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RESUMO

A osteoartrite (OA) ¢ uma doenca reumadtica que atinge as articulagdes. Sua
fisiopatologia ¢ caracterizada pela degradagdo da cartilagem e apoptose dos condrocitos,
através da acdo de mediadores inflamatorios, como a IL-1PB, a IL-6 ¢ o TNF-a. As citocinas
IL-16, IL-18, IL-22 e IL-31 tém sido apontadas como possiveis participantes dos mecanismos
da OA. A deple¢do dos glicolipideos ¢ uma rota de estudo da inibicdo da apoptose dos
condrécitos e do favorecimento do reparo da cartilagem. O miglustato, utilizado no
tratamento de doencas de deposi¢cdo lisossomal, inibe a enzima responsavel pela sintese dos
glicolipideos e também ¢ capaz de modular a secre¢do de citocinas e de inibir a apoptose em
c€lulas de Purkinje. O objetivo deste trabalho foi avaliar in vitro a atividade
imunomoduladora e anti-apoptotica do miglustato na osteoartrite. Foram recrutados 78
pacientes e 83 voluntarios sadios. O soro foi obtido para dosagem de IL-16, IL-18, IL-22 ¢ IL-
31 por ELISA e o sangue total de 23 pacientes foi obtido para a cultura de PBMCs,
posteriormente estimuladas com PMA/ionomicina e cultivadas por 24h com o miglustato nas
concentragdes de 10, 50 e 100 uM. O sobrenadante das culturas foi coletado para dosagem de
IL-1B, IL-6 e TNF-q, através de CBA em citdometro de fluxo. Para estabelecimento da cultura
primaria de condrécitos, ratos Wistar foram eutanasiados e submetidos a cirurgia de remocgao
da cartilagem. As amostras foram incubadas overnight em meio DMEM contendo 3 mg/ml de
colagenase tipo II; as células foram cultivadas em meio DMEM suplementado com SBF a
10%; foi realizada uma imunofluorescéncia do receptor CD44 e do colageno tipo II, a fim de
confirmar o isolamento das células. Em seguida, foi feito um teste de citotoxicidade do
miglustato nas concentragdes citadas anteriormente. As células foram estimuladas com IL-1f
a 1 ng/ml e miglustato e, decorrido um periodo de 48 horas, foram fixadas para
imunofluorescéncia da caspase 3 e da Bcl-2. Setenta e quatro pacientes eram do sexo
feminino e apenas 4 do sexo masculino, sendo a média de idade entre eles igual a 59,1 anos;
51,2% dos pacientes tinham OA de joelho, 78,2% apresentavam dor e 70,5% mostravam
sinais como crepitagdo e nddulos; a maioria (80,4%) possuia comorbidades e mais da metade
(53,8%) estava sob tratamento farmacologico. Os niveis séricos da IL-18 se mostraram
significativamente elevados (p<0,0001) nos pacientes se comparados ao grupo controle, ao
passo que a quantificacdo de IL-16, IL-22 e IL-31 foi maior nos voluntérios sadios (p<0,0001,
p = 0,0285 e p = 0,0005, respectivamente). A concentragdo das citocinas no soro nado mostrou
correlagdo com os parametros clinicos avaliados. Adicionalmente, o miglustato ndo inibiu

significativamente a producdo das citocinas. Os condrdcitos mostraram marcagdo positiva



para o CD44 e para o colageno tipo II e se mantiveram viaveis no teste de citoxicidade em
todas as doses. O miglustato foi capaz de reduzir expressivamente a marcagdo da caspase 3 e

aumentar a da Bcl-2, indicando a redugdo da atividade apoptética dos condrdcitos.

Palavras-chave: Osteoartrite. Glicolipideos. Inflamacdo. Apoptose.



ABSTRACT

Osteoarthritis (OA) is a rheumatic disease that affects the joints. Its physiopathology is
characterized by cartilage degradation and chondrocyte’s apoptosis, through mediation of
inflammatory agents, like IL-1p, IL-6 and TNF. Cytokines IL-16, IL-18, IL-22 and IL-31
have been suggested as part of OA mechanisms. Glycolipids depletion is a route of
investigation for the inhibition of apoptosis in chondrocytes and improvement of cartilage
repair. Miglustat, recommended for treating diseases of lysosomal deposition, inhibits the
enzyme responsible for glycolipids synthesis and is able to modulate the secretion of
cytokines and to decrease apoptosis in Purkinje cells. The aim of this study was to evaluate
the in vitro immunomodulatory and anti-apoptic activity of miglustat in osteoarthritis. We
recruited 78 patients and 83 healthy volunteers. Their sera were collected to IL-16, IL-18, IL-
22 and IL-31 quantification by ELISA; 23 patients also donated their blood to PBMC culture,
which were stimulated with PMA/ionomycin and cultivated with miglustat (10, 50 and 100
uM) during 24h. Supernatants were collected for quantification of IL-1p, IL-6 and TNF,
through CBA in flow cytometer. For establishment of a chondrocyte primary culture, Wistar
rats were sacrificed and undergone cartilage removal surgery. Samples were incubated in
DMEM with 3 mg/ml of type II collagenase; cells were cultivated in DMEM supplemented
with BFS 10%; to confirm the isolation, we perform an immunofluorescence of CD44 and
type II collagen. After that, a cytotoxicity test was performed with miglustat in the
concentrations previously described. Cells were stimulated with 1 ng/ml of IL-1p and, after
48 hours, fixed for immunofluorescence of caspase 3 and Bcl-2. Seventy fours patients were
female, whereas only 4 were male; mean age was 59,1 years; 51,2% patients had knee OA,
78,2% had joint pain and 70,5% showed signals like crepitus and nodules; most of them
(80,4%) had comorbidities and over a half (53,8%) were under pharmacological treatment.
Serum IL-18 was significantly increased in patients (p<0,0001), whereas IL-16, IL-22 and IL-
31 were higher in control group (p<0,0001, p = 0,0285 e p = 0,0005, respectively). These
concentrations did not show any correlation with clinical features. In addition, miglustat had
no significant inhibition over cytokines. Chondrocytes showed a positive fluorescence for
CD44 and type II collagen, being viable in cytotoxic test even with the highest concentration
of miglustat. The compound expressively decreased caspase 3 staining and increased Bcl-2,

suggesting a decrease of apoptotic activity in chondrocytes.

Keywords: Osteoarthritis. Glycolipids. Inflammation. Apoptosis.
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1 INTRODUCAO

A osteoartrite (OA), popularmente conhecida como artrose, ¢ uma doenga complexa e
multifatorial, que afeta as articulagdes interfalangicas, os quadris, a coluna vertebral e o
joelho (PEDDADA et al, 2015). E a forma mais comum de doenca osteoarticular ¢ esta
intimamente associada a incapacidade, perda da qualidade de vida e geragdo de altos custos ao
sistema de saude (REZENDE et al.,, 2013). A doenca ¢ mais comum em mulheres,

especialmente a partir dos 50 anos de idade (LITWIC, 2013).

Na fisiopatologia da OA, os condrécitos, por stress inflamatorio ou mecanico, passam
a produzir mediadores inflamatdrios e enzimas degradativas (SHERWOOD et al., 2014). Com
a matriz cartilaginosa degenerada, as células perdem a adesdao necessaria para sobreviverem e

morrem por apoptose (HWANG et al., 2015).

Entre os mediadores que integram a patogénese da OA, destaca-se a IL-1p, que induz
a degradacdo da matriz cartilaginosa pelo aumento da expressdo da metaloproteinase 13
(MMP-13) e aumenta a sintese de prostaglandina E2 (PGE2), colaborando para o
estabelecimento de um ambiente inflamatorio na articulagao (BLASIOLI & KAPLAN, 2014).
Outras citocinas ja bem descritas e apontadas como participantes do mecanismo inflamatorio
da doenca incluem o Fator de Necrose Tumoral (TNF) e a IL-6 (MILLER et al., 2014;
WOJDASIEWICZ et al., 2014). Mais recentemente, muitos grupos de pesquisa em doengas
inflamatorias voltaram seus esforcos para o estudo de algumas citocinas que exibiram grande
potencial como biomarcadores de doengas reumaticas: as IL-16, IL-18, IL-22 e IL-31, que sdo
produzidas por linfocitos T CD4" em condi¢des patologicas (WANG et al., 2014; MUROTA
et al., 2015; PAINE & RITCHLIN, 2016; ROSINE et al., 2018).

O tratamento da OA ¢ baseado no combate aos sintomas ¢ na reversao da destruicao
da cartilagem, através da associagc@o entre componentes farmacologicos e nao-farmacologicos
(YU & HUNTER, 2015). Os componentes farmacoldgicos incluem analgésicos, anti-
inflamatorios nao-esteroidais (AINES), glicocorticoides e drogas modificadoras da doenga
(DMOAD:s), representadas pelo sulfato de condroitina, 4cido hialurdnico, glicosamina, entre

outras (DAVIES et al., 2013).

A terapia com AINES e glicocorticoides, apesar de aliviar a dor, tem efeito limitado e
traz sérios efeitos secundéarios para a populacdo idosa (MCCARBERG, 2013; BOBACZ,

2013). As DMOADs tém farmacocinética incerta, apresentando uma alta taxa de falha
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terapéutica (KARSDAL et al., 2016). Tais evidéncias ressaltam a necessidade da busca por

estratégias terapéuticas de eficadcia comprovada e que ndo tragam tantos efeitos colaterais.

Uma estratégia que pode agilizar a concep¢ao de novas abordagens terapéuticas ¢ o
reposicionamento de farmacos, que consiste na utilizagdo de farmacos ja comercializados para
tratamento de outras doengas (FONSECA, 2013). Os estudos de reposicionamento na OA
ainda sdo escassos (GRAMMER & LIPSKY, 2017).

Recentemente, um estudo publicado por Matsuoka e outros (2017) mostrou que a
deplecao de glicolipideos em camundongos inibe a apoptose dos condrdcitos e estimula o
reparo da cartilagem articular. O miglustato (Zavesca®), que é um aminoagucar utilizado em
disturbios de deposi¢ao de glicolipideos (GRABOWSKI, 2008), age inibindo a ceramida
glicosil-transferase, ou seja, impedindo que esses glicoconjugados sejam formados
(PARENTI et al., 2015). Além disso, o fairmaco ¢ capaz de inibir a producdo de citocinas em
células do epitélio bronquico (DECHECCHI et al., 2011). Diante do que foi exposto, o
presente estudo tem por objetivo investigar o potencial in vitro do miglustato como alternativa

terapéutica para a OA.
1.1 JUSTIFICATIVA

A osteoartrite ¢ uma doenga reumatica degenerativa, que traz consigo um importante
comprometimento da qualidade de vida do paciente e disfun¢dao do sistema osteoarticular. As
terapias tradicionais sdo eficazes no alivio da dor, mas pouco melhoram o status funcional dos
pacientes. Os AINES, além de conferirem um efeito efémero, trazem consigo uma gama de
efeitos colaterais que acabam por impedir a melhora da funcionalidade nos idosos (BOBACZ
et al., 2013). As drogas modificadoras, por sua vez, exibem um longo historico de falhas
terapéuticas e controvérsia clinica, j4 que a sua farmacocinética ¢ complexa e seus
mecanismos de a¢do incertos (KARSDAL et al., 2016). Resta aos pacientes refratarios a
intervengdo cirurgica, que, apesar de eficaz, ¢ altamente invasiva e nem sempre de facil
acesso. Assim, torna-se fundamental a busca por abordagens terapéuticas de eficacia

comprovada, com mais efeitos prolongados e menos danos colaterais.

Recentemente, estudos demonstraram que a deplegdo de glicolipidios inibe a apoptose
dos condrécitos e estimula o reparo da cartilagem. O miglustato, que inibe a sintese de
glicolipidios, também se mostrou capaz de inibir a produgdo de citocinas em alguns tipos
celulares. O presente estudo tem por objetivo investigar o potencial in vitro do miglustato

como alternativa terapéutica para a osteoartrite.
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1.2 OBJETIVOS
1.2.1 Objetivo geral

Investigacdo in vitro da atividade imunomoduladora e anti-apoptdtica do miglustato na

osteoartrite;
1.2.2 Objetivos especificos
e (Caracterizar os aspectos clinicos dos pacientes portadores de osteoartrite;

e Avaliar os niveis séricos de IL-16, IL-18, IL-22 e IL-31 em pacientes portadores de

osteoartrite;

e Avaliar o efeito do miglustato na secrecao de IL-1pB, IL-6 e TNF no sobrenadante de

cultura de PBMCs de pacientes portadores de osteoartrite;
e Padronizar uma cultura primaria de condrécitos derivados de ratos Wistar;
e Avaliar a toxicidade do miglustato em condrdcitos derivados de ratos Wistar;

e Avaliar o efeito do miglustato na expressao do marcador pro-apoptético caspase 3 e do

anti-apoptotico Bcl2 em condrécitos primario;
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 EPIDEMIOLOGIA

A osteoartrite (OA) ¢ considerada a forma mais comum de doenga osteoarticular,
atingindo pessoas ao redor do mundo todo (AMOAKO & PUJALTI, 2014). Nos EUA, mais
de 10% da populacdo adulta ¢ acometida pela doenga (MURPHY & HELMICK, 2012). No
Brasil, um estudo publicado por Senna e colaboradores (2004) indica que a prevaléncia da OA

¢ de 4,14%.

A transicao demografica sofrida por grande parte dos paises ocidentais, com aumento
da expectativa de vida e envelhecimento da populacao, teve um papel importante no aumento
dos indicadores da OA (CHAIMOWICZ, 2013), ja que a idade ¢ um dos principais fatores de
risco relacionados ao desenvolvimento da doenga. Um estudo retrospectivo realizado por
Wallace e colaboradores (2017) na Universidade de Harvard mostrou que a prevaléncia da
doenca aumentou o dobro desde a época da Revolugdo Industrial. No Brasil, estima-se que a
populacdo com mais de 60 anos correspondera a 64 milhdes em 2050 (IBGE, 2013),

aumentando o numero de pessoas sob risco de desenvolver osteoartrite.
2.2 ETIOLOGIA

A OA ¢ uma doenga articular cronica e degenerativa, caracterizada, sobretudo, pela
degradacao da cartilagem articular e esclerose do osso subcondral (MOBASHERI, 2012). As
articulagcdes mais acometidas sdo as dos quadris, maos, joelhos e coluna (PEDDADA et al.,
2015). E uma condi¢do complexa, cujo mecanismo de desenvolvimento resulta da
combinacao de componentes mecanicos, estruturais ¢ biologicos (ANDRIANAKOS, 2006).
Além disso, tem um carater multifatorial, podendo agravar-se a partir de uma série de fatores

de risco, como obesidade, idade, sexo, genética e tabagismo (LITWIC, 2013).

Etiologicamente, a osteoartrite ¢ classificada como primdria ou secundéria. A
primdria, também chamada de “idiopatica”, decorre de processos degenerativos da cartilagem
relacionados ao avango da idade ou a heranga genética (HOAGLUND, 2013). A secundéria
pode ser resultante de distirbios mecanicos, como desvios de eixo articular ou traumas (ex:
lesdo meniscal), (TREVISANI & FIDELIX, 2009) e de disturbios metabdlicos e processos
inflamatérios (WANG et al., 2015).
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2.2.1 Idade

A idade ¢ um dos fatores de risco mais influentes na artrose (FELSON et al., 2000).
Nao se sabe, porém, os mecanismos exatos relacionados ao aumento da prevaléncia e
incidéncia da doenga na populagdo idosa. Provavelmente, esses mecanismos representam uma
combinacdo de alteracdes que incluem a diminuicdo da capacidade de adaptacdo da
cartilagem articular a injiria mecanica, alteracdes bioquimicas e celulares, como a

senescéncia, € o aumento do turnover 6sseo (JOHNSON & HUNTER, 2014).

Estudos recentes demonstraram que trés alteragdes importantes ocorrem a nivel celular
em condrécitos senescentes: a) disfuncdo mitocondrial, com aumento significativo da
producdo de espécies reativas de oxigénio (KIM et al., 2010); b) alteracao na sinalizacao de
fatores de crescimento, sendo os condrocitos senescentes menos responsivos ao estimulo por
TGF-B (BLANEY et al., 2009) e ¢) diminui¢ao da capacidade de autofagia, que representa um
mecanismo importante de protecdo celular contra o estresse e uma fonte alternativa de

obtencdo de energia (CARAMES et al., 2010)

Vale ressaltar que essas alteragdes, por si s6, ndo explicam o que ocorre em outros
tecidos acometidos pela doenga. O envelhecimento da cartilagem articular ocorre num
contexto sistémico, paralelamente ao envelhecimento de musculos, ossos, tecido adiposo e

sistema nervoso (LOESER, 2011).
2.2.2 Sexo

A literatura ¢ consistente no que diz respeito ao maior acometimento das mulheres em
relacdo aos homens, principalmente nas maos, quadris e joelhos (LITWIC et al., 2013). Muito
suspeitava-se do “desmascaramento” da dor pela diminuicdo dos niveis de estrogeno na
menopausa, mas estudos clinicos e observacionais com terapia hormonal ndo encontraram
resultados que sustentassem tal afirmacdo (HANNA et al.,, 2004; NEVITT et al., 2001;
CIRILLO et al., 2006). Curiosamente, uma revisdo realizada por Maleki-Fischbach e Jordan
(2010) com achados de ressonincia magnética nuclear (RMN), demonstrou diferencas entre a
espessura da cartilagem articular de homens e mulheres; nessas, a cartilagem mostrou-se

naturalmente menos espessa.
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2.2.3 Genética

A OA, sob um ponto de vista molecular, parece ser fortemente influenciada por fatores
genéticos. Diversos genes desempenham papéis fundamentais na iniciagdo e progressdo da

doenga, seja ela primaria ou pds-traumatica (SANDELL, 2012).

Alguns estudos de associacdo genomica ampla (GWAS) encontraram varios alelos
relacionados a OA, embora muitos exercam risco moderado ou baixo no desenvolvimento da
doenca. Entre eles estd o polimorfismo rs143383 no gene do fator 5 de diferenciacdo de
crescimento (GDFS), cuja fungdo € promover o crescimento e diferenciacdo de diversos
tecidos, incluindo a cartilagem (MIY AMOTO et al., 2007; VALDES et al., 2011). Outro gene
cujo polimorfismo funcional parece estar relacionado ao risco de desenvolvimento de OA € o
DIO2, que codifica a enzima iodotironina deionidase 2, que esta relacionada a conversao de

tetraiodotironina (T4) em triiodotironina (T3) (BOS et al., 2008).

Uma meta-analise realizada por Evangelou e colaboradores (2013), evidenciou um
locus de susceptibilidade no cromossomo 20 (20q13), identificado como rs6094710. Essa
regido localiza-se proxima ao gene do coativador 3 de receptor nuclear (NCOA3), que esta
envolvida na ativagdo de receptores nucleares de retindides, esteroides, hormonios da tireoide
e vitamina D (XU et al., 2000). A meta-andlise mostrou que esse polimorfismo confere aos

individuos 30% de chances a mais de desenvolver OA de quadril.

No tocante ao papel da genética na etiologia das doencas, outros fatores, que ndo os
polimorfismos, tornaram-se indispensaveis na busca por respostas. Os microRNAs, por
exemplo, sdo pequenas moléculas de RNA ndo-codificante, que regulam a expressao de
diversos genes, principalmente por silenciamento pos-transcricional (CHEN et al., 2016).
Estudos com microarray de cartilagem artrosica encontraram nove microRNAs
suprarregulados (miR-16, miR-22, miR-23b, miR-30b, miR-103, miR-223, miR-377, miR-
483 e miR-509) e sete infrarregulados (miR-25, miR-26%, miR-29?, miR-140, miR-210, miR-
337 e miR-373), quando comparados a cartilagem saudavel. O miR-140, por exemplo, tem
um papel critico na OA, pois € expresso exclusivamente por condrocitos e desempenha uma

func¢do fundamental na condrogénese (MIY AKI et al., 2009).

Mecanismos epigenéticos também podem estar envolvidos na OA, ja que varios genes
mostraram padrio alterado de metilagdo do DNA (TSEZOU, 2014). A reducdo da metilagao

de ilhas CpG foi associada ao aumento da expressdo das metaloproteinases 3, 9, 13 e do gene
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ADAMTS-4 em estagios avangados da doenga (ROACH et al., 2005; CHEUNG et al., 2009;
DA SILVA et al., 2009)

2.2.4 Obesidade

A obesidade se tornou um problema global de grande causa de morbimortalidade. Sua
prevaléncia duplicou desde os anos 80, com cerca de 475 milhdes de adultos obesos

atualmente e 1 bilhdo com sobrepeso (BLIDDAL et al., 2014)

A rede que compreende os mecanismos de desenvolvimento da OA através da
obesidade ¢ complexa, e o entendimento desse sistema demandou muitos anos de estudo.
Inicialmente, achava-se que o /ink entre a obesidade e a osteoartrite era puramente
biomecanico (MESSIER et al, 2005; AABOE et al.,, 2011), mas hoje sabe-se que as
alteracdes metabolicas desencadeadas pelo excesso de tecido adiposo favorecem a liberagao
de diversas citocinas inflamatorias (LIVSHITS et al., 2009). Assim, anormalidades na marcha
e outros problemas biomecanicos representam apenas uma parcela da contribuicdo da

obesidade para a artrose.

De modo simplificado, o aumento das forgcas compressivas na cartilagem, o excesso de
tecido adiposo acumulado e a infiltracdo gordurosa no musculo levam o organismo a uma
condicao denominada de “hiperleptinemia”, onde os niveis aumentados de leptina causam a
resisténcia a insulina, diminui¢ao dos niveis de adiponectina e desenvolvimento do estado
subinflamatorio cronico da obesidade (LEAL & MAFRA, 2013). Esse estado ¢ marcado pela
secrecao constante de citocinas como o TNF e as IL-1p, IL-6 e IL-8 (VINCENT et al., 2012),
que, como sera discutido mais a frente, sdo de suma importancia para a patogénese da

osteoartrite.

Um estudo realizado por Pacca e colaboradores (2018) mostrou a OA prevalece em
cerca de 60% de pacientes obesos morbidos, indicados a cirurgia bariatrica. Vale salientar que
a obesidade também interfere diretamente no panorama de tratamento dos pacientes, ja que os
individuos obesos tendem a desenvolver quadros generalizados, mais erosivos e dependentes

de interveng¢do cirurgica (WENDELBOE et al., 2003).
2.2.5 Tabagismo

A relagdo entre o habito de fumar e o maior risco de desenvolvimento de doencas
inflamatorias € bem descrito na literatura. Ao redor do mundo, muitas evidéncias clinicas e
epidemiologicas tém associado o uso do tabaco a causa de morte por cancer e doencas

cardiorrespiratorias e inflamatorias (JOHANNSEN et al., 2014). A exemplo de evidéncias
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clinicas, temos o aumento de biomarcadores inflamatérios em pacientes fumantes (MCEVOY

et al., 2015).

Uma meta-analise que investigou a relagdo entre o habito de fumar e a osteoartrite de
joelho, quadril, mao e coluna encontrou uma correlagdo negativa, ou seja, de “prote¢ao” entre
pacientes fumantes (HUI et al., 2011). Varios grupos de pesquisa imediatamente avaliaram
detalhadamente a qualidade do trabalho e observaram que o mesmo encontrou significancia
apenas nos estudos de caso-controle, que eram maioria, mas ndo nos de coorte (GILL &
HILL, 2013; FELSON & ZHANG, 2015). Assim, os autores da meta-analise se propuseram a
publicar um artigo original (PEARCE et al., 2013) ressaltando que nao ha evidéncias do efeito

protetor do tabagismo sobre a osteoartrite.

Leung e colaboradores (2014), no entanto, encontraram as mesmas evidéncias numa
meta-analise com a populagdo chinesa. Tais achados foram corroborados por estudos in vitro
que demonstraram o poder da nicotina presente no cigarro em aumentar a sintese de coldgeno
tipo 2 em condrocitos isolados de condilos femorais normais (GULLAHORN et al., 2005) e

aumentar a proliferagao de condrdcitos isolados de cartilagem artrésica (YING et al., 2012).

Apesar de tais resultados refutarem o que se espera do tabagismo, € importante
salientar que o habito de fumar predispde, inicia e agrava outras diversas condigdes
patologicas. Felizmente, existem evidéncias suficientes para reforcar o risco de
desenvolvimento e progressao da doenga pelo tabaco e provar que este pode causar a) redugdo
da espessura da cartilagem (AMIN et al., 2007; DAVIES-TUCK et al., 2009), b) a ativagao de
fatores genéticos predisponentes (DING et al., 2008), ¢) aumentar marcadores de inflamagao
(BERMUDEZ et al., 2002; BAZZANO et al., 2003), d) aumentar a resisténcia a insulina
(CHIOLERO et al., 2008) e estreitar a relacdo da sindrome metabdlica com a OA (HUSSAIN
et al., 2014).

2.3 MANIFESTACOES CLINICAS, COMORBIDADES E QUALIDADE DE VIDA

A osteoartrite ¢ classificada pelo Codigo Internacional de Doengas (CID 10) como um
grupo de doengas (“artroses”), que vai de M15 a M19 (DATASUS, 2008). Com diversas
apresentagdes clinicas que variam de individuo para individuo, acredita-se que, dentro das

mesmas subclassificagdes da doenca, existam fendtipos diferentes (LANE et al., 2011).
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2.3.1 Sintomas

O desenvolvimento da OA ¢ lento e insidioso, e os primeiros sintomas podem surgir
um longo tempo apds o inicio das alteragdes (HINTERHOLZ & MUHLEN, 2003). Os
principais sintomas sdo dor, rigidez matinal e limitacdo do movimento (HASAN &

SCHUCKETT, 2010).

Geralmente, a dor ¢ desencadeada pelo uso da articulacdo e aliviada pelo repouso —
padrao que difere de outras doengas inflamatorias articulares (onde a dor piora com o repouso
e melhora com o movimento), como a artrite reumatoide (AR), ajudando no diagndstico
diferencial (MOTA, 2010). O processo algico na osteoartrite pode variar de acordo com a fase
da doenga, podendo persistir mesmo no repouso (passando de um cardter mecanico para um
carater inflamatorio) e acordar o paciente a noite, levando ao surgimento de disturbios do

sono (TREVISANI & FIDELIX, 2009).

A rigidez articular consiste no desconforto e dificuldade que o paciente sente para
iniciar o movimento apds um periodo de inatividade, geralmente apds o despertar matinal
(CARDOSO et al., 2005). Diferentemente da artrite reumatoide, a rigidez na OA dura menos
que 30 minutos e ¢ limitada a articulagdo (HUNTER & FELSON, 2006).

A progressao da doenca traz a limitagdo do movimento associada a incongruéncia
entre as superficies articulares, espasmos musculares, contragdo da capsula articular e
bloqueio mecanico devido a ostedfitos ou corpos livres intra-articulares (NEOGI, 2013). Vale
salientar que cada sitio anatomico traz manifestagdes especificas da osteoartrite, como a
dificuldade de descer degraus na OA de joelho, dificuldade de deambulagdo associada a OA
de quadris e incapacidade de executar tarefas que exijam destreza, como em estagios
avangados do acometimento da primeira carpometacarpal e trapézio-escafoide (base do

polegar) (MOTA, 2010)
2.3.2 Sinais

Os principais sinais clinicos da artrose sdo o aumento do volume articular, crepitacao
ao movimento, sensibilidade a palpacdo da linha articular, deformidades, limitacdo a

movimentagao ativa/passiva e atrofia muscular (ABHISHEK & DOHERTY, 2013).

O aumento do volume articular associado ao edema pode ser evidenciado
principalmente na OA de joelho, ocorrendo tanto pelo aumento na quantidade de fluido

sinovial (derrame), quanto pelo surgimento de ostedfitos marginais (MOTA, 2010). O edema
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inflamatério ndo é comum, mas, quando presente, ¢ localizado, discreto e com pouco calor,

sendo esse um diagnostico diferencial para gota e artrite séptica (ALLEN et al., 2009).

Crepitagdo ¢ definida como um rangido audivel e/ou uma vibracao palpavel no joelho,
detectavel pela mao do avaliador posicionada sobre a patela do paciente (SCHIPHOF et al.,
2014). O sinal decorre da fric¢do entre as superficies articulares oponentes e da cartilagem
danificada, podendo estar presente em 90% dos casos de OA de joelho (ALTMAN et al.,
1986). Além disso, a presenca de crepitagdo ¢ utilizada como critério diagndstico por diversos

colégios de reumatologia, incluindo o norte-americano e o europeu (ZHANG et al., 2010).

Queixas sobre dor ou sensibilidade a nivel de linha articular podem resultar da
concentracdo de forcas nas articulagdes tibiofemoral e patelofemoral (THOMPSOM et al.,
2009). Quando essas queixas se tornam frequentes, até mesmo durante a execucdo de
atividades didrias mais simples, ¢ muito provavel que haja dano articular extenso, com
exposicao do osso subcondral (ABHISHEK & DOHERTY, 2013). O exame ¢ feito através da
palpacdo das linhas articulares medial e lateral do joelho, enquanto esse ¢ flexionado
(WADEY et al., 2007). A sensibilidade de linha articular também ¢ utilizada com alto valor
preditivo para avaliagdo de lesdes meniscais, apesar da baixa especificidade (GUPTA et al.,

2016).

Outro sinal comum ¢ a redu¢do da amplitude do movimento articular, tanto na
mobiliza¢ao passiva quanto na ativa (MOTA, 2010). Essa alteragao decorre da formagao de
osteofitos, perda cartilaginosa e espasmo ou contratura da musculatura periarticular
(L’HERMETTE et al., 2006). Os musculos periarticulares sdo de extrema importancia para a
geracdo de uma forga estabilizadora, que garantird a completa execu¢do do movimento

articular (BENELL & HINMAN, 2011).

Em estdgios avangados da artrose podem ocorrer deformidades nos membros, que
perdem o alinhamento habitual e passam a apresentar alta instabilidade articular (MOTA,
2010). Nas maos, o aparecimento de nddulos articulares 0sseos, resultantes da subluxacdo
Ossea e crescimento de osteofitos marginais, representa uma condi¢do associada ao género
(afeta dez vezes mais mulheres do que homens) e a predisposicdo genética (KELLGREN &
MOORE, 1952). Quando localizadas nas interfalangicas distais, as estruturas sdo chamas de
“nddulos de Heberden”; quando localizados nas proximais, recebem o nome de “nddulos de
Bouchard” (figura 1A). Além do crescimento dos nddulos, ocorre desvio palmar e lateral das

falanges distais (ABHISHEK & DOHERTY, 2013).
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Figura 1 — A) Nodulos articulares ésseos. O aparecimento dos ndédulos ¢ mais comum em
mulheres, principalmente na pés-menopausa. Na imagem ¢ possivel observar os ndédulos de
Heberden (distais) e os nddulos de Bouchard (proximais). B) Osteoartrite de joelho
unilateral. Observa-se o aumento do volume articular causado por edema e o arqueamento
do joelho esquerdo, afastando-o da linha medial (geno varo).

Fonte: adaptado de American College of Fonte: ABHISHEK et al., 2011
Rheumatology Slide Collection (1972-2017)

A artrose de joelho, também chamada de “gonartrose”, ¢ a maior causa de
incapacidade de membros inferiores entre idosos (GINCKEL et al., 2016). O acometimento
geralmente ¢ bilateral, mas had casos em que os sintomas sdao mais pronunciados
unilateralmente (DUNCAN et al., 2006). De acordo com TANAMAS e outros (2009), a OA
de joelho ¢ mais comum em homens (principalmente os mais jovens) por estar associada a

lesdes prévias sofridas em atividades relacionadas ao trabalho ou a pratica de esportes.

Os achados clinicos incluem sensibilidade da linha articular, dificuldade de flexao,
crepitacdo, edema e desgaste do quadriceps. Nos quadros mais severos, ocorrem o inchago do
joelho (figura 1B) e deformidades denominadas de “geno varo” e ‘“geno valgo”, que
representam o afastamento dos joelhos em relagdo a linha média do corpo (“pernas de
alicate) e a aproximagdo desses (“pernas em X”), respectivamente (SOUZA et al., 2014).
Vale salientar que os joelhos varo e valgo podem representar a causa ou a consequéncia da
osteoartrite de joelho, mas também sdo variagdes anatomicas que ocorrem fisiologicamente,

principalmente em criangas (ZAYER, 2000).

A articulagdo do quadril ¢ a segunda mais afetada pela artrose, perdendo apenas para
os joelhos (ARTHRITIS RESEARCH UK, 2014). Pacientes com osteoartrite de quadril (ou

“coxartrose”) frequentemente se queixam de dor na regido inguinal, que, no primeiro
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momento ¢ intermitente, relacionada a atividade (ao caminhar ou subir escadas,
principalmente) e piora no fim do dia (ARESTI et al., 2016). Com o progredir da doenca, a
dor permanece no repouso. Nos casos mais severos, pode haver o comprometimento da
mobilidade e da independéncia do individuo. Os achados clinicos mais comuns incluem
sensibilidade nos quadris e dificuldade/dor na rotagdo interna passiva (BIERMA-ZEINSTRA
et al., 2002).

A principio, qualquer articulagdo sinovial do sistema musculoesquelético pode ser
afetada pela osteoartrite (ABHISHEK & DOHERTY, 2013). Assim, na coluna vertebral, as
estruturas acometidas sdo as chamadas “articulacdes zigoapofisarias” ou “facetdria” — Unicas
sinoviais verdadeiras da coluna —, que formam o arco posterior € conectam cada vértebra a
sua adjacente (GELLHORN et al.,, 2013). Por essa razdo, esse subtipo ¢ frequentemente
chamado de “artrose facetaria” (MARASCHIN et al., 2010). Geralmente as vértebras afetadas
sdo as cervicais e lombares baixas (KALICHMAN & HUNTER, 2007).

O quadro cursa com dor lombar e/ou de pescogo, inicialmente localizadas, podendo
irradiar-se uni ou bilateralmente para membros inferiores (VAN EERD et al., 2010). E uma
condicao que frequentemente esta associada a degeneracao do disco intervertebral e ao meio
biopsicossocial, ja que fatores neuroldgicos, como o estresse, sao listados como agravantes da

dor (GELLHORN et al., 2013).
2.3.3 Comorbidades e qualidade de vida

A osteoartrite, além de ser uma das principais causas de incapacidade e perda da
qualidade de vida, traz associada a si diversas comorbidades (REZENDE et al., 2013).
Acredita-se, inclusive, que a incapacidade presente em quase 80% dos pacientes esteja
relacionada diretamente a essas comorbidades € nao a doenca em si (DEKKER et al., 2009;

GARVER et al., 2014)

J& que a idade ¢ o principal fator etiologico da artrose, a maioria das comorbidades
estd relacionada ao avango da idade (SURI et al., 2012). Entre elas podemos citar doenca
cardiovascular, acidente vascular encefilico (AVE), diabetes mellitus, obesidade,
comprometimento cognitivo, transtorno de ansiedade e depressdao (TUOMINEN et al., 2007).
Essas duas ultimas, somadas a uma série de outros fatores neurofisiolégicos e cognitivos, sao
cruciais na mediagdo dos efeitos deletérios da dor, ja que pacientes acometidos por condi¢des

similares podem desenvolver processos algicos diferentes (ZAMBON et al., 2016).
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A qualidade de vida relacionada a saide (QVRS) abarca o conceito geral de qualidade
de vida, mas leva em consideracao também fatores como dor, capacidade funcional e bem-
estar emocional (PIETRO & BADIA, 2001). A artrose diminui drasticamente a QVRS ao
produzir uma limitacdo funcional, que, se progredir, pode se tornar permanente e alterar a
pratica de atividades cotidianas do paciente (BERNARD-PINEDA et al, 2014). A
assimilagdo da doenca frequentemente causa impacto psicolégico, funcionando como gatilho
para o desenvolvimento das, anteriormente citadas, ansiedade e depressao (FERREIRA et al.,

2015).
2.4 DIAGNOSTICO E INSTRUMENTOS DE AVALIACAO FUNCIONAL

Antes de adentrarmos nos critérios diagnosticos da OA, ¢ preciso ressaltar que existe
uma grande variabilidade fenotipica, ou seja, o tempo de doenca, a sua taxa de progressao e o
padrao de comprometimento da articulagdo sdo diferentes entre os pacientes e até mesmo

entre as articulagdes do mesmo individuo (ABISHEK & DOHERTY, 2013).

O diagnostico da OA ¢ primariamente clinico e, apesar do grande suporte, os achados
radiograficos podem ndo refletir o real estado do paciente, ja que individuos com um quadro

clinico marcante podem nao exibir alteracdes radiograficas (CHONG et al., 2013).

O American College of Rheumatology (ACR) e a FEuropean League Against
Rheumatism (EULAR) subdividem as diretrizes diagnosticas de acordo com a articulagdo

acometida, mas ha critérios basicos que devem ser observados no exame clinico:
1. Dor persistente em uma ou mais articulagdes;
2. Idade > 50 anos;
3. Rigidez matinal < 30 minutos
4. Redugao da amplitude do movimento

Para a OA de joelhos, por exemplo, ¢ verificada também a existéncia de crepitacdo e
sensibilidade na linha articular; na coxartrose, a aplicacdo de manobras provocativas, como

avaliagdo da rotagdo interna do quadril (< 15°) € uma pratica comum.
2.4.1 Exames de imagem

Atualmente, diversas técnicas de imagem sao empregadas no auxilio do diagnostico da
OA, mas a radiografia segue sendo a mais simples, rapida e acessivel (CHEN et al., 2008). O

método permite a visualizagdo de caracteristicas importantes como a formagao de osteofitos, a
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esclerose subcondral, a formacao de cistos subcondrais, ¢ a redu¢do do espago intrarticular
(BRAUN & GOLD, 2012). Essa ultima, em particular, ¢ considerada o principal indicativo de

perda da cartilagem.

A cartilagem ¢ radiolucente, assim, uma radiografia normal mostra um espago escuro
entre o fémur e a tibia; entdo o que parece um espago vazio, na verdade, deve ser interpretado
como uma cartilagem integra (SHAGAM, 2011). Na OA, esse espaco aparece reduzido,
indicando a diminuicao da espessura cartilaginosa e avanco do tecido dsseo, como mostrado
na figura 2.

Figura 2 — Radiografia de joelho: diferenca entre articulacio normal e articulaciao
artrosica. A) Joelho normal; observar o espaco escuro entre o fémur (superior) e a tibia
(inferior), representando a cartilagem integra. B) Joelho artrésico; a reducdo do espaco
intrarticular (setas azuis) causa o atrito entre as duas estruturas dsseas, que responde, dentre
outras maneiras, com a formagdo de ostedfitos — expansdes Osseas em formato de espora

(setas amarelas)

Fonte: adaptado de http://manchesterhipandknee.com (2018)

A radiografia convencional, no entanto, possui limita¢des, pois apesar da cartilagem
articular ser o principal sitio de investigagdo clinica, alteracdes no menisco, nos ligamentos,
nos musculos adjacentes e na sindvia sdo de grande importancia, e ndo sdo evidenciadas por

esse método (HAYASHI et al., 2016).

A imagem por ressonancia magnética (IRM) ¢ um método que vem ganhando espaco e
confiabilidade na pratica reumatolégica e ortopédica, principalmente por proporcionar a

analise do joelho como um 6rgao completo (HUNTER et al., 2007). Apesar disso, os altos
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custos que envolvem a técnica sdo um fator limitante para a sua aplicagdo na rotina médica
(ROEMER et al., 2014). A tomografia computadorizada (CT) e a ultrassonografia (USG)
representam métodos menos utilizados no diagndstico da OA (MOSHER et al., 2013).

2.4.2 Ferramentas laboratoriais

O Colégio Americano de Reumatologia preconiza a utilizacdo de alguns pardmetros
laboratoriais no auxilio do diagnostico da OA, como a velocidade de hemossedimentacao
(VHS) e analise do fator reumatoide (FR), sendo este indicado principalmente como

diagnostico diferencial para a artrite reumatoide (ABISHEK & DOHERTY, 2013).

Outra ferramenta laboratorial € a andlise do fluido sinovial, que auxilia no diagnéstico
diferencial de artrite séptica e na verificacdo da existéncia de cristais de calcio na articulagao
(SHOLTER et al., 2017). O método ¢ realizado através da aspiragdo do liquido sinovial do
joelho — a artrocentese — que possibilita a avaliacao, tanto de aspectos macroscopicos (ex: cor,
turbidez e viscosidade) quanto de aspectos celulares (ex: quantidade de células e predominio

de polimorfo ou mononucleares) (VALLEJO & RUIZ, 2014).
2.4.3 Instrumentos de avaliacdo funcional

Como abordado anteriormente, a OA ¢ uma doenca que traz um sério
comprometimento funcional dos pacientes, incluindo a incapacidade de realizacdo de
atividades diarias e limitacdes do movimento. O estudo da capacidade funcional ¢ importante
para avaliar a independéncia dos individuos, principalmente da populagao idosa (SANTOS et
al., 2015). Essa avaliagdo ¢ feita através da aplicagao de questionarios, que sdao respondidos

pelos proprios pacientes.

Um desses questiondrios ¢ o Western Ontario and McMaster Universities
Osteoarthritis Index (WOMAC), que avalia a dor, a rigidez articular e a capacidade funcional
do paciente, sendo utilizado, inclusive, como pardmetro em ensaios clinicos (BASARAN et
al., 2015). Ja o indice Lequesne ¢ um score funcional recomendado pela Organizacdo
Mundial da Satide (OMS) e pela EULAR, cujo foco sdo parametros como dor, desconforto e
distancia percorrida em caminhadas (SANTOS et al, 2015). Ambos possuem versoes

traduzidas e validadas para a lingua portuguesa (FERNANDES, 2002; MARX et al., 2006).
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2.5 PATOGENESE

Os mecanismos de desenvolvimento da osteoartrite sdo complexos e até hoje ndo
foram totalmente elucidados. Inicialmente considerada uma doenga “wear and tear”
(“desgaste pelo uso” em tradugao livre), a osteoartrite era tida como consequéncia unicamente
de fatores biomecanicos, que, somados a baixa capacidade reparativa dos condrdcitos,

aceleravam a diminui¢do da vida 1til da articulacio (BERENBAUM, 2013).

Esse paradigma foi quebrado com o advento da Biologia Molecular, que possibilitou a
descoberta de diversos mediadores soluveis envolvidos no processo inflamatorio
(DAGHESTANI & KRAUS, 2015). Hoje, sabe-se que, durante o curso da doenga, a
cartilagem ¢ submetida tanto ao estresse mecanico quanto ao estresse inflamatorio (RANNOU

et al., 2010).

A principio, a osteoartrite ¢ caracterizada por um conjunto de processos
fisiopatoldgicos, como a remodelagdao do osso subcondral, a inflamacdo sinovial, a apoptose
dos condrocitos e a degeneracao progressiva da cartilagem; esses dois ultimos, no entanto, sdo

considerados os marcos da doenca (THYSEN et al., 2015).

2.5.1 Cartilagem articular

A cartilagem articular ¢ um tecido avascular, aneural e hialino, que tem por fungao
absorver e distribuir adequadamente as cargas nas articulacdes (DECKER et al., 2015).
Enquanto tecido conjuntivo, a cartilagem ¢ composta por uma matriz extracelular, que confere

forga ténsil e rigidez, e pelos condrdcitos (GOLDRING, 2012).

Os condrécitos sdo a unica populacdo celular presente na cartilagem articular
(CUCCHIARINI et al., 2016). De morfologia esférico-ovalada e medindo de 10 a 30 um
(STOCKWELL, 1978), estas células sdo responsaveis pela manutencdo da homeostase da
cartilagem, através da producdo ou degradacdo da matriz extracelular, a depender das
necessidades do microambiente tecidual (GOLDRING & GOLDRING, 2007). Na cartilagem,
os condrocitos encontram-se inseridos em uma matriz pericelular (MPC), que desempenha um

papel fundamental para sua sinalizacdo intracelular (ZHANG, 2015).

Os condrocitos passam por um processo de diferenciagdo na fase inicial do seu ciclo, e
se estabelecem como células de baixa atividade mitdtica (FINDLAY & ATKINS, 2014).
Como mencionado anteriormente, os condrocitos mantém a integridade da cartilagem através

de um balango entre atividades anabolicas e catabolicas. E importante ressaltar que essas
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células possuem uma baixa capacidade reparativa, e que o turnover de proteoglicanos e fibras

colagenas pode durar décadas (FOX et al., 2009).

Na matriz, os condrocitos respondem a alteragdes bioquimicas e biomecanicas através
de receptores de superficie, que interagem fortemente com moléculas da MEC. Entre tais
receptores, podem ser citadas as integrinas, o receptor com dominio de discoidina (DDR-2), o
anteriormente citado CD44 e o sindecan (LOESER, 2014). Os mecanosensores incluem os
cilios primarios, a conexina 43, o hedgehog indiano (Ihh) e o receptor vanil6ide de potencial

transitorio 4 (TRPV4) (O°’CONOR et al., 2016).

A matriz extracelular da cartilagem ¢ composta principalmente por fibras colagenas,
elastina, glicoproteinas, proteoglicanos e glicosaminoglicanos. Vérios tipos de coldgeno
podem ser encontrados na matriz, mas o tipo II, em especial, representa mais de 90% da
massa proteica (BRODY, 2014). No tecido, as fibras coldgenas se entrecruzam para formar

um arcabouc¢o de ancoragem para os proteoglicanos.

A sintese do coldgeno ocorre no reticulo endoplasmatico (RER), seguida de
modificagdes pos-traducionais no complexo golgiense (BAYNES & DOMINICZACK, 2015).
O colageno ¢ sintetizado em uma pro-forma (procolageno) de tripla hélice, constituida por
duas hélices al e uma a2 (VOET & VOET, 2013). Cada hélice ¢ formada, em sua maior
parte, pela sequéncia Gly-X-Pro ou Gly-X-Hyp, podendo o “X” ser qualquer um dos 20
aminoacidos primarios (SILVA & PENNA, 2012). A tripla hélice ¢ secretada na matriz, onde
sofre um processo de clivagem em suas extremidades N e C-terminais por peptidases. Os
peptideos clivados (tropocolageno), unem-se através ligagdes covalentes entre os residuos dos

aminoacidos, conhecidas como “liga¢des cruzadas” (SAEIDI, 2009). (figura 3)
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Figura 3 — Formaciao das fibras colagenas. A) Representacio da tripla hélice de
colageno. B) Clivagem do procolageno e formaciao das fibras colagenas, através de
ligagcdes cruzadas
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Fonte: adaptado de SAEIDI (2009) e SILVA &
PENNA (2012)

Os proteoglicanos — glicosaminoglicanos ligados & um core proteico — sao moléculas
altamente hidrofilicas, cujo poder de retencdo de 4gua ajuda na difusdo e distribuicdo de
nutrientes pela cartilagem (NOVINCE et al., 2013) (figura 4). O agrecan ¢ o principal
representante dessa classe de macromoléculas, que desempenham um papel importante na
interagdo condrocito-condrocito e condrocito-matriz, além de serem cruciais para a

morfogénese condroesquelética (GAO et al., 2014)

Os glicosaminoglicanos, representados pelo sulfato de condroitina, sulfato de

queratano e sulfato de dermatan, sdo carregados negativamente, o que ajuda na atragdo de
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agua, fons Ca™ e Na' e na manutengdo da arquitetura tecidual (JEROSCH, 2011). Os
glicosaminoglicanos, quando ndo estdo ligadas a um core proteico, nem se apresentam sob a
forma sulfatada, sdo chamados de acido hialurénico (CHOPRA et al., 2014). A glicoproteina
CD44, altamente presente na superficie dos condrocitos, é o principal receptor para o acido
hialurdnico, o que auxilia na ancoragem das células a matriz (TOEGEL et al., 2010)

Figura 4 — Componentes da matriz cartilaginosa. As fibras de coldgeno tipo II,
juntamente com os proteoglicanos e glicosaminoglicanos (acido hialurénico), formam uma

rede hialina altamente ténsil e hidrofilica
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Fonte: adaptado de MANKIN et al. (2000) e POOLE et

Histologicamente, a cartilagem articular ¢ dividida em quatro zonas principais: a) a
zona superficial, cujas células e fibras colagenas se encontram organizadas paralelamente a
superficie do tecido, b) a zona intermedidria, com fibras dispostas de forma aleatoria e c) a

zona profunda, com distribuigdo perpendicular do colageno e formagdo de colunas

proliferativas (BRODY et al., 2014) (figura 5).

Por fim, encontra-se a d) camada de calcificagdo, separada da zona profunda por uma

linha basofila chamada de “linha de maré”, que esta disposta paralelamente a cartilagem

articular, e confere ao sistema uma alta resisténcia as forgas de cisalhamento (LI et al., 2013).
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Nessa camada os condrocitos assumem um estado hipertrofico, caracterizado pela deposicao
de calcio, pela alta producao de coldgeno tipo X e fosfatase alcalina (KRANN & BERG,
2012). E justamente nessa sub-regido onde as células sofrem apoptose e o molde de
cartilagem sintetizado por elas ¢ mineralizado e substituido por um tecido 6sseo trabecular —

processo conhecido como ossificacdo endocondral (MAN-GER & BEIER, 2014)

Figura 5 — Esquema histologico da cartilagem articular. A cartilagem ¢ subdivida em
zonas, que diferem quanto ao arranjo das fibras coladgenas e a disposicdo dos condrocitos.
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2.5.2 Osso subcondral

Localizado logo abaixo da zona de calcificacdo, o osso subcondral é uma estrutura
altamente dindmica, que, juntamente com a cartilagem articular, forma a ‘“juncdo
osteocondral” e participa do processo de amortizacao e distribuicdo das cargas ao longo da
articulacdo (SURI & WALSH, 2012). Ao contrario da cartilagem articular, este ¢ altamente
vascularizado, enervado e dotado de canais, que sdo responsaveis pela estreita relagdo

biomecanica e bioquimica com a cartilagem (LI et al., 2013). Os vasos terminais do 0sso
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subcondral, por exemplo, estdio em contato direto com a zona profunda da cartilagem,

suprindo cerca de 50% da sua necessidade de oxigénio e glicose (HENROTIN et al., 2012).

Em comparacdo a cartilagem articular, o osso subcondral possui um turnover muito
mais rapido, sofrendo diversos processos de remodelacio em resposta as mudancas
biomecanicas do meio (ZHEN & CAO, 2014). Além disso, os osteoblastos desse tecido
secretam fatores que ajudam na manutencao da matriz cartilaginosa, como o TGF-B e o fator

de crescimento semelhante a insulina tipo I (IGF-1) (SANZHEZ et al., 2008).
2.5.3 Membrana sinovial

A membrana sinovial ¢ um tecido conjuntivo que delimita a capsula sinovial. A
sindvia ndo sO protege a cartilagem articular, mas secreta o fluido que contém substancias
importantes para a sua manutencdo e integridade, como a lubricina e o 4cido hialurdnico,
através dos sinovidcitos do tipo B (SCANZELLO & GOLDRING, 2012). E atribuida a
membrana sinovial, também, a fun¢do de remoc¢do dos subprodutos do metabolismo dos
condrécitos, bem como do turnover das moléculas da matriz, ja que a cartilagem nao possui
um sistema de drenagem linfatica (BRESNIHAN et al., 2009); tal papel ¢ exercido pelos

sinovidcitos tipo A, que sdo semelhantes a macrofagos.
2.5.4 Degradacao da cartilagem articular

Como mencionado anteriormente, a fisiopatologia da OA ¢ complexa, multifatorial e
ainda ndo totalmente compreendida. Segundo Sherwood e colaboradores (2014), para a
degradacao da cartilagem articular, os condrocitos sofrem uma subversao das suas fungdes
celulares e passam a produzir mediadores inflamatérios e moléculas catabdlicas como
interleucinas e metaloproteinases. Esse conjunto de eventos resulta em um feedback negativo
para as células, que por dependerem da integridade da matriz para sobreviverem, morrem por

apoptose (HWANG & KIM, 2015).

Para Cucchiarini e colaboradores (2016), a subversao dos condrécitos ¢ iniciada com a
alteracdo das interagdes entre as células e a matriz pericelular (MPC). Como resultado da
lesdo da cartilagem por envelhecimento, trauma, alteracdes estruturais, obesidade, inflamagao
ou fatores genéticos, as interagdes entre esses receptores e as moléculas da MPC sdo
alteradas, levando os condrocitos a uma mudanga de fendtipo com resposta catabdlica

totalmente desequilibrada.
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A cartilagem sob degradagdo evoca uma resposta inflamatoria também por parte da
membrana sinovial e dos osteoblastos no osso subcondral (RANNOU et al., 2010). Este
responde a agressdo com alteragdes que vao desde a esclerose subcondral até a formagao de
oste6fitos e invasdo vascular (STUPINA et al, 2014), além de secretar altos niveis de

fosfatase alcalina, osteocalcina, osteopontina e IL-6 (SHARMA et al., 2013) (ver figura 6).

Os sinoviocitos, sendo células altamente sensiveis aos mediadores inflamatorios,
geram um feedback de mesma proporcao (KOPPIKAR et al., 2015). Assim, a artrose ¢
caracterizada por intensa sinovite (apesar de mais branda se comparada a artrite reumatoide),
com presenca de infiltrado inflamatoério e aumento da secrecao se IL-1B, TNF e fator de
crescimento neuronal (NGF) no fluido sinovial, o que colabora para o estabelecimento da dor

articular (STOPPIELLO et al., 2014).

Figura 6 — Esquema comparativo entre a articulacio normal e a osteoartrite. A
cartilagem degradada torna-se mais fragil e menos ténsil, além de sofrer um processo anormal
de calcificagdo e hipertrofia dos condrocitos. Outra caracteristica marcante ¢ a formacao de
clusters, que se concentram principalmente na zona superficial, como forma de diminuir a
distancia nara difusdo dos nutrientes do liauido sinovial.
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Como resultado desse conjunto de eventos, a cartilagem torna-se altamente fibrilada
em sua regido superficial, fragil, desorganizada e com a presenca de aglomerados de até 20
condrocitos, chamados de clusters (LOTZ et al., 2010). Nao se sabe ao certo a fungdo desses
clusters, mas estudos apontam que estes representam um mecanismo de defesa, com alto
potencial proliferativo e expressdo de marcadores condrogénicos, como o fator de transcrigao

SRY-box 9 (SOX9) e o proprio colageno tipo II (HOSHIY AMA et al., 2015).
2.5.5 Apoptose dos condrocitos

A apoptose ¢ um processo de morte celular altamente regulado, envolvido na
homeostase e no envelhecimento dos tecidos (CHILDS et al, 2014). Na ossificagdo
endocondral, por exemplo, ¢ necessario que os condrdcitos entrem em apoptose para que o

molde de cartilagem seja substituido por um tecido 6sseo (MAN-GER & BEIER, 2014).

O processo apoptotico ¢ iniciado e conduzido de duas maneiras: a) pela via extrinseca,
ativada por meio de “receptores de morte”, e b) pela via intrinseca ou “via mitocondrial”.
Embora representem mecanismos distintos, as duas vias convergem para um caminho comum,
envolvendo uma cascata de clivagens proteicas executadas pelas caspases (ELMORE, 2007).
Essas sdo proteases especificas, que além de participarem do estagio final da apoptose, ativam
citocinas que sao sintetizadas em pro-formas, como a IL-1B. As caspases podem ser
subdivididas em iniciadoras e efetoras; as iniciadoras — caspases 8 ¢ 9 — clivam pro-formas
inativas de caspases efetoras — as caspases 3, 6 ¢ 7 — que, por sua vez, clivam outros

substratos proteicos da célula, resultado na morte por apoptose (FAN et al., 2005).

A via extrinseca, quando iniciada pelo receptor de morte Fas, pode ocorrer de forma
dependente ou independente da mitocondria. Quando a sinalizacdo ¢ desencadeada pela
interacdo entre esse receptor e seu ligante (FasL), a caspase 8 cliva diretamente a caspase 3.
Em outros tipos celulares, a caspase 8 cliva a proteina BID, que induz uma amplificagao
mitocondrial para posterior ativacdo da caspase 3 (MEDINA, 2011). Entre outros receptores
de morte descritos, podem ser citados o receptor para o TNF (TNF-R1) e o receptor do ligante

indutor de apoptose relacionado ao TNF (TRAIL) (PARK et al., 2007)

A via mitocondrial ¢ ativada em resposta a danos no DNA, com a liberagao do
citocromo C, que ¢ uma proteina regulada por mecanismos anti (Bcl-2, Bcl-xl) e pro-

apoptoticos (Bax, BID). O citocromo C liga-se, entdo, a proteina associada a apoptose (Apaf-
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1), ao trifosfato de deoxiadenosina (dATP) e a caspase 9, formando um complexo

denominado “apoptossomo” (ANAZETTI & MELO, 2007).

Borrelli (2006) aponta que os condrocitos podem entrar em apoptose por ambas as
vias. Na OA, porém, o processo de morte programada ¢ exacerbado, formando um ciclo
vicioso com a degradacdo da matriz, onde a progressao de um agrava o outro (HWANG &
KIM, 2015). De fato, varios estudos demonstraram que a degrada¢do da matriz, com
consequente perda da adesdo celular dos condrocitos, € a principal causa de apoptose na OA

(LO & KIM, 2004; ZAMLI & SHARIF, 2011; KUNWAR et al., 2017; HUANG et al., 2017).

A integrina -1, presente na superficie dos condrdcitos, € uma proteina que interage
com a matriz cartilaginosa, promovendo a adesdo dos condrdcitos e mantendo ativa a via de
sinalizagdo Ras-MAPK (WHITNEY et al., 2012). Essa via ¢ responsavel pela ativagdo de
diversos genes relacionados a diferenciagdo e sobrevivéncia celular; a via MAPK inibe, por
exemplo, a alteragdo dos condrocitos para o fendtipo fibroblastoide em culturas de

monocamada (CHEN et al., 2014).

A perda da interacao entre a integrina -1 e a MEC, causada pela sobrecarga articular
e desarranjo tecidual, resulta na mudanca da sinalizacdo da via MAPK, que passa a estimular
a atividade da caspase 3, como mostra a figura 7. Esse processo ¢ chamado de
“mecanotransdugdo”, ou seja, estimulos mecanicos sdo convertidos em sinais que evocam
respostas intracelulares (SHAKIBAEI et al., 2008). Vale ressaltar que as MAPKs também sao
altamente responsivas a IL-1p ¢ ao TNF, o que contribui para o aumento da atividade

apoptotica dos condrocitos (TAKEBE et al., 2011)
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Figura 7 — Esquema representativo da apoptose nos condrdcitos via Ras-MAPK. A
perda da interacao da integrina -1 com a MEC muda a sinalizagdo da via MAPK para ativar
as caspases 3, que clivando o DNA e outros substratos celulares, levam a morte por apoptose.
Sos, She e GRB2 = proteinas envolvidas na transdugao de sinais; MEC = matriz extracelular;

Erk1/2

MAPK

ativacao da caspase 3 citoplasma

nucleo

fragmentagao do DNA

Fonte: adaptado de SHAKIBAEI et al., 2008

2.5.6 Citocinas

Diante do que foi exposto, fica evidente a importancia dos mediadores inflamatorios,
tanto por seu papel na degradacdo da matriz, como na apoptose dos condrocitos. As citocinas
sdo fortes candidatas a alvos terapéuticos nos estudos da OA, sendo a IL-1p, a IL-6 e o TNF

os destaques da literatura (LAADHAR et al., 2007)
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2.5.6.1 IL-1B

A IL-1B ¢ uma citocina da familia das IL-1, codificada pelo gene IL1B do
cromossomo 2. A principio, € sintetizada como um pré-peptideo inativo de 31 kDa, que, em
condigoes inflamatodrias € clivada pela caspase 1 e liberada como uma proteina ativa de 17
kDa (PALOMO et al., 2015). A citocina ativa pode, entdo, ligar-se ao seu receptor (IL-1R1) e
exercer suas fungdes. Quando ligada a outra isoforma do seu receptor, IL-1R2, a IL-1p tem
seus sinais intracelulares inibidos, ja que este funciona como um regulador negativo

(PETERS et al., 2013).

Entre os efeitos biologicos desempenhados pela IL-1B, destacam-se a inducdao da
liberagdo do conteudo granular de neutréfilos (lisozimas, lactoferrina, colagenase),
proliferagdo e ativagdo de células T CD4", secrecdo de IL-2 e IL-6, aumento da adesdo
leucocitaria, recrutamento de mondcitos e macrofagos, auxilio na eficacia da fagocitose e
estimulo da sintese de proteinas de fase aguda nos hepatocitos (GONZAGA & VIEIRA,
2013).

Na OA, os condrécitos passam a produzir a IL-1f intensamente, que, através de uma
sinalizagdo paracrina e autocrina, ativa o NF-kB e cria um feedback positivo, estimulando,
além da sua propria sintese, a de outras citocinas como IL-6 e IL-8 (CONDE et al., 2015) a
sua propria expressao. A sintese de IL-1f também ¢ estimulada apos sinalizagdo dos
receptores fool-like (TLRs) (NASI et al., 2017). Essas células expressam as isoformas TLR-1,
TLR-2, TLR-4 ¢ TLR-9 em diferentes fases da sua diferenciacdo e condrogénese, sendo tais
receptores altamente responsivos a produtos de degradacao da matriz, como proteoglicanos de

baixo peso molecular e fragmentos de fibronectina (SILLAT et al., 2013).

A IL-1p ¢ apontada como a grande orquestradora dos eventos degradativos da OA
principalmente por estimular a sintese de metaloproteinases (MMPs), que sao endopeptidases
dependentes de zinco, capazes de degradar grande parte dos componentes da matriz
extracelular (OZEKI et al., 2014). A principal MMP descrita na patogénese da OA ¢ a MMP-
13, que ndo ¢ expressa constitutivamente nos tecidos, mas passa a ser detectada nas
cartilagens artrosicas (PIECHA et al, 2010). A MMP-13 catalisa a quebra da fibra de
coldgeno em Unico sitio, o que resulta na formacdo de pequenos polipeptideos (LI et al.,
2011). Um grupo especial de metaloproteinases também ¢ ativado na OA: as desintegrinas e
metaloproteinases com motivo de tromboespondrina (ADAMTS), que sdo, em sua maioria,

quebradoras de proteoglicanos e glicosaminoglicanos (KELWICK et al., 2015).



44

O ambiente inflamatorio na cartilagem articular da OA ¢é, em grande parte,
estabelecido pela IL-1p. Isso porque essa interleucina também ¢ capaz de induzir a expressao
da ciclooxigenase-2 (COX-2) e da 6xido nitrico sintase induzida (iNOS), o que leva a um
aumento na sintese de prostaglandina E, (PGE:) e 6xido nitrico (ON), respectivamente

(CHENG et al., 2012) (figura 8).

Attur e colaboradores (2011) demonstraram que a expressdao génica da IL-1pB esta
aumentada em células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) de pacientes com
osteoartrite, € que essa expressdo esta correlacionada com a piora da dor. Tais propriedades
levam, inclusive, a utilizagdo da IL-1p como agente estimulante pro-inflamatorio em modelos
de estudo in vitro e in vivo (JOHSON et al.,, 2016; MABEY & HONSAWEK, 2015) e

solidificam sua importancia para a patogénese da OA.

Figura 8 — Sinalizacdo da IL-1f. A ligacao da IL-1PB ao tipo I do seu receptor gera uma
cascata de sinalizagdo que ativa o fator de transcricdo NF-kB. Este, agindo sobre o DNA,
estimula a sintese de outras citocinas pro-inflamatérias, como IL-6 e TNF-a, além de PGE,
oxido nitrico (ON) e proteases. A diminui¢do dos componentes da matriz, por sua vez, inibe a
mteracao dos condrocitos com a sua matriz, levando a morte por apoptose.
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2.5.6.2 Fator de Necrose Tumoral (TNF)

O TNF ¢é uma citocina pleiotropica, produzida primariamente por mondcitos e
macrofagos, sob uma pro-forma inativa (26 kDa), que é convertida para a forma ativa (17

kDa) pela enzima conversora de TNF (TNFCE) (ESPOSITO & CUZZOCREA, 2009).

O gene que o codifica esta localizado no cromossomo 6 e tem sua expressao regulada
por diversos fatores, incluindo o NF-kB e o fator nuclear de células T ativadas (NFAT)
(PARAMESWARAN & PATIAL, 2010). O TNF desempenha suas fungdes através da
ligacao a qualquer uma das isoformas do seu receptor, a saber TNFR1 e TNFR2 (BRADLEY,
2008).

Inicialmente, o TNF foi descoberto por Carswell e colaboradores (1975) como um
fator capaz de causar a necrose hemorragica de um fibrossarcoma induzido por
metilcolantreno; de fato, os macrofagos aumentam sua atividade citolitica quando sinalizados
pelo TNF (SOUSA et al., 2013). Hoje, sabe-se que em condi¢des inflamatérias, o TNF age
também sobre células epiteliais, estimulando a expressdo de moléculas para adesdo dos
leucdcitos, (JUNIOR, 2008), e isso faz com que essa citocina exerca um papel fundamental na
imunidade inata, principalmente no combate a microorganismos € certos tumores

(VUJANOVIC, 2011)

Apesar de tais propriedades, a expressdao cronica do TNF estd associada ao
desenvolvimento da OA, sendo seus efeitos na cartilagem articular muito similares aos da IL-
1B (WODJASIEWICZ et al., 2014). O TNF ¢ capaz de aumentar em condrécitos a expressao
da ADAMTS-4, que ¢ a apontada como a principal agrecanase envolvida na degradacao da

cartilagem (XUE et al., 2013).

E importante ressaltar que, além de colaborar com os eventos degradativos, o TNF
esta diretamente envolvido com a atividade apoptotica aumentada dos condrocitos, pois, como
descrito anteriormente, pertence a classe de ligantes cujos receptores possuem os chamados
“dominios de morte”, que ativam a via extrinseca da apoptose (HWANG & KIM, 2015).
Além disso, o TNF, juntamente com a IL-18 e a IL-6, promove a erosdo Ossea, agindo na
diferenciacdo e maturacdo dos osteoclastos, o que acelera a remodelacdo do osso subcondral

(VITALE & RIBEIRO, 2007).
2.5.6.31L-6

Outro mediador soluvel que ¢ produzido em resposta a processos fisiologicos no

organismo ¢ a IL-6. Essa interleucina, também chamada de fator 2 estimulador de células B
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(BSF-2), regula processos importantes, como a hematopoiese e a ativagcdo e diferencia¢do de

linfoécitos (TANAKA et al., 2014).

O gene IL6, localizado no cromossomo 7p21, codifica uma proteina de 28 kDa que ¢
sintetizada em diversos tipos celulares, como linfoécitos T e B, fibroblastos, mondcitos,
queratinocitos, células mesangiais e até em algumas células tumorais (ATAIE-KACHOIE et
al., 2014). O receptor da IL-6, IL-6R, forma um complexo com a glicoproteina 130 (gp130)
para ativar as tirosino-quinases JAK (CORNELISSEN et al., 2012).

O papel da IL-6 na fisiopatologia da OA € menos conhecido se comparado ao da IL-1f3
e do TNF, mas sabe-se que ela age em sinergia com essas citocinas (SUNDMAN et al., 2013).
Os niveis de IL-6 estdo significativamente elevados no fluido sinovial de pacientes com OA,
estimulando a producdo de MMP-13 e inibindo a sintese de colageno tipo II (KAPOOR et al.,
2010). A citocina também esta elevada no soro de pacientes com OA, mostrando correlagdo,

inclusive, com achados radiograficos (LIVSHITS et al., 2009).

Segundo Nasi e colabores (2015), a IL-6 estd envolvida no processo de deposicao de
cristais de fosfato de cédlcio na matriz cartilaginosa, aumentando a expressdo de genes
envolvidos no processo de calcificagdao, como o canal transportador de pirofosfato Ank e o co-
transportador de sodio/fosfato Pit-1, além de marcadores de hipertrofia condrocitica, como

colageno tipo X e o fator de transcrigdo Runx2.

Apesar de representar o disturbio osteoarticular mais comum no mundo todo, a OA
ainda ndo possui nenhum biomarcador incorporado de fato na clinica, nem métodos
padronizados para a validagao desses biomarcadores (HUNTER et al., 2014), por isso, a busca

por moléculas sensiveis, mas, sobretudo, especificas, continua.
2.5.6.4 Outras citocinas

Recentemente, muitos grupos de pesquisa voltaram seus esforcos para o estudo de
algumas citocinas, que demonstraram potencial como biomarcadores e alvos terapéuticos, ndo
s6 na OA, mas em outras doencas reumaticas como a artrite reumatoide e a esclerose

sistémica (tabela 1).
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Tabela 1 — Citocinas estudadas recentemente e suas possiveis implicacées na
patogénese da osteoartrite.

Citocina

IL-16

IL-18

IL-22

IL-31

Possiveis implicacdes na osteoartrite
Os niveis séricos da IL-16 estdo
elevados em pacientes com OA, se
comparados aos controles (1). No
entanto, apo6s artroplastia total de
joelho, 0s niveis reduzem
significativamente (2). Além disso,
polimorfismos no gene que codifica a
interleucina estdo relacionados com o
risco de desenvolvimento de OA (3).

A IL-18 age em sinergia com a PGE»
para mediar os eventos da OA (4).
Variagdes na regiao promotora do gene
da IL-18 mostraram relacio com o
desenvolvimento da OA (5). Seus niveis
estdo elevados no fluido sinovial, no
plasma e na cartilagem articular de
pacientes com  OA,  mantendo
correlagdo com achados radiograficos
(6).

A IL-22 ¢ expressa por sinoviocitos

inflamados de pacientes com
osteoartrite (7), sendo capaz de
aumentar a expressao de

metaloproteinases nessas células (8).
Evidéncias apontam que a IL-22 esta
relacionada com a remodelacao Ossea
na artrite psoridtica, sendo esse um
processo crucial na patogénese da OA
9)

A IL-31 pertence a familia das IL-6 e ¢
capaz de estimular a expressao dessa
citocina (10). A IL-31 esta relacionada
a um fendtipo altamente inflamatorio
em outras doengas do grupo das artrites

(11) (12).

Referéncias
(1) LIU et al., 2015
(2) SINGH et al., 2017
(3) LUO et al., 2015

(4) WANG et al., 2010
(5) JULIN-CURTIS et al,
2012

(6) WANG et al., 2014

(7) DELIGNE et al., 2014
(8) CARRION et al., 2013
(9) PAINE & RITCHLIN,

2016

(10) CORNELISSEN et al.,
2012

(11) ANDERSSON et al,
2015

(12) ROSINE et al., 2018

Fonte: O autor (2018)

2.6 TRATAMENTO

O tratamento da OA ¢ baseado na associacdo entre componentes farmacoldgicos e

nao-farmacologicos. As estratégias farmacologicas sdo utilizadas no intuito de controlar a dor

e retardar a degradagdo da cartilagem, enquanto as ndo-farmacologicas se estendem ao bem-
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estar fisico e mental dos pacientes (WELLSANDT & GOLITHLY, 2017). Em tltimo caso,
falhando a terapia com as abordagens disponiveis, os individuos sdo indicados a intervencao

cirargica (MCGRORY et al., 2016)
2.6.1 Abordagem nao-farmacologica

O tratamento nao-farmacologico envolve modificagdes no estilo de vida, incluindo a
perda de peso, exercicios fisicos e programas de manutencdo da qualidade de vida
(EVANIEW & EVANIEW, 2017). Sao indicados exercicios de combate a fraqueza muscular,
a reducdo da propriocepgao e as alteragdes do controle postural; natagdo e hidroginastica, por
exemplo, sdo exercicios aerobicos que nao sobrecarregam a articulagcdo, além de ajudar no

fortalecimento muscular (HRNACK & BARBER, 2014).

H4é evidencias de que a intervencao fisioterapéutica também ¢ capaz de aliviar a dor e
melhorar a funcionalidade (PAGE et al., 2011). A aplicacao da fita Kinésio, por exemplo,
melhora o score WOMAC e diminui a rigidez dos pacientes (RAHLF et al., 2018). A
utilizagdo de bracings também tem mostrado potencial no alinhamento, correcdo de
deformidades e fortalecimento de musculos relacionados a OA de joelhos

(DUIVENVOORDEN et al., 2015).

Entre as técnicas da medicina alternativa chinesa, a acupuntura ¢ a mais utilizada no
auxilio do tratamento da OA, principalmente no que diz respeito ao alivio da dor
(MANYANGA et al., 2014). A acupuntura confere a analgesia bloqueando o portao da dor ou
controlando a liberagdo de neurotransmissores (SELFE & TAILOR, 2008)

2.6.2 Abordagem farmacolégica

Os componentes farmacologicos sdo subdivididos em farmacos de acdo rapida, que
incluem analgésicos e anti-inflamatorios, e os de acdo lenta, também chamadas ‘“drogas

modificadoras da osteoartrite” (BOBACZ, 2013).
2.6.2.1 Acgao rapida
2.6.2.1.1 Analgésicos

O acetaminofeno (paracetamol) ¢ considerado o analgésico de primeira escolha para
alivio das dores articulares (WISE, 2014). O farmaco diferencia-se dos anti-inflamatorios nao-
esteroidais (AINES) classicos, pois, apesar de apresentar efeitos analgésicos e antipiréticos,
nao possui efeitos anti-inflamatorios e anti-coagulantes significativos, sendo indicado para

pacientes que sofrem de asma bronquica, ulcera péptica, e hemofilia, por exemplo
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(JOZWIAK-BEBENISTA & NOWAK, 2014). O acetaminofeno é administrado por via oral e
seus efeitos sdo desencadeados, em sua maior parte, pela inibi¢do da COX (REID et al,

2013).

Os opiodides, representados pelo tramadol, s3o considerados uma alternativa
terapéutica para os pacientes que ndo respondem aos AINES, mas devem ser prescritos com
cautela, devido aos sérios efeitos secundarios (CEPEDA et al., 2007). A capsaicina, um
componente ativo das pimentas chili, era utilizada como analgésico topico para tratamento de
OA de maos, mas seu uso foi descontinuado pelo ACR, devido as reagdes persistentes de

hipersensibilidade local (GIBBONS et al., 2010).
2.6.2.1.2 AINES

Essa classe de farmacos representa o maior numero de prescricdes para a OA, sendo
mais eficazes que o acetaminofeno no alivio das dores (PELLETIER et al., 2016). Os AINES
agem inibindo ambas as COX-2 e COX-1 (ex: acido acetilsalicilico, ibuprofeno, naproxeno e
diclofenaco) ou seletivamente a COX-2 (ex: celecoxibe), impedindo, assim, que a PGE; seja

produzida.

AINES topicos sao amplamente utilizados na clinica, pois proporcionam um alivio
local sem a associacdo de efeitos sist€émicos adversos (DERRY et al., 2015). No entanto, sua

aplicacao torna-se restrita a condi¢des mais superficiais.

Apesar de eficaz no alivio da dor, a terapia com AINES ¢ passivel de questionamento,
principalmente pelo seu efeito limitado com o tempo e pela gama de efeitos colaterais que
esses farmacos trazem para a populacao idosa, que ¢ considerada de risco (MCCARBERG,
2013). Todos os AINES tém efeito deletério sobre a pressdo arterial e a funcdo renal, o que
pode trazer complicagdes cardiovasculares, além das complicagdes gastrointestinais, como a

formagdo de Ulceras (FOGLEMAN, 2013).
2.6.2.1.3 Glicocorticoides

Os glicocorticoides podem ser utilizados no tratamento da OA, principalmente em
pacientes que ndo respondem a terapia com AINES, sendo aplicados na forma de injecdo
intrarticular (YUSUF, 2016). Estes fAirmacos tém efeito anti-inflamatdrio e imunossupressor,
reduzindo a permeabilidade vascular para células do sistema imune, inibindo a producdo de

metaloproteinases, prostaglandinas e leucotrienos (PERKINS et al., 2017).



50

Atualmente, existem cinco glicocorticoides injetaveis aprovados pelo FDA: acetato de
metilprednisolona, acetato de triancinolona, acetato de betametasona e fosfato sodico de
betametasona, hexacetonida de triancinolona e dexametasona (AYHAN et al., 2014). Os
glicocorticoides injetaveis ndo exibem grandes efeitos secundarios, mas o seu principal fator
limitante ¢ a reducdo dos efeitos com o passar do tempo, além de ndo trazerem melhora

funcional significativa para os pacientes (COSTA et al., 2016).
2.6.2.2 Agao lenta
2.6.2.2.1 Hidroxicloroquina

Os antimaléricos sdo farmacos que vém sendo utilizados no tratamento de doencgas
reumaticas inflamatdrias nos ultimos 50 anos, mas seus mecanismos de acao ainda sdo
complexos e controversos (RAINSFORD et al., 2015). A hidroxicloroquina (HCQ) ¢ indicada
no tratamento de lupus eritematoso sistémico e artrite reumatoide, principalmente por inibir a
apresentacao de antigenos, modular a expressao de IL-1p, TNF e IL-6 e inibir a ativacao dos

TLR (COSTEDOAT-CHALUMEAU et al., 2014)

J& que a dor na OA estd relacionada com a inflamagdo, alguns pacientes sdo
submetidos ao tratamento com HCQ, principalmente os que sofrem de OA de maos (LEE et
al., 2017). No entanto, os dados disponiveis mostram que ndao ha comprovagdao da melhora

dos pacientes ap6s o tratamento com o farmaco (KINGSBURY et al., 2018).
2.6.2.2.2 Diacereina

A diacereina ¢ uma antraquinona que possui agdo inibitoria sobre a IL-1P e sua
subsequente cascata de sinalizagdo (PAVELKA et al., 2016). O composto ¢ considerado um

nutracéutico, ou seja, um produto natural ou parcialmente natural com efeito terapéutico ou

beneficio para a sauide (SANTOS, 2013).

Apesar de possuir registro na Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), a
diacereina ndo ¢ aprovada pelo FDA para o tratamento da OA. De fato, uma revisao
sistematica publicada por Fidelix e colaboradores (2014) mostrou que os efeitos anti-
inflamatorios e analgésicos sdo minimos e que foram evidentes apenas na OA de quadril.

Além disso, a diacereina possui um efeito colateral proeminente que € a intensa diarreia
2.6.2.2.3 Oleo insaponificavel de abacate e soja (ASU)

O ASU ¢ uma mistura que consiste na fragdo insaponificavel do abacate (1/3) e da soja

(2/3), incluindo vitaminas lipossoluveis, esterdis, terpenos e furanos (CHRISTIANSEN et al.,
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2015). Henrotin (2008) demonstrou que o ASU ¢ capaz de inibir a produgdo de IL-1p, IL-6,
IL-8 e metaloproteinases em condrdcitos primdrios, além de estimular a sintese de agrecan.
Em relacdo a melhora clinica, os dados sdao conflitantes, mas um estudo recente com modelos
murinos mostrou que o nutracéutico tem potencial em aliviar a dor articular e melhorar

moderadamente a funcionalidade em rastos Wistar (GOUDARZI et al., 2018).
2.6.2.2.4 Glicosamina e condroitina

A glicosamina e a condroitina sdo um aminoagicar ¢ um glicosaminoglicano,
respectivamente, que funcionam como substratos para a sintese de moléculas importantes da
matriz cartilaginosa, assim, o principal efeito que se espera da sua utilizacdo sao mudangas
estruturais benéficas para a cartilagem (REGINSTER et al, 2012). No entanto, essas
moléculas, que sdo administradas por via oral nas suas formas sulfatadas (RAGLE &
SAWITZKE, 2012), possuem limitacdes e controvérsias enquanto condroprotetoras,
principalmente em relagdo a sua farmacocinética e seus mecanismos de acdo (VASILIADIS

& TSIKOPOULOS, 2017).
2.6.2.2.5 Acido hialurénico

O acido hialurdnico ¢ administrado intrarticularmente por inje¢do, com o intuito de
lubrificar a cartilagem e recuperar sua propriedade viscoelastica (REID, 2013); assim, o
procedimento ¢ frequentemente chamado de “terapia de viscossuplementacao” (HUNTER,
2015). Porém, as evidéncias apontam que os beneficios para os pacientes sao minimos ou

clinicamente irrelevantes (RUTJES et al., 2012).
2.6.3 Intervencao ciruargica

O tratamento cirargico para a OA envolve métodos conservadores, nos quais a
cartilagem danificada ¢ mantida, e métodos radicais, que consistem na total substituicdo da

cartilagem por uma protese (L’ESCAPOLIER et al., 2016).
2.6.3.1 Artroscopia

O método conservador mais comum € a artroscopia, que permite a lavagem e
debridamento da cartilagem artrdsica através da visualizagdo pelo artroscopio (KATZ et al.,
2014). O objeto, que nada mais ¢ que um endoscopio, € inserido na cartilagem apds uma
pequena incisdo, transmitindo a imagem da articulagdo para uma tela. A artroscopia ¢é
indicada, inclusive, para pacientes jovens, como forma de retardar ou até prevenir o

desenvolvimento da OA (DONELL, 2014). O procedimento ndo apresenta grandes riscos ou



52

complicagdes, mas quando ocorrem (ex: artrite séptica decorrente de artroscopia) podem ser

letais (BALATO et al., 2017).
2.6.3.2 Artroplastia total

A substitui¢do da cartilagem por uma protese ¢ indicada quando o paciente ndo
responde aos tratamentos conservadores ou quando ha deformidades extrarticulares
associadas (PAREDES-CARNERO et al., 2018). Apesar de ser considerado um método
radical, os riscos associados a cirurgia diminuiram nas duas ultimas décadas (KATZ et al.,
2014), além do que, a artroplastia traz uma melhora bastante significativa do status funcional

do paciente (MANEN & MONT, 2012).
2.7 REPOSICIONAMENTO DE FARMACOS E MODELOS DE ESTUDO IN VITRO

Uma estratégia que tem ganhado destaque entre as industrias farmacéuticas e a
comunidade cientifica € o reposicionamento de farmacos. Ashburn e Thor (2004) definiram o
reposicionamento como “o processo de descobrir novas utilizacdes de um farmaco para além
da sua indicagdo original, redirecionando-os, reposicionando-os, reaproveitando-os e

reperfilando-os”.

Esse processo traz uma série de vantagens sobre a sintese de novas moléculas — que
ainda ¢ o padrao-ouro entre as companhias — incluindo o conhecimento prévio de parametros
farmacocinéticos e dinamicos, toxicidade e mecanismos de agdo, o que aceleraria o seu
desenvolvimento (LANGEDIJK et al., 2015). Através de informagdes sobre a interacdo do
farmaco com outro, da sua estrutura quimica e de seu(s) grupo(s) farmacoforico(s), ¢ possivel

estudar a sua aplicagdo em outras doengas (ZHOU et al., 2015).

Os estudos de reposicionamento ainda sdo escassos na OA, se comparados com os de
outras doengas reumaticas (GRAMMER & LIPSKY, 2017), mas alguns agentes
antiarritmicos (BERNARD, 2014), imunobiolégicos (LEE et al., 2016) e antitussigenos
(CHEN et al., 2018) mostraram mecanismos anti-inflamatérios e condroprotetores em

modelos in vitro.
2.7.1 Modelos in vitro de estudo da OA

Modelos in vitro sdo ferramentas importantes na elucidacdo dos mecanismos
moleculares de desenvolvimento da OA, além de proporcionarem a base para os primeiros
testes de farmacos (GRENIER et al., 2014). Diversos modelos sdo utilizados atualmente e,

como exemplificado na tabela 2, cada um possui suas vantagens e limitacdes.
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Tabela 2 — Modelos de estudo in vitro e suas principais vantagens e desvantagens.

Modelo

Cultura em
monocamad
a (2D)

Co-cultura

Cultura 3D

Explante

Variaveis que
podem ser
aplicadas
Estimulagao por
citocinas, pressao
osmotica

Estimulagado por
citocinas, pressao
osmotica

Estimulagao por
citocinas, pressao
osmotica, injlria
fisica, regimes de
carga

Estimulagao por
citocinas, pressao
osmotica, injuria
fisica, regimes de
carga

Vantagens

Permite a expansao das
células a partir de uma tinica
amostra; investigacao de
mecanismos distintos
separadamente
Considera a interagao entre
diferentes tipos celulares

Confere as células um
arcabou¢o muito similar ao
do tecido original;

Baixo custo; facil produgao;
as c¢lulas sao mantidas na
matriz original

Desvantagens

Alteracdo do fenotipo
celular devido ao
isolamento ¢ falta da
MEC normal

Alteragao do fendtipo
celular; diferentes tipos
celulares requerem
diferentes métodos de
cultura

A carga aplicada nos
testes € limitada pelo
tipo de scaffold; é
necessario isolar e
expandir as células
antes de inseri-las na
matriz
Morte celular no
processo de corte do
tecido; baixa replicacao
celular; podem ser
necessarios mais de um
tipo de tecido para
manter sua viabilidade;
os atributos fisicos
podem mudar na
cultura

Fonte: JOHNSON et al., 2016

Os modelos de cultura em monocamada sdo amplamente utilizados, pois permitem a

estimulagdo dos condrécitos com citocinas ou mudangas na pressdo osmoética (MIZUNO &

OGAWA, 2011), a fim de simular a sobrecarga da articulagdo. A utilizacdo de citocinas como

IL-1B e o TNF-o se mostrou capaz de induzir efeitos semelhantes a8 OA nas culturas,

incluindo o aumento de enzimas catabolicas ¢ a diminuicdo de moléculas da matriz

cartilaginosa (THYSEN et al., 2015).

Em culturas bidimensionais, os condrocitos tendem a sofrer alteragdes no seu fenotipo,

que estdo ligadas a diminui¢do da expressdo de genes condrogénicos por perda da morfologia
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esférica original. As células passam a assumir um fenétipo fibroblastdéide, com o aumento da
expressdo de colageno tipo I e diminuicdo de colageno tipo II, por exemplo (DUAN et al.,
2015). No entanto, esse problema pode ser contornado com a utilizacio de meios
condrogénicos disponiveis comercialmente ou fluido sinovial coletado, que conferem aos
condrécitos todos os fatores necessarios para manutencdo da sua morfologia original
(CALDWELL & WANG, 2015). Além de condrocitos primarios, podem ser utilizadas
linhagens condrociticas imortalizadas humanas (ex: SW1353, C28/I8, OUMS27) ou murinas
(ex: ATDCS, LTC-RCS) (GREEN et al., 2014).

2.8 MIGLUSTATO

O miglustato (Zavesca®) é um aminoagtcar soliivel em agua, utilizado no tratamento
da forma moderada da doenca de Gaucher e da doenca de Niemann-Pick tipo C (European
Medicines Agency — EMA, 2013). A doenca de Gaucher ¢ um disturbio inato do
metabolismo, caracterizado pela deficiéncia da enzima B-glicocerebrosidase, que catalisa a
quebra dos glicocerebrosideos em glicose e ceramida (BARTH et al., 2013). Tal deficiéncia,
por sua vez, ocasiona a deposicao desses glicolipideos em diversos 6rgaos, como figado, bago
e medula O6ssea, trazendo também quadros neurodegenerativos que podem ser letais

(GRABOWSKI, 2008).

A doenca de Niemann-Pick tipo C ¢ resultado da mutacdo nos genes NPC1 (95% dos
casos) e NPC2 (= 4%), que codificam proteinas de membrana envolvidas no trafego
intracelular de lipideos (MAVRIDOU et al., 2014). Como resultado, ocorre o acimulo dessas

moléculas nos lisossomos perinucleares de muitos tecidos (ROSENBAUM et al., 2011).

Se tais doengas decorrem da deposicdo dos glicocerebrosideos, o miglustato, por sua
vez, age inibindo a enzima responsavel por sua sintese — a ceramida glicosil-transferase. Essa
enzima catalisa a primeira etapa de formacdo da maioria dos glicolipideos de membrana
(LYSENG-WILLIAMSON, 2014). Além da deplecdo dessas moléculas e reducdo do
armazenamento anormal de lipideos, o tratamento com miglustato regula a endocitose, reverte
danos na membrana e protege contra o estresse oxidativo (LACHMANN et al, 2004;

MAALOUF et al., 2011; RIBAS et al., 2012).

A natureza quimica do miglustato ¢ semelhante a da deoxinojirimicina, que ¢ um
andlogo da D-glicose, com a substitui¢do do 4tomo de hidrogénio por um grupo butil (N-
butil-deoxinojirimicina — NB-DNJ) (figuras 9A e 9B). As informagdes sobre a

farmacocinética do miglustato sdo limitadas, mas sabe-se que seu perfil ¢ dose-linear e tempo-



55

independente (EMA, 2013). Quando administrado oralmente, o farmaco sofre metabolismo de
primeira passagem e ¢ totalmente absorvido em cerca de 2 horas, sendo excretado
primariamente pelos rins (EMA, 2013). O fAirmaco possui baixo grau de toxicidade em células
normais, sendo a IC-50 para inibi¢do da sintese de glicosilceramida equivalente a 20 uM
(PLATT et al., 1994). Essa dose ndo causa acumulo de ceramida e ndo estimula a apoptose

(BIEBERICH et al., 1999).

Figura 9 — A) Estrutura quimica do miglustato (N-butil-deoxinojirimicina). B)
Estrutura quimica da deoxinoiirimicina.

A HsC B
OH o
N \\\\J % \\\\}
HO/E__/\LOH %\\\\‘Q%
n 5
Fonte: https://www.drugbank.ca Fonte: https://www.drugbank.ca

Para o tratamento da doenga de Gaucher, ¢ recomendada a utilizagdo de uma céapsula
de 100 mg 3x/dia; para os pacientes com a doenga de Niemann-Pick tipo C, a recomendagao ¢
de duas capsulas 3x/dia (EMA, 2013). Os efeitos colaterais do miglustato incluem tremores,
reacdes gastrointestinais e trombocitopenia, mas esses podem ser facilmente evitados

mudando-se o regime de dose (PINEDA & PEREZ-POYATO, 2013).

Muitos pacientes com a doenca de Gaucher apresentam manifestagdes
osteoarticulares, incluindo artrite asséptica e osteoartrite secundéaria (RESORLU et al., 2017).
No entanto, o tratamento com o miglustato, ainda que por mecanismos desconhecidos, alivia
as dores nas articulagdes (JAVIER & HACHULLA, 2007). Além disso, os aminoagucares sao
descritos como 6timos imunomoduladores, sendo capazes de regular processos inflamatorios
das mais diversas caracteristicas (HORNE et al., 2011; NASH et al.,, 2011). De fato,

Dechecchi e colaboradores (2011) ja evidenciaram que o miglustato ¢ capaz inibir a expressao
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da IL-1B, IL-6 e TNF em células derivadas do epitélio bronquico de pacientes com fibrose

cistica.

Um estudo publicado recentemente mostrou que o mecanismo de deplecdo de
glicolipideos em camundongos com knockout do gene GM3, um importante precursor dessas
moléculas, inibiu a apoptose dos condrécitos e estimulou o reparo da cartilagem articular
(MATSUOKA et al., 2017). O farmaco também ja mostrou potencial de inibicdo da apoptose
em estudos prévios que utlizaram células de Purkinje, por exemplo. (STEIN et al., 2012).
Assim, a combinagdo dos efeitos do miglustato com a sua baixa toxicidade, no fornece uma
nova Optica para a busca de abordagens terapéuticas mais eficazes na OA — uma doenga que

cursa com inflamag¢do cronica e intensa apoptose dos condrocitos.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Figura 10 — Detalhamento das etapas do estudo

Recrutamento de pacientes portadores de | Ratos Wistar
osteoartrite no Hospital das Clinicas — UFPE

l' Sacrificio e coleta da
cartilagem

l ‘ Isolamento e cultura de

Coleta de sangue total

| Cultura de PBMCs | | ELISA | condrocitos
| CBA | | Ensaio de Citoxicidade (MTT) |

4

| Imunofluorescéncia |

Fonte: O autor (2018)
3.2 CONSIDERACOES ETICAS

Para a coleta de amostras de pacientes, o projeto foi aprovado pelo Comité de Etica e
Pesquisa em Seres Humanos (CEP) do Centro de Ciéncias da Saude da UFPE, CAAE:
58263116.5.0000.5208, nimero do parecer: 1.777.025 (ver Anexo 1)

Para a realizagdo dos experimentos envolvendo os ratos Wistar, o projeto foi
submetido e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA), localizado no 1°

andar do Centro de Biociéncias da UFPE, processo 0007/2017 (Anexo 2).

3.3 RECRUTAMENTO DE PACIENTES

Foram recrutados 78 pacientes, de ambos o0s sexos, atendidos no Servigo de
Reumatologia do Hospital das Clinicas da UFPE, apos concordancia e assinatura do TCLE
(Apéndices A e B). Os critérios de inclusdo foram o 1) diagnostico de OA, 2) idade acima de
40 anos; os de exclusdo foram 1) ndo concordancia com o TCLE, 2) ser portador de doengas

autoimunes, infec¢des e neoplasias.
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Um grupo controle, composto por 83 voluntarios sadios, foi estabelecido para fins de
comparacdo dos resultados. Todos eram maiores de 18 anos, de ambos os sexos, sem doengas
de carater inflamatorio cronico, infeccioso ou neoplasico e sem uso de qualquer medicagdo. O

consentimento foi registrado através de assinatura do TCLE.

3.4 MIGLUSTATO

O miglustato (Zavesca®) foi adquirido através da Cayman Chemical (USA) sob a
forma de solido de cristal, diluido em agua Mili-Q e armazenado a -20°C, como recomenda o

fabricante.
3.5 COLETA DE SANGUE TOTAL E OBTENCAO DO SORO

De cada paciente foram coletados 4 ml de sangue a vacuo em tubo a seco com gel
separador, para obtengdo do soro; 23 desses voluntdrios tiveram 15 ml do seu sangue
coletados também em tubo contendo o anticoagulante heparina, para isolamento de PBMCs.

O soro foi obtido apoOs centrifugacdo a 2500 rpm por 10 minutos, aliquotado em

microtubo para centrifuga¢ao (Eppendorf, GER) e armazenado a -80°C.

3.6 CULTURA DE CELULAS MONONUCLEARES DO SANGUE PERIFERICO
(PBMCS)

As PBMCs foram isoladas por centrifugagdio com Ficoll-Paque™ PLUS (GE
Healthcare, UK) e cultivadas em meio RPMI 1640 suplementado com L-Glutamina, 10% de
Soro Bovino Fetal e 200 U/mL de penicilina/estreptomicina, em atmosfera de 5% de CO2 a
37°C. As células foram plaqueadas e estimuladas por phorbol-12-myristate-13-acetate (PMA)
(100 ng/ml) e ionomicina (10 pg/ml), sendo cultivadas (10° células/1000 pl) por 24h em
condigdes contendo a metilprednisolona na concentracdo de 100 uM e o miglusato nas de 10,
50 e 100 uM. Estudos prévios do nosso grupo de pesquisa mostraram que o miglustato nio
reduz significativamente a viabilidade das PBMCs, em nenhuma das doses (SANTOS, 2017),
assim, nao se fez necessario a realizagao de teste de toxicidade. O sobrenadante da cultura foi

coletado para dosagem das citocinas.
3.7 ENZYME-LINKED IMMUNOSORBENT ASSAY (ELISA)

A quantificagdo de IL-16, IL-18, IL-22 e IL-31 no soro dos pacientes foi realizada por
ELISA sanduiche (R&D Systems, USA), seguindo as recomendacdes do fabricante. Os
limites minimos de detec¢ao para IL-16 e IL-22 eram de 7.8125 pg/ml, enquanto que para a

IL-18 e IL-31 eram 46.875 e 62.5 pg/ml, respectivamente.
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3.8 CYTOMETRIC BEADS ARRAY (CBA)

As citocinas IL-1p, IL-6 e TNF-a foram quantificadas no sobrenadante de cultura de
PBMC pelo ensaio citométrico de esferas ordenadas (CBA), por meio do Human
Inflammatory Cytokine Kit (Cat. No. 551811) (BD Biosciences), ¢ aquisi¢des no citdmetro de
fluxo Accuri C6 (BD Biosciences). A analise de quantificagdo por CBA foi realizada pelo
BD™ FCAP Array Software v3.0, de acordo com as instru¢des do fabricante. Os limites
minimos de deteccao para a IL-1B, a IL-6 e o TNF estipulados pelo kit eram de 7.2, 2.5 e 3.7

pg/ml, respectivamente.
3.9 ISOLAMENTO E CULTURA DE CONDROCITOS

Os animais foram anestesiados com ketamina (100 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg) e
eutanasiados com inje¢do intracardiaca de Kcl (1 ml). Em seguida, foram realizadas a
assepsia, tricotomia e incisdo do joelho direito, para exposicao da cartilagem articular e sua
coleta com bisturi. Vale ressaltar que todos os procedimentos foram realizados sob condigdes

estéreis.

As amostras de tecido cartilaginoso foram lavadas com PBS 1X e incubadas overnight
em meio DMEM (Gibco®) contendo 3 mg/ml de colagenase tipo II (Gibco®) em estufa com
atmosfera de 5% de CO2 a 37°C. Em seguida, os condrocitos soltos da matriz foram filtrados
por uma malha de nylon de 70 um, que separa os residuos de matriz extracelular. As células
foram, posteriormente, lavadas com PBS 1X e ressuspensas em meio DMEM suplementado
L-Glutamina, 10% de Soro Bovino Fetal e 200 U/ml de penicilina/estreptomicina. As células
foram cultivadas a 37°C em atmosfera umidificada, contendo 5% de CO2. Para fins de
caracterizacdo das células, foi feita uma imunofluorescéncia do receptor de ancoragem ao

acido hialurénico CD44 e do colageno tipo II.

O meio de cultura foi trocado de 2 em 2 dias e, apds atingirem 100% de confluéncia,
em um periodo de 10-12 dias, as células foram plaqueadas (10* células/1000 pl) para a
realizacdo dos ensaios propostos. Todos os pogos, exceto o controle, foram estimulados com 1
ng/ml de IL-1B. A metilprednisolona foi utilizada na dose de 100 pM e o miglustato nas doses

de 10, 50 e 100 uM.

3.10 ENSAIO DE CITOXICIDADE (MTT)

Foi utilizado o método colorimétrico baseado na conversao do sal brometo de 3-(4,5-

dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2H-tetrazélio (MTT) em azul de formazan por enzimas
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mitocondriais presentes somente nas células metabolicamente ativas. Os condrdcitos foram
plaqueados (1x10* células/pogo) em placas de 96 pogos e, apds 24h, o miglustato foi
adicionado nas doses 10 uM, 50 uM e 100 uM. Apods 72 horas em estufa a 5% de CO2 e
37°C, foram adicionados 20 pl da solucdo de MTT, e a placa foi incubada por 3 horas na
estufa. Em seguida, foram adicionados 130 ul de dodecil sulfato de so6dio (SDS) a 20% para
dissolu¢do do precipitado. A densidade 6ptica (DO) foi lida em espectrofotometro de placa a

570 nm. O calculo de viabilidade celular foi feito através da seguinte férmula:

Meédia DO composto — Média DO branco x 100

Média DO célula — Média DO branco

3.11 IMUNOFLUORESCENCIA

Os condrocitos foram plaqueados em laminulas de 13 mm e, apds 48 horas, fixados
por metanol e acetona (1:1) por 10 minutos e lavados 3 vezes com PBS 1x; entdo foi
adicionada uma solucdo de bloqueio contendo PBS/BSA 5% por 1 hora. Decorrido esse
tempo, os pogos foram lavados por mais 3 vezes e os anticorpos primarios adicionados para
incubagdo overnight a RT. No dia seguinte, apds uma lavagem com PBS/BSA 1% , os
anticorpos secundarios foram incubados (separadamente) por 1 hora a RT. Em seguida, mais
uma etapa de lavagem foi realizada, seguida da incubacao pelo DAPI por 5 minutos a RT.
Ap6s mais uma lavagem, procedeu-se com a montagem das ldminas com Entellan® (Merck) e
observagdo no microscopio invertido Eclipse Ts2 (Nikon®). Os anticorpos primarios foram
diluidos na seguinte proporcao: CD44 (1:100), COL2A1 (1:150), BCL2 (1:200) e Caspase 3
(1:200). A diluicao dos anticorpos secundarios foi feita de 1:300

3.12 ANALISE ESTATISTICA

Para averiguar a normalidade das varidveis, utilizou-se o teste de normalidade
D’ Agostino-Pearson. Para comparar a expressdo das citocinas no soro de pacientes com a
expressao nos soros-controle, utilizou-se o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney. A analise
dos efeitos das diferentes doses do miglustato na cultura estimulada de PBMC foi pela por

meio do teste pareado ndo paramétrico de Wilcoxon.

O coeficiente de Spearman foi aplicado para analisar as correlagdes entre os niveis

séricos das citocinas e os pardmetros clinicos. Os resultados foram considerados
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significativos quando p<0.05. Todos os testes foram realizados pelo software GraphPad

Prism® 6.01 (GraphPad Software).
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4 RESULTADOS
4.1 CARACTERIZACAO CLINICA DOS PACIENTES

Dos 78 participantes da pesquisa, 74 eram do sexo feminino e 4 do sexo masculino,
sendo a média de idade entre eles igual a 59,1 anos (tabela 3). No grupo controle, 63 eram

mulheres e 20 eram homens; a média de idade entre eles foi de 41,76 anos.

Mais da metade (51,2%) da populagdo de estudo era acometida por OA de joelho e
28,2% por OA de maos. Outros sitios incluiram o ombro (16%), a coluna (14%), os quadris
(11,5%) e, em menor frequéncia, punhos (7,6%), cotovelos (7,6%) e tornozelos (5,1%)
(tabela 4). Vale ressaltar que muitos pacientes apresentavam o acometimento simultaneo de

duas ou mais articulagdes.

Tabela 3 — Idade e sexo da populacao de estudo

Grupo controle (n = 83) Pacientes (n = 78)
Idade
(anos) 4176 + 12,87 59.1+9,51
Média + dp
Sexo — n
(%) 63 (75,9) 74 (94,8)
Feminino 20 (24,1 4(5,1)
Masculino

Fonte: O autor (2018)

Uma parcela pequena dos pacientes era de fumantes inativos ou ativos (7,6% e 5,1%,
respectivamente). Um total de 80,4% sofria de comorbidades associadas a OA, como
hipertensdo arterial sistémica (51,2%), dislipidemias (21,7%), diabetes mellitus (20,5%),
hipotireoidismo (11,5%), osteoporose (11,5%) e depressao (10,2%). Um total de 31 pacientes
apresentavam alteragdes radiograficas no momento da coleta, incluindo osteéfitos, reducdo do
espago articular e esclerose subcondral. Na avaliacdo clinica, 70,5% apresentaram sinais
como crepitagdo, nodulos de Heberden/Bouchard e reducdo da amplitude dos movimentos,

além de se queixarem do principal sintoma, que € a dor articular (78,2%).



Tabela 4 — Caracteristicas clinicas dos pacientes
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Caracteristicas

Total de pacientes =78

Articula¢ao acometida — n (%)
Coluna

Cotovelo

Joelho

Mao

Ombro

Punho

Quadril

Tornozelo

Avalia¢ao Clinica — n (%)
Edema

Dor

Sinais (crepita¢ao, nédulos)
Alteracées Radiograficas — n (%)
Comorbidades — n (%)
Dislipidemia

Diabetes mellitus
Fibromialgia

Hipertensao arterial sistémica
Hipotireoidismo

Osteoporose

TAG/Depressao

Outras condigoes

Tabagismo — n (%)

11 (14,1)
6 (7,6)
40 (51,2)
22 (28,2)
13 (16,6)
6 (7,6)
9 (11,5)

4(5,1)

11 (14,1
61 (78,2)
55 (70,5)
31 (39,7)
61 (80,4)
17 (21,7)
16 (20,5)
7 (8,9)
40 (51,2)
9(11,5)
9(11,5)
8 (10,2)

23 (29,4)



Nunca

Inativo

Ativo

Tratamento — n (%)
Farmacologico
Analgésicos
AINES/glicocorticoides
DMOAD

Nao-farmacologico

28 (35,8)
6 (7,6)

4 (5,1

42 (53,8)
28 (35,8)
3(3.8)
26 (33,3)

17 (21,7)

64

Fonte: O autor (2018)

Em relacdo ao tratamento, mais da metade (53,8%) utilizava algum farmaco, incluindo

analgésicos (35,8%) e drogas modificadoras (33,3%). Curiosamente, apenas 3 pacientes

faziam uso de AINES ou corticoides, regular ou irregularmente. Apenas 21,7% estava em

associagdo com o tratamento ndo-farmacoldgico, fosse com fisioterapia ou praticando

exercicios fisicos.
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4.2 NIVEIS SERICOS DE IL-16, IL-18, IL-22 E IL-31

Através do ELISA foi possivel observar que os niveis séricos da IL-18 estdo
significativamente elevados nos pacientes com osteoartrite, se comparados aos dos individuos
saudaveis (p<0,0001) (figura 11B). A IL-16 foi detectada em ambos os grupos, porém os
voluntarios sadios exibiram quantidades significativamente maiores (p<0,0001) (figura 11A).
Em relacdo a IL-22 e a IL-31, observamos que, nos pacientes, as citocinas se mostraram
abaixo do limite de detec¢dao do kit; no grupo controle controles, porém, alguns voluntarios

apresentaram niveis elevados (p = 0,0285 e p = 0,0005, respectivamente).

Figura 11 — Niveis séricos das citocinas em pacientes e individuos sadios. A) IL-16; p<0,0001.
B) IL-18; p<0,0001. C) IL-22; p = 0,0285. D) IL-31; p = 0,0005
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4.3 CORRELACAO COM OS PARAMETROS CLINICOS

Os niveis de IL-16 e IL-18 ndo mostraram ter correlacdo com a idade dos pacientes (p
= 0,8458; r = 0,0226 ¢ p = 0,074; r = 0,2057, respectivamente). Ademais, os outros
parametros clinicos, como a relacdo com a existéncia de comorbidades, quantidade de
articulacdes acometidas, realizacdo de tratamento e utilizag¢do de anti-inflamatoérios, nao

mostraram relagdo com os niveis séricos de nenhuma das citocinas.
4.4 EFEITO DO MIGLUSTATO NA PRODUCAO DE IL-1B, IL-6 E TNF

Na analise dos sobrenadantes das culturas dessas células, o ensaio citométrico com
beads mostrou que o farmaco nao inibiu significativamente a producdo dessas citocinas; em

alguns pacientes, alids, os niveis aumentaram (ver figura 12).

Na quantifica¢do da IL-1pB, quando comparado a condi¢ao de estimulo com PMA/iono,
o miglustato nas doses de 10, 50 ¢ 100 uM mostrou valores de p = 0,8598, p=0,1870 e p =
0,4060, respectivamente. A metilprednisolona também nao reduziu a quantificagao da citocina

de forma significativa (p = 0,3408).

Em relagao ao TNF, ndao houve inibicao significativa em nenhuma das concentragdes
(p =0,8736, p =0,6327 e p = 0,8697); o fArmaco também nao surtiu efeitos significativos na
modulacao da IL-6 (p =0,3931, p=0,2988 e p =0,9168).



67

Figura 12 — Quantificacdo das citocinas no sobrenadante de cultura de PBMCs. A) IL-1§. B)
TNF. C) IL-6;
SE = sem estimulo; MP = metilprednisolona; MG = miglustato
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4.5 ISOLAMENTO E CULTURA DE CONDROCITOS

A observagdo no microscopio, as células recém-isoladas exibiram morfologia esférico-
ovalada, como mostra a figura 13. Dentro de 5-6 dias pds-isolamento, os condrocitos
aderiram a garrafa de cultura e assumiram formatos que variavam entre o poligonal e o
levemente alongado, com o citoplasma granular.

Figura 13 — Condrdcitos primarios. A) Fragmento de cartilagem incubado em meio
contendo colagenase tipo II (10x); pode-se observar a liberacdo de centenas de células com a
digestao da matriz. B) Condrécitos em cultura (10x); observar a morfologia variando entre

poligonal e levemente fusiforme. C) condrocitos niao aderidos (40x). D) Condrocitos
aderidos (40x)

Fonte: O autor (2018)

Somente depois de um periodo de 10-12 dias, a cultura atingiu sua confluéncia
maxima, entdo as células puderam ser tripsinizadas e utilizadas nos ensaios. Para garantir a

seguranca fenotipica das células, s6 foram utilizadas culturas até, no maximo, a 3° passagem.



Célula

Controle secundario
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4.6 CARACTERIZACAO DOS CONDROCITOS

A imunofluorescéncia do receptor que liga os condrdcitos ao acido hialuronico da
matriz — o CD44 — e o colageno tipo II, que é produzido unicamente pelas células da
cartilagem, mostrou marcacdo para ambas, confirmando que as células isoladas eram
condrocitos (figura 14). O controle secundario, que ndo ¢ incubado com anticorpos primarios,

nao mostrou fluorescéncia para as proteinas.

Figura 14 — Imunofluorescéncia de CD44 e colageno tipo II. Observar a intensa marcacao
tanto do colageno II (verde) quanto do CD44 (vermelho) nas células.

DAPI Colageno tipo Il CD44 Merge

Fonte: O autor (2018)
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4.7 ENSAIO DE CITOXICIDADE

O ensaio de viabilidade com o MTT, em trés experimentos independentes, nao
mostrou toxicidade pronunciada do miglustato. Com a dose de 10 uM, a média da viabilidade
foi de 91,41%, enquanto que nas doses de 50 uM e 100 uM, 79,64% e 85,59% das células se
mantiveram viaveis, respectivamente (tabela 5).

Tabela 5 — Viabilidade dos condrocitos frente ao miglustato. Os resultados estdo
expressos na forma de porcentagem (%)

exp. = experimento independente; dp = desvio padrao

Viabilidade (%)

10 uM 50 kM 100 uM
1° exp. 84,51 76,80 75,50
2° exp. 91,81 84,77 90,57
3° exp. 97,91 77,36 90,71
Média 91,41 79,64 85,59
dp 6,70 4,44 8,74

Fonte: O autor (2018)

4.8 IMUNOFLUORESCENCIA DE CASPASE 3 E BCL-2

A imunofluorescéncia com a caspase 3 € o Bcl-2 mostrou que o estimulo com IL-13
aumentou a atividade apoptodtica dos condrécitos, como evidenciado pela intensa marcagao
citoplasmatica e nuclear da caspase. Como mostra a figura 15, na dose de 50 pM do
miglustato, a producdo da caspase 3 foi menor at¢ do que na condicdo com a
metilprednisolona a 100 pM. Além disso, o farmaco aumentou expressivamente a marcagao
do Bcl-2 em niveis semelhantes aos da condi¢do controle. A dose de 100 uM inibiu a
marcagdo nuclear da caspase, mas ndo foi tdo eficaz no aumento de Bcl-2 quanto a dose

anterior. Os resultados foram confirmados com as células de dois animais diferentes.



Célula

MG 50 pM MP 100 uM IL-1B

MG 100 uM

Figura 15 — Imunofluorescéncia de caspase 3 e Bcl-2. A IL-1p provocou a marcagao
intensa da caspase 3, que nao foi observada na condi¢ao sem estimulo. O miglustato, na
dose de 50 uM, ndo s6 reduziu a marcagdo da caspase, como também aumentou a
expressdo de Bcl-2

DAPI Caspase 3 Bcl-2 Merge

Fonte: O autor (2018)
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5 DISCUSSAO

A osteoartrite ¢ uma doencga reumatica, cuja patogénese esta relacionada a degradagdo
da cartilagem e apoptose dos condrocitos, e hoje sabe-se que esses eventos sao mediados por
agentes inflamatorios, como as interleucinas. No entanto, apesar dos avangos no estudo dos
mecanismos de desenvolvimento da doenga e da descoberta de possiveis alvos terapéuticos,
nenhum deles foi, de fato, incorporado a préatica clinica, e a terapéutica disponivel atualmente
ainda ¢ paliativa, controversa e, muitas vezes, falha. Assim, hd a necessidade de dar
continuidade a busca por estratégias mais eficazes, somando esfor¢os no combate da doenca

reumatica mais comum ao redor do mundo.

A IL-16 ¢ uma proteina com papel pleiotrdpico (tanto pré quanto anti-inflamatorio),
que regula principalmente a ativacdo e quimiotaxia de células T (LUHESHI et al., 2009).
Assim, apesar de estar envolvida em processos inflamatorios, a IL-16 exerce também um
papel na homeostase, estimulando a sintese de IL-10, que ¢ primariamente anti-inflamatdria
(RICHMOND et al., 2014). Isso justifica o fato dos niveis séricos desse mediador estarem
elevados em alguns pacientes, mas significativamente maiores nos individuos saudaveis

(p<0,0001).

Os pacientes apresentaram niveis de IL-18 significativamente elevados no soro, se
comparados ao grupo controle (p<0,0001), corroborando os achados de Wang e colaboradores
(2014), que verificaram niveis elevados da citocina no plasma de pacientes com OA; eles
também encontraram correlagdo positiva entre a IL-18 e a severidade da doenga. Apesar de
termos observado um padrdo de aumento da concentragao sérica da IL-18 em pacientes mais
velhos, o que Tiret e colaboradores (2005) confirmaram a nivel genético, o resultado nao foi
significativo (p = 0,00746). Talvez a heterogeneidade da nossa populacdo de estudo, a
inconsisténcia de alguns dados clinicos e a presenca de pacientes outliers tenham dificultado a

realizagdo de andlises mais precisas.

A IL-22 ¢ uma citocina da familia IL-10, que tem funcdo de prote¢do contra o dano e
indu¢do da regeneragdao (TRIVELLA et al., 2010). Seus niveis séricos elevados em individuos
sadios (p = 0,0285) podem estar relacionados com tais mecanismos de protecdo. Muitos
estudos evidenciaram sua implicagdo na progressdao de doengas, mas estima-se que seu papel
patologico seja ativado apenas com a influéncia da IL-17 (RUTZ et al., 2013), que tem sido
estudada na OA, mas que parece ter uma contribuigdo relativamente baixa sobre a degradagao

da cartilagem (HONORATI et al., 2002; LIU et al., 2015).
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Este estudo foi o primeiro a avaliar as concentra¢des da IL-31 no soro de pacientes
com osteoartrite ¢ compard-las com individuos sadios. Todos os pacientes apresentaram
niveis abaixo do limite de detec¢do, enquanto alguns voluntarios do grupo controle exibiram
grandes concentragdes da citocina (p = 0,0005). Semelhantemente, Ashari e colaboradores
(2014) encontraram niveis séricos elevados IL-31 em controles num estudo comparativo com
pacientes com rinite alérgica, embora os resultados ndo tenham sido significativos (p =
0,406). A IL-31 pertence a familia da IL-6, que desencadeia efeitos pro-inflamatérios em
doencas como dermatite atopica, asma e artrite reumatoide (ZHANG et al., 2008), porém sua
contribuicao na OA ainda ndo ¢ conhecida. Alguns estudos trabalhos indicam que seu papel
nas espondiloartrites, por exemplo, seja de protecdo contra danos estruturais (ROSINE et al.,
2018). Vale ressaltar que o limite minimo de detec¢ao do kit ELISA utilizado no presente

estudo ¢ alto, o que pode ter mascarado os niveis da citocina no soro dos pacientes

Os aminoacucares sdo considerados excelentes imunomoduladores (HORNE et al.,
2011). Zhang e colaboradores (2004) testaram um derivado da deoxinojirimicina em PBMCs
de individuos sadios e evidenciaram que esse aminoagUcar inibiu significativamente a
secrecao de IL-4 e IFN-y em concentragdes inferiores a 100 uM. Ademais, neste estudo, pela
primeira vez o miglustato foi testado em PBMCs de pacientes com osteoartrite. O fAirmaco
nao inibiu significativamente nenhuma das citocinas sabidamente envolvidas na patogénese
da OA, e em alguns pacientes gerou um efeito oposto, aumentando a concentracdo. A bem da
verdade, nem a propria metilprednisolona inibiu significativamente a produgdo de IL-1p — o
que ressalta a problematica de resisténcia dos pacientes a terapéutica vigente (SAVVIDOU et

al., 2018).

Dechecchi e outros (2008, 2011) evidenciaram que o miglustato ¢ capaz de modular a
produgdo de IL-1B, TNF e IL-6. No entanto, ¢ importante atentar para o fato de que esses
estudos testaram o fArmaco em culturas primarias tecido-especificas, como células epiteliais
do trato respiratdrio. Assim, torna-se importante avaliar, futuramente, o efeito do farmaco

diretamente nos condrdcitos, sendo essa uma das limitagdes do presente estudo.

Em relacdo a padronizacdo da cultura primaria, o protocolo utilizado para isolar os
condrécitos (GOSSET et al., 2008) preconizava a utilizagdo de uma membrana de nylon de 40
um, duas pré-digestdes de 45 minutos em meio DMEM contendo colagenase tipo Il e uma
centrifugacdo de 400 g por 10 minutos para um rendimento de 10° células. No entanto,
durante a realizagdo do isolamento, alguns aglomerados celulares ficavam retidos na

membrana e a centrifugacdo ndo separava bem as células do meio. O problema foi contornado
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com a substituicio da membrana de 40 pm por uma maior, de 70 um, ¢ o aumento da
velocidade para 2000 rpm (cerca de 800 g) por 3 minutos. O processo também foi encurtado
para apenas uma incubagdo overnight, seguindo as diretrizes publicadas por Oseni e
colaboradores (2013), com a obtencdo do mesmo rendimento celular. Ao final, o isolamento

foi confirmado pela marcagdo do receptor CD44 e do colageno tipo II nos condrécitos.

Pan e seus colaboradores (2017) demonstraram que o estimulo com IL-1p ¢é capaz de
mimetizar in vitro os eventos inflamatorios da OA e que a citocina ¢ capaz de induzir a
apoptose dos condrodcitos. Nao existem estudos prévios publicados sobre testes do miglustato
em condrocitos, mas ficou evidente que o aminoagucar foi capaz de reduzir expressivamente a
marcacdo da caspase 3 nas células, cuja ativacdo representa um evento critico do processo
apoptotico (MCILWAIN et al.,, 2013). O potencial anti-apoptdtico do miglustato ja foi
evidenciado em células de Purkinje (STEIN et al., 2012), e os resultados mostraram que, além
de aumentar o nimero de células vidveis, o farmaco também restaura a arquitetura celular

natural.

O miglustato também causou aumento (maior que o da metilprednisolona) da
marcacao de Bcl-2 nas células, sendo esse um achado muito importante, ja que essa proteina
anti-apoptotica ¢ uma das reguladoras do balango contra os fatores pro-apoptoticos nos
condrécitos (OSHIMA et al., 2008). Vale ressaltar que a apoptose dessas células ¢ o segundo

maior evento, sendo o primeiro, da patogénese da osteoartrite (MUSUMECI et al., 2015)

O fato do miglustato nao haver inibido a IL-1B, TNF e IL-6 em PBMCs, mas ter
reduzido fortemente a caspase 3 estimulada pela citocina em condrodcitos, nos leva a crer que
existam outros mecanismos envolvidos na relacdo inflamagao-apoptose ¢ que, a despeito do
comprometimento da membrana sinovial e do osso subcondral, a cartilagem ¢ realmente a

peca-chave para estudar a doenga.
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6 CONCLUSAO
A partir dos resultados obtidos podemos concluir que:

e Os individuos que compuseram o grupo de pacientes apresentaram caracteristicas
clinicas muito diferentes entre si, porém ¢ importante destacar que mais da metade
possuia OA de joelhos e sintomas e sinais como dor e crepitacdo; a hipertensdo arterial
sistémica foi a comorbidade mais prevalente (51,2%) e apenas 17 dos 78 individuos

estava sob tratamento com associa¢do nao-farmacologica.

e A IL-18 estd aumentada no soro dos pacientes com OA, podendo ser uma fonte de
investigacao na patogénese da doenga; a IL-16 se mostrou em baixas quantidades,
estando significativamente elevada no soro dos voluntarios sadios; a 1L-22 e a IL-31,
por sua vez, nao atingiram o limite minimo de deteccdo dos respectivos kits nas

amostras dos portadores da doenga.
¢ O miglustato ndo ¢ significativamente toxico para os condrdcitos de ratos Wistar.

e O farmaco nao inibiu a produgdo de IL-1B, IL-6 ¢ TNF em PBMCs, porém se faz
necessaria uma analise da acdo do farmaco sobre os condrdcitos para chegarmos a

uma conclusao apurada;

¢ O miglustato mostrou potencial anti-apoptdtico em condrdcitos primarios, diminuindo
a caspase 3 induzida pela IL-1B e aumentando a proteina anti-apoptética Bel-2, o que

indica a diminuigdo da atividade apoptotica das células;
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7 PERSPECTIVAS
e Quantificar os niveis de IL-1B, TNF e IL-6 no sobrenadante de cultura de condrécitos;

e Realizar a citometria de fluxo com marcagdo de Anexina V e 7-AAD, a fim de

verificar se o miglustato reduz o percentual de células mortas por apoptose;

e Avaliar, por imunofluorescéncia, se o miglustato reduz a expressdo de outros
marcadores inflamatorios (ex: NF-kB, PAR-4) e do processo apoptdtico (ex: caspase

8, Bax, BID)
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO - UFPE
CENTRO DE BIOCIENCIAS- CB
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM INOVACAO TERAPEUTICA- PPGIT
LABORATORIO DE IMUNOMODULACAO E NOVAS ABORDAGENS
TERAPEUTICAS - LINAT

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(PARA MAIORES DE 18 ANOS OU EMANCIPADOS - Resolugdo 466/12)

Convidamos o (a) Sr. (a) para participar como voluntario (a) da pesquisa Avaliagdo in vitro e
in vivo dos mecanismos imunomodulatorios da curcumina e de novos derivados tiazolidinicos
em pacientes portadores de Osteoartrite de Joelho, que esta sob a responsabilidade da
pesquisadora Priscilla Stela Santana de Oliveira vinculada ao Laboratorio de
Imunomodulagao e Novas Abordagens Terapéuticas- LINAT localizado no 1° andar do Prédio
da Diretoria de Inova¢ao e Empreendedorismo-DINE, Universidade Federal de Pernambuco,
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Pitta, Telefone/fax: (81) 2126-8346, e-mail: mgrpitta@gmail.com.

Caso este Termo de Consentimento contenha informagdes que ndo lhe sejam compreensiveis,
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A Osteoartrite (OA) € popularmente conhecida como artrose e ¢ uma desordem degenerativa
das articulagdes. O numero de pessoas com artrose estd em ascensdo devido ao
envelhecimento populacional e o aumento da prevaléncia de fatores de risco como obesidade
e sedentarismo. A terapia recomendada envolve a utilizagdo de antiinflamatorios nao
esteroides (AINES), analgésicos, fitoterapicos entre outros. Em casos mais graves, ¢
necessaria a colocacdo de uma protese. A falta de medicamentos alternativos mais eficazes
gera grandes custos para o sistema Unico de saude. Dessa forma, a busca por novos

medicamentos € necessaria e ¢ o principal objetivo desta pesquisa.

Nosso interesse pela sua participagao neste estudo € porque o (a) Sr. (a) € portador da doenga.
Sua colaboracdo serd através da doagdo voluntdria de células do seu sangue e/ou da sua
cartilagem. Sera colhido aproximadamente 12 ml de sangue, correspondente a quase 1 colher
de sopa e sera feita por um profissional capacitado. Se apos a avaliagdo clinica for constatada
indicagdo para a remoc¢do da sua cartilagem, este procedimento sera realizado conforme a
rotina ambulatorial dos servigos de reumatologia/ortopedia ¢ nos s6 iremos recolher o

material biologico apds a sua autorizagao.

Os riscos envolvidos nesse projeto se referem a coleta de sangue, que pode ser desconfortavel
e o braco pode ficar um pouco dolorido e apresentar hematoma que ¢ uma area arroxeada no
local da coleta. As amostras de cartilagem serdo obtidas de pecas cirurgicas apos artroplastia
total de joelho, tendo este procedimento sido indicado e realizado por médico ortopedista no
servigo de Ortopedia e Traumatologia do Hospital das Clinicas (HC) da UFPE. A técnica
cirargica utilizada ¢ padronizada e utilizada pelo referido servico ndo sofrendo nenhuma
alteracdo de técnica ou indicagdo em funcdo deste projeto. Nao ha necessidade de termo de
consentimento para obtengdo dessas amostras por se tratar de um material resultante do
procedimento de implante da protese e ndo para defini¢do diagndstica. Este material (amostra

da cartilagem) ¢ considerado resto cirurgico encaminhado como lixo hospitalar

Todas as informagdes desta pesquisa serdo confidenciais e serdo divulgadas apenas em
eventos ou publicacdes cientificas, ndo havendo identificacdo dos voluntérios, a ndo ser entre
os responsaveis pelo estudo, sendo assegurado o sigilo sobre a sua participagdo. Os dados
coletados nesta pesquisa ficardo armazenados em pastas de arquivos, sob a responsabilidade
da pesquisadora Priscilla Stela Santana de Oliveira vinculada ao Laboratorio de

Imunomodulagido e Novas Abordagens Terapéuticas- LINAT localizado no 1° andar do Prédio
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da Diretoria de Inovacao e Empreendedorismo - DINE, Universidade Federal de Pernambuco,
Av. Prof. Moraes Rego S/N - Cidade Universitaria, CEP: 50.670-901 Recife — PE , pelo

periodo de minimo 5 anos.

Nada lhe sera pago e nem serd cobrado para participar desta pesquisa, pois a aceitacdo ¢
voluntaria, mas fica também garantida a indeniza¢ao em casos de danos, comprovadamente
decorrentes da participagdo na pesquisa, conforme decisdo judicial ou extra-judicial. Se
houver necessidade, as despesas para a sua participagdo serdo assumidas pelos pesquisadores
(ressarcimento de transporte e alimentacdo). Em caso de duvidas relacionadas aos aspectos
éticos deste estudo, vocé podera consultar o Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres
Humanos da UFPE no enderego: (Avenida da Engenharia s/n — 1° Andar, sala 4 - Cidade
Universitaria, Recife-PE, CEP: 50740-600, Tel.: (81) 2126.8588 — e-mail: cepccs@ufpe.br).

Priscilla Stela Santana de Oliveira

(Pesquisadora responsavel)

CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO VOLUNTARIO (A)

Eu, , CPF , abaixo

assinado, apo6s a leitura (ou a escuta da leitura) deste documento e de ter tido a oportunidade
de conversar e ter esclarecido as minhas duvidas com o pesquisador responsavel, concordo
em participar do estudo Avaliagdo in vitro e in vivo dos mecanismos imunomodulatorios da
curcumina e de novos derivados tiazolidinicos em pacientes portadores de Osteoartrite de
Joelho, como voluntario (a). Fui devidamente informado (a) e esclarecido (a) pelo(a)
pesquisador (a) sobre a pesquisa, os procedimentos nela envolvidos, assim como os possiveis
riscos € beneficios decorrentes de minha participagdo. Foi-me garantido que posso retirar o

meu consentimento a qualquer momento, sem que isto leve a qualquer penalidade.

Local e data

Assinatura do participante:

Presenciamos a solicitagdo de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa e o aceite do

voluntario em participar. (02 testemunhas ndo ligadas a equipe de pesquisadores):
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Nome: Nome:

Assinatura: Assinatura:
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APENDICE B —- TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA
ADULTOS IMPOSSIBILITADOS DE ASSINAR (RESOLUCAO 466/12)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(PARA ADULTOS IMPOSSIBILITADOS DE ASSINAR O TCLE - Resolugdo 466/12)

Convidamos o (a) Sr. (a) para participar como voluntario (a) da pesquisa Avaliagdo in vitro e
in vivo dos mecanismos imunomodulatorios da curcumina e de novos derivados tiazolidinicos
em pacientes portadores de Osteoartrite de Joelho, que esta sob a responsabilidade da
pesquisadora Priscilla Stela Santana de Oliveira vinculada ao Laboratorio de
Imunomodula¢do e Novas Abordagens Terapéuticas- LINAT localizado no 1° andar do Prédio
da Diretoria de Inovacdo e Empreendedorismo-DINE, Universidade Federal de Pernambuco,
Av. Prof. Moraes Rego S/N - Cidade Universitaria, CEP: 50.670-901 Recife — PE, fone: (81)
9 99686596, e-mail:priusan@gmail.com. Também participam desta pesquisa o0s
pesquisadores: Profa. Dra. Angela Luzia Branco Pinto Duarte, Profa. Dra. Michelly Cristiny
Pereira, Prof. Dr. Ivan da Rocha Pitta, Dra. Andrea Tavares Dantas e o mestrando Simdo
Kalebe de Paula. Este projeto esta sob a orientagdo da Profa. Dra. Maira Galdino da Rocha

Pitta, Telefone/fax: (81) 2126-8346, e-mail: mgrpitta@gmail.com.

Caso este Termo de Consentimento contenha informagdes que nao lhe sejam compreensiveis,
as duvidas podem ser tiradas com a pessoa que esta lhe entrevistando e apenas ao final,
quando todos os esclarecimentos forem dados, caso concorde com a realizagdo do estudo
pedimos que rubrique as folhas e assine ao final deste documento, que esta em duas vias, uma

via lhe sera entregue e a outra ficard com o pesquisador responsavel.

Caso nao concorde, nao havera penalizacao, bem como sera possivel retirar o consentimento

a qualquer momento, também sem nenhuma penalidade.

A Osteoartrite (OA) ¢ popularmente conhecida como artrose e ¢ uma desordem degenerativa
das articulagdes. O numero de pessoas com artrose estd em ascensdo devido ao
envelhecimento populacional e o aumento da prevaléncia de fatores de risco como obesidade
e sedentarismo. A terapia recomendada envolve a utilizacdo de antiinflamatorios nao
esteroides (AINES), analgésicos, fitoterdpicos entre outros. Em casos mais graves, ¢

necessaria a colocacdo de uma protese. A falta de medicamentos alternativos mais eficazes



113

gera grandes custos para o sistema unico de saude. Dessa forma, a busca por novos

medicamentos € necessaria e € o principal objetivo desta pesquisa.

Nosso interesse pela sua participagdo neste estudo € porque o (a) Sr. (a) é portador da doenga.
Sua colaboracdo serd através da doagdo voluntaria de células do seu sangue e/ou da sua
cartilagem. Sera colhido aproximadamente 12 ml de sangue, correspondente a quase 1 colher
de sopa e sera feita por um profissional capacitado. Se apds a avaliacdo clinica for constatada
indicagdo para a remoc¢do da sua cartilagem, este procedimento sera realizado conforme a
rotina ambulatorial dos servigos de reumatologia/ortopedia e nos s6 iremos recolher o

material biologico apods a sua autorizagao.

Os riscos envolvidos nesse projeto se referem a coleta de sangue, que pode ser desconfortavel
e o braco pode ficar um pouco dolorido e apresentar hematoma que ¢ uma area arroxeada no
local da coleta. As amostras de cartilagem serdo obtidas de pegas cirtirgicas apos artroplastia
total de joelho, tendo este procedimento sido indicado e realizado por médico ortopedista no
servigo de Ortopedia e Traumatologia do Hospital das Clinicas (HC) da UFPE. A técnica
cirargica utilizada ¢ padronizada e utilizada pelo referido servico nao sofrendo nenhuma
alteracdo de técnica ou indicacdo em fungao deste projeto. Nao ha necessidade de termo de
consentimento para obtengdo dessas amostras por se tratar de um material resultante do
procedimento de implante da prétese e ndo para definicao diagnodstica. Este material (amostra

da cartilagem) ¢ considerado resto cirargico encaminhado como lixo hospitalar.

Todas as informacgdes desta pesquisa serdo confidenciais e serdo divulgadas apenas em
eventos ou publicagdes cientificas, ndo havendo identificagao dos voluntarios, a ndo ser entre
os responsaveis pelo estudo, sendo assegurado o sigilo sobre a sua participagcdo. Os dados
coletados nesta pesquisa ficardo armazenados em pastas de arquivos, sob a responsabilidade
da pesquisadora Priscilla Stela Santana de Oliveira vinculada ao Laboratorio de
Imunomodulagido e Novas Abordagens Terapéuticas- LINAT localizado no 1° andar do Prédio
da Diretoria de Inovacao e Empreendedorismo - DINE, Universidade Federal de Pernambuco,
Av. Prof. Moraes Rego S/N - Cidade Universitaria, CEP: 50.670-901 Recife — PE , pelo

periodo de minimo 5 anos.

Nada lhe serd pago e nem serd cobrado para participar desta pesquisa, pois a aceitagdo ¢

voluntaria, mas fica também garantida a indenizacdo em casos de danos, comprovadamente
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decorrentes da participagdo na pesquisa, conforme decisdo judicial ou extra-judicial. Se
houver necessidade, as despesas para a sua participagdo serdo assumidas pelos pesquisadores
(ressarcimento de transporte e alimentacdo). Em caso de duvidas relacionadas aos aspectos
éticos deste estudo, vocé podera consultar o Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres
Humanos da UFPE no endereco: (Avenida da Engenharia s/n — 1° Andar, sala 4 - Cidade
Universitaria, Recife-PE, CEP: 50740-600, Tel.: (81) 2126.8588 — e-mail: cepccs@ufpe.br).

Priscilla Stela Santana de Oliveira
(Pesquisadora responsavel)

CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO VOLUNTARIO (A)

Eu, , CPF , abaixo

assinado, apo6s a leitura (ou a escuta da leitura) deste documento e de ter tido a oportunidade
de conversar e ter esclarecido as minhas duvidas com o pesquisador responsavel, concordo
em participar do estudo Avaliagdo in vitro e in vivo dos mecanismos imunomodulatorios da
curcumina e de novos derivados tiazolidinicos em pacientes portadores de Osteoartrite de
Joelho, como voluntario (a). Fui devidamente informado (a) e esclarecido (a) pelo(a)
pesquisador (a) sobre a pesquisa, os procedimentos nela envolvidos, assim como os possiveis
riscos e beneficios decorrentes de minha participagdo. Foi-me garantido que posso retirar o

meu consentimento a qualquer momento, sem que isto leve a qualquer penalidade.

A rogo de , que ¢

(ndo

alfabetizado/juridicamenteincapaz/deficientevisual),eu

assino o presente documento que autoriza a sua participagdo neste

estudo

Local e data Assinatura do participante:

Presenciamos a solicitagdo de consentimento, esclarecimentos sobre a pesquisa e o aceite do

voluntéario em participar. (02 testemunhas ndo ligadas a equipe de pesquisadores):

Nome: Nome:
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Assinatura;

Assinatura;




116

APENDICE C - FICHA OSTEOARTRITE

FICHA OSTEOARTRITE
Nome:
Idade Fone:
Estado civil: o solteiro ocasado/unido consensual oviavo oOdivorciado
Profissao:

Escolaridade: oensino fundamental incompleto  censino fundamental completo
oensino médio incompleto oensino médio completo

gsuperior incompleto gsuperior completo O pds-graduacao

Renda familiar: o <1 SM ola3SM O acima 3 SM

Atividade fisica regular: o sim onao  Qual:

Doencas associadas

ogota Ocondrocalcinose o DM oHAS oDLP oDAC olIRC o DPOC

oobesidade Chipertireoidismo  Thipotireoidismo O gastrite/ulcera/DRGE

odepressao gosteoporose ofibromialgia  Olombalgia  Otendinte/bursite
OUTRAS:

Tabagismo:

oNao 0 Sim Quantidade: cigarros/dia Inativo: anos

Tempo:

Medicacoes em uso

Nome Dose
Diacereina Sim( ) Nao( )
Dipirona Sim( ) Nao( )
Glucosamina Sim( ) Nao( )
Glucosamina + condroitina Sim( ) Nao( )
Hidroxicloroquina Sim( ) Nao( )
Metotrexato Sim( ) Nao( )
Paracetamol Sim( ) Nao( )
Vitamina D
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Localizacao

Maos O Rizartrose 0 Heberden o Bouchard Joelho oD oE Quadril oD oE

Imagem/data

Maos ( / / ) ( )Redugdo espaco ( )Esclerose ( )Osteopenia ( )Cistos ( )Osteofitos

Joelhos( / / ) ( )Redugdo espago ( )Esclerose ( )Osteopenia ( )Cistos ( )Ostedfitos

Quadril / /) ( )Redugdo espago ( )Esclerose ( )Osteopenia ( )Cistos ( )Osteofitos

Protese

Joelho oD ©E Quadril oD ©E
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APENDICE D - FICHA CLINICA EVOLUTIVA

FICHA CLINICA EVOLUTIVA

Nome: Data:

Com relacdo 4 ultima consulta, indique como vocé esté se sentindo:

0 muito melhor omelhor 0O amesma coisa O pior O muito pior

Medicagdes em uso: O as mesmas 0O mudou em relagdo a primeira consulta ANOTAR

Nome Dose

EVA de avaliaciao global do paciente:

Considerando todas as formas como a artrite afeta sua vida, indique como vocé esta se sentindo

neste momento:
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

©Muito bem @) Muito mal®

Esta fazendo fisioterapia? o Sim 0 Nao Quantas vezes/semana? o1 02 0O 3 oumais
Acha que a fisioterapia esta trazendo beneficios para sua doengca? o Sim 0 Nao

Por que?

Exame Fisico:

TA=

Ausculta

cardio/pulmonar

DOR EDEMA
MOVIMENTO
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Traz exames laboratoriais? o Sim 0 Nao (Anotar)

Traz exames de imagem? 0 Sim 0 Nao (Anotar)

Conduta:




APENDICE E — QUANTIFICACAO DE IFN-I' NAS CULTURAS DE PBMCS

Amostra Condicao Tempo Concentracio (pg/ml)
% 48 h 437,90
0A26 PMA/iono 48 h 716,13
MP 100 pM 48 h 4,68
% 48 h 4,68
0A29 PMA/iono 48 h 337,10
MP 100 pM 48 h 4,68
C 48 h 413,71
OA30 PMA/iono 48 h 2732,26
MP 100 pM 48 h 240,32
C 48 h 236,29
0A40 PMA/iono 48 h 320,97
MP 100 pM 48 h 143,55
% 48 h 4,68
0A49 PMA/iono 48 h 4,68
MP 100 pM 48 h 4,68
% 48 h 4,68
OAS51 PMA/iono 48 h 561,00
MP 100 pM 48 h 247,67
(% 48 h 17,67
OA52 PMA/iono 48 h 507,67
MP 100 pM 48 h 337,67
¢ 48 h 4,68
OA54 PMA/iono 48 h 4119,17
MP 100 pM 48 h 85,83
¢ 48 h 4,68
0OA59 PMA/iono 48 h 877,50
MP 100 pM 48 h 4,68
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¢ 48h 4,68
0A62 PMA/iono 48 h 344,33
MP 100 pM 48 h 111,00
¢ 48h 485,83
OA64 PMA/iono 48 h 1319,17
MP 100 pM 48 h 610,83
¢ 48h 669,17
OA65 PMA/iono 48 h 5919,17
MP 100 pM 48 h 927,50
¢ 48h 27,50
OA68 PMA/iono 48 h 894,17
MP 100 pM 48 h 60,83
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APENDICE E — QUANTIFICACAO DE IFN-I' NAS CULTURAS DE PBMCS

¢ 48 h 4,68
OA70 PMA/iono 48 h 64,33
MP 100 pM 48 h 4,68
¢ 48 h 4,68
OAT7T2 PMA/iono 48 h 37,67
MP 100 pM 48 h 4,68
¢ 48 h 4,68
OA73 PMA/iono 48 h 361,00
MP 100 pM 48 h 4,68
¢ 48 h 4,68
0OA74 PMA/iono 48 h 621,00
MP 100 pM 48 h 4,68
(% 48 h 4,68
0A76 PMA/iono 48 h 11165,00
MP 100 pM 48 h 1440,00
¢ 48 h 4,68
O0A77 PMA/iono 48 h 17315,00
MP 100 pM 48 h 5306,67
¢ 48 h 4,68
OA78 PMA/iono 48 h 7990,00
MP 100 pM 48 h 240,00
¢ 48 h 4,68
0A79 PMA/iono 48 h 13048,33
MP 100 pM 48 h 4698,33
¢ 48 h 298,33
OAS80 PMA/iono 48 h 20906,67
MP 100 pM 48 h 9556,67
¢ 48 h 123,33
0AS82 PMA/iono 48 h 9515,00
MP 100 pM 48 h 5148,33
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APENDICE F — ARTIGO A SER SUBMETIDO COMO BRIEF REPORT

Increased serum levels of IL-18 in Brazilian patients with osteoarthritis

Simdo Kalebe Silva de Paula', Priscilla Stela Santana de Oliveira'> Vanessa Mylenna
Floréncio de Carvalho', Michelly Cristiny Pereira', Angela Luzia Branco Pinto Duarte?, Ivan

da Rocha Pitta', Moacyr Jesus Barreto de Melo Régo!, Maira Galdino da Rocha Pitta'”

1 — Laboratorio de Imunomodulagdo e Novas Abordagens Terapéuticas (LINAT), Nucleo de
Pesquisa em Inovagdo Terapéutica Suely Galdino (NUPIT-SG), Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE), Recife, Brazil.

2 — Hospital das Clinicas da UFPE, Recife, Brazil.

* Author’s contact e-mail: mgrpitta@gmail.com

Phone: +55 81 96717788
Fax: +55 81 21267524

Address: Av. Prof. Moraes Régo, 1235, Cidade Universitaria, UFPE, Centro de Ciéncias
Biologicas, Recife, PE- Brazil. 50670-901.

ABSTRACT

Osteoarthritis (OA) is a rheumatic disease that affects the joints. Its physiopathology is
characterized by cartilage degradation and chondrocyte’s apoptosis, through mediation of
inflammatory agents. Cytokines IL-16, IL-18, IL-22 and IL-31 have been suggested as part of
OA mechanisms, therefore we quantified them by ELISA. The study population included 78
patients from a hospital in northeast region of Brazil and 83 healthy volunteers. Their sera
were collected to IL-16, IL-18, IL-22 and IL-31 quantification by ELISA. Seventy fours
patients were female, whereas only 4 were male; mean age was 59,1 years; 51,2% patients
had knee OA, 78,2% had joint pain and 70,5% showed signals like crepitus and nodules; most
of them (80,4%) had comorbidities and over a half (53,8%) were under pharmacological
treatment. Serum IL-18 was significantly increased in patients (p<0,0001), whereas IL-16, IL-
22 and IL-31 were higher in control group (p<0,0001, p = 0,0285 e p = 0,0005, respectively).
These concentrations did not show any correlation with clinical features. The present study
showed that IL-18 is significantly increased in serum of OA patients from northeast region of

Brazil than those in healthy individuals. Despite of lacking correlation with clinical features,
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this cytokine could be an important source of investigation to understand the complex

pathogenesis of OA.

Introduction

Osteoarthritis (OA), also called arthrosis, is a disabling rheumatic disease that causes a
significant decreasing in quality of life (REZENDE et al., 2013). It is the most common
musculoskeletal disorder, affecting mainly women over 50 years of age (LITWIC, 2013).
Besides the health problems, OA is responsible for many social and economic issues,
including absence from work and disabling retirement (LAIRES et al., 2018). In Brazil,
despite OA represents 40% of total medical appointment in rheumatology clinics (Brazilian
Society of Rheumatology, 2017), epidemiologic data is still fragile and inconstant, possibly

due to its heterogenic phenotypes.

Knees, hands, hips and vertebral column are the main sites affected by OA (PEDDADA et al.,
2015), which is characterized by articular cartilage degradation, osteophytes formation, bone
remodelling, subchondral bone sclerosis and synovium inflammation (THYSEN et al., 2015).
These are complex and not totally understood mechanisms, but it is known that, beyond being
only a “wear and tear” consequence, they result from an inflammatory component (RANNOU

et al., 2010).

Basically, the inflammatory environment on arthrosic cartilage is established by
chondrocytes, which (through genetic, biomechanical or inflammatory ways) start to produce
cytokines and other catabolic molecules, as IL-1B, TNF and metalloproteinases
(SHERWOOD et al., 2014). Synovium membrane, normally specialized in the production of a
nutritive fluid to maintain cartilage, also undergoes important alterations, which includes
hosting an intense inflammatory infiltrate and production of catabolic agents (STUPINA et
al., 2014). Other several mediators seem to be involved in this multifactorial pathogenesis,

like IL-16, IL-18, IL-22 and IL-31.

However, despite the scientific progress, none of these mediators was incorporated in clinical
practice as a diagnosis, prognosis or therapeutic response biomarker. Thus, the search for
representative molecules to help drug development and incorporation of innovative

therapeutic approaches goes on, with an increasing need of studies.

IL-16 is a pleiotropic interleukin essential to T CD4+ cells activation and maturation

(LUHESHI et al., 2009). Liu and others (2015) showed that IL-16 serum levels are increased
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in Chinese population; Luo and collaborators found a polymorphism correlated with an
increased risk to develop OA. In addition, IL-16 serum levels decrease significantly after total

knee arthroplasty (SINGH et al., 2017).

Interleukin 18 (IL-18) is a proinflammatory mediator from the IL-1 superfamily that
synergizes with prostaglandin E2 (PGE2) to mediate events in OA (WANG et al.,, 2010). Its
increased levels in synovial fluid and articular cartilage of OA patients is correlated to
radiographic findings (WANG et al., 2014) and its action is thought to be related to calcium
hydroxyapatite’s deposition on cartilage (JIN, 2011).

Primarily anti-inflammatory cytokines may even exert an opposite role in rheumatic diseases
(KIM et al., 2012). Interleukin 22, an IL-10-related protein, is involved in both innate and
adaptive immune system regulation and tissue repair (ZENEWICZ & FLAVELL, 2011), but
can be pathogenic depending on the target tissue (RUTZ et al., 2013). It is expressed by
synoviocytes of patients with OA (DELIGNE et al., 2014), thus increasing metalloproteinase
expression (CARRION et al., 2013). In addition, IL-22 promotes bone remodelling (PAINE
& RITCHLIN, 2016), which is an important process in OA.

Interleukin 31 (IL-31) is a pleiotropic cytokine produced preferentially by activated Th2 cells,
which has the regulation of immune response and haematopoiesis as biological functions
(ZHANG et al.,, 2008). Despite of being highly capable of induce IL-6 expression
(CORNELISSEN et al, 2012), IL-31’s role in inflammation is still unknown and
controversial, as it activity seems to be tissue-specific (SAITO et al., 2017). Increased serum
levels of IL-31 seems to be correlated to a low mineral density of bones in other arthritis
group’s diseases (ROSINE et al., 2018). Andersson and colleagues (2015) showed that IL-31
can be produced by Th17 cells of patients with rheumatoid arthritis.

In this context, we aimed to quantify the serum levels of IL-16, IL-18, IL-22 and IL-31 in OA
patients from a hospital in northeast region of Brazil, also evaluating the correlation with their

clinical features.
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Materials and methods
Study Participants and sample collection

This study was approved by Human Ethics Committee of the Health Sciences Center (process
number: 58263116.5.0000.5208), located at Universidade Federal de Pernambuco (UFPE),
Recife, Brazil. We recruited 78 patients with OA diagnosis, attended in the Rheumatology
Outpatient Clinic (UFPE). They were both male and female over 45 years of age, without
autoimmune, infectious or neoplastic diseases. The sera of 83 healthy aged volunteers were
used as the control group. They were free of any inflammatory conditions, including
neoplasic, autoimmune or infectious diseases; also, they were not under any pharmacological
usage. Each respondent donated 9 ml of blood, which was centrifuged at 2000 rpm during 10

minutes for serum separation and collection.
Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Cytokines quantification was performed by sandwich ELISA (R&D Systems®, Minnesota,
USA), according to the manufacturer’s guidelines. Minimum limits for detection of IL-16, IL-
18, 1IL-22 and IL-31 were 7.8125 pg/ml, 46.875 pg/ml, 7.8125 pg/ml and 62.5 pg/ml,

respectively.
Statistical analysis

To evaluate the normality of data, we applied the D’Agostino-Pearson omnibus normality
test; in order to compare the cytokine quantification of patients with levels in the control
group we used the Mann-Whitney test. Cytokine values and clinical features correlations were
evaluated through Spearman’s rank correlation test. Results were considered significant when

p<0,05.
Results
Patients’ characterization

Out of 78 patients, 74 were female and only 4 were male, whereas the mean age between
them were 59,1 years. As showed in table 2, 51% were affected by knee OA and 28,2% by
hand OA. Shoulders (16%), column (14%) and hips (11,5%) represent less affected sites. It is
worth pointing out that many of these patients have simultaneous impairment of two or more

articulation.

Only 4 patients (5,1%) were active smokers, and 80,4% had some OA associated

comorbidity, as systemic arterial hypertension (SAH) (51,2%), dyslipidemia (21,7%),
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diabetes mellitus (20,5%) or depression (10,2%). At the moment of appointment, fifty five
patients (70,5%) showed signals as crepitus and Heberden/Bouchard nodes, whereas 39,7%
had radiographic findings (e.g.: articular space narrowing, subchondral sclerosis and

osteophytes

Regarding the treatment, over half of them (53,8%) were under pharmacological
management, but only e few (21,7%) had physiotherapy or some kind of physical activity.

Curiously, only 3 were using some NSAID or glucocorticoid.

Table 1 — Social characteristics of respondents

Healthy control (n = 83) Patients (n = 78)
Age (years)
Mean = SD 41,76 £ 12,87 59,1 £9,51
Sex — n (%)
Female 63 (75,9) 74 (94,8)
Male 20 (24,1) 4 (5,1

Values with a Gaussian distribution are represented by mean =+ sd.



Table 2 — Clinical features of patients
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Features

Patients (n = 78)

Affected joint — n (%)
Vertebral column

Elbow

Knee

Hand

Shoulder

Fist

Hip

Ankle

Smoke habit — n (%)

Never

Inactive

Active

Clinical examination — n (%)
Edema

Pain

Signals (crepitus, nodules)
Radiographic findings — n (%)
Comorbidities — n (%)
Dyslipidemia

Diabetes mellitus
Fibromyalgia

Systemic arterial hypertension
Hypothyroidism

Osteoporosis

11 (14,1)
6 (7,6)
40 (51,2)
22 (28,2)
13 (16,6)
6 (7,6)
9 (11,5)

4(5,1)

28 (35,8)
6 (7,6)

4(5,1)

11 (14,1
61 (78,2)
55 (70,5)
31 (39,7)
61 (80,4)
17 (21,7)
16 (20,5)
7 (8,9)
40 (51,2)
9(11,5)

9 (11,5)
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Anxiety/Depression 8(10,2)
Other conditions 23 (29,4)

Treatment — n (%)

Pharmacological 42 (53,8)
Analgesic 28 (35,8)
NSAID/glucocorticoid 3(3,8)

DMOAD 26 (33,3)
Non-pharmacological 17 (21,7)

IL-18, but not IL-16, IL-22 or IL-31, is increased in serum of patients

We found significant increased levels of IL-18 in sera of patients when compared with control
group (p<0,0001), as depicted in figure 1B. IL-16 were detected in both group, although it
was higher in healthy volunteers (p<0,0001). Neither IL-22 or IL-31 were detected in samples
of patients, but showed higher levels in some control sera (p = 0,0285 and p = 0,0005,

respectively)
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Figure 1 — Serum levels of cytokines in patients and control group
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Neither IL-16 (p = 0,8458; r = 0,0226 or IL-18 (p = 0,074; r = 0,2057) levels showed

significant correlation with the age of patients. Moreover, the other clinical features, like

comorbidities, quantity of affected articulations or type of treatment, for example, did not

show to be correlated with any of these two cytokines concentrations.

Discussion
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OA is a rheumatic disease whose pathogenesis is characterized by cartilage degradation — a
process highly mediated by inflammatory agents, like interleukins. However, none of these
mediators was incorporated in clinical practice as a diagnosis, prognosis or therapeutic
response biomarker. This study aimed to contribute with the search of a representative

molecule to OA, which is the most common rheumatic disease.

IL-16 is a pleiotropic cytokine, exerting both pro and anti-inflammatory roles (LUHESHI et
al., 2009). Therefore, although involved in inflammatory processes, this interleukin can
stimulate synthesis of IL-10 and contribute to homeostasis (RICHMOND et al., 2014). It
could justify the fact that IL-16 is present in serum of OA patients, but is significantly
elevated in healthy volunteers (p<0,0001). Moreover, in a comparative study, Murota and
colleagues (2016) found higher concentrations of IL-16 in patients with RA than in those with
OA.

The patients of our study showed significantly increased levels of IL-18 when compared to
control group (p<0,0001), corroborating the findings of Wang and others (2014), in which IL-
18 was significantly concentrated in plasma of OA patients; they also found a positive
correlation with disease severity. Even though we noticed a pattern of higher levels of IL-18
in older patients, something that Tiret and colleagues (2005) observed at genetic level, the
result was not significant (p = 0,00746). The heterogeneity of our patients may have

prevented the achievement of an accurate analysis.

IL-22 is a member of IL-10 family, whose functions include protection against damage and
repair induction (TRIVELLA et al, 2010). The increased levels we found in healthy
volunteers may be related to these protector mechanisms. Several studies showed that IL-22
can act and participate in diseases, but this pathological role is thought to be activated only
under influence of IL-17 (RUTZ et al., 2013), a pro-inflammatory cytokine that apparently
gives a higher contribution to RA pathogenesis than to OA (HONORATI et al., 2002; LIU et
al., 2015).

Our study was the first to evaluate the serum concentration of IL-31 in patients with OA and
to compare it with healthy individuals. All the patients showed undetectable values, whereas
some volunteers of control group exhibited high levels of this cytokine (p = 0,0005).
Similarly, Ashari and colleagues (2014) found high levels of IL-31 in healthy volunteers. IL-
31 is an IL-6 superfamily interleukin, secreted mainly by T helper CD4+ cells, which trigger
pro-inflammatory effects in diseases like atopic dermatitis, asthma and RA (ZHANG et al,,



132

2008). Its contribution to OA is still unknown, but it seems to exert a dual role in
spondyloarthritis, for example, increasing bone resorption and protecting against damage at

the same time (ROSINE et al., 2018).
Conclusion

In summary, the present study showed that IL-18 is significantly increased in serum of OA
patients from northeast region of Brazil than those in healthy individuals. Despite lacking
correlation with clinical features, this cytokine could be an important source of investigation

to understand the complex pathogenesis of OA.
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ANEXO 1 - APROVACAO DO COMITE DE ETICA EM SERES HUMANOS

UNIVERSIDADE FEDERAL DE

pmPoRanEs fe8 PERNAMBUCO CENTRO DE W

geres Humanos CIENCIAS DA SAUDE / UFPE-

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Avaliagdo in vitro e in vive dos mecanismos imunomodulatarios da curcumina e de
novos derivados tiazolidinicos em pacientes portadores de Ostecaririte de Joslho

Pesquisador: FPriscilla Stela Santana de Oliveira

Area Temitica:

Versdo: 2

CAAE: 582631168.5.0000.5208

Instituigdo Proponente: CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio
DADOS DO PARECER

Mimero do Parecer: 1.777.025

Apresentagio do Projeto:

Trata-se de um projeto de doutorade intitulado "Awaliagdo in vitro e in vivo dos efeitos imunomodulatorios da
curcumina e de novos derivados tiazolidinicos em pacientes portadores de Ostecartrite.”. Sera desenvolvido
no Programa de Pos-Graduagio em Inovagdo Terapéutica - PPGIT por Priscilla Stela Santana de Ofiveira
arientada por Profa. Dra. Maira Galdino da Rocha Pita e co-ocrientada por Profa. Michelly Cristing Persira e
Profa. ﬁngela Luzia Bramco Pinto Duarte. Ma pesguisa, sera avaliada a citotoxicidade dos dervados
tiazolidinicos e da curcumina em celulas do sangue periférico e condrocitos da cartilagem que recobre as
extremidades dos ossos do joelho, de pacientes com artrose, bem como os efeitos imunomoduladores na

liberagdo de moléculas inflamatérias e indugdo de apoptose celular.
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