra função da ECA é atuar na conversão do hormônio angiotensina I no 
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potente vasopressor angotensina II. Já a endopeptidase neutra (neprilisina ou 

encefalinase) é uma metaloprotease capaz de clivar o dipeptídeo C-terminal da 

bradicinina, agindo ainda em outros peptídeos (KASHUBA et al., 2013).  

A maioria das ações das cininas é mediada pela interação com receptores de 

membrana. Estes receptores foram inicialmente definidos pela utilização de critérios 

farmacológicos, pelo uso de agonistas e antagonistas dos receptores. Primeiramente 

demonstrou-se que os metabólitos des-Arg9-bradicinina e des-Arg10-calidina 

apresentavam atividade farmacológica em preparações de tecido isolado de 

coelhos, e o receptor responsável por mediar estas ações foi então denominado 

receptor B1 para cininas (REGOLI et al., 1977). Subsequentemente, um segundo 

receptor foi identificado e denominado receptor B2 para cininas, ao qual a bradicinina 

e calidina possuem alta afinidade (REGOLI e BARABE, 1980). A característica 

estrutural determinante para a ligação aos receptores B1 em mamíferos foi 

identificada como sendo a remoção da arginina C-terminal, que quando presente 

determina a ligação aos receptores B2 (PESQUERO e BADER, 1998). 

Recentemente, porém, demonstrou-se que a substituição dos resíduos Arg C-

terminal por um grupamento lisina levam a formação de moléculas com atividades 

de agonista em ambos os receptores B1 e B2 para cininas (ZHANG et al., 2012).  

A definição molecular dos receptores iniciou-se com a clonagem do receptor 

B2 de ratos (MCEACHERN et al., 1991). Mais tarde, em 1994, ocorreu a clonagem 

do receptor B1 a partir de fibroblastos de pulmão de embriões humanos 

(MCEACHERN et al., 1991; MENKE et al., 1994). Apesar da proximidade nos genes 

e de estes receptores apresentarem número semelhante de aminoácidos (o receptor 

B2 humano possui 359 aminoácidos e o receptor B1 353), eles apresentam apenas 

36% de homologia (MENKE et al., 1994). Este dado sugere que estes receptores 

possuem mecanismos distintos para a regulação da atividade e produção de sinais 

intracelulares. 

A clonagem do receptor B1 em humanos (Figura 2), semelhante ao ocorrido 

após clonagem do receptor B2, facilitou a clonagem deste receptor em outras 

espécies como coelhos, camundongos, ratos, cães, macacos e bovinos (MACNEIL 

et al., 1995; PESQUERO et al., 1996; NI et al., 1998; HESS et al., 2002; 

MORISSETE e MARCEAU, 2006). Os genes dos receptores B1 e B2 em humanos, 

camundongos e ratos, estão localizados no mesmo lócus do cromossomo 14, 12 e 

6, e todos com menos de 20 kilobases de distância um do outro (HESS et al., 2002; 
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MOREAU et al., 2005). Além disso, um receptor para cininas foi identificado em 

peixes (zebrafish) e aves (galinha) e parece ser homólogo ao receptor B2 de 

mamíferos, que por sua vez, seria o receptor ancestral do B1 (SCHROEDER et al., 

1997; DUNÉR et al., 2002; MOREAU et al., 2005) .  

Os receptores B1 e B2 para cininas são membros da superfamília de 

receptores acoplados a poteína G, geralmente Gαq/11, que apresentam sete 

domínios transmembrana, uma porção N-terminal extracelular e outra C-terminal 

intracelular (Figura 2). A ativação destes receptores desencadeia a estimulação de 

diferentes sistemas de segundo mensageiros, conforme o tipo celular e proteína G 

envolvida (MOREAU et al., 2005). Na maioria das vezes sua ativação envolve a via 

de ativação da fosfolipase C (PLC), com consequente formação de trifosfato de 

inositol (IP3) e diacilglicerol (DAG) (GUTOWSKI et al., 1991; MARCEAU e REGOLI, 

2004; LEEB-LUNDBERG et al., 2005). O aumento dos níveis de IP3 resulta em 

aumento dos níveis de cálcio liberado do retículo endoplasmático, enquanto que a 

formação de DAG promove ativação de isoformas específicas da proteína quinase C 

(PKC). Os eventos celulares estimulados pelos receptores de cininas podem ainda 

envolver a ativação de canais de potássio sensíveis ao cálcio, ativação da adenilato 

ciclase, da fosfolipase A2, das óxido nítrico sintases e de várias proteínas quinases 

(BHOOLA et al., 1992; BLAUKAT, 2003; FERREIRA et al., 2008). 

Esta via de segundos mensageiros pode ainda levar a um processo de 

sensibilização periférica por modificar a atividade de outros receptores, como 

acontece com o receptor TRPA1 e TRPV1. A ativação dos receptores para cininas 

durante o processo inflamatório ou dano tecidual e a consequente ativação de PLC 

pode resultar na produção de IP3, causando a liberação de Ca++ intracelular 

provocando a sensibilização do TRPV1, que por sua vez induz a um influxo de Ca++ 

capaz ainda de sensibilizar o canal TRPA1. Adicionalmente, a produção de DAG 

atua na ativação de PKC, que juntamente com a PKA, são capazes de fosforilar o 

TRPA1 levando ao aumento de sua atividade, ou sensibilização. 
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1 2 3 4 5 6 7

Cauda C-terminal intracelular

Cauda N-terminal extracelular 

Sítio de ativação por inibidores da ECA 

e interação com a CPM

Sítio de ativação por agonistas

Figura 2 – Receptor B1 para cininas – o receptor B1 para cininas apresenta sete domínios 

transmembrana, uma cauda N-terminal extracelular e outra C-terminal intracelular. A alça extracelular 

2 contém o domínio para a ligação de inibidores da ECA (enzima conversora de angiotensina) e para 

interação com a CPM (enzima carboxipeptidase M), e a alça extracelular 3 apresenta o domínio para 

a ativação do receptor por agonistas.   

 

 

 

Os receptores para cininas diferem amplamente quanto aos mecanismos que 

regulam sua expressão. Os receptores B2 são constitutivamente expressos e já 

foram identificados nos sistemas gastrointestinal, cardiovascular, respiratório, 

genitourinário, bem como no sistema nervoso central e periférico (MOREAU et al., 

2005). Este receptor é relativamente estável quando expresso na membrana na 

ausência de agonista (ENQUIST et al., 2007). Após ativação agonista-dependente, o 

receptor B2 exibe uma resposta transitória, típica de outros receptores acoplados a 

proteína G. Se a estimulação persiste, esta resposta é seguida de um processo de 

dessensibilização mediada por fosforilação da alça C-terminal, endocitose 

dependente de β-arrestina e formação de vesículas intracelulares (BLAUKAT, 2003; 
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MOREAU, 2005; ENQUIST et al., 2007; 2014). A ativação de endocitose pelo 

agonista é um fenômeno reversível, sendo que o receptor é reciclado de volta a 

membrana quando o agonista é retirado (MARCEAU et al., 2002; ENQUIST et al., 

2007). 

Já o receptor B1 para cininas pode estar constitutivamente expresso ou ainda, 

sua expressão ser rapidamente induzida, o que ocorre geralmente em resposta a um 

processo inflamatório ou injúria tecidual. Sua expressão já foi demonstrada em 

neurônios sensoriais de gânglios trigeminais, células satélites do gânglio da raiz 

dorsal e nas laminas superficiais da medula espinhal (MA et al., 2000; 

WOTHERSPOON e WINTER, 2000; MA e HEAVENS, 2001; FOX et al., 2003; 

RASHID et al., 2004; MA 2001; SHUGHRUE et al., 2003). Em ratos, demonstrou-se 

que esta expressão se dá predominantemente em neurônios de pequeno e médio 

diâmetro e de fibras C peptidérgicas e não peptidérgicas (MA et al., 2000, 2001). 

Ainda, a expressão do receptor foi confirmada em terminações nervosas periféricas, 

como as que inervam a bexiga (WOTHERSPOON e WINTER, 2000) e pele humana, 

assim como em gânglios de fibras do sistema nervoso simpático (SEABROOK et al., 

1997; SCHREMMER-DANNINGER et al., 2004). Adicionalmente, há expressão do 

receptor B1 em células não-neuronais como em diferentes células do sistema imune 

(macrófagos, fibroblastos e neutrófilos) e em células endoteliais (SCHAEFFER et al., 

2001; EHRENFELD et al., 2006). 

 Quando expresso, o receptor B1 não é estável na membrana e sofre 

endocitose espontânea com posterior degradação lisossomal (ENQUIST et al., 

2007). Os mecanismos envolvidos nesta internalização ainda não foram bem 

elucidados, mas o receptor parece não sofrer fosforilação ou dessensibilização 

significativa (ENQUIST et al., 2007, 2013). Por ouro lado, a presença do agonista 

leva a ativação do receptor e estabilização temporária do mesmo na membrana, 

retardando sua endocitose (ENQUIST et al., 2007). Estes processos parecem 

contribuir para a ativação sustentada que o receptor B1 apresenta, e apontam a 

cauda C-terminal do receptor como determinante para estes efeitos.  

Ele encontra-se no retículo endoplasmático, onde ocorre a formação de 

homo-oligômeros, que parece ser necessária para a translocação e expressão de 

um receptor funcional na membrana. A não formação do complexo resultaria na 

degradação do receptor (SANDÉM e LEEB-LUNDBERG, 2013). Porém, trabalhos 

anteriores sugerem a formação de um complexo hetero-oligômero entre os 
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receptores B1 e B2 (KANG et al., 2004). Na formação deste complexo, o receptor B2 

parece desempenhar o papel de estabilizador do receptor B1 na membrana, e sofre 

degradação, ao passo que a sinalização via B1 se mantém (KANG et al., 2004; 

ENQUIST et al., 2013).  

Outro mecanismo de regulação do receptor B1 é pela interação com a enzima 

carboxipeptidase M (CPM), como demonstrado por ZHANG e colabradores (2011) 

pela utilização de células HEK 293 (células embrionárias humanas). Assim, além da 

conhecida atividade da enzima de gerar os agonistas des-Arg9-bradicinina e des-

Arg10-calidina, ela regularia a sinalização do receptor B1 via bradicinina e calidina, 

sem a necessidade de clivagem. O grupo sugere que a bradicinina é capaz de se 

ligar a CPM, que sofre uma alteração conformacional e interage com o receptor B1 

levando a alterações conformacionais também no receptor causando sua ativação. 

Demonstraram ainda que a ruptura do complexo receptor B1-CPM reduz a 

sinalização via receptor B1 gerada pela bradicinina, e que em células endoteliais 

pulmonares bovinas, o inibidor da CPM, Mergepta, foi capaz de bloquear o influxo de 

Ca++ induzido por bradicinina (ZHANG et al., 2011, 2013a, 2013b). Esta interação 

exigiria a co-expressão do receptor e da enzima, e interessantemente, citocinas 

capazes de causar aumento na expressão do receptor B1, também induzem o 

aumento da expressão da enzima CPM. 

Fisiologicamente, as cininas estão envolvidas na regulação do tônus de vários 

tipos de musculatura lisa, regulação da pressão arterial, transporte de glicose e de 

eletrólitos, estimulação da reabsorção óssea e proliferação celular (BHOOLA, 1992; 

BASCANDS et al., 2003). Além destas importantes ações fisiológicas, as cininas 

participam de vários processos patológicos, como câncer, asma, hipertensão, 

choque séptico, pancreatite e artrite (BHOOLA et al., 1992; CASSIM et al., 2002; 

BASCANDS et al., 2003). De fato, diferentes componentes do sistema cininas-

calicreínas já foram identificados em leucócitos circulantes e amostras de líquido 

sinovial obtidas de pacientes com doenças inflamatórias articulares.  

 

1.6 Participação do sistema cinina-calicreina nos processos de artrite  

Há na literatura trabalhos demonstrando a ativação do Fator de Hageman 

induzida por MSU in vitro e em modelo animal, em fluido sinovial e plasma humano 

de pacientes com gota (KELLERMEYER 1965; 1967; GINSBERG et al., 1980). 

Adicionalmente, há estudos mostrando que o uso de antagonistas do receptor B2 
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reduz a inflamação causada pelo MSU em modelo animal de gota e que há aumento 

nos níveis de bradicinina no fluido sinovial de pacientes com gota (WEBSTER et al., 

1972; DAMAS et al., 1992;). Interessantemente, Chercuitte (1987), demonstrou o 

aumento da atividade da enzima cininase I em fluido sinovial de pacientes com 

artrite, incluindo um paciente durante o ataque agudo de gota. Considerando que a 

bradicinina possa ser utilizada como substrato para a formação de des-Arg9-

bradicinina pela cininase I, estes dados corroboram com a possibilidade do 

envolvimento do receptor B1 para cininas na gota.  

Da mesma forma, foi relatado o envolvimento de receptores B1 no 

extravasamento plasmático em modelo de artrite induzido por adjuvante completo de 

Freund (CRUWYS et al., 1994). Este mesmo estudo demonstrou ainda, que a 

administração de des-Arg9-bradicinina em joelho de animais naive resultou em 

extravasamento plasmático, e apesar de menos intenso que o induzido pela 

bradicinina, foi significativo em relação a animais não injetados. Além disso, o 

tratamento intra-articular com antagonistas do receptor B1 foi capaz de previnir a 

nocicepção e a degradação da cartilagem em um modelo pré-clínico de osteoartrite 

(KAUFMAN et al., 2011).   

Outros estudos que sustentam um possível envolvimento dos receptores B1 

na gota são aqueles que demonstram a presença de calicreínas, cininogênios e 

receptores B1 para cininas em neutrófilos circulantes e no fluido sinovial de 

indivíduos com artrite (MELLMON et al., 1967; WILLIAMS et al., 1997; CASSIM et 

al., 2009). O receptor B1 está envolvido em diferentes modelos inflamatórios 

associados ao desenvolvimento de nocicepção e animais com deleção gênica do 

receptor são refratários ao acúmulo de neutrófilos nos tecidos (MARCEAU et al., 

1998; PESQUERO et al., 2000). Além disso, estes receptores são fundamentais na 

regulação da infiltração leucocitária dependente de IL-1β (AHLUWALIA e PERRETI, 

1996; MCLEAN et al., 2000; DUCHENE et al., 2007). Ainda, a expressão do receptor 

B1 em células endoteliais e neutrófilos parece favorecer sua importancia na 

regulação das interações entre leucócitos e endotélio, regulando processos como 

adesão, rolamento e infiltração, através da modulação de diferentes moléculas de 

adesão (FIGUEROA et al., 2014). Todos estes aspectos são de grande importância 

uma vez que a gota é uma doença inflamatória dolorosa com a característica de 

induzir um grande infiltrado leucocitário como um dos acontecimentos primários do 
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processo inflamatório gerado pelo MSU, que tem ainda a IL-1β como citocina chave 

destes acontecimentos. 

O receptor B1 para cininas pode ser expresso ainda por outras células do 

sistema imune como fibroblastos, monócitos e macrófagos, o que também o coloca 

no cenário da gota podendo ele estar expresso nestas células nas articulações. É 

importante observar que os sinoviócitos (tanto os do tipo A ou macrófagos, quanto 

os do tipo B ou fibroblastos) são células residentes, e a ativação do receptor B1 

expresso nestas células poderia facilitar o envolvimento do receptor nos estágios 

iniciais do ataque de gota (IWANAGA et al., 2000).  

Já no que diz respeito a dor, um dos sintomas mais extenuantes que atingem 

os indivíduos durante o ataque de gota, há a expressão de receptores B1 no gânglio 

da raíz dorsal e terminações nervosas de neurônios sensoriais, preferencialmente 

em fibras nociceptivas, o que facilitaria seu envolvimento direto na modulação e 

transmissão de processos dolorosos (MA et al., 2000; 2001). Todavia, a expressão 

deste receptor em outras células não o exclui como possível regulador indireto da 

nocicepção durante o ataque de gota. Ainda, é importante observar que animais com 

a deleção gênica do receptor B1 para cininas são refratários a indução de 

nocicepção química e térmica (PESQUERO et al., 2000). 

Assim, fica evidente que o receptor B1 para cininas pode fazer parte do 

microambiente sinovial, podendo ser expresso em diferentes células neuronais e 

não-neuronais, e podendo atuar nos principais processos que ocorrem durante o 

ataque agudo de gota. Ainda, é bem conhecido o papel dos receptores B1 na 

iniciação e manutenção de diferentes processos inflamatórios e há diferentes 

estudos demonstrando o envolvimento do sistema cininas-calicreínas na gota, 

incluindo os ataques agudos da doença precipitados pelo tratamento com inibidores 

da ECA, conforme observado no item 1.4. Uma vez que os receptores B1 também 

participam dos efeitos cardioprotetores dos iECA, torna-se plausível sua participação 

também nos efeitos potencializadores destes medicamentos em relação a 

deflagração do ataque agudo de gota.  

Desta maneira, a investigação sobre o envolvimento dos receptores B1 no 

processo inflamatório doloroso que caracteriza o ataque agudo de gota é importante 

pois pode esclarecer o papel do receptor na doença, facilitar o entendimento da 

relação entre o uso de iECA com o risco aumentado de se desenvolver gota e 
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apontar um novo alvo terapêutico para esta condição ainda sem um tratamento 

eficaz e seguro.  
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2. Objetivos  

2.1 Objetivo Geral 

 

Verificar o papel dos receptores B1 para cininas e o efeito da inibição da enzima 

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

roedores. 

 

2.2 Objetivos Específicos 

 

2.2.1 Analisar o papel do receptor B1 para cininas sobre a resposta nociceptiva e 

inflamatória induzida pela injeção intra-articular de cristais de urato 

monossódico (MSU); 

2.2.2 Verificar a expressão dos receptores B1 para cininas frente a injeção de MSU 

na articulação  

2.2.3 Avaliar a resposta nociceptiva e edematogenica induzida pela injeção intra-

articular de uma baixa dose de MSU em animais previamente tratados com 

inibidores da enzima conversora de angiotensina; 

2.2.4 Verificar se há o envolvimento do receptor B1 para cininas nas respostas 

nociceptiva e edematogenica induzidas pela injeção intra-articular de uma 

baixa dose de MSU em animais previamente tratados com o inibidor da 

enzima conversora de angiotensina 
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3.1 MANUSCRITO CIENTÍFICO  

Os resultados inseridos nesta tese apresentam-se sob a forma de manuscrito 

científico. Os itens Introdução, Materiais e Métodos, Resultados, Discussão dos 

Resultados e Referências Bibliográficas, encontram-se no manuscrito. O manuscrito 

está disposto na mesma forma a qual foi submetido à revista científica Annals of the 

Rheumatic Diseases. O artigo, requisito necessário para a obtenção do título de 

doutor, está disposto na mesma forma a qual foi publicado na revista científica 

Journal of Ethnopharmacology e é apresentado no item APÊNDICE. 

 

 

3.1.1 Manuscrito: The role of kinin B1 receptor and the effect of angiotensin I-

converting enzyme inhibition on acute gout attacks in rodents 
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ABSTRACT 
Objective: Verify the role of the kinin B1 receptors (B1R) and the effect of angiotensin 

I-converting enzyme inhibitors (ACEi) on acute gout induced by monosodium urate 

(MSU) crystals in rodents. 

Methods: Painful (overt pain and allodynia) and inflammatory parameters (joint 

oedema, leukocyte trafficking, interleukin-1β levels) of acute gout attacks were 

assessed several hours after an intra-articular (IA) injection of MSU (1.25 or 0.5 

mg/articulation) into the ankle of rats or mice, respectively. The role of B1R was 

investigated using pharmacological antagonism or gene deletion. In addition, B1R 

immunoreactivity in ankle tissue and sensory neurons, kininase I activity and des-

Arg9-bradykinin synovial levels were also measured. Similar tools were used to 

investigate the effects of ACEi on a low dose of MSU (0.0125 mg/articulation)-

induced inflammation.     

Results: Kinin B1R antagonism or gene deletion largely reduced all painful and 

inflammatory signs of gout. Furthermore, MSU increased B1R expression in articular 

tissues, the content of the B1 agonist des-Arg9-bradykinin and the activity of the B1 

agonist-forming enzyme kininase I. A low dose of MSU crystals, which did not induce 

inflammation in control animals, caused signs of acute gout attacks in ACEi-treated 

animals that were B1R-dependent. 

Conclusions: Kinin B1R contributes to acute gouty attacks, including the ones 

facilitated by ACEi. Therefore, B1R is a potential therapeutic target for the treatment 

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

Gout is induced by the deposition and crystallization of monosodium urate 

(MSU), and it is the most common cause of inflammatory arthritis in older adults[1]. 

MSU crystallization leads to the release of multiple inflammatory mediators such as 

kinins[2,3]. Kinins have an important function in painful and inflammatory processes 

by stimulating in leukocyte recruitment, especially in response to IL-1β[4,5]. However, 

despite the body of evidence demonstrating a clear contribution of the kinin system to 

the pathogenesis of some arthritic conditions, the role of the kinin B1 receptor (B1R) 

in MSU crystal-induced pain and inflammation is currently unknown[2,3,6,7]. 

One known but under investigated aspect of gout, is the fact that patients 

suffering from this disease frequently experience a range of comorbidities which 

restricts treatment options and affects long-term prognosis[1,8]. The most common 

comorbidity is hypertension, which affects 60-80% of gout patients[8-10]. 

Additionally, some studies have indicated that certain antihypertensive drugs, such 

as ACE inhibitors (ACEi), increase the risk of gout[10,11]. Notably, ACEi block the 

metabolism of several peptides, in particular bradykinin hydrolysis[12]. Bradykinin  is 

also a substrate for kininase I, which forms des-Arg-kinin B1R agonists.Therefore, 

ACE inhibition can activate the B1R pathway. Moreover, ACEi are allosteric 

enhancers of kinin receptors[13] and B1R are linked to inflammatory cardiovascular 

diseases[14]. 

The present study focused on the rodent model of gout-like joint pain and 

inflammation induced by MSU injection into the ankle, which shares a number of the 

characteristics of acute gout attack in humans[15,16]. The aim was to investigate the 

possible involvement of B1R and ACEi treatment in the development of acute gouty 

attacks. 
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METHODS 

Ethical statement 

All animal handling and experimental procedures were performed in 

accordance with the Canadian Council for Animal Care guidelines for the care and 

use of experimental animals. All protocols used were also approved by the 

Committee on the Ethical Use of Animals of the Federal University of Santa Maria 

(CEUA, process number 94/2010), or the Dalhousie University Science Animal Care 

Committee (protocol number 12-041). The behavioral studies followed the ARRIVE 

guidelines[17]. Experiments were performed in a total of 230 adult male Wistar rats 

(250-300 g, bred in house), 8 Wild type C57BL/6 and 8 kinin B1 receptor knockout 

mice (B1-/-) (20-30 g)[18] obtained from the Department of Biophysics (UNIFESP, 

São Paulo, Brazil). All animals submitted to IA injections were first deeply 

anaesthetized (2% isoflurane, 100% O2 1L/min). The study design, housing 

conditions and reagents information are provided in online supplementary material.  

 

MSU crystals-induced arthritic gout  

MSU crystals (0.0125 – 1.25 mg/articulation; with a mean length of 12 ± 2 μm) 

suspended in 50 μl of endotoxin-free PBS were injected into the medial side of the 

tibio-tarsal joint (ankle articulation) of rats[15]. Control animals received an intra-

articular (IA) injection of 50 μl of vehicle alone (PBS). All drugs treatments were co-

administered in the MSU suspension at a final volume of 50 μl. For the mouse 

experiments, animals received IA injections of 20 μl of MSU crystals (0.5 

mg/articulation)[16].  

 

Treatments 
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To study B1R involvement on gouty attacks, animals were treated with the 

selective B1R antagonist SSR240612 (10 nmol/articulation)[19]. To verify kininase I 

involvement in gout attacks, another group of gouty animals were treated with the 

kininase I inhibitor Mergepta (0.05 nmol/articulation)[20]. Control animals received IA 

injections of 50 μl of the MSU vehicle (PBS) or the SSR240612 vehicle (0.05% 

dimethyl sulfoxide - DMSO in PBS). 

 We also performed ACE inhibition using enalapril[21] (3 mg/kg, oral route - 

p.o.), 0.5h before IA injection of either MSU (0.0125 mg/articulation) or vehicle 

(saline). A separate cohort of animals was treated with the ACEi, enalapril (3 mg/kg, 

p.o.) and 0.5 h later received an IA co-injection of the B1 receptor antagonist 

SSR240612 (10 nmol/articulation) or Mergepta (0.05 nmol/ articulation) plus MSU 

(0.0125 mg/articulation). Controls received saline p.o. and IA MSU (0.0125 

mg/articulation).  

 

Nociception and oedema evaluation 

Animals were assessed for nociception (touch allodynia and overt pain-like 

behaviors) and oedema development up to 8 h post-MSU.  Measurements of touch 

allodynia [significant decrease in paw withdrawal threshold (PWT) compared to 

baseline values] were carried out using von Frey monofilaments as previously 

reported[22,23] and results expressed as 50% of mechanical PWT, in grams (g). 

Overt pain-like behaviors induced by MSU IA injection was assessed using a 

standing paw pressure scale from 0 - 3[24]. The online supplementary material 

provide a detailed description of the nociceptive procedures. Ankle oedema was 

measured by a digital caliper, before and after IA injections[25], and results 

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

Synovial lavage fluid samples from MSU injected animals treated with either 

SSR240612 (10 nmol/articulation) or vehicle (PBS 0.05% DMSO) were obtained 2 h 

after IA injections. Briefly, animals were deeply anaesthetized with sodium 

pentobarbital (100 mg/kg, i.p.) and perfused with ice saline to remove blood. Ankle 

synovial cavities were washed with a final volume of 30 µL of PBS to obtain synovial 

lavage fluid samples[26]. Protein content from synovial lavage was measured by 

Bradford method[27]. In addition, the total number of leukocytes[26], neutrophil 

myeloperoxidase (MPO) enzyme activity[28] and IL-1β levels were determined (See 

online supplementary material for detailed description).  

For intravital microscopy, animals were deeply anaesthetized 2 h after 

treatment and placed on a homoeothermic heating blanket to maintain internal body 

temperature at 37°C. The skin over the left ankle was surgically removed and 

circulating leukocytes were stained in vivo using an intravenous injection of 0.05% 

Rhodamine 6G[29]. Joint microcirculation was observed under an epifluorescent 

microscope Axiotech Vario (Carl Zeiss, Jena, Germany). One minute recordings from 

ankle blood vessels (diameter 30-50 µm) was selected for analysis of leukocyte 

rolling and adherence as previously described[29]. 

 

Kininase I and II activities 

Synovial lavage samples from gouty and control animals were obtained as 

described above and assessed for kininase I activity. The enzyme activity assay 

involved the incubation of samples in the presence of fluorescent dansyl-Ala-Arg, 

which is a substrate for kininase I[30, 31]. The fluorescent product was extracted with 



Manuscrito 

53 

 

 

chloroform and measured at 495 nm (340 nm excitation). The results are expressed 

as fluorescent units/mg of protein.  

For the kininase II activity, ankle tissue samples (synovium and capsule) were 

incubated in the presence of a kininase II substrate, (N-[3-(2-furyh)-acryloyl]-L-

phenylalanylglycylglycine (FAPGG)[32]. The product was measured colorimetrically 

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

 

Des-Arg9-bradykinin (DABK)measurement 

The synovial lavage fluid of animals IA injected with either vehicle (PBS) or 

MSU (1.25 mg/articulation) were used to analyze DABK levels. Samples with equal 

amounts of protein were centrifuged at 3000 g for 15 min and the supernatant was 

evaporated for complete precipitation of kinin precursors[33]. The formed residue 

was used for DABK quantification on nitrocellulose membranes using a Millipore slot 

blot apparatus[34]. The membrane was incubated first with a rabbit anti-human 

DABK-antibody (1:1000) followed by a streptavidin peroxidase polymer (1:2500). 

Blots were developed using 3,3′,5,5′=tetramethylbenzidine, dried, scanned, and 

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

 

Western blot and immunohistochemistry 

B1R expression in articular tissue samples (synovium and capsule) was 

assessed by western blotting 1, 2 and 4h after MSU or vehicle injections. Western 

blot analysis was carried out as described previously[35]. Ponceau staining served 

as a loading control and a specific anti-B1 polyclonal primary antibody was used. The 

results were normalized to control group densitometry values and expressed as the 

relative amount of B1R expression. 
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Furthermore, ankle joint afferent nerves from 8 animals were labeled using the 

dye Fluoro-Gold (2% solution). Five days after an IA injection of Fluoro-Gold, animals 

were euthanized and ipsilateral dorsal root ganglia (DRG) from L3-L5 were 

removed[29]. Immunofluorescence was performed as previously reported[36] using 

B1R primary antibody (1:100) and an FITC-conjugated donkey antigoat secondary 

antibody (1:200). Specificity of the B1R antibody was determined through the 

omission of the primary antibody. The cell body areas of all Fluoro-Gold and B1 

positive cells were measured and analyzed[36]. No Fluoro-Gold labeling was 

observed in DRG sections from rats that were not injected with Fluoro-Gold (data not 

shown). 

 

Statistical analysis  

The difference between 2 groups at one time point was analyzed using 

Student's t test. Differences among 3 or more groups at one time point were 

analyzed by one-way analysis of variance (ANOVA) followed by Newman-Keuls or 

Dunnett’s post-hoc tests. Differences between 3 or more groups at different times 

were analyzed using two-way ANOVA followed by Bonferroni’s post-hoc test. 

Statistical analysis was performed using GraphPad Software 5.0 (GraphPad 

Software, San Diego, CA, USA). Percentage inhibition values are reported as the 

mean ± S.E.M. obtained in each experiment in relation to the control values. P values 

less than 0.05 were considered significant. To meet the ANOVA assumptions, 

mechanical hyperalgesia data were log transformed prior to statistical analysis. 

 

RESULTS 

Involvement of kinin B1 receptors in MSU-induced pain and oedema  
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IA injection of high dose MSU induced touch allodynia, overt pain-like 

behaviors and articular oedema (see online supplementary figure S1). The highest 

dose (1.25 mg/articulation) was able to induce pain and oedema at all time points 

tested (P˂ 0.001), whereas low dose MSU (0.0125 mg/articulation) did not induce 

pain or oedema (see online supplementary figure S1).  

The selective B1R antagonist SSR240612 (Fig. 1A-C), and B1R gene deletion 

(Fig.1E-G), reduced touch allodynia, overt pain-like behaviors and articular oedema 

trigged by high dose MSU , especially at the early time points. Moreover, articular 

tissues from naïve animals constitutively expressed B1R protein which increased 

from 1 to 4 hours after MSU injection (Fig. 1D). Only 10 nmol/articulation was able to 

prevent the mechanical hyperalgesia and no significant pain behavior or oedema was 

observed with this dose (see online supplementary figure S2). Another bradykinin 

B1R antagonist, des-Arg10-HOE140, equally reduced nociception and oedema 

induced by MSU, which corroborates the role of kinin B1R activation in gout (see 

online supplementary figure S3).  



Manuscrito 

56 

 

 

 

Fig. 1. The protective effect of the selective B1R antagonist SSR240612 (10 

nmol/articulation) (A, B, C) and B1R ablation (B1
-/-) (E, F, G) on touch allodynia (PWT: 
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paw withdrawal threshold, A, E), overt pain-like behaviors (B, F) and oedema (C, G) 

induced by an IA MSU injection (1.25 mg/articulation). B1R expression increased by 

IA MSU injection (D). N=6 per group, only rats (A-C), N=4 per group, only rats (D) 

and N=7 per group, only mice (E-G). Each column represents the mean ± SEM. ### 

P<0.001 represent significant differences compared to the baseline levels of 

vehicle/MSU group (one-way ANOVA followed by the Student-Newman-Keuls’ test). * 

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

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

 

 

Stimulation of kinin B1 receptors mediate additional inflammatory responses in 

gout  

In addition to pain and oedema, B1R has been implicated in the development 

of other signs of inflammation, including leukocyte recruitment and pro-inflammatory 

cytokine production[4,18]. In the present study, it was found that SSR240612 

reduced the protein content in the synovial fluid of MSU injected ankles (Fig. 2A) and 

abolished the release of IL-1β into the synovial fluid of gouty animals (Fig. 2B). 

Furthermore, we found that treatment with the B1R antagonist largely reduced the 

number of leukocytes (Fig. 2C), and MPO activity (Fig. 2D), indicating that PMN 

infiltration caused by MSU is mediated by B1R activation. Finally we demonstrated 

that MSU caused a three-fold increase in leukocyte rolling and a five-fold increase in. 

Furthermore, treatment with SSR240612 inhibited the increase in leukocyte rolling 

and adherence (41±16 and 58±20 % of inhibition, respectively) in ankle blood vessels 

(Fig. 2E, F). Representative images of vehicle, MSU and SSR240612 plus MSU 

effects on leukocyte rolling and adherence are illustrated in Fig. 2G-I. We also 
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detected that B1R antagonism reduced the increase in P-selectin expression 

produced by MSU (see online supplementary figure S4).    
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Fig. 2. The protective effect of the B1R antagonist SSR240612 (10 nmol/articulation) 

on synovial lavage fluid protein content (A), IL-1β levels (B), total leukocyte number 

(C), MPO levels (D), and leukocyte rolling (E) and adherence (F) were increased by 

IA MSU injection (1.25 mg/articulation). Representative intravital microscope images 

of vehicle (G), MSU (H), and SSR240612 plus MSU (I) on leukocyte accumulation in 

an ankle blood vessel. N=5 per group, only rats were used. Each column represents 

the mean ± SEM. # P<0.05 and ### P<0.001 represent significant differences 

compared to the vehicle group; * P<0.05, ** P<0.01 and *** P<0.001 represent 

significant differences compared to the vehicle/MSU IA-injected group. The statistical 

analysis was performed using one-way ANOVA followed by the Student-Newman-

Keuls’ test. 

 

 

Kinin B1 receptor activation pathways involved in MSU-induced gouty attacks 

The kininaseI inhibitor Mergepta significantly reduced MSU-induced touch 

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

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

animals injected with vehicle (Fig. 3D-E).  
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Fig. 3. The protective effect of the kininase I inhibitor Mergepta (0.05 

nmol/articulation) on touch allodynia (A), overt pain-like behaviors (B) and oedema 

(C) induced by MSU IA injections (1.25 mg/articulation). Synovial lavage fluid 

kininase I activity (D) and articular tissue DABK levels (E) increased by MSU 

injection. The measurements, with except of F, were made two hours after IA 

injections. N=5 per group (A-D) and N=4 per group (E), only rats were used. Each 

column represents the mean ± SEM. # P<0.05, ## P<0.01 and ### P<0.001 represent 

significant differences compared to vehicle IA injected group, * P<0.05 and *** 

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

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

 

 

We also confirmed that kinin B1R are expressed on sensory neurons that 

innervates gouty ankles. Further analysis of receptor expression between L3-L5 

DRGs revealed that receptors were uniformly expressed at all levels (Fig 4A-B). 

Additionally, the majority of B1 positive neurons were small-sized neurons with an 

area of 600 µm2 or less, followed by medium-sized neurons (600-1200 µm2) (Fig. 

4C), which indicated that kinin B1R are localized on nociceptive C- and Aδ-fibres[36]. 

In contrast with joint tissues, MSU injection did not alter the expression or the 

distribution of neuronal B1R. Photomicrographs from L3-L5 DRGs demonstrating 

Fluoro-gold positive cells from ankle joint afferents (D-F) and immunopositive cells for 

B1 (G-I) are shown in Fig. 4.  
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Fig. 4. Total number of Fluoro-Gold positive cells (A) and the number of Fluoro-Gold 

and B1 co-localized positive cells (B) from L3, L4 and L5 dorsal root ganglia (DRGs), 

2 h after vehicle or MSU (1.25 mg/articulation) IA injections. Size distribution of 

Fluoro-Gold and B1 co-localized cells in L3, L4 and L5 DRGs (C). N=4 for per group, 

only rats were used. Photomicrographs shown in the left panel: retrograde labeling of 

ankle joint afferent DRGs with Fluoro-Gold taken from L3 (D), L4 (E) and L5 (F); right 

panel: immunofluorescent images revealing co-localization of B1-positive cells in the 

corresponding L3–L5 DRGs (G-I). Scale bar, 50 µm. 

 

 

ACEi treatment sensitizes animals to MSU-triggered acute gouty attacks  

As mentioned above, IA injection of low dose MSU did not induce pain or 

edema itself. However, when the animals were pre-treated with the ACEi enalapril (3 
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mg/kg), low dose MSU reduced ACE activity in tissue taken from the ankles of these 

animals (Fig. 5A) andheightened mechanosensitivity and articular oedema (Fig. 5B-

D). Pretreatment with another ACEi (captopril, 0.5 mg/kg) also produced pain and 

oedema after IA injection of low dose MSU (data not shown). Furthermore, ACEi 

treatment did not cause pain or oedema when administered in animals injected with 

saline (see online supplementary figure S5). Thus, ACE inhibition increased the 

sensitivity to MSU and facilitated the development of acute gout attacks. 

 

Fig. 5. Articular tissue ACE activity (A), touch allodynia (B), overt pain-like behaviors 

(C) and oedema (D) in animals pre-treated with saline or enalapril (3 mg/kg, p.o.) 0.5 

h before the IA injection of a low dose of MSU (0.0125 mg/articulation). N=8 per 

group, only rats were used. Each column represents the mean ± SEM. # P<0.05, ## 

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

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

 

 

MSU-triggered acute gouty attacks induced by ACEi treatment involve 

stimulation of kinin B1 receptors  

To test if ACE inhibition potentiates MSU-induced gouty attack by a kinin B1R 

mechanism, the effects of SSR240612 and Mergepta administered to ACEi/MSU 

treated animals were observed on joint pain and oedema. Both SSR240612 and 

Mergepta inhibited touch allodynia, hyperalgesia and oedema in enalapril-treated 

animals (Fig. 6A-C). Corroborating these in vivo results, animals treated with 

enalapril and challenged with low dose MSU had higher articular kininaseI activity 

and DABK levels than animals challenged with vehicle alone (Fig. 6D, E). 

Additionally, enalapril treatment increased B1R expression in the ankle tissues (see 

online supplementary figure S4). 
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Fig. 6. The protective effect of the kininase I inhibitor Mergepta (0.5 nmol/articulation) 

and the B1R antagonist SSR240612 (10 nmol/articulation) on touch allodynia (A), 

overt pain-like behaviors (B) and oedema (C) in animals pre-treated with enalapril (3 

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

mg/articulation). Synovial lavage fluid kininase I activity (D) and articular tissue DABK 
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levels (E) in animals pre-treated with saline or enalapril 0.5 h before IA injection. All 

measures were made two hours after IA injections. N=8 for per group (A-C) and N=5 

per group (D, E), only rats were used. Each column represents the mean ± SEM. # 

P<0.05, ## P<0.01 and ### P<0.001 represent significant differences compared to 

saline/MSU treated group; * P<0.05 and ** P<0.01 represent significant differences 

compared to enalapril/MSU group (A, B, C). The statistical analysis was performed 

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

 

 

DISCUSSION 

The present study determined that both peripheral B1R antagonism and gene 

deletion reduced pain and oedema induced by MSU in rodents, which indicate a role 

for the B1 pathway in the onset of MSU crystal-induced inflammation. These results 

are relevant because pain and oedema are hallmark responses of an acute gouty 

attack in humans[8,9,37] Similar to our findings in a gout model, IA administration of 

a B1R antagonist is able to reduce pain and joint damage in a model of 

osteoarthritis[38]. Additionally, since IA administration is routinely used clinicallyit is 

possible that local administration of B1R antagonists could be  an effective way to 

treat  gouty attacks in humans[8].  

The current study also found that a kinin B1R antagonist reduced increased 

articular IL-1β levels and the massive influx of leukocytes induced by MSU. This is an 

interesting finding because both neutrophils and IL-1β are pivotal triggers of gout, 

and have been detected in the synovial fluid of gouty patients[1,5,39-41]. Contrary to 

our results, another study failed to detect B1R antagonism effects on leukocyte 

infiltration caused by an intraperitoneal MSU injection[42]. Differences in the injection 
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site of MSU and pharmacokinetic limitations of the antagonist used due to its peptidic 

nature may explain this observation. Furthermore, we demonstrated that MSU 

increased the rolling and adherence of leukocytes in blood vessels supplying the 

ankle, and these effects were mediated by B1R. It is known that B1R stimulates 

leukocyte recruitment by promoting interactions between leukocytes and vascular 

endothelium adhesion molecules, resulting in increased rolling, adhesion and 

migration[4,18,43,44]. Accordingly, we verified that B1R antagonism not only reduced 

leukocyte trafficking in the joint, but also increased the expression of the adhesion 

molecule P-selectin.  

The exudation of plasma proteins caused by MSU could contain some of the 

substrates and forming enzymes for the local generation of kinins in the gouty 

joint[6]. In fact, MSU induced a rise in local DABK levels and this process seemed to 

be regulated by kininaseI. Accordingly, increased kininaseI activity was previously 

reported in the synovial fluid of a gout patient[7]. Despite the enhanced local DABK 

production, the expression of B1R was necessary to mediate MSU-induced 

inflammation.  

Immunohistochemistry revealed constitutive B1R expression in the articular 

tissues of control rats, similar to what has been described in normal synovial tissue of 

humans[6]. Moreover, we detected, for the first time, the expression of B1R in small 

diameter sensory neurons projecting from the ankle joint. Consistent with our 

findings, constitutive B1R-containing sensory neurons have been found in peripheral 

nerve terminals[45], and these neurons are likely to be C- and Aδ-fibre which are 

important for pain regulation[33]. Interestingly, MSU increased B1R expression in 

articular tissues as early as 1 hour after IA injection. This rapid increase in B1R 

expression seems to be independent of transcription and it may be dependent on 
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mRNA stabilization and protein synthesis induction by interleukin-1β[35,48]. In 

addition, it has been proposed that a facilitatory interaction between B1R and IL-1β 

can promote rapid B1R expression[43,49]. Moreover, it is important to note that in 

addition to neurons, other resident or infiltrating cells (such as synoviocytes or 

neutrophils) can express B1R in joints[6,46,47]. This means that the increased B1R in 

articular tissues may be dependent on leukocyte infiltration, without an actual “up 

regulation” in expression. 

Another exciting finding of our investigation was the involvement of B1R in the 

increased propensity of acute gout attack in response to systemically administered 

ACEi. In fact, articular B1R antagonism and kininaseI inhibition prevented the 

inflammation caused by low dose MSU in ACEi-treated animals. Low dose MSU also 

increased kininase I activity and DABK levels in ACEi-treated animals, which 

suggests that bradykinin may serve as a substrate for DABK formation, as 

demonstrated previously[12]. Additionally, ACEi increased B1R expression in the low 

dose MSU IA injected animals, which can directly enhance B1 signalling[13]. This is 

an interesting observation since millions of patients are treated with ACEi to combat 

cardiovascular and renal diseases which are common comorbidities of gout[8,10]. 

Our finding that ACEi increased the risk of gout in the rodent model is consistent with 

this observation. Thus, ACEi therapy in gout patients requires careful considerations 

since in addition to B1R contributing to some of the ACEi cardioprotective effects[50], 

it may also  increase the patient’s risk of gout.  

In summary, the present study showed that kinin B1R are involved in pain and 

inflammation in a rodent model of acute gouty arthritis. Data presented here also 

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

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

Study design 

For the experiments, the primary outcome measures were pain behaviour and 

secondary was oedema formation. The group size for each experiment was 

determined by sample size estimation for each experiment, based on previous 

results obtained in our laboratory, where we have observed touch allodynia 

development after MSU IA injection. Each experiment was repeated 2 to 3 times, 

between 8:00 a.m. and 5:00 p.m. Allocation concealment was not performed 

because we had allocated the animals in different groups to yield groups with similar 

basal values in the initial phase of the experiment.  Experimenters were blinded to 

the genotype of the animals and the drug treatment when performing the tests. No 

animal or sample was excluded from the analysis. 

Animals were housed in a controlled-temperature environment in individually 

ventilated cages: rat (2 per cage) or mouse (8 per cage), with wood shaving bedding 

and nesting material, maintained at 22±1°C. Animals were housed with a 12 hours 

light/dark cycle (lights on at 7:00 am) and fed with rodent chow (Puro Lab 22 PB 

pelleted form, Puro Trato, Rio Grande do Sul, Brazil for rats or Global Diet 2018, 

Harlan, Lombardia for mice) and tap water ad libitum. Deletion of the entire coding 

sequence for B1 kinin receptors was achieved according to the methodologies 

described by Pesquero (2000) and mice were only used for the experiments with B1R 

gene deletion, to reinforce B1 receptor involvement on gout attack. Animals were 

allowed to acclimatize to their housing environment for at least 7 days prior to 

experimentation and to the experimental room for 1 hour before experiments. The 

final volume of IA injections, even when there was MSU plus treatment, was 50 μl for 

rats or 20 μl for mice.    
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Nociceptive parameters 

For the measurement of touch allodynia the PWT was carried out using the 

Up-and-Down paradigm [22, 23]. Von Frey filaments of increasing stiffness (6 - 100 g 

for rats and 0,07 – 6 g for mice) were applied to the animal hind paw plantar surface 

with enough pressure to bend the filament. The absence of paw lifting after 3 s led to 

the use of the next filament with increasing stiffness, and paw lifting indicated a 

positive response and led to the use of the next weakest filament. This paradigm 

continued until a total of six measurements were taken or until four consecutive 

positive or four consecutive negative responses had occurred. The 50% mechanical 

PWT response was then calculated from the resulting scores [23]. The PWT is 

expressed in grams (g) and was evaluated before (Baseline) and several times after 

the IA injection.  

The overt pain-like behaviors [24] were observed before start the 

measurement of touch allodynia. The amount of weight the rat was willing to put on 

the hind paw of the injected limb was evaluated and categorized according to the 

scale:  score 0 was considered when the paw pressure was normal, with equal 

weight distribution on both hind-paws; score 1 was considered when the paw 

pressure was slightly reduced, with the paw completely on the floor, but toes are not 

spread; score 2 was considered when paw pressure was moderately reduced, with 

foot curled with only some parts of the foot lightly touching the floor; and finally score 

3 was considered when the paw pressure was severely reduced, with foot elevated 

completely. 

Inflammatory parameters 

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

times) to obtain the synovial lavage fluid sample. Protein content was measured by 
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Bradford method and expressed as mg of protein/mL of lavage[27]. Following, 

samples were centrifuged at 13000 g for 15 min to obtain supernatant S1 and 

precipitate P1. Samples of synovial lavage (P1) were diluted (1:10) with  Turk’s  

solution to a final volume of  100  µL,  and  the  total  number  of  leukocytes  was  

determined using a Neubauer chamber. A second centrifugation from P1 mixed to 

acetate buffer and 0.5% HTAB was required to obtain the supernatant S2, used for 

colorimetrically (630 nm) MPO enzyme activity determination, expressed as MPO 

levels (optical density (OD)/mL of lavage). S1 samples, diluted to a final volume of 

200 µL on the appropriate buffer, were used for determination of synovial levels of 

the inflammatory cytokine IL-1β by enzyme immunoassay kit, and expressed as ng of 

cytokine/mL of lavage. 

 Reagents 

MSU was prepared as described by Hoffmeister (2011). Briefly, 4 g of uric acid 

(Vetec, Rio de Janeiro, Brazil) was dissolved and heated in 800 mL of H2O, adjusted 

to pH 8.9 with NaOH (9 mL, 0.5 N) at 60 °C, cooled overnight, and then washed and 

dried. Needle-like crystals were recovered and suspended in phosphate-buffered 

saline (PBS; K2HPO4 10.71 mM, NaH2PO4 6.78 mM, NaCl 120.4 mM, pH 7.4). 

Polarized light microscopic examination confirmed that the crystals were rod-shaped 

and varied in length (12 ± 2 μm). The preparation was endotoxin-free as determined 

by an amebocyte cell lysate assay (Sigma, St Louis, MO, USA). The selective B1R 

antagonist SSR240612 was kindly provided by Sanofi-Aventis (Germany). Cytokine 

IL-1β kit was from PeproTech Inc., Rocky Hill, NJ, USA. Fluorescent dansyl-Ala-Arg 

and (N-[3-(2-furyh)-acryloyl]-L-phenylalanylglycylglycine (FAPGG) were purchased 

from Bachem Inc., Canada. Rabbit anti-human DABK-antibody from Bio-Rad AbD 

Serotec, United Kingdom and anti-B1 polyclonal primary antibody, B1R antibody and 
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FITC-conjugated donkey antigoat from Santa Cruz Biotechnology, Inc., CA, USA. 

Retrograde dye Fluoro-Gold from Invitrogen, Ontario, Canada. Unless otherwise 

indicated, all other reagents were obtained from Sigma (Sigma, St Louis, MO, USA) 

and were dissolved in the appropriate vehicle solutions. 
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Online supplementary figure S1. Touch allodynia (A, PWT: paw withdrawal 

threshold), overt pain-like behaviors (B) and oedema (C) induced by IA MSU 

injection. N=6 per group, only rats were used. Each column represents the mean ± 

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

ANOVA followed by Bonferroni’s test. 

 

Online supplementary figure S2. Dose-response curve of the preventive effect of 

the B1 receptor antagonist SSR240612 on touch allodynia induced by MSU IA 

injection (A). touch allodynia (B), overt pain-like behaviors (C) and oedema (D) in 

animals IA injected with vehicle or SSR240612. All measures were obtained two 

hours after IA injections. N=6 for baseline, vehicle/MSU and 1 nmo/articulation; N=5 

for 0.1 and 10 nmo/articulation (A), N=5 per group (B-D), only rats were used. Each 

column represents the mean ± SEM. of ### P<0.001 represent significant differences 

compared to the baseline and ** P<0.01 represent significant differences compared 

to the vehicle/MSU IA injected group. The statistical analysis was performed using 

one-way ANOVA followed by the Student-Newman-Keuls’ test. 
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Online supplementary figure S3. The preventive effect of the selective B1R 

antagonist desArg9HOE140 (10 nmol/articulation) on touch allodynia (A), overt pain-

like behaviors (B) and edema (C) induced by IA MSU injection (1.25 mg/articulation). 

N=8 per group, only rats were used. Each column represents the mean ± SEM. ### 

P<0.001 represent significant differences compared to the baseline of vehicle/MSU 

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

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

 

Online supplementary figure S4. B1R expression in ankle tissue 2 h after IA 

injections of vehicle (PBS), high MSU dose (1.25 mg/articulation), low MSU dose 

(0.0125 mg/articulation) or Enalapril pretreatment plus low MSU dose (A). P-selectin 

expression in ankle tissue 2 h after IA injections of vehicle (PBS) or a high MSU dose 

(1.25 mg/articulation) (B). N=4 per group, only rats were used. Each column 

represents the mean ± SEM. * P<0.05 and ** P<0.01 represent significant differences 

compared to vehicle group; # P<0.05 represent significant differences compared to 

MSU group (one-way ANOVA followed by the Student-Newman-Keuls’ test). 
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Online supplementary figure S5. Analyses of touch allodynia (A), overt pain-like 

behaviors (B) and edema (C) development after pre-treatment with saline or Enalapril 

(3 mg/kg) in animals IA injected with vehicle. N=4 for saline/vehicle and N=5 for 

enalapril/vehicle, only rats were used. Each column represents the mean ± SEM. No 

significant differences were observed between the groups. Statistical analysis was 

performed using two-way ANOVA followed by Bonferroni’s test. 
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Pudemos observar que a administração IA de cristais de MSU (1,25 

mg/articulação) em ratos desencadeou comportamentos nociceptivos que foram 

caracterizados como alodínia ao toque e nocicepção em curso (ou nocicepção 

espontânea) (BENNET 2012). Estas respostas foram visíveis a partir de 1 hora após 

a injeção IA dos cristais, com pico em torno de 2-4 horas e mantendo-se até 8 horas 

após a injeção do MSU (tempo observado). Nossos resultados estão de acordo com 

um estudo anterior de nosso grupo, no qual foi caracterizada a resposta nociceptiva 

frente a injeção IA de MSU (HOFFMEISTER et al., 2014) bem como com achados 

clínicos, que descrevem a crise aguda da gota como sendo caracterizada pelo 

desenvolvimento de dor contínua grave durante um período de aproximadamente 12 

horas, sendo que o pico ocorre em torno de 4 horas, desaparecendo após 72 horas 

(FAIRES e MCCARTY, 1962; KEITH e GILLILAND, 2007; ZYCHOWICZ et al., 2010).  

Outro aspecto clínico da crise aguda de gota é a sensação de queimação e o 

inchaço (edema) da articulação afetada, o qual se inicia cerca de 2 horas e atinge 

um pico máximo em torno de 4 horas após a injeção de MSU em seres humanos 

(FAIRES e MCCARTY, 1962). Da mesma forma, a injeção IA de MSU no tornozelo 

de ratos foi capaz de levar a formação de edema entre 2-8 horas após sua injeção 

(tempo observado). Este dado está de acordo com o estudo de HOFFMEISTER et 

al. (2014), onde foi demonstrado a formação de edema articular entre 1-72 horas 

após a injeção de MSU. Estes resultados são interessantes, pois comprovam que o 

modelo pré-clínico utilizado neste estudo é capaz de mimetizar alguns dos 

parâmetros inflamatórios evidenciados em pacientes com artrite gotosa, como 

desenvolvimento de alodínia mecânica, nocicepção espontânea e edema 

(SEEGMILLER e MALAWISTA ,1962; FAIRES e MCCARTY, 1962). 

A importância do receptor B1 na modulação da inflamação e nocicepção já é 

bem descrita na literatura (PERKINS et al., 1993; PESQUERO et al., 2000; 

FERREIRA et al., 2001, 2005) e há uma base sustentável de evidências 

demonstrando o envolvimento do sistema cinina-calicreína na artrite. Alguns 

exemplos do envolvimento do sistema cinina-calicreína na artrite envolvem a 

presença de cininas no fluido sinovial de indivíduos gotosos durante o ataque agudo, 

a expressão dos receptor B1 em leucócitos circulantes e leucóctios presentes no 

fluido sinovial de indivíduos com artrite reumatóide, a eficácia da injeção intra-

articular de um antagonista do receptor B1 em modelo de osteoartrite e ainda, a 
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ativação do Fator de Hageman dependente de MSU, em fluido sinovial e plasma 

humano de pacientes com gota (EISEN, 1966; KELLERMEYER, 1967; MELMON et 

al., 1967; COUTURE et al., 2001; CASSIM et al., 2009; KAUFMAN et al., 2011). 

Entretanto, nenhum estudo realmente esclarece o papel do receptor B1 na gota.  

Portanto, após a confirmação da indução da dor e do edema pela injeção IA 

de MSU, nós verificamos que tanto o antagonismo farmacológico, quanto a deleção 

gênica do receptor B1, foram capazes de prevenir a dor e o edema induzidos pela 

administração IA de MSU. Ressaltamos aqui que foram testados dois antagonistas 

do receptor B1, um peptídico, des-Arg9-bradicinina, e outro não-peptídico, 

SSR240612, e o padrão de resposta de ambos foi similar em relação aos seus 

efeitos antinociceptivos e antiedematogênicos, fortalecendo a hipótese do 

envolvimento do receptor B1 para cininas na gota. Uma vez que os efeitos 

antinociceptivos do antagonista não peptídico, SSR240612, foram mais duradouros 

se comparados aos efeitos do antagonista peptídico, deu-se continuidade aos 

estudos somente com o antagonista não peptídico. Os efeitos antinociceptivo e 

antiedematogênico mediados pelo antagonista do receptor B1 são relevantes 

levando-se em consideração a importância da dor e do edema como sintomas 

clássicos da inflamação que ocorre durante o ataque agudo de gota. Além disso, 

estes resultados apontam a administração local de antagonistas seletivos dos 

receptores B1 como uma nova ferramenta para se combater a inflamação durante o 

ataque agudo de gota, uma vez que medicamentos intra-articulares já são utilizados 

para tratar certos casos de gota (TERKELTAUB, 2010).  

Clinicamente, além da dor e do edema, a resposta inflamatória iniciada pela 

deposição dos cristais de MSU nos espaços intra- e peri-articulares é caracterizada 

ainda por outros parâmetros inflamatórios como intensa infiltração celular na 

articulação afetada, em especial de neutrófilos (MATSUKAWA et al., 1998; 

MARTINON et al., 2006; TORRES et al., 2009; NEOGI, 2011).  

Analisamos os efeitos do antagonismo do receptor B1 em outros parâmetros 

inflamatórios e pudemos verificar que ocorre um aumento significativo da 

concentração de proteínas na articulação dos animais submetidos a injeção intra-

articular de MSU em comparação aos animais injetados apenas com o veículo. 

Ainda, a injeção do SSR240612 foi capaz de prevenir este aumento. A inflamação é 

iniciada com a liberação de substâncias vasoativas levando a dilatação dos 

pequenos vasos locais. Esta vasodilatação é precedida de uma constrição 
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passageira que é fugaz e sem maiores conseqüências. Além de determinar a 

vasodilatação, os mediadores químicos podem modificar o revestimento endotelial 

provocando um aumento da permeabilidade capilar. As células endoteliais se 

contraem, abrindo as junções intercelulares e a permeabilidade vascular aumenta 

permitindo a saída de macromoléculas (ROBBINS e COTRAN, 2005). Esta poderia 

ser uma das maneiras de prover a entrada de substratos e enzimas formadoras de 

cininas no local da inflamação (AHLUWALIA e PERRETI, 1996; CASSIM et al., 

2009).  

Foi observado ainda que o antagonismo do receptor B1 é capaz de prevenir o 

aumento no número total de leucócitos e da atividade da enzima mieloperoxidase 

induzidos pelo MSU. Interessantemente, quando avaliadas as diferentes populações 

celulares presentes no infiltrado induzido por MSU, observamos que até 2 horas o 

infiltrado é composto em sua maioria de células mononucleares, sendo que em 4 h 

após a injeção de MSU as porcentagens de mono- e polimorfonucleares se igualam 

e a partir deste tempo aumenta consideravelmente o número de polimorfonucleares, 

ao passo que diminuem os mononucleares (dados não mostrados). Alguns estudos 

sugerem que a resposta inflamatória ao MSU seja mediada primeiramente por 

células residentes, como os sinoviócitos tipo A (tipo macrófagos), e só mais tarde as 

células que infiltram na articulação passam a ser a maioria (MARTIN e HARPER, 

2010). Nossos achados concordam em parte com esta hipótese. Apesar da 

presença de polimorfonucleares ser significativamente maior nos tempos mais 

tardios da reação, o antagonismo do receptor B1 diminui o número total de células 

sem preferência por uma população em específico, ou seja, ele diminui a presença 

na articulação tanto de mono- como polimorfonucleares (dados não mostrados). De 

qualquer forma, a prevenção não apenas do edema, mas também da infiltração 

celular pelo antagonista B1 é de grande importância, uma vez que esta é uma das 

características pontuais da gota, e sugere o envolvimento deste receptor na 

quimiotaxia frente ao MSU.  

Foi observado ainda que o antagonismo do receptor B1 é capaz de prevenir o 

aumento no número total de leucócitos e da atividade da enzima mieloperoxidase 

induzidos pelo MSU. Interessantemente, quando avaliadas as diferentes populações 

celulares presentes no infiltrado induzido por MSU, observamos que até 2 horas o 

infiltrado é composto em sua maioria de células mononucleares, sendo que em 4 h 

após a injeção de MSU as porcentagens de mono- e polimorfonucleares se igualam 
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e a partir deste tempo aumenta consideravelmente o número de polimorfonucleares, 

ao passo que diminuem os mononucleares (dados não mostrados). De tal modo, a 

resposta inflamatória gerada pelo MSU parece envolver a ativação tanto de 

neutrófilos como de células residentes da articulação ou sinoviócitos tipo A (tipo 

macrófagos), conforme já foi demonstrado por outros estudos (MARTIN e HARPER, 

2010; MALAWISTA, 2011). Nossos achados demonstram ainda que o antagonismo 

do receptor B1 diminui o número total de células sem preferência por uma população 

em específico, ou seja, ele diminui a presença na articulação tanto de mono- como 

polimorfonucleares (dados não mostrados). A prevenção não apenas do edema, 

mas também da infiltração celular pelo antagonista B1 é de grande importância, uma 

vez que esta é uma das características pontuais da gota, e sugere o envolvimento 

deste receptor na quimiotaxia frente ao MSU.  

A diferença entre os resultados que encontramos aqui e outro estudo 

demonstrando que o antagonismo do receptor B1 não foi capaz de prevenir a 

infiltração celular induzida por MSU pode ser entendida se analisarmos alguns 

pontos que diferem em nossos estudos (SHAW e HARPER, 2011). O primeiro seria 

a utilização de diferentes modelos onde SHAW e HARPER (2011) fazem a utilização 

da injeção intraperitoneal de MSU, ao passo que nós realizamos a injeção intra-

articular de MSU. O microambiente celular do peritônio difere bastante da 

articulação, considerada um ambiente estéril com pequena quantidade de células 

residentes, ainda mais se comparada ao peritônio. Para elucidar a relevância do sítio 

da inflamação, é interessante analisar um estudo de nosso grupo onde foi 

demonstrado que a dor e a inflamação resultantes da injeção intraplantar de MSU 

envolve a degranulação de mastócitos (HOFFMEISTER et al., 2011). Porém, 

quando o MSU passa a ser injetado na articulação verificamos que os mastócitos 

não mais desempenham um papel importante na dor e inflamação (HOFFMEISTER 

et al., 2014). Adicionalm ente, há diferenças entre os tempos de início da infiltração 

celular, uma vez que Shaw e Harper (2008) observaram um aumento significante de 

leucócitos 8 horas após a injeção de MSU, ao passo que nós detectamos uma 

infiltração celular significativa tão cedo quanto uma hora após a injeção do MSU, o 

que fortalece a ideia da influência do microambiente na geração da resposta 

inflamatória. Ainda, o antagonista utilizado no estudo aqui citado se tratava de um 

antagonista peptídico, o qual pode ter sido degradado ao longo do experimento. 



Discussão 

90 

 

 

Alguns estudos primeiramente indicaram que o bloqueio do receptor B1 é 

capaz de reduzir interações entre os leucócitos e as células endoteliais diminuindo o 

rolamento, a adesão e a migração de leucócitos (MCLEAN et al., 2000; DUCHENE 

et al., 2007). Recentemente, um estudo sugeriu que o receptor B1, uma vez ativado, 

seria capaz de regular a expressão da molécula de adesão intercelular (ICAM-1) em 

células endoteliais, e das integrinas Mac-1 e LFA-1 em neutrófilos, aumentando a 

adesividade entre estas células, o que facilitaria a aderência e a migração 

(FIGUEROA et al., 2014). Ainda, sugeriu-se que a ativação do receptor B1 

aumentaria a expressão da molécula de adesão leucócito-endotélio (ELAM) em 

neutrófilos, e esta molécula facilitaria o processo de rolamento que precede a 

aderência e migração (FIGUEROA et al., 2014). Nós observamos que o MSU 

aumenta o rolamento e a aderência de neutrófilos via ativação do receptor B1, efeito 

que pode ser explicado pela interação leucócito-endotélio reguladas pelo receptor. 

Neste sentido, identificamos que o MSU é capaz de aumentar a expressão da 

molécula de adesão P-selectina, e que este aumento seria prevenido pelo 

tratamento com o antagonista não peptídico do receptor B1, SSR240612, 

comprovando a capacidade deste receptor em modular algumas das moléculas 

responsáveis pelas interações leucócito e endotélio. Todavia, um estudo mais 

detalhado a respeito destas interações deve ser realizado para o completo 

entendimento de quais seriam todas as moléculas envolvidas neste processo.    

Como citado anteriormente, o processo inflamatório induzido pelo MSU tem 

como característica marcante o grande infiltrado celular e o aumento significativo 

dos níveis de IL-1β (DALBETH e HARKARD, 2005; BUSSO e SO, 2010; 

MITROULIS et al., 2013). Dados da literatura demonstram que a inibição da IL-1β 

diminui a dor e a inflamação em resposta ao MSU em modelo animal de gota e em 

humanos, sendo que e a citocina está aumentada no fluido sinovial de pacientes 

com gota e o bloqueio farmacológico da via da IL-1β é uma ferramenta que começa 

a ser utilizada clinicamente (TORRES et al., 2009; SO et al., 2007; CRONSTEIN e 

SUNKUREDDI, 2013). Interessantemente, o receptor B1 para cininas exerce um 

papel chave no recrutamento de leucócitos, incluindo o recrutamento ocorrido em 

resposta a liberação da IL-1β, que por sua vez é capaz de modular a expressão do 

receptor B1 (MCLEAN et al., 2000; DUCHENE et al., 2007). Neste contexto, 

observamos que houve um aumento de IL-1β no lavado sinovial dos animais 

injetados com MSU, e que este aumento foi significativamente prevenido pelo 
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antagonismo seletivo do receptor B1, sugerindo que possa estar ocorrendo alguma 

regulação entre os dois neste modelo. 

Após identificarmos que o receptor B1 medeia as respostas inflamatórias 

resultantes da injeção de MSU, acreditamos ser importante a elucidação de mais 

componentes desta cascata de eventos. Assim, nosso próximo passo foi investigar 

como estaria a atividade da enzima cininase I e a formação de agonistas do receptor 

no ambiente sinovial. Verificamos que o inibidor enzimático Mergepta previniu a dor 

e o edema induzidos pelo MSU, e demonstramos que a atividade da enzima 

cininase I e os níveis de des-Arg9-bradicinina estavam aumentados no fluido sinovial 

após a injeção IA de MSU. Estes resultados estão de acordo com estudos que 

demonstraram o aumento da atividade desta enzima em fluido sinovial de um 

paciente durante o ataque agudo de gota, e outros que observaram aumento de 

cininas em diferentes tipos de artrites, incluindo a gota (MELMON et al., 1967; 

CHERCUITE et al., 1987; CASSIM et al., 2002). Ainda, o aumento da atividade da 

enzima pode ser interpretado como um indicativo da formação do agonista do 

receptor B1, des-Arg9-bradicinina.  

A identificação de moléculas que sustentem a ativação do receptor é 

importante, assim como a comprovação da presença do próprio receptor no sítio da 

inflamação, principalmente considerando as características induzíveis de expressão 

deste receptor. Alguns estudos já sugeriram, porém sem comprovação experimental, 

a presença do receptor B1 nas articulações após verificarem que a administração de 

agonistas e antagonistas do receptor foram capazes de modular respostas 

inflamatórias e nociceptivas em diferentes modelos de artrite (CRUWYS et al., 1994; 

KAUFMAN et al., 2011). Adicionalmente, há estudos que observaram a expressão 

do receptor B1 em neutrófilos circulantes e no fluido sinovial de pacientes com artrite 

reumatóide (CASSIM et al., 2009). Neste sentido, demonstramos que há expressão 

do receptor B1 para cininas na articulação do tornozelo de animais naive, e que esta 

expressão é aumentada após a injeção IA de MSU nestes animais. Este achado 

aponta para a presença do receptor B1 no local da inflamação e demonstra, pela 

primeira vez, que sua expressão é alterada em resposta à injeção de MSU.  

Pela utilização de uma técnica de marcação retrógrada de neurônios 

sensoriais em fibras aferentes primárias que inervam o tornozelo, foi possível ainda 

verificar que há expressão do receptor B1 em neurônios cujo corpo celular está 

presente nos gânglios das raízes dorsais das lâminas 3, 4 e 5, ispi-laterais ao local 
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da injeção. A expressão do receptor B1 se dá de maneira similar em todos os 

gânglios analisados, sendo que o maior número de receptores foi localizado em 

neurônios cujo corpo celular é considerado como sendo de pequeno ou médio 

diâmetro. Esta característica é importante uma vez que os neurônios sensoriais de 

pequeno e médio diâmetro dão origem a maioria dos nociceptores, incluindo as 

fibras desmielinizadas e condutoras lentas de estímulos denominadas fibras C, e as 

fibras Aδ que são pouco mielinizadas e condutoras de estímulos um pouco mais 

rápidos, reforçando a importância do receptor B1 para a geração da dor articular 

(JULIUS E BASBAUM, 2001). A confirmação da expressão dos receptores B1 para 

cininas em neurônios sensoriais de fibras que inervam a articulação, onde são 

encontrados ainda os receptores TRPV1 e TRPA1, aponta para mais um provável 

mecanismo mediado pelo B1 neste local. Os receptores TRPV1 e TRPA1 estão 

envolvidos com o processo inflamatório nociceptivo induzido pelo MSU 

(HOFFMEISTER et al., 2014; TREVISAN et al., 2014). Portanto, a ativação do 

receptor B1 nestes neurônios, através da liberação de Ca++ intracelular, pode levar a 

sensibilização do receptor TRPV1, que por sua vez, promove influxo de Ca++, 

importante para a ativação do TRPA1. A expressão do receptor B1 já havia sido 

demonstrada em neurônios de pequeno e médio diâmetro dos gânglios da raiz 

dorsal de ratos naive, entretanto foi a primeira vez que se demonstrou que parte 

destes neurônios são advindos de fibras sensoriais que inervam a articulação (MA et 

al., 2000). Todavia, é importante observar que o receptor B1 pode ser expresso por 

diferentes células neuronais e não neuronais encontradas na articulação e estudos 

mais detalhados devem ser realizados para identificarmos exatamente os locais da 

expressão deste receptor encontrado na articulação. 

Os resultados discutidos até o momento indicam claramente que o receptor B1 

medeia os efeitos inflamatórios decorrentes da injeção IA de MSU. Além disso, o 

receptor B1 está envolvido em outros efeitos do organismo, como os efeitos 

cardioprotetores induzidos pelo tratamento com inibidores da enzima conversora de 

angiotensina (iECA). Como abordado anteriormente, CHOI et al. (2012) 

demonstraram que há uma correlação positiva entre o risco de desenvolver um 

ataque agudo de gota e o uso de alguns anti-hipertensivos, entre eles os iECA 

(CHOI et al., 2012). Este cenário apontava o receptor B1 como um possível mediador 

destes efeitos facilitadores de um ataque de gota por parte dos iECA.  
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Desta forma, utilizamos uma baixa dose de MSU (0.0125 mg/articulação), que 

por si só não foi capaz de induzir dor ou edema, e verificamos que, quando 

administrada em animais pré-tratados com iECA esta mesma dose passava então a 

causar nocicepção e edema. O tratamento com o iECA facilitou a ocorrência dos 

eventos característicos do ataque agudo de gota por mecanismos que envolvem a 

ativação do receptor B1. Estudos propõem que inibidores da ECA, como o enalapril, 

são capazes de promover a ativação direta dos receptores B1 para cininas, agindo 

como agonitas alostéricos do receptor (IGNJATOVIC et al., 2002; STANISAVLJEVIC 

et al., 2006). Ainda, a inibição da ECA parece causar um aumento na sinalização via 

receptor B1 por facilitar a formação de agonistas do receptor via atividade da 

cininase I. De fato, foi observado um aumento dos níveis de des-Arg9-bradicinina na 

articulação destes animais, assim como da enzima formadora, a cininase I.  

É necessário se ter em mente que milhões de indivíduos fazem uso de 

inibidores da ECA para o tratamento da hipertensão, falência congestiva cardíaca e 

problemas renais (ERDOS et al., 2010). Se analisarmos este fato associado à 

ocorrência de diversas comorbidades em indivíduos gotosos, onde cerca de 78% 

possui ainda hipertensão, o que corresponde a 6,1 milhões de pessoas apenas nos 

Estados Unidos, percebemos a importância de nossos achados. Desta forma, o uso 

de iECA deve ser feito com certa cautela em indivíduos gotosos, pois além dos 

efeitos cardíacos benéficos destes medicamentos, eles podem, por outro lado, 

facilitar a ocorrência de um ataque agudo de gota.  
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5. Conclusões 
 

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

 

► O receptor B1 para cininas está envolvido em diferentes respostas 

inflamatórias (dor, edema, extravasamento plasmático, infiltração leucocitária e 

aumento da IL-1β) induzidas pela administração intra-articular de MSU, sugerindo 

um importante papel deste receptor na gota; 

 

► O receptor B1 para cininas está expresso na articulação de animais naive e 

esta expressão é aumentada com a injeção intra-articular de MSU, demonstrando 

que o receptor pode estar presente no sítio da inflamação na gota. Um dos locais de 

expressão do receptor é o neurônio sensorial que inerva esta articulação, porém 

mais células não neuronais podem ainda expressar este receptor; 

 

► A inibição da enzima conversora de angiotensina facilita a ocorrência de 

respostas nociceptivas e inflamatórias em animais que receberam uma baixa dose 

de MSU, que por si só não apresenta efeitos, indicando a necessidade de cautela 

quando da prescrição de inibidores da ECA em indivíduos gotosos; 

 

► O receptor B1 para cininas está envolvido na facilitação da ocorrência de 

respostas nociceptivas e inflamatórias induzidas pelo inibidor da enzima conversora 

de angiotensina em animais injetados com uma baixa dose de MSU, que por si só 

não apresenta efeitos, demonstrando que apesar de estar envolvido nos efeitos 

cardioprotetores da inibição da enzima, na gota, o receptor tem um importante papel 

pró-inflamatório iniciado por esta inibição;  

 

 Logo, o antagonismo dos receptores B1 poderia ser um alvo interessante para 

o desenvolvimento de novas terapias para o tratamento da inflamação durante o 

ataque agudo de gota, assim como o desenvolvimento de terapias associadas ao 

uso de inibidores da enzima conversora de angiotensina. 
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Figura 3 – Proposta para a participação do receptor B1 nos mecanismos 

envolvidos na dor e inflamação induzidos pela administração intra-articular de 

cristais de MSU em roedores. Inicialmente os cristais de MSU se depositam no 

ambiente articular (articulação tíbio-tarsal) podendo então ocorrer a ativação do 

sistema complemento e formação intravascular de cininas por ação da calicreina 

plasmática (1). Tanto as cininas, como os componentes do sistema das cininas, 

podem ser liberados durante o extravasamento plasmático (2). Os cristais podem 

ainda ser fagocitados pelos sinoviócitos (tipo macrófago - tipo A) que também 

apresentam alguns componentes do sistema cinina-calicreína como calicreína 

tecidual e enzima cininase I, podendo contribuir para a formação de cininas (3). 

Além disso, podem ser geradas cininas pela ação da calicreína tecidual liberada por 

neutrófilos que infiltram na articulação durante o processo inflamatório (4). Em uma 

situação onde a enzima conversora de angiotensina esteja inibida, a BK pode ser 

utilizada como substrato para a formação de DABK. As cininas geradas podem agir 
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ativando os receptores B1 expressos nas células endoteliais regulando a expressão 

de moléculas de adesão, favorecendo o recrutamento e infiltração de leucócitos. 

Ainda, podem ser ativados receptores B1 expressos diretamente nos neurônios 

sensoriais, nas células residentes (sinoviócitos tipo macrófagos) e leucócitos que 

infiltram na articulação. A ativação dos receptores B1 pode atuar na regulação da 

liberação de diferentes citocinas, amplificando a resposta inflamatória.  
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