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RESUMO

A Osteoartrite (OA) é uma condicdo cronica caracterizada pela degradacdo da cartilagem e
alteracdes Osseas. Estudos clinicos correlacionaram o0 uso de estatinas, farmacos
hipolipemiantes, com a diminui¢do da incidéncia e progressdao da doenca. Sendo assim, 0
objetivo deste trabalho foi investigar a capacidade da atorvastatina (ATV) de: (i) modular a
producdo de citocinas em amostras de pacientes; (ii) alterar o processo apoptético e expressao
de agrecano em células de ratos e (iii) interferir na degradacao articular em modelo animal de
osteoartrite. Para tanto, os sobrenadantes de cultura de células mononucleares do sangue
periférico (PBMCs) de pacientes com osteoartrite foram avaliados quanto aos niveis de I1L-1p,
IL-6, IL-10 e TNF apds tratamento com ATV. Em paralelo, condrocitos de ratos foram
estimulados com IL-1B recombinante e ATV para avaliagdo do percentual de apoptose e
expressao das proteinas caspase-3, bcl-2 e agrecano. Ademais, ratos Wistar foram submetidos
a inducdo cirurgica de osteoartrite para posterior tratamento com ATV ou prednisona (PRED).
Os animais foram avaliados quanto as alteracfes histopatoldgicas e expressdo de agrecano. Os
resultados obtidos in vitro mostraram que, em compara¢do com a condi¢do de estimulo, a ATV
inibiu de maneira significante a secrecdo de IL-10 em todas as concentracdes (p<0,01). Efeito
semelhante foi observado para as concentracfes de 50 uM (p=0.0046) e 100uM (p=0.0008)
quanto aos niveis de TNF. O mesmo efeito inibidor ndo foi constatado para os niveis de IL-1
e IL-6. O percentual de apoptose celular aumentou de 3,9% para 5% em média com adi¢do da
IL-1B. O tratamento da ATV a 10 uM durante 24h diminuiu o percentual para 2,9%. A
marcacdo da caspase-3 foi observada no ndcleo das células e apenas nas condi¢cfes de IL-1p3
isolada e em combinacdo a ATV 10uM. A marcacao de bcl-2, por sua vez, foi observada no
citoplasma das células em todas as condi¢bes. A IL-1B alterou também a morfologia
citoplasmatica dos condrocitos por meio da marcacéo do agrecano. Contudo, com o tratamento
da ATV a 1uM foi possivel observar condrocitos com morfologia celular preservada. Por fim,
os resultados preliminares do modelo animal mostraram que nao houve diferencas histologicas
nem de marcacgdo do agrecano entre os ratos tratados com ATV e PRED. Ha indicios de que a
ATV module in vitro a morfologia celular e as proteinas IL-10, TNF, caspase-3 e Bcl-2. Estas
moléculas fazem parte de vias que sdo implicadas na fisiopatologia da doenca. O estudo da
osteoartrite permanece desafiador, porém necessario diante do crescente casuistica e da falta de

alternativas terapéuticas eficazes.

Palavras-chave: articulacdo. estatinas. citocinas. apoptose. ratos



ABSTRACT

Osteoarthritis (OA) is a chronic osteoarticular condition characterized by artilage degradation
and bone changes. Clinical studies have correlated that both the incidence of the disease and its
progression decrease with the use of statins, a hypolipidemic drugs. This study aims to
investigate in vitro the ability of atorvastatin (ATV) to modulate cytokine production in patient
samples, interfere with apoptosis and aggrecan expression in murine chondrocytes and, finally,
mitigate joint degradation in an animal model of osteoarthritis. For this, supernatants of
peripheral blood mononuclear cell cultures (PBMCs) from arthrosis patients were evaluated for
IL-1pB, IL-6, IL-10 and TNF levels after ATV treatment. In parallel, rat chondrocytes were
cultured and stimulated with recombinant IL-1p and ATV to evaluate apoptosis and caspase-3,
bcl-2, and aggrecan proteins. In addition, Wistar rats underwent to osteoarthritis surgical
induction for further treatment with ATV or prednisone (PRED). The animals were evaluated
for histopathological changes and aggrecan expression. In vitro results showed that, compared
to the stimulus condition, atorvastatin significantly inhibited IL-10 secretion at all
concentrations (p<0.01). A similar effect was observed on 50 UM (p = 0.0046) and 100 uM (p
= 0.0008) concentrations for TNF levels. The same inhibitory effect was not found for IL-1p
and IL-6 levels. The percentage of cellular apoptosis increased from 3.9% to 5% on average
with the addition of IL-1p. ATV treatment at 10 puM for 24h decreased the percentage to 2.9%.
Caspase-3 labeling was observed in the cell nucleus only under IL-1p alone condition and
combined with ATV at 10uM. Bcl-2 labeling, in turn, was observed in cell cytoplasm under all
conditions. IL-1B also altered the cytoplasmic morphology of chondrocytes seen through
agrecane labeling. However, with the addition of ATV at 1 yuM it was possible to observe cells
with preserved morphology. Preliminary results from the animal model showed no histological
differences between the rat groups. There is evidence that ATV modulates the cellular
morphology and expression of IL-10, TNF, caspase-3, and bcl-2 proteins. These molecules are
part of the pathways that are implicated in the pathophysiology of the disease. The study of
osteoarthritis remains challenging but necessary against casuistic growth and lack of therapeutic

alternatives.

Keywords: articulation. statins. cytokines. apoptosis. rats



Figura 1-

Figura 2-

Figura 3-

Figura 4-

Figura 5-

Figura 6-

Figura 7-
Figura 8-

Figura 9-
Figura 10-

Figura 11-

Figura 12-

Figura 13-

LISTA DE FIGURAS

Componentes da articulacdo do joelho e seus respectivos elementos
celulares. Fonte: autor (2019)........ccooviiiieiiiinieeeie e
Fotomicrografias de cortes histoldgicos frontais dos epicondilos tibiais
corados por safranina-o provenientes de ratos Wistar (40X). Fonte:
autor

(2009).. ettt
Fotomicrografia de corte histoldgico frontal do epicondilo femoral de
rato Wistar corado por hematoxilina/eosina (40X). Fonte: autor (2019)
Desenho esquematico da interagdo entre células e mediadores nos
estagios iniciais do desenvolvimento da AO. Fonte: autor (2019).........
Vias de ativacdo da apoptose induzidas por IL-1f e TNF em

condrécitos. Fonte: autor (2019)......c..covveiiieneiinere e,

Técnicas de cultivo de células in vitro e suas especificidades na OA.
Fonte: aUtOr (2019)....ccuiiieiieie e
Estruturas quimicas das estatinas. Fonte: autor (2019)..........cccceevvvnennen.
Estatinas inibem a transcricdo de citocinas via repressdo da
translocagdo do NF-kB ao nucleo. Fonte: autor (2019).......ccccccevevienenne.
Fluxograma do plano de trabalho. Fonte: autor (2019)..........ccccccveeneee.
Caracteristicas microscopicas do isolamento e cultivo de condrdcitos
primarios murinos. Fonte: autor (2019)........ccocvevviiienenese s
Caracterizacdo fenotipica de cultura primaria de condrécitos com a
marcacao das proteinas coldgeno tipo 2 e CD44. Fonte: autor (2019)...
Etapas da cirurgia do modelo de osteoartrite baseado na menisectomia
medial (MM) associada a transecgdo do ligamento colateral medial
(TLCM). Fonte: autor (2019).......cccveiieiiie e

Percentual médio de viabilidade em PBMCs de voluntarios sadios
tratados in vitro com diferentes concentracdes de atorvastatina. Fonte:
01 (o] g 20 R ) SR

26

28

29

31

34

36
39

43
45

50

50

53

56



Figura 14-

Figura 15-

Figura 16-

Figura 17-

Figura 18-

Figura 19-

Figura 20-

Figura 21-

Figura 22-

Niveis de A) TNF B) IL -10 C) IL -1 D) IL -6 no sobrenadante de cultura
de PBMC de pacientes com osteoartrite. Fonte: autor (2019).....................

Percentual médio de viabilidade em condrécitos murinos tratados in
vitro com diferentes concentragdes de atorvastatina. Fonte: autor
(2019) ..ottt ettt
Efeito da atorvastatina na morte celular induzida por IL-1p em
condrocitos. Fonte: autor (2019).......cccveieiereeieiererere e
Fotomicrografia de condrdcitos murinos marcados in vitro para as

proteinas caspase-3 (verde) e Bcl-2 (vermelho). Fonte: autor (2019)....

Fotomicrografia representativa de condrdcitos murinos marcados in

vitro para o proteoglicano agrecano (marrom). Fonte: autor (2019).....

Variagdo do peso corporal de ratos Wistar induzidos a modelo

cirdrgico de osteoartrite. Fonte: autor

Avaliacdo do dano articular pela graduacdo de Mankin em modelo

cirurgico de osteoartrite em ratos. Fonte: autor (2019)..........ccccceevvenen.

Fotomicrografias de cortes histoldgicos da porcao medial dos condilos tibiais

de ratos Wistar submetidos a inducdo de osteoartrite e tratados com

atorvastatina e prednisona. Fonte: autor (2019)........ccccovvveiiiiniiiieneennnnn,

Condrdcitos positivos para o agrecano em cortes histologicos da cartilagem
de ratos conduzidos em protocolo experimental de osteoartrite. Fonte: autor
(2009). et re e

57

58

59

60

61

62

63

64

66



Quadro 1-

Quadro 2-
Quadro 3-

Quadro 4-

Quadro 5-

Quadro 6-

Tabela 1-

LISTA DE QUADROS E TABELAS

Critérios classificatorios da osteaortrite. Fonte: ALTMAN, R.
1986;1990;1991......ccuiiiieieie e
Principais modelos animais em osteoartrite. Fonte: autor (2018)...
Relacdo de estudos na area de modulagao de citocinas por estatinas
in vitro. Fonte: autor (2018).......cccocveiiiieriiieieeee e
Especificagbes do kit multiplex human inflammatory (BD
Bioscience). Fonte: autor (2019)........cccoviieiiin e
Anticorpos usados no trabalho e especificacbes. Fonte: autor
(2019)...cieeeece et

Distribuicdo dos animais nos grupos experimentais e regimes de

tratamento. Fonte: autor (2019).........ccceveiiriiiiie

Perfil clinico dos pacientes com osteoartrite recrutados do HC/UFPE para
CUItUra d& PBMC ...ttt

24

42

49

52

54

47



ACR

AIC
AINES
Anti-CCP
ASPN

AR

ATV
CAAE
CBA

CEP
CEUA
CMV
COL2A1
COL11A1
COL11A2
COX-2
DAS28

DISC

DMCDOA
DMSO
ECR
EULAR

Fc
GAG
GM-CSF

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

American College of rheumatology (Colégio Americano de
Reumatologia)

Artrite induzida por colageno

Anti-inflamatdrios ndo esteroides

Anticorpo anti-peptideo citrulinado

Gene do proteoglicano asporina

Artrite Reumatdide

Atorvastatina

Certificado de apresentacdo para apreciacdo ética
Cytometric Bead Array (Citometria baseada em arranjo de
microesferas)

Comité de ética em pesquisa

Comité de ética em uso de animais

Citomegalovirus

Gene da cadeia de col&geno tipo 2 alfa 1

Gene da cadeia de Colageno Tipoll Alpha 1

Gene da cadeia de Colageno Tipoll Alpha 2
Ciclooxigenase 2

Disease activity score 28 (escore de atividade da doenca — 28

articulacdes)

Death-inducing signaling complex (complexo sinalizador indutor

de morte)
Drogras modificadoras do curso da doenca Osteoartrite
Dimethyl sulfoxide (sulfoxido de dimetilo)

Ensaio clinico randomizado

European League against rheumatism (Liga Européia Contra o

Reumatismo)
Fragmento cristalizavel
Glicosaminoglicanos

Fator estimulador de colondnia granulocitica monocitica



HC

HLA
HMG-Coa
1AM
IBGE

Ig

IL

LDL
LINAT

FR
GDF5
MHC

MM
MMP
MP
OMS
ON
PCR
PBMC

PRED
RORy-t

SUS
TCLE
TGF-8

TLCA
TLCM
TNF
VSH

Hospital das clinicas

Human leucocitary antigen (antigeno Leucocitario humano)
3-hidroxi-3-metilglutaril-CoenzimaA

Infarto Agudo do miocardio

Instituto Brasileiro de Geociéncias e Economia
Imunoglobulina

Interleucina

Low-density lipoprotein (Lipoproteina de baixa densidade)
Laboratério de Imunomodulagdo e Novas Abordagens
Terapéuticas

Fator Reumatoide

Gene do Fator de Diferenciagdo de Crescimento 5

Major histocompatibility complex (Complexo principal de
histocompatibildiade)

Menisectomia medial

Metaloproteinase

Metilprednisolona

Organizacdo Mundial da Saude

Oxido Nitrico

Proteina C- reativa

Peripheral blood mononuclear cell (célula mononuclear do
sangue periférico)

Prednisona

Retinoic acid receptor-related orphan nuclear receptor gamma
(receptor orféo relacionado OA &cido retindico gamma tipo t)
Sistema Unico de Sadde

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Transforming Growth Factor Beta (Fator transformante de
crescimento beta)

Transeccdo do ligamento cruzado anterior

Trasecc¢do do ligamento colateral medial

Tumor necrosis factor (Fator de necrose tumoral)

Velocidade de hemossedimentagédo



11
111
1.1.2

2.1
2.11
2.1.2
2.1.3
2.14
2141
2.14.2
2.14.3
2.1.5
2.16
2.1.7
2.2
2.2.1
2.2.2

2.2.3

3.1
3.2
3.3
3.4
3.5
3.6
3.7

SUMARIO

INTRODUGAO........oooieieieeeeeeeeeeeeeesesersssseess s
(O] o] 12 11013 SRR

ESPECITICOS. ..uviitiecii et
REFENCIAL TEORICO.......cooiiieveeeeeeeeeeseeesesere s,

(@1 (=10 =1 o { ] (=TT T TR

Epidemio
Etiologia.

Diagnosti

[0 | T VSRS

L0 i

FISIOPALOIOQIA. ...c.vieciiicie e

Histologia e fisiologia da articulagdo normal..............cccoceiininns

Mecanismo degenerativo-inflamatorio...........cccocvvvveviveiecieveennnn,

Mecanismo de apoptose na cartilagem artrosica..............c.cceeuenne.

1210 011 o TR

Modelos d
Modelos a

Estatinas.

e estudo in vitro da 0Steoartrite..........oeceeveeeeeeeeeeeeeeeenn

NIMAIS €M OStEOANIITE .. .eeeeee e

Historico e classificacao qUimICa........cceverveiieieere e

Evidéncias de beneficio clinico em doencas inflamatorias e

autoimune

Mecanism

S

os moleculares mediadores dos efeitos pleiotropicos.......

MATERIAIS E METODOS......oooeoeeeeeeeeee oo e e

Delineamento d0 @StUO. .........eeeee e

Locais de

realizacao das etapas /Periodo de estudo.....................

Consideraces eticas da PeSqUISA.........cuecvvereerrerienieeresieseeseeeneenns

Farmacos

Recrutamento da pPoOpPUlaga0...........ccvveviriniiieeee e

Avaliacao
Cultura

periférico

da CItotOXICIATR. ...

de células mononucleares do sangue

17
19
19
19
20
20
20
21
23
25
25
29
32
35
36
37
38
38

40
41
45
45
45
46
46
46
48

48



3.8

3.9

3.10
3.11
3.12
3.13
3.14
3.15
3.16

4.1
4.2

4.3
4.4

4.5

4.6

4.7

4.8

4.9

Quantificagio de CItOCINGS. ........covveriiirieieie e
Isolamento e cultura priméria de condrdcitos murinos............
Condicdes experimentais iN VItr0........ccocveveeieniiniesie e
Avaliacdo da morte celular............cccoocovviviiiic i,
Avaliagao da expressao ProteiCa.........ocvrvererieereeiieneesieeee e
Inducéo cirdrgica de 0steoartrite..........ccoceveveiiviviieeieeieeeien,
Grupos experimentais e tratamentos in ViVO...........ccccceevuviiennen.
Processamento histolégico e marcagao proteica in vivo............
ANALISE ESTAtISTICA. .....ccveieieiece e
RESULTADOS..... .ottt
Toxicidade da atorvastatina em células de voluntarios sadios
Producdo de citocinas por PBMCs de pacientes com
osteoartrite apds tratamento in vitro com atorvastatina...........
Toxicidade da atorvastatina em condrdcitos murinos...............
Avaliacéo do efeito da atorvastatina na morte por apoptose em
coNArocitos MUFINOS IN VITFO......ccoiiieiiiiiieiee s
Marcagdo proteica in vitro de Caspase-3 e Bcl-2 em
CONArOCITOS MUFINOS. ...c..eveieiieiieeteereeieie e e e sresne e
Marcacdo proteica in vitro de agrecano em condrécitos
IMNMUETNOS. ¢ttt bttt st sbesreanaeneeneas
Avaliacdo do peso corporal de ratos submetidos a MM
associada a TLCM e tratados com atorvastatina e
PIrEANISONA. ...ttt
Analises histoldgicas dos condilos tibiais de ratos submetidos a
MM associada a TLCM e tratados com atorvastatina e
0L =To | 81110 - VSRS S
Marcacgao do agrecano nos condilos tibiais de ratos submetidos
a MM associada a TLCM e tratados com atorvastatina e
PredNiSONA. .....ccveiiiiiiiecie et eneas
DISCUSSAO........coieieiiiiieeeiesisesssssssss s sssssssasssans
CONCLUSOES.......oiiiiiieinesiesissis s
PERSPECTIVAS. ... .ot
REFERENCIAS. ..ot

48
49
51
51
51
52
54
54
55
56
56

56
57

58

59

60

62

62

66
67
74
75
76



APENDICE A- Termo de consentimento livre e esclarecido.... 97

APENDICE B — Ficha CliNiCa......co.covvereieesiseeesce e 99
ANEXO A- Aprovacdo comité de ética humano............c.cc........ 100
ANEXO B- Aprovacdo comité de éticaanimal..............cccceeuenee.. 101

ANEXO C- Sistema de graduacao histolégica e histoquimica
modificado de mankin. Fonte: OZCAN et al.,2017..........c.ccoeuee. 102



17

1. INTRODUCAO

A Osteoartrite (OA), também designada com osteoartrte ou osteoosteoartrte, € uma
doenca cronica caracterizada pela degeneracao da cartilagem articular e formacédo de ostedéfitos
no osso subcondral. E a afeccdo reumética mais prevalente na populagdo idosa e estd
intimamente ligada ao processo de envelhecimento (AMOAKO e PUJALTI, 2014). Apesar de
estudada como uma Unica doenca, € uma condicao bastante heterogénea quanto a etiologia,

manifestacdes clinicas e evolucdo (VAN SPIL et al., 2019).

Os mecanismos fisiopatoldgicos da doenca sdo complexos e localmente resultantes da
interacdo de sinovidcitos, condrocitos, células inflamatorias e seus mediadores. As citocinas
cumprem papel crucial nesse processo. O fator de necrose tumoral (TNF), do inglés tumor
necrosis factor, tem papel central na ativacdo do processo inflamatério e remodelagdo dssea.
Dentre seus efeitos, destaca-se a ativacao de fibroblastos e macrdfagos sinoviais os quais, por
meio do fator nuclear kappa B (NF-kB), aumentam a sintese de IL-1 e IL-6. Os efeitos dessas
citocinas na articulacdo incluem ativacdo de osteoclastos, producdo de espécies reativas de
oxigénio, metaloproteinases (MMP) e agrecanases (FARRUGIA e BARON, 2016). O processo
degenerativo da cartilagem esta associado ndo somente a perda da matriz extracelular como
também a propria morte dos condrocitos (HWANG e KIM, 2015). De fato, sabe-se que a IL -
1B, principal citocina reguladora dos eventos na OA, ¢é capaz de induzir na cartilagem a via
mitocondrial de apoptose nos condrdcitos por meio do estresse oxidativo (MUSUMECI et
al.2015).

A abordagem farmacoldgica para o tratamento da OA proporciona, em um primeiro
momento, alivio sintomatico. Entretanto, ndo ha consenso sobre a eficacia dos medicamentos
ditos modificadores da doenca, principalmente em relacdo a dose administrada, efeitos
colaterais e mecanismos de acdo (RUTJES et al., 2012, VASILIADIS & TSIKOPOULOQS,
2017). Em casos refratarios ao tratamento preconizado, a Unica e ultima alternativa terapéutica
disponivel é a insercdo de préteses no lugar de articulagdo com degeneracdes irreversiveis
(FERREIRA et al.,2017).

As estatinas sdo uma classe de farmacos que atuam como agentes hipolipemiantes,
reduzindo a sintese do colesterol através da inibicdo competitiva e reversivel da enzima 3-
hidroxi-3-metilglutaril-CoenzimaA (HMG-CoA) redutase (DAVIES et al,2016). A

recomendacdo primaria destes agentes € para 0 uso na prevencao de doengas cardiovasculares
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ateroscleréticas (HENDRANI et al.2016). Entretanto, as estatinas vém sendo investigadas para
outras indicacBes como: distlrbios do metabolismo 6sseo (UZZAN et al.,2007), desordens
neuroldgicas (BIFULCO et al., 2008), sindrome do ovario policistico (KODAMAN et al.,2008)
e hipertensdo pulmonar induzida por tabagismo (WRIGHT et al.,2011). Estudos clinicos
também evidenciaram a associagao protetiva entre o uso de estatinas e desenvolvimento de
osteoartrite (BEATTIE et al.,2005; KADAM, BLAGOJEVIC e BELCHER, 2013; EYMARD
et al.2017).

No Brasil, estima-se que individuos com 65 anos ou mais corresponderdo a 25,49% da
populacdo, além de uma expectativa de vida ao nascer superior a 80 anos (IBGE, 2019). Este
fato impactara diretamente na incidéncia da osteoartrite no pais, uma vez que como citado
anteriormente, o processo de envelhecimento esta intimamente relacionado ao desenvolvimento
da doenca.

Dessa forma, diante da projecao do perfil demografico é necessario a busca de terapias
farmacologicas eficazes e alternativas as existentes para a doenca. Apesar do beneficio clinico
sugerido por alguns estudos, os dados sobre os mecanismos de acao das estatinas na osteoartrite
sdo controversos. Portanto, este estudo visou investigar a acdo da atorvastatina em moléculas

envolvidas na inflamag&o, apoptose e matriz extracelular em modelos experimentais de AO.
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1.1 Objetivos
1.1.1 Geral

Avaliar a atividade moduladora da atorvastatina sobre moléculas do sistema imune,
morte celular programada e integridade da cartilagem em amostras de pacientes humanos e em

modelo animal de osteoartrite.
1.1.2 Especificos

e Analisar, in vitro, o efeito da atorvastatina na producéo de citocinas em cultura de células
mononucleares do sangue periférico (PBMC) de pacientes com osteoartrite;

e Analisar o efeito da atorvastatina sobre a apoptose e suas proteinas reguladoras, bem
como proteoglicano de matriz em modelo in vitro de condrdcitos de ratos estimulados
por IL-1pB exogena;

e Auvaliar, in vivo, o efeito de diferentes doses da atorvastatina no tratamento de ratos

submetidos a inducdo cirdrgica de osteoartrite.
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2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 Osteoartrite
2.1.1 Epidemiologia

A OA, popularmente conhecida como osteoartrte, € uma desordem musculoesquelética
que acomete as cartilagens e 0ssos, promovendo degeneracdo progressiva das articulagoes.
Além do dano e perda de cartilagem, as modificacGes articulares incluem remodelacdo 6ssea
subcondral, formacdo de osteofitos, frouxiddo ligamentar, enfraquecimento dos musculos
periarticulares e a inflamacdo sinovial de baixo grau. A doencga pode ocorrer em qualquer
articulagdo, mas observa-se com maior frequéncia nas grandes articulacbes que suportam carga,
notadamente o joelho, quadril e na coluna vertebral, mas pequenas articulagdes das maos podem
ser acometidas e, mais raramente, do pé (ROOS e ARDEN, 2016).

Sabe-se que é a doenca reumatica mais prevalente entre individuos com mais de
cinquenta anos e a décima primeira causa de incapacidade ao redor do mundo. (CROSS et al.,
2014). Em nivel global, a OA foi responsavel por aumentar em 75% a piora do pardmetro “anos
vividos com disfungdo” (YLDs) do inglés “years lived with disability”. Este indicador é
utilizado em estudos globais para mensurar os anos de vida produtiva perdidos devido a
incapacidade (GLOBAL BURDEN COLLABORATORS, 2015). E estimado que em 2020,
30% da populacéo europeia idosa seja acometida pela doenca (LITIWIC et al., 2013).

A Organizacdo Mundial Saude (OMS) analisou uma coorte de 44.747 individuos sobre
envelhecimento em um estudo denominado SAGE WAVE 1. A analise dos dados revelou que
existe alta prevaléncia da OA em paises de baixa e média economia. A pesquisa foi realizada
na China, Gana, india, México, Russia e Africa do Sul de acordo em relagio as variaveis sexo,
idade e indicadores socioecondémicos. De maneira geral, a OA foi mais prevalente entre os
individuos com idade avancada, menor escolaridade e em mulheres separadas, divorciadas ou
vilvas (BRENNAN-OLSEN et al., 2017).

Na América Latina, os dados analisados de uma coorte em trés paises, totalizando 1210
pacientes, revelou que a prevaléncia de osteoartrite de joelho, forma mais comum da doenga,
foi maior em mulheres (80,8%), em individuos etnicamente autodeclarados mesticos (51%) e
com idade média de 61 anos (BURGOS-VARGAS, 2014).

No Brasil, os estudos epidemiologicos feitos sobre a doencga sdo pontuais. Em um destes,
realizado na cidade de Montes Claros em Minas Gerais, a OA foi a doenca reumatica mais
prevalente (4.14%) quando comparada a fibromialgia (FM), artrite reumatoide (AR) e lupus

eritematoso sistémico (LES). Neste estudo, a predominancia foi em individuos na faixa etaria
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de 54-75 anos (48%), sexo feminino (84%) e os sitios mais acometidos nesta amostra foram
coluna vertebral e joelho (SENNA et al., 2004). Em outro trabalho, uma coorte de 141
individuos obesos a espera da cirurgia bariatrica do municipio de Campinas, Sdo Paulo foi
analisada. Do total de individuos, 63,1% apresentou osteoartrite de joelho enquanto que 40,8%
foi de quadril. Destes, 85% eram mulheres com idade média de 40 anos (PACCA et al, 2018).

2.1.2 Etiologia

Os fatores de risco implicados na OA podem ser agrupados em dois grandes eixos - (i)
genéticos: idade, sexo, doencas hereditarias de proteinas da matriz-extracelular e deformidades
anatdbmicas e (ii) ndo genéticos: obesidade, mecéanicos ocupacionais e traumas articulares
(MENDES, 2017).

O fator que exerce maior influéncia na incidéncia e prevaléncia de OA ¢ a idade. As
alteracdes celulares relacionadas ao envelhecimento estdo intimamente ligadas ao
desenvolvimento da doenga. Os mecanismos mais estudados dizem respeito a disfuncéo
mitocondrial e aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio, aquisicdo de fenotipo
senescente que torna os condrdcitos menos responsivos a fatores de crescimento bem como o
estado de inflamacdo sistémico de baixo grau, denominado de “imflammaging”, promovido por

citocinas, como IL -6, que se instala com o passar dos anos (LOESER, 2016;2017).

As evidéncias disponiveis indicam que as mulheres tém um risco significativamente
maior de desenvolver osteoartrte do que os homens. As alteracGes biomecénicas relacionadas
ao quadril estariam implicadas no desalinhamento do joelho e, por consequéncia, maior carga
para estes. (SRIKANTH et al.,2005; WISE et al.,2013). E notério também que a taxa de
mulheres acometidas por OA aumenta ap6s a menopausa. Este fato suscitou questionamentos
acerca do papel protetivo dos hormoénios sexuais femininos (HUSSAIN et al.,2018;
MAHAJAN e PATNI, 2018). Apesar dos estudos sugerirem potencial beneficio da reposicao
hormonal na prevencdo da OA, ainda ndao ha dados suficientes para comprovar esta hipotese
(PARK et al 2017; JUNG et al. 2019).

Em relacdo a predisposicdo genética, sugere-se o envolvimento de genes distintos de
acordo com o tipo e a localizagdo da OA. Na forma primaria, os indicios apontam para a
participacdo dos genes COL2A1, COL11A1, COL11A2 envolvidos na sintese das moléculas
de colageno (JAKULA et al., 2005; JAKLOEWS et al. 2007 e VALDES et al., 2007).

Destacam-se também os genes GDF5, codificador de fator de crescimento do tecido sinovial e
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ASPN, gene regulador da expressdo da proteina ligante do fator de crescimento transformante
beta (TGF-B). A associagdo de mutacOes destes genes foi demonstrada em pelo menos trés
populaces distintas e estariam implicados principalmente na OA de joelho e, em menor grau,
quadril e mdos. Outros genes implicados na patogénese da doenca incluem aqueles envolvidos
no metabolismo 6sseo como o receptor de vitamina D (VDR) e o receptor de estrogénio alfa 1
(ESRY); na sinalizacéo e transducéo de sinal dos condrocitos (BMP5, e FRZB) e nos genes que
codificam as interleucinas 1,6, 10 e o fator de necrose tumoral (YOUCESOQY et al., 2015).

Por fim, as alteragOes dos eixos dos membros inferiores sdo associadas ao risco de
progressdo da osteoartrite de joelho. Os alinhamentos varo (“joelho para fora”) e valgo (“joelho
para dentro”), aumentam a carga dos compartimentos tibio-femural e medial e lateral,
respectivamente. Todavia, apenas o alinhamento varo mostrou correlagdo com a incidéncia de
OA de joelho em cartilagens normais avaliadas por ressonancia magnética (SHARMA et
al.,2010).

O excesso de peso é o principal fator de risco modificavel que contribui para o
desencadeamento da doenga em joelhos e quadris. De maneira mecanica local, a massa extra
promove desgaste articular diminuindo, por exemplo, o volume da cartilagem da tibia e
propiciando roturas de menisco (TEICHTAHL 2014; 2015). Os mecanismos metabolicos
sistémicos da obesidade também atuam para desencadeamento da doenga. Foi descrito que
individuos com o alto indice de massa corpérea (IMC) desenvolveram osteoartrte nas maos,
articulagbes que funcionalmente néo carregam o peso do corpo (VISSER et al. 2014). Em
consonancia com este fato, os niveis de leptina estavam elevados no soro e fluido sinovial de
pacientes com OA em detrimento de pessoas sem a doenca (DE BOER et al.,2012; TU et
al.,2019).

Algumas atividades ocupacionais e a pratica de certos esportes podem levar ao
desenvolvimento da chamada OA pos-traumatica. O uso repetitivo e cronico das articulactes
de carga ultrapassa o limite fisioldgico de suporte oferecido pelos musculos satélites,
ligamentos e tenddes o que gera sobrecarga nas cartilagens. Estudos transversais e caso-controle
revelaram associacdo de diversas ocupacdes profissionais com maior risco de desenvolvimento
de OA: carpinteiros e pedreiros na populacéo japonesa (JENSEN et al., 2000), trabalhadores da
construcdo civil, mineracdo e agricultura na Dinamarca e Estados Unidos da América
(FRANKLIN et al., 2010; ANDERSEN et al., 2012).
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A prética de esportes de alto rendimento também foi associada ao desenvolvimento da
doenca (BENNEL et al., 2012). Em estudo realizado no Brasil, uma coorte de jogadores de
futebol profissional obteve os piores resultados em relacdo a mudancas radiograficas e de
ressonancia magnética de OA de joelho do que voluntarios de areas ocupacionais nao esportivas
(ARLIANI et al., 2014). Apesar da existéncia de técnicas cirdrgicas de reconstituicdo
cartilaginea, poucos sdo os atletas que se beneficiam dela integralmente. A pressdo para voltar
as atividades associada a reabilitacdo incompleta expGe o atleta a maior degeneracéo articular
cronica e desenvolvimento de OA (SALZMANN et al., 2016).

N&o apenas atletas, mas individuos ndo esportistas sdo propensos a sofrer traumas
agudos, como quedas e rotacGes abruptas das articulacdes. Essas injurias pontuais aumentam o
risco de desenvolvimento de degeneracdo articular. Imediatamente no pos-trauma, ocorrem
modificagcBes como necrose celular, ruptura de colageno, perda de glicosaminoglicanos (GAG),
hemosteoartrte e inchaco articular. Essas alteracbes evoluem horas depois para a fase aguda
poOs-traumatica, caracterizada por aumento de apoptose de condrécitos, degradacdo de matriz e
infiltracdo de células e mediadores inflamatorios. Posteriormente, esse processo patologico
pode ser auto resolvido, a depender da predisposic¢ao individual, ou prosseguir para uma fase
assintomatica durante meses. Caso haja progressao em alguns anos, ocorrera o desenvolvimento
da denominada osteoartrite pos-traumatica (LIEBERTHAL et al., 2015; PUNZI et al., 2016).

2.1.3 Diagnostico

O diagnostico da AO é baseado essencialmente nos sintomas, no exame fisico e
avaliacdo radiografica das articulagbes. No exame fisico, deve-se avaliar principalmente os
seguintes sinais: edema, calor, sensibilidade, crepitacdo e amplitude de movimento nas
articulagdes. E recorrente, porém, ndo haver correlagdo entre os sintomas descritos pelo
paciente e os achados radioldgicos. Outra limitacdo dessa modalidade de exame diz respeito a
avaliacdo da imagem em estagios precoces da doenca, em que ndo se visualiza com facilidade
as alteragdes articulares (Li, Q. et al., 2016). O quadro 1 descreve os critérios de classificacdo
da osteoartrite de joelhos, quadril e mdos segundo o Colégio Americano de Reumatologia
(ALTMAN, R. 1986; 1990;1991).



Quadro 1: Critérios Classificatorios da osteoartrite. Fonte: ALTMAN, R.et al 1986; 1990; 1991.

Articulacdo

Instrumentos

Critérios ACR (1986, 1990, 1991)

Joelho

Historia e exame

fisico

Dor no joelho e 3 dos itens:
Acima de 50 anos

Rigidez matinal < 30 minutos
Crepitacdo em movimento ativo
Dor 6ssea

Enlargarmento 6sseo

Sem calor sinovial palpavel

Joelho

Histéria, exame
fisico e achados

radiogréaficos

Dor no joelho e 1 dos itens:
Acima de 50 anos

Rigidez matinal < 30 minutos
Crepitacdo em movimento ativo

Presenca de ostedfitos

Joelho

Historia, exame
fisico e achados
laboratoriais

Dor no joelho e 5 dos itens:
Acima de 50 anos

Rigidez matinal < 30 minutos
Crepitagdo em movimento ativo
Dor dssea

Enlargarmento 0sseo

Sem calor sinovial palpavel
VSH < 40mm/hora

Fator reumatoide < 1:40

Sinais de OA no Liquido Sinovial

Quadril

Historia, exame
fisico e achados

laboratoriais

Dor no quadril, rotacdo interna < 15° e
VSH < 45mm/hora (se VSH
indisponivel considerar flexdo de
quadril < 115°

Dor no quadril associada a rotacao
interna >15°, rigidez matinal < 60

minutos e idade acima de 50.

Quadril

Historia, exame

fisico, achados

Dor no quadril e 2 dos itens:
VSH < 20mm/hora
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laboratoriais e = Osteodfitos acetabulares e/ou femorais
radiogréaficos » Reducdo do espaco articular (superior,

axial, +/ou medial)

Méo Histéria e exame Dor e rigidez na méo e 3 dos itens:
fisico »= Aumento de tecido rigido nas juntas: 22
e 3% interfalangeana distal e proximal e
1° carpometacarpal de ambas as méos
= Aumento de tecido rigido em 2 ou mais
juntas interfalangeanas distais
= Inchago em menos que 3 juntas
metacarpofalangeais
= Deformidade em pelo menos 1 das

articulagdes acima.

2.1.4 Fisiopatologia

Para compreender os mecanismos fisiopatologicos da doenca € necessario antes

discorrer sobre os componentes articulares e a histologia de uma cartilagem normal.

2.1.4.1 Histologia e fisiologia da articulagcdo normal

As articulagbes podem ser classificadas conforme o seu grau de mobilidade. Desta
maneira, as sinosteoartrtes sdo aquelas compostas exclusivamente por tecido fibroso e,
portanto, inflexiveis. As anfiosteoartrtes sdo articulagbes semimoveis cuja arquitetura
histologica € formada por tecido fibrocartilaginoso, o qual permite movimentos limitados
(quadril e vértebras). Por fim, as diosteoartrtes podem realizar movimentos amplos e também
séo denominadas de sinoviais (JUNEJA e HUBBARD, 2019). Tendo em vista que o joelho,
uma diosteoartrte, é o sitio anatdmico responsavel por 80% da carga total da OA (VOS et
al.,2012), as descricdes a seguir focardo neste tipo de articulagdo. Como ilustrado na figura 1,
uma articulacdo sinovial é constituida das seguintes estruturas: ligamentos, membrana sinovial,

disco fibrocartilaginoso e a cartilagem hialina.
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Figura 1: Componentes da articulagdo do joelho e seus respectivos elementos celulares. Fonte:

autor (2019).
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Os ligamentos sdo tecidos conjuntivos fibrosos densos de alta resisténcia que limitam
0s movimentos articulares. Sdo formados por fibroblastos e matriz extracelular rica em fibras
de colageno tipo 1 e 3, elastina, proteoglicanos e proteinas de adesdo (MARIESWARAN et
al.,2018). A membrana sinovial é formada por um estrato externo de tecido conjuntivo misto
com até 5 mm de espessura. E relativamente acelular e contém microvasculatura sanguinea e
linfatica além de fibras nervosas. A parte mais interna, chamada de intima, é uma fina camada
de 1 a 4 células denominadas de sinoviocitos. Estas células foram identificadas como
macrofagos, designados como sinovidcitos tipo B, e fibroblastos, a maioria da populagdo
residente (BLALOCK et al., 2015). E atribuida a sin6via a funcio de lubrificacio, por meio da
secrecdo de lubricina e &cido hialurénico, bem como de remocdo de subprodutos do
metabolismo cartilagineo (SCANZELLO e GOLDRING, 2012; NAJM et al., 2018). Os
meniscos sdo estruturas em formato de “C” de tecido fibrocartilaginoso e células tipo
fibroblastos. S0 mais desenvolvidas no joelho, porém presentes em outras articulagdes.
Possuem a importante funcdo de estabilidade, distribuicdo de carga, absor¢do de choque e
lubrificacdo (MAKRIS et al.,2011).

A cartilagem hialina é composta por um tecido conjuntivo branco, brilhante,
discretamente translicido e de espessura variavel. O tecido é do tipo avascularizado, ndo
inervado, constituida por uma densa matriz extracelular (MEC) e um unico tipo celular, os

condrdcitos. Estas células compdem cerca de 3% da cartilagem total e sdo responsaveis pela
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sintese e degradacdo dos componentes da matriz (LAARDHAR et al., 2007). Em geral,
apresentam uma morfologia eliptico-esferoidal medindo em torno de 10um. Estas células
expressam a glicoproteina de membrana CD44 a qual se liga ao acido hialurénico da MEC para
estabelecer a ancoragem no tecido (HIDA et al., 2015). Estdo individualmente inseridos em
uma cavidade, denominada lacuna, e geralmente se apresentam em pares e ou tétrades — 0s
grupos isogenos (LOTZ et al. 2010).

A MEC é composta principalmente por fibras colagenas do tipo Il, as quais estdo
ancoradas em moléculas de proteoglicanos (PG) e glicosaminoglicanos (GAG). Os PG
consistem em uma proteina principal ligada covalentemente a uma ou mais cadeias de
glicosaminoglicanos. Ja estes Gltimos sdo longas cadeias lineares de polissacarideos os quais
podem estar ligados a um nucleo proteico, sulfatados ou ndo sulfatados. A abundancia de
hidroxilas livres confere a estas moléculas carga anidnica, o que € responsavel pela retencéo de
agua, calcio (Ca™) e sédio (Na*™). Os principais GAGs encontrados na MEC da cartilagem sao
sulfato de condroitina 4 e 6, sulfato de queratano e o acido hialurénico. (ESKO et al.,2009;
LINDAHL et al.,2017). O agrecano € o proteoglicano mais abundante da cartilagem. Consiste
de uma proteina nuclear com inimeros GAGs sulfatados ligados. E apenas encontrado na forma
de agregados, ou seja, varias moléculas de agrecanos estdo ancoradas a um longo filamento de
acido hialurénico (ROUGHLEY e MORT, 2014).

De acordo com a disposicao dos condrocitos e a orientacdo das fibras de colageno, o
tecido cartilaginoso hialino pode ser estratificado em 4 zonas: superficial, média ou
intermediaria, profunda e calcificada. Como ilustrado na figura 2, os condrdcitos estdo
dispostos horizontalmente na zona superficial. Na zona média, os condrécitos sdo mais
esféricos enquanto que na zona profunda encontram-se hipertréficos e verticalmente dispostos.
A divisdo entre as zonas profunda e calcificada é distinguivel pela presenca de uma linha
basofila denominada de “linha de maré”. Abaixo dessa camada, na parte calcificada, a
celularidade é mais escassa e as fibras de colagenos estdo em orientacdo vertical (FOX et al.,
2009).
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Figura 2: Fotomicrografias de cortes histoldgicos frontais dos epicondilos tibiais corados por Safranina-O provenientes de rato Wistar (40X) (imagem a
esquerda) e em maior aumento (100X) (imagem a direita). Em (a) esta destacada a espessura da cartilagem hialina, (b) o osso subcondral, (c) medula 6ssea e (d)
linha hipofisaria. A linha tracejada preta indica a extenséo da zona superficial até a profunda, a linha tracejada vermelha indica a camada calcificada e a seta amarela,
a linha de maré. Fonte: Autor (2019).
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E possivel ainda subdividir a MEC da cartilagem em trés areas: pericelular, territorial e
interterritorial. A regido pericelular é o microambiente imediato do condrécito, formado
marjoritariamente por colageno Il, IV e agrecano. A regido territorial é formada por agregados
de proteoglicanos e fibras de colageno entre lacunas de grupo iségenos. Ja a zona interterritorial
é composta por fibras de coldgeno randomicamente orientadas de acordo com a camada;
MONTOYA et al. 2013; ZHANG, et al., 2015). A figura 3 exemplifica a distribuicdo dos
grupos isogenos dentro das camadas de matriz extracelular.

Figura 3: Fotomicrografia de corte histoldgico frontal do epicondilo femoral de rato wistar
corado por Hematoxilina/Eosina (40X). O circulo vermelho destaca um grupo iségeno de condrécitos

da zona profunda. Em maior aumento no canto superior direito, esta identificado o "condron”, conjunto
do condrocito mais a matriz pericelular (1) inseridos na lacuna (2). Fonte: autor (2019).

2.1.4.2 Mecanismo degenerativo-inflamatdrio

Por muito tempo a OA foi considerada uma doenca de carater unicamente degenerativo
devido ao desgaste da cartilagem articular. Este fato se deve a fisiologia normal dos condrécitos,
0 qual possui baixa atividade metabdlica em relacdo as demais células do tecido conjuntivo.
Contudo, cada vez mais estudos tém evidenciado também o perfil inflamatério da doenca. Essa
teoria surgiu principalmente pela interacdo da cartilagem com a membrana sinovial
(BERENBAUM et al., 2013).
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Como mencionado anteriormente, a sindvia corresponde a um tecido fibroso,
extremamente vascularizado, na qual residem células fibroblastides chamadas sinovidcitos
tipo B. Esse tipo celular tem como principal fungdo manter a lubrificacdo biomecéanica da
cartilagem (TAMER et al., 2013). Além da protecdo fisica, ha evidéncias de que o liquido
produzido na sindvia seja a fonte dominante de nutrientes da cartilagem adulta em detrimento
do osso subcondral (WANG et al., 2013). Dessa forma, sugere-se que o aspecto inflamatério
da patogénese ocorra pela interacao dos condrocitos com moléculas advindas de uma membrana
sinovial inflamada. Apesar da inflamacdo ja ter sido descrita na osteoartrite em trabalhos na
década de 1970, apenas nos ultimos anos, os estudos vém focando atencao para a sinovite e sua
correlagdo com a progresséo da doenca (MOBASHERI e BATT et al., 2016).

O processo patologico de interacdo entre condrdcitos e sinoviocitos seria iniciado por
meio de catabdlitos resultantes de injarias agudas ou cronicas. Estes produtos liberados no
fluido sinovial seriam, entdo, fagocitadas pelos sinovidcitos. Os sinovidcitos, agora ativados,
produziriam fatores inflamatdrios com destaque para as interleucinas. Essas moléculas em
conjunto a outros mediadores promoveriam uma cascata de eventos tais quais: degradacdo da
MEC com subsequente amplificacdo da cascata, recrutamento de linfocitos e macréfagos
ativados, neovascularizagdo e remodelacdo dssea - formacdo de ostedfitos (MATHIESSEN e
CONAGHAN, 2017). A cascata de eventos da patogénese da OA estd resumida na figura 4.
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Figura 4: Desenho esquematico da interacao entre celulas e mediadores nos estagios iniciais do
desenvolvimento da OA. (1) Traumas agudos ou crénicos liberam no liquido sinovial catabélitos da
cartilagem como peptideos de colageno e proteoglicanos clivados, que sdo fagocitados pelos
sinovidcitos (2). Em resposta, estes secretam a interleucina 1B (IL -1B) fator de necrose tumoral (TNF)
e Oxido nitrico (ON) (3) que medeiam a sintese de metaloproteinases (MMP) e desintegrinas
(ADAMTS) pelos condrdcitos (4) e estimulam a osteoclastogénese subcondral por meio do aumento de
IL-6 e Osteocalcina (OTC), como da neovascularizacdo por meio do fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF). Fonte: Elaborado pelo autor (2019).

0sso subcondral

No processo degenerativo, as principais enzimas responsaveis sao metaloproteinases ou
metaloproteases (MMP). Essas proteases podem degradar todos os componentes da cartilagem
e séo subdividas em cinco classes: 1) as colagenases (MMP-1, 8 e 13); 2) as gelatinases (MMP-
2 e9); 3) estromelisinas (MMP- 3,10 e 11); 4) de membrana (MMP-14 a 17, 24 e 25) e 5) grupo
heterogéneo (MMP-7,11, 12, 20 e 23) (BURRAGE et al., 2006). A atividade proteolitica das
MMP é crucial para os processos fisioldgicos, como a remodelacdo tecidual, angiogénese,
desenvolvimento 6sseo e cicatrizagdo (FANJUL-FERNANDEZ et al., 2010). Contudo, 0s
niveis proteicos das MMP-1, 2,3,8 e 9 foram encontrados elevados no soro e no liquido sinovial
de pacientes com osteoartrite (YOSHIHARA et al., 2000; PELLETIER et al., 2010 e ZENG et
al., 2015).

De maneira geral, as citocinas protagonistas da osteoartrite sdo a IL -1 e 0 TNF. Em

cultura primaria de condrocitos, a IL-1p foi capaz de diminuir a expressao do colageno tipo Il
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inibindo a ligacdo dos fatores de transcricdo SP-1 e 3 a regido promotora do gene COL2A1
(CHADJICHRISTO et al., 2003). Ela também foi capaz de induzir a transcricdo da

ciclooxigenase 2 (COX-2), MMP-1 e 3 e IL -6 em células de tenddes humanos. Outro ponto
constatado diz respeito a inducdo da sintese da NADPH oxidase isoforma 4 (NOX4), enzima
que produz espécies reativas de oxigénio, por parte da IL-1p (ROUSSET et al., 2015). Ja é bem
descrito na literatura que o estresse oxidativo € um dos mecanismos indutores de apoptose pela
via intrinseca (HENROTIN et al., 2005).

A inflamacdo sinovial, ainda que bem mais discreta que na artrite reumatoide por
exemplo, é um achado frequente (HILL et al., 2007). Neste contexto, o0 TNF é uma citocina
crucial para evolucdo do processo inflamatéro articular. Quando secretado pelos sinovidcitos,
o TNF promove a ativacdo autdcrina e retroalimentacdo positiva dessas células. Nos
condrdcitos, que expressam os receptores de TNF (TNF-R1) e o receptor do ligante indutor de
apoptose relacionado ao TNF (TRAIL), foi observada a diminuicdo da secrecdo de GAG
(WESTACOTT et al., 2000). Ademais, a IL -1B ¢ 0 TNF aparentam ser mais efetivos quando
agem sinergicamente. Entretanto, na aplicacdo pratica, poucos ensaios clinicos investigaram o
tratamento com os bloqueadores de TNF como alternativa terapéutica para a osteoartrite
(CALICH et al., 2010).

Em relacdo a IL -6, modelos animais revelaram que esta citocina e o seu receptor soltvel
também foram capazes de inibir a producdo de colageno tipo Il via regulacdo SP-1,3 (POREE
et al., 2008). De maneira relevante, foi encontrado niveis elevados de IL -6 no fluido sinovial
e no soro de pacientes com OA (LIVSHITS et al., 2009). Stannus e colaboradores (2010)
apontam a IL-6 como potencial biomarcador para os estagios mais precoces da osteoartrite. Por
ser também induzida pela acdo da IL -1p e do TNF, a IL-6 € uma citocina usualmente estudada

na osteoartrite.

2.1.4.3 Mecanismo de apoptose na cartilagem artrésica

O processo degenerativo da cartilagem, fator patognomonico da osteoartrite, ndo se
relaciona apenas com a perda dos componentes da matriz, mas também com a morte dos
condrécitos (FERNANDEZ-TORRES et al., 2017). Os mecanismos da morte celular

programada ja sdo bem descritos e ocorrem pelas vias de ativacao intrinseca ou extrinseca.

A apoptose é um evento fisiologico do ciclo celular, no entanto, o excesso de ativacao

ou inibicdo deste processo pode desencadear estados patoldgicos (CHARLIER et al., 2016). Na
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morte celular, destaca-se o papel das caspases, endoproteases com residuos de cisteina, que
hidrolisam ligacdes peptidicas depois de um residuo de acido aspartico. As caspases envolvidas
na apoptose sdo classificadas em iniciadoras (8 e 9), cuja funcdo é a proteolise de formas
inativas de outro tipo de caspases, as efetoras (3, 6 e 7). A acdo final das caspases efetoras
resulta em clivagem de proteinas do citoesqueleto e fragmentacdo do material nucleico, porém
sem desorganizacdao da membrana (MCILLWAIN et al., 2013).

Na sinalizacdo intrinseca para apoptose, ndo ha mediacao de receptores, mas sim fatores
como, hipoxia, privacdo de crescimento ou dano ao DNA. Esses estimulos induzem a uma
cascata de sinalizacdo que aumenta a permeabilidade da membrana mitocondrial (MUSUMECI
et al., 2011). A proteina chamada de agonista da morte no dominio interativo BH3 (Bid) inibe
a proteina 2 de linfoma de células B (Bcl-2). Consequentemente, ocorre a translocacdo e
oligomerizagcdo na membrana externa da mitocondria das proteinas associadas ao Bcl-2 (Bax)
e (Bak). A formacgdo do poro mitocondrial libera o citocromo ¢ (cyt c) para o citosol. No
citoplasma, o cyt ¢ forma o complexo do apoptossoma juntamente com o fator-1 de ativacdo da
protease (Apaf-1), o qual ativa a caspase-9 e, posteriormente, as caspases-3, 6 e 7.(HWANG e
KIM, 2015).

A via extrinseca € dependente da ativacdo de receptores de morte localizados na
membrana celular. Os principais receptores sdo: Fas (CD95 / APO-1), o receptor de TNF
(TNFR ) e o receptor do ligante relacionado ao TNF (TRAIL) Quando ha a conexdo dos
ligantes aos seus receptores, uma cascata de sinalizagdo intracelular ocorre para formacéo do
complexo contendo DISC, proteina adaptadora fas e caspase-8. Esta, por sua vez ativada, cliva
diretamente as caspases efetoras 3 e 7. Entretanto, a ativacdo da caspase-8 pode ser insuficiente
para inducdo de morte. Entdo, em alguns tipos celulares, a clivagem da caspase-8 é translocada
para a mitocondria para ativacdo da via instriseca mitocondrial (ELMORE, 2007; GALLUZI et
al.,2018).

A morte celular programada dos condrdcitos tem caracteristicas especificas e é
denominada de ““crondroptose”. As principais diferencas da condroptose para a via classica
consitem no aumento do aparato reticular endoplasmatico e sintese proteica, condensacao
incompleta da cromatina nuclear, digestdo dos remanescentes celulares em vacuolos

autofagicos e auto eliminacao sem presenca de fagécitos (ROACH et al., 2004).

Nos 0ss0s, 0 processo de ossificacdo endocondral requer a morte celular dos condrocitos

na cartilagem. Esta etapa é nescessaria para que aja a invasao de células mesenguimais
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derivadas da medula 6ssea e substitui¢do da cartilagem por tecido ésseo mineralizado. Contudo,
€ um mecanismo que deve acontecer nas camadas mais profundas da cartilagem, mais

precisamente na zona calcificada (GIBSON, 1998).

Na OA, contudo, foi demonstrado que ha um aumento do percentual de células em
apoptose nas camadas superficiais (GUARRIDO et al.,2009). Outras caracteristicas
histologicas de morte, como presenca de lacunas vazias, hipocelularidade e fragmentacéo de
DNA foram observadas em cartilagens ap6s pressdo mecanica. (D’LIMA et al., 2001;
AIGNER et al., 2002; KIM et al., 2007). De acordo com Charlier e colaboradores (2016), os
principais indutores de apoptose na OA séo o ligante Fas, a IL-1p, o TNF, a leptina, o ON e o

estresse mecanico.

N&o restam davidas quanto a implicacdo da morte dos condrocitos na patogénese da
osteoartrite. Contudo, se a apoptose/crondroptose € a causa ou a consequéncia da doenca é um
guestionamento nao tdo bem elucidado. Isto deve-se ao fato de que existem inimeras limitacdes
metodoldgicas de se investigar a forma de morte dos condrdcitos nas articulaces in situ
(ZAMLI e SHARIF, 2011).

Figura 5: Vias de ativacdo da apoptose induzidas por IL-1p e TNF em condrécitos. AIL -1B e o
estresse mecanico induzem a producao de ON, o qual ativa a via mitocondrial da apoptose. Ja 0 TNF se
liga ao seu receptor que desencadeia a sinalizacdo via ativacdo da caspase-8. Esta ultima caspase,
eventualmente, pode amplificar o sinal de morte aumentando a permeabilizacdo da membrana
mitocondrial. Ambas as vias culminam com a atividade efetora da caspase-3 e consequente morte
celular. Fonte: Elaborado pelo autor (2018). Bid: agonista da morte no dominio interativo BH3; Bcl-2:
proteina 2 de linfoma de células B; Bak: antagonista assassino homdlogo de Bcl-2; IL-1R: receptor da
interleucina 1; IL-1pB: interleucina 1 beta; ON: éxido nitrico; TNF: fator de necrose tumoral; TNFR:
receptor do fator de necrose tumoral. Fonte: autor (2019).
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2.1.5 Tratamento

O tratamento da doenca deve ser multidisciplinar e comtemplar medidas farmacologicas
e nao-farmacoldgicas. Estas Ultimas tém como principal meta a promocao da qualidade de vida
e bem-estar fisico. Dentre estas medidas, destacam-se a ado¢do de programas educativos para
fortalecimento muscular, a orientagdo para emagrecimento, sess0es de termoterapia e
eletroterapia para alivio da dor, a pratica de acupuntura, entre outros. O manejo farmacologico,
por sua vez, tem como objetivo o alivio sintomatico e inclui medica¢des analgésicas, anti-
inflamatorias e drogas sintomaticas de agdo lenta, do inglés “symptomatic slow acting drugs”
(SYSADOA) (ZHANG et al, 2005; 2008; 2009, MONFORT et al., 2019).

As diretrizes mais recentes da Osteoarthritis Research Society International (OARSI)
para OA de joelho, quadril e poliarticular, recomendam o uso de: (i) anti-inflamatérios néo
esteroidais topicos (AINES) para para individuos com OA do joelho e (ii) inibidores da COX-
2 e AINEs com inibidores da bomba de prétons para individuos com comorbidades
gastrointestinais. Para individuos com comorbidades cardiovasculares ou fragilidade o uso de
AINESs ndo é recomendado. Além do mais néo é recomendado o uso de o0 uso de acetaminofeno
/paracetamol, opioides orais e transdérmicos devido ao baixo nivel de evidéncia (BANNURU
etal., 2019).

As SYSADOA:s séo drogas de acao lenta cujo principal objetivo € reparar ou prevenir
o dano articular. S8o ativos capazes de, em teoria, aumentar a sintese de componentes da
matriz ou evitar a sua degradacdo. Os medicamentos de uso oral incluem a diacereina, 0s
sulfatos de glicosamina e condroitina, os 06leos insaponificaveis de soja e abacate e o
antimalarico hidroxicloroquina. A infiltracdo intra-articular de acido hialurénico, chamada de
viscossuplementacdo, € usada como alternativa aos medicamentos orais (MIN et al., 2018).
Contudo, a eficicia desse grupo de farmacos é questionavel, além dos efeitos colaterais, 0s

quais incluem alterac@es do peristaltismo e alergias (REZENDE et al., 2013).

Em casos de dor extrema e limitagfes funcionais, como andar e trabalhar, as cirurgicas
sdo as intervencdes indicadas (GUNTER et al., 2001). A osteotomia consiste em um
seccionamento do 0sso com o objetivo de correcdo do alinhamento da articulagdo. Dessa
forma, a carga da articulacdo € transferida para areas com cartilagem mais saudavel,
minimizando os efeitos nas areas de desgaste. Por fim, a cirurgia de substituicdo de joelho,
chamada também de artroplastia parcial ou total, envolve a colocacdo de implantes formados

por uma combinacdo de metal e plastico de alta densidade (PALMER et al.,2019).
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2.1.6 Modelos de estudo in vitro da osteoartrite

Atualmente, existem diferentes abordagens de estudar a osteoartrite in vitro. Em
comum, elas permitem a investigacao precoce dos mecanismos patoldgicos da doenca antes do
estabelecimento do processo de maneira severa. E sabido que, em geral, h4 um descompasso
cronoldgico entre as altera¢cdes moleculares da OA e a apresentacdo clinica dos sinais da doenca
(JOHNSON et al. 2016). Outro ponto importante é a aplicabilidade destes modelos na pesquisa
pré-clinica de novos compostos candidatos a farmacos (JEONG et al.,2019). A figura 6
demonstra os principais modelos de cultura celular empregados nos estudos in vitro de

osteoartrite.

Figura 6: Técnicas de cultivo celular in vitro e suas especificidades na osteoartrite. As culturas em
2D envolvem o cultivo de células em superficies planas de garrafas (a) para crescimento bidimensional.
O tipo celular mais estudado é o condrdcito (b), podendo ser acrescido de sinoviécitos (c) em outra
camada, caracterizando uma co-cultura. Na cultura (3D), as células podem crescer em todas as direcdes
e manter interacfes entre eles e uma matriz rica em proteoglicanos (d) e colageno (e). Na cultura
explante, fragmentos de cartilagem sdo removidos de pacientes com osteoartrite ou individuos sadios e
cultivados integros dentro do seu arcabougo primério. 2D: duas dimens6es; 3D: trés dimensdes. Fonte:
autor (2019).

Monocamada (2D) Co-cultura (2D)

Explante

Os modelos bidimensionais permitem o controle de variaveis, tais quais citocinas e
pressdao osmotica. Contudo, em superficies planas, os condrdcitos tendem a modificar sua
morfologia, adquirindo um fendtipo parecido a um fibroblasto. O risco desse fendmeno
acontecer € maior quanto mais se expande o crescimento dessas células (LEE et al. 2017). A

cultura em co-cultivo oferece a possibilidade de estudo das interacGes celulares. Esta
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modalidade, porém, requer meios de cultura e insumos com especificidades diferentes, fato que
pode aumentar o custo do processo. De todos os tipos de cultura, o 3D e explante apresentam
um microambiente mais fidedigno ao da cartilagem in situ. Contudo, o proprio arcabouco da
matriz extracelular da cultura em 3D pode atrapalhar a aplicagdo de variaveis e a mensuragdo
da resposta das células (JOHNSON et al., 2016).

2.1.7 Modelos animais em osteoartrite

Estudos com animais sdo amplamente utilizados para identificar novos alvos
terapéuticos e avaliar a eficacia e mecanismo de acdo de drogas. Fatores como custo,
manipulacéo e disponibilidade de alojamento favorecem o uso de espécies de animais menores,
tais quais camundongo, rato, porquinho-da-india e coelho (TEEPLE et al., 2013). Os modelos

mais usados em animais de pequeno porte estdo descritos no quadro 2.

Quadro 2: Principais modelos animais usados ha osteoartrite. Fonte: Autor (2018).

Modelo Tipo (s) Referéncia
Cirdrgico = Desestabilizacdo do mensco medal PELLETIER et al., 2010
= Menisectomia ou meniscotomia MCCOY et al., 2015

» Transecgédo dos Igamentos cruzado CULLEY etal., 2015
anteror colateral medal e patelar.

Enzimatico » Injecdo intra-articular de YEH et al., 2008
colagenase tipo Il ADAES et al., 2014
Quimico » Injecdo intra-articular de PITCHER et al., 2016

monoiodoacetato

Os modelos espontaneos, como o desenvolvido por camundongos str/ORT, demandam
muito tempo e a progressdo da lesdo é bastante variavel. Isto dificulta, por exemplo, a
realizacdo de analises comparativas entre diferentes intervencdes (MASON et al. 2001). Os
modelos de animais knockout, os quais ha deplecdo intencional de certos genes, tem como
principal limitagdo a avaliacdo de moléculas especificas. A delecdo do gene do colageno tipo 2
(COL2A1), por exemplo, ndo refletira toda a complexidade de eventos que ocorrem na
osteoartrite (AMEYE et al.,2006).
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Os modelos cirurgicos e quimicos reproduzem o processo patologico de maneira mais
rapida e controlavel. O dano articular, via de regra, comeca de 3 dias a 2 semanas apos a
inducdo. A progressdo da lesdo dependera do animal e tipo de cirurgia escolhido. Contudo,
estes modelos induzidos sdo mais compativeis com a OA pos-traumatica que representa apenas
um dos fenétipos da doenca (APPLETON et al.,2007).

O sitio anatdmico mais estudado é o joelho pela facilidade de acesso e necessidade de
mecanismos para sua estabilizacdo. Portanto, a ruptura de uma ou mais estruturas que
comprometam a estabilidade biomecénica como meniscos, ligamentos e tenddes pode gerar
lesdes semelhantes a OA (DILLIGAN et al.,2005; KUYINU et al., 2016). Todavia, ndo ha
descrito na literatura que alguma metodologia mostrada na tabela 2 reproduza precisamente

todos aspectos fisiopatoldgicos da doenca.

2.2 Estatinas
2.2.1 Histérico e classificacdo quimica

As estatinas sdo farmacos com acdo hipolipemiante por meio da inibicdo especifica da
3-hidroxi-3-metil-glutaril-coenzima A redutase (HMG-CoA redutase). Esta enzima ¢é
responsavel pela sintese do colesterol (FONSECA et al., 2005). A inibicdo competitiva das
estatinas promove a diminuigdo da sintese do colesterol, aumenta a expressdo da lipoproteina
de baixa densidade (LDL) no figado, o que por sua vez induz o catabolismo das LDL
plasmaticas. As principais indicaces terapéuticas das estatinas incluem a hipercolesterolemia,

aterosclerose e a prevencéo de eventos cardiovasculares adversos (XAVIER et al., 2013).

A compactina foi a primeira estatina extraida de metabdlitos de culturas de Penicillium
citrinum. Entretanto, apesar de ter sido eficaz na inibicdo da HMG-CoA em cultura de
fibroblastos humanos hipercolesterolémicos, essa molécula apresentou toxicidade cronica em
modelos animais utilizando cées e macacos. Subsequentemente, a lovastatina foi isolada de
culturas de Aspergillus terréus e Monascus ruber. Porém, os testes com esta estatina foram
suspensos devido a similaridade quimica com a compactina e o potencial efeito tumorigénico
em animais (ENDO A., 2010).

Até o presente momento, oito estatinas foram disponibilizadas comercialmente. Devido
a composi¢do quimica, sdo classificadas em duas classes: i) derivadas de metabolitos fungicos:

sinvastatina e pravastatina; ii) compostos sintéticos: atorvastatina, cerivastatina, fluvastatina,
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pitavastatina e rosuvastatina (SCHACHTER, 2005) A estrutura quimica de cada estatina

supracitada esta ilustrada na figura 6.

Figura 7: Estruturas quimicas das estatinas. Fonte: Autor (2018) - Estruturas moleculares retiradas
do Drugbank® via https://www.drugbank.ca

WG Oy, CH,
a =

SINVASTATINA FLUVASTATINA ROSUVASTATINA

PRAVASTATINA CERIVASTATINA PITAVASTATINA

1 GERACAO 22 GERACAO

As estatinas podem ser administradas via oral na forma de lactonas, no caso da
sinvastatina, ou como sais de seus hidroxi acidos no caso das demais. S&o absorvidas de maneira
rapida e o pico de concentracdo plasmatica acontece entre 4-5 horas. Possuem baixa
biodisponibilidade sistémica por sofrerem metabolismo de primeira passagem, além de
possuirem alta ligacdo as proteinas plasmaticas. Em relacdo a solubilidade, a pravastatina é a
mais hidrofilica, as demais estatinas sdo lipofilicas (BETTERIDGE et al., 2010).

A atorvastatina foi a primeira estatina sintetizada em 1985 a partir do derivado fungico,
mevalonato. Sua nomenclatura pela Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada, do inglés
IUPAC, corresponde a acido (3”R”,5”R”) -7-[2-fluorofenil) -3-fenil-4- (fenilcarbamoil) -5-
propan-2-ilpirrol-1-il]-3,5-dihidroxiheptanoico. A posologia recomendada € de 10 a 80 mg/dia

e € administrado na forma acida como atorvastatina de calcio (HAQUE E KHAN, 2010).

Por mais de uma década a atorvastatina comercializada pela Pfizer®, o Lipitor, foi um
dos maiores blockbusters da industria farmacéutica. Durante os 14 anos de patente, 0
medicamento rendeu em torno de US $ 130 bilhdes a companhia (LEDFORD, 2011). Desde

sua descoberta, ensaios clinicos evidenciaram os beneficios da atorvastatina em pacientes com
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isquemia miocardica, doenca arterial coronariana estabelecida, hipertensdo, hipertrofia
ventricular esquerda e diabetes tipo 2 (DOGGRELL, 2006).

2.2.2 Evidéncias de beneficio clinico em doencas inflamatdrias e autoimunes.

Apesar de serem os medicamentos de primeira linha para a prevencao e tratamento de
doengas cardiovasculares, as estatinas sd@o conhecidas por seus efeitos biolégicos néo-
relacionados a reducdo do colesterol plasmatico. Na literatura é possivel encontrar trabalhos
que investigam as atividades anti-inflamatoria, antioxidante, antiangiogénica e neuroprotetora
(KAVALIPATI et al.,2015).

Em relacdo as doencgas reumatoldgicas, pacientes com esclerose sistémica e lGpus
eritematoso sistémico obtiveram melhora no quadro clinico inflamatdrio apds uso concomitante
de estatina (KHATTRI e ZANDMAN-GODDARD, 2013). Em um estudo de coorte
retrospectivo, concentracdes de estatinas acima de 5400mg nos primeiros 3 anos de uso
apresentaram efeito protetor contra incidéncia de doencas degenerativas espinhais (CHENG et
al., 2018).

O primeiro ensaio clinico randomizado (ECR) duplo cego que avaliou a proposta
terapéutica de uma estatina na artrite reumatoide (AR), o TARA trial, verificou que a
atorvastatina (40mg/dia), em terapia adjuvante as drogas antirreumaticas modificadoras de
doenca (DMARD), foi capaz de mediar efeitos anti-inflamatérios modestos, mas clinicamente
significantes. (MCCAREY et al., 2004). Esses resultados foram reproduzidos em estudos
longitudinais posteriores, nos quais também houve a diminui¢cdo do DAS28 e niveis séricos de
PCR e VSH nos tempos de 3 e 6 meses. (COJOCARU et al., 2013; DAS et al., 2015).

Em robusta metanalise, quinze ensaios clinicos foram avaliados quanto ao potencial das
estatinas em melhorar o quadro clinico de pacientes com AR. Os achados indicaram que 0 uso
das estatinas por 12 meses diminuiu os niveis da PCR e VSH, o numero total de articulaces
inchadas e doloridas, e os niveis séricos de TNF, IL -1B e IL -6 (LV et al., 2015

No tocante a osteoartrite, Clockaerts e colaboradores (2012) demonstraram associagdo
protetiva entre 0 uso de estatinas e a reducdo da incidéncia e progressao da OA de joelho em

um seguimento de 6 anos. O mesmo nao foi constatado em relacdo a lesGes no quadril.

Um estudo prospectivo de 10 anos acompanhou uma coorte de 16609 adultos maiores

de 40 anos com algum disturbio cardiovascular. Foi possivel verificar que aqueles que faziam
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uso de estatinas reduziram significativamente em 18% a incidéncia de um episodio de OA em
2 anos e 40% apds 4 anos, em comparacao com nao usuarios do farmaco (KADAM et al.,
2013). Em outra analise, por sua vez transversal, foi descrita correlacdo positiva entre o uso de
estatinas e menor prevaléncia da osteoartrite nodal generalizada. Entretanto, esse estudo é
limitado pela auséncia de informagdes quanto as estatinas e os regimes utilizados (VALDES et
al., 2014).

De acordo com estudo feito por Davies e colaboradores (2016) sobre os usos atuais e
emergentes de estatinas na terapéutica clinica, é necessario ponderar alguns pontos: i)
identificar o perfil dos pacientes com maior probabilidade de resposta ao efeito pleiotrépico
pretendido ii) definir a dosagem, regime e qual molécula a ser usada e iii) identificar os
biomarcadores que reflitam precisamente as a¢des pleiotroipicas na doenga de interesse. Dessa
forma, segundo os autores, mais ensaios clinicos randomizados controlados poderiam ser

executados para avaliacdo da eficicia das estatinas com outras indicagdes terapéuticas.
2.2.3 Mecanismos moleculares mediadores dos efeitos pleiotropicos

Inlmeros estudos experimentais investigaram o0s motivos pelos quais as estatinas
promovem multiplos efeitos bioldgicos. Um dos estudos pioneiros de Rezaie-Majd e
colaboradores (2002), identificaram que as estatinas foram capazes de modular a expressao de
citocinas inflamatdrias. Neste trabalho, a sinvastatina nas concentragdes de 20 e 40 mg/dia
diminuiram a expressao sérica de IL-6, IL-8 e a proteina quimioatraente de mondcito tipo 1, do
inglés MCP-1, apds 6 meses de tratamento. A modulagéo de citocinas in vitro foi descrita por

varios trabalhos a posteriori em diferentes areas da inflamacdo como descrito no quadro 3.
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Quadro 3: Relacdo de estudos na area de modulacédo de citocinas por estatinas in vitro IFNy:
interferdo gama, GM-CSF: fator estimulante de col6nia granulocitica-monocitica; PGE2: prostaglandina
E2; TGF-B1: fator de crescimento transformante beta 1; TNF: fator de necrose tumoral. Fonte: autor
(2018).

Estatina Estudo Citocinas avaliadas Referéncia

atorvastatina  Inflamacao Geral IL -1ra, IL-2, IL-6 e BESSLER et al., 2005
lovastatina IFN-y;
pravastatina

sinvastatina

sinvastatina Periodontite IL-1B, IL-6 e IL-8 USUI et al., 2008

sinvastatina Lesdo Renal IL-10e TNF FERRARI et al., 2011
aguda

pitavastatina Pneumonia IL -6, IL -8, GM-CSF IWATA et al, 2012

pravastatina
atorvastatina  Inflamacao Geral IFN-y, IL-1 B IL-17 JAMEEL et al., 2013

lovastatina

sinvastatina

pitavastatina  Fibrose Idiopatica TGF-B1 OKA et al., 2013
Pulmonar
sinvastatina Artrite IFN-y, IL -6, IL-17A e PEREIRA et al., 2014
Reumatdide IL-22
atorvastatina  Neuroinflamacgéo IL-1B, TNFe PGE2 FARLAND etal.,
fluvastatina 2017

Um dos mecanismos pelos quais as estatinas conseguem modular a producdo de
citocinas inflamatdrias € pela inibicéo do fator de transcricdo nuclear kappa B, do inglés, NFkB.
Este regulador transcricional é extensivamente estudado e descrito como mediador da expresséo
de genes envolvidos com o processo imunoldgico, principalmente quimiocinas e citocinas
(HUNTER e PLAEN, 2014). De maneira resumida, ele é um heterodimero formado pelas
subunidades p65 e p50 que estdo inativadas no citoplasma pela proteina inibidora IxB. Quando
um estimulo externo induz a fosforilagao do IkB, pela IKK, IkB fosforilado € direcionado para
degradacdo via proteassoma. O NFkB €, entdo, liberado e pode ser translocado para o nucleo.

La, o NFkB se liga a regido promotora de varios genes alvos, aumentando suas expressoes (LIU
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etal., 2017). Hilgendorff e colaboradores (2003) demonstraram inicialmente que a atorvastatina
e demais estatinas inibiram a ativacdo do NFkB de maneira concentracdo-dependente em
mondcitos provenientes de voluntarios sadios. Essa inibicdo ocorreu pela reducdo da
fosforilacdo da proteina inibidora de NFkB, o IkB e foi independente da presenca do
mevalonato. Em células monociticas e osteoblasticas, a fluvastatina e a sinvastatina inibiram a
fosforilacdo de Akt e consequente ativacao de NFkB (FUKUYAMA et al., 2004; PATEL et al.,
2004). Ademais, o tratamento de células endoteliais com cerivastatina, inibiu a ativacdo NFkB
induzido por TNF e a translocacdo da subunidade p65 para o nlcleo (Gonzélez-Fernandez et
al. 2001). A figura 6 ilustra as principais citocinas reguladas pela translocacdo do NF-kB ao

nacleo celular.

Figura 8: Estatinas inibem transcri¢do de citocinas via repressao da translocacdo do NFkB. As
estatinas inibem duas vias de fosforilagdo importantes: a de Ikk por akt (1) e a de IkB por Ikk (2).
Consequentemente, o IkB deixa de ser degradado pelo complexo proteassoma (3) e continua ligado ao
NFkB. Dessa forma, o NFkB é impedido de translocar-se para o nucleo (4) e induzir a sintese de varias
citocinas inflamatdrias (5). Fonte: Autor (2019).

E por meio do NFkB que as estatinas também podem interferir no processo de apoptose.
A analise do promotor do gene Bcl-2 revelou inimeros sitios de ligacdo ao NFkB (VIATOUR

et al. 2003). Em extensa revisdo do papel das estatinas na expressao de proteinas da familia
Bcl-2, Wood e colaboradores (2013) elencaram os principais pontos dos estudos que investigam

as atividades anti e pro-apoptotica das estatinas. Eles identificaram que estudos em cancer,
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doses acima de 5umol/L de estatinas foram capazes de diminuir a expressdo de BcL-2,
promovendo a apoptose. Alguns trabalhos sugerem, inclusive, o reposicionamento
farmacologico das estatinas para o tratamento de cancer de prostata e ovario (KOBAYASH et
al. 2017; CHEN et al., 2018). Contudo, concentracfGes iguais ou abaixo de 1 pmol/L
apresentaram efeito contrério e, geralmente, foram usadas em ensaios com células normais. O
ponto critico para a atividade biol6gica das estatinas parece ser dose e célula-dependente.
Portanto, a investigacdo experimental das estatinas na osteoartrte é essencial para compreensao

dos efeitos observados na clinica.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Delineamento do estudo

O estudo é caracterizado como transversal analitico de carater experimental dividido em
trés eixos. O primeiro eixo foi realizado in vitro com amostras de sangue de pacientes com
osteoartrite. O segundo eixo, refere-se aos ensaios realizados com cultura primaria de
condrécitos advindos de amostras de cartilagem de ratos. O terceiro eixo, foi realizado por meio
da execucdo do modelo experimental cirargico de osteoartrite também em ratos. O fluxograma

representado na figura 8 apresenta, em resumo, a metodologia de trabalho desta pesquisa.

Figura 9: Fluxograma do plano de trabalho. Bcl-2: proteina 2 de linfoma de células B; Casp-3:
caspase 3; DFF: departamento de fisiologia e farmacologia; LCM: ligamento colateral medial; MM:
menisectomia medial; PBMC: célula mononuclear do sangue periférico; TNF: Tumor necrosis factor.
Fonte: autor (2019).
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3.2 Locais de realizacdo das etapas/ Periodo de estudo

A selecdo e avaliacéo clinica dos pacientes foi realizada no ambulatério do servigo de

reumatologia do Hospital das Clinicas da UFPE. Os procedimentos experimentais foram

conduzidos no Laboratério de Imunomodulacdo e Novas Abordagens Terapéuticas (LINAT)

do Nucleo de Pesquisa em Inovacao Terapéutica (NUPIT-SG) da UFPE. Os animais utilizados

nesta pesquisa foram mantidos no biotério de fisiologia e farmacologia da UFPE e, somente no
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periodo da intervencdo, foram transportados e mantidos no LINAT em estante ventilada para
controle da temperatura. Toda a parte de processamento histologico foi realizada em
colaboracdo com o Laboratorio de morfometria do departamento de anatomia da UFPE. O

estudo foi conduzido no periodo de marco de 2016 a novembro de 2019.
3.3 Consideracdes éticas da pesquisa

O protocolo de trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres
Humanos (CEP/CCS), localizado no 3° andar do Centro de Ciéncias da Saude, Universidade
Federal de Pernambuco, sob CAAE: 30748614.7.0000.5208, n° 723.390 (ANEXO 1). Os
ensaios com animais foram submetidos a avaliacdo da comissdo de ética no uso de animais
(CEUA), localizado no 1° andar do Centro de Biociéncias, Universidade Federal de
Pernambuco com aprovacao do processo n® 007/2017 em 10/07/2017 (ANEXO 2).

3.4 Farmacos

A atorvastatina célcica utilizada no trabalho foi obtida comercialmente pela Sigma
Aldrich® (PZ0001-5mg). Ela foi dissolvida em dimetilsulféxido (DMSO) a uma concentragdo
estoque de 10mM. As concentracGes de uso para os ensaios in vitro foram diluidas diretamente
em meio de cultura, estando o veiculo a uma concentragdo maxima, em todos 0s experimentos,
de 0,1% para ImL. A metilprednisolona na forma de pd liofilizado foi gentilmente cedida. Para
0s ensaios in vivo foram utilizados comprimidos macerados de atorvastatina calcica (EMS®) e
prednisona 20 mg (Medley®). As concentracOes utilizadas em cada ensaio estdo descritas nas

sessOes especificas de cada metodologia.

3.5 Recrutamento da populacéo
Foram incluidos neste trabalho 18 pacientes com diagndéstico clinico segundo o Colégio
Americano de Reumatologia. Pacientes portadores de outras patologias autoimunes
concomitantes, aqueles que no ato da avaliacdo clinica foi verificado a existéncia de infec¢oes,
neoplasias ndo foram coletados
A ficha clinica utilizada na pesquisa encontra-se disposta no apéndice 3. As caracteristicas

demogréficas e clinicas dos pacientes estdo descritas na tabela 1.
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Tabela 1: Perfil clinico dos pacientes com osteoartrite recrutados do HC/UFPE para cultura
de PBMC. dp: desvio padrdo; DMDOA: drogras modificadoras da doenca osteoartrie;F: feminino;
HAS: hipertensdo arterial sistémica; M masculino. Fonte: autor (2019).

Caracteristicas Total (n=18)
Idade (anos), média+dp 59,2 + 10,8
Sexo, (F/IM) (18/0)
Articulacdo acometida n/ %
e Joelho 8/44,4
o Quadril 1/5,5
e Maos 1/5,5
e Joelho/méos 5/27,7
e Joelho/quadril 2/11,1
e Joelho/quadril/mé&os 1/5,5
Doencas associadas n/ %
e Depressdo 4/22,2
e Diabetes 6/33,3
e Dislipidemia 4/22,2
e Fibromialgia 3/16,6
e HAS 6/33,3
e Hipotireoidismo 2/11,1
e Osteoporose 2/11,1
e Sindrome do carpo 2/11,1
e Tendinite 2/11,1
Medicamentos em uso n/ %
e Analgésico 3/16,6
e Anti-inflamatorio 8/44.,4
e Antidepressivo 3/16,6
e Antidiabético 2/11,1
e Anti-hipertensivo 3/16,6
e Célcio + vitamina D 2/11,1
e Diuréticos 2/11,1
e DMDOA 6/33,3
Tabagismo n
e Sim/n&o/inativo/ 3/8/1

Voluntarios sadios (n=3) escolhidos aleatoriamente na populacédo que frequenta a UFPE

também foram recrutados. Eles ndo tinham diagnéstico de doengas reumatoldgicas, ndo haviam

ingerido bebida alcodlica nas ultimas 48h pré-coleta de sangue, ou estavam em uso de

medicamentos imunossupressores.
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3.6 Avaliacéo da citotoxicidade

O teste de toxicidade celular foi realizado por meio do ensaio colorimétrico de MTT (3-
(4,5-dimetil-2-tiazol) -2,5-difenil-2-H-brometo de tetrazolium) o qual avalia a viabilidade por
meio do estado metabdlico da célula (SYLVESTER et al., 2011). As PBMCs e os condrocitos
murinos foram distribuidos em placas de 96 pogos numa proporcéo de 5x 10° células/pogo e
10* células/pogo, respectivamente. Foram adicionadas as concentragdes de 0,1; 1; 10; 50 e
100uM da ATV em triplicata experimental e as placas foram incubadas em estufa imida a 37°C
e 5% de COz. Apo6s 48h, foi adicionado 20 pL da solu¢dao de MTT (3- (4,5-dimetilazol-2-il) -
2,5-difenil brometo de tetrazolina) na concentracdo de 5 mg/mL diluida em solucéo salina de
PBS estéril. Entdo, as placas foram protegidas da luz e incubadas mais uma vez por um periodo
de 3h. Logo em seguida, a reagdo foi entdo interrompida pela adi¢do de 130 pL de dodecil
sulfato de sodio a 20%. A leitura da densidade Optica foi realizada em um leitor de microplacas
(EL808 - Biotek®) apo6s 24 horas, no comprimento de onda de 570 nm. A determinacdo do
potencial citotoxico da atorvastatina foi calculada em relacdo a condicao de célula apenas com
o0 veiculo DMSO a 0,1%.

3.7 Cultura de células mononucleares do sangue periférico

As PBMCs foram purificadas a partir do método padréo de centrifugacdo de densidade
com Ficoll PaqueTM Plus (GE Healthcare Bio-Sciences). O cultivo foi feito em placas de 24
pocos (10° células/1000 pL pogo) em meio de cultura RPMI 1640(Gibco) suplementado com
soro bovino fetal 10% (Gibco,), 2g de bicarbonato de sddio e penicilina e estreptomicina 200
U/ml (Gibco). As células foram mantidas em estufa umida de CO2 a 5% e na temperatura de
37°C (ROLAND et al.,, 2013). O forbol-12miristato-13-acetato (PMA) a 20ng/mL e a
ionomicina (lono) a 1pg/mL (Sigma-aldrich, Missouri, EUA) consistiram em estimulos
positivos para a cultura. O tratamento com a atorvastatina foi realizado na combinagéo ou ndo
do estimulo positivo mais o farmaco nas concentracdes de 0,1; 1, 10, 50 e 100uM. O
medicamento metilprednisolona (MP) a 100uM foi utilizado como pardmetro anti-inflamatério
in vitro. Os sobrenadantes das culturas foram coletados no tempo de 24h para posterior

quantificacdo das citocinas.

3.8 Quantificacdo de citocinas
As citocinas foram dosadas no sobrenadante de cultura de PBMC por meio de

aquisicdes obtidas no citbmetro de fluxo BD™ Accuri C6. A andlise de quantificacdo foi
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realizada pelo BD™ FCAP Array Software v3.0 seguindo instruc6es do fabricante. O quadro 5

apresenta as especificacdes do kit utilizado.

Quadro 4: Especificagdes do kit multiplex human Inflammatory (BD bioscience). pg/MI:
pictogramas por mililitro; ref: referéncia. Fonte: autor (2018).

Kit human Inflammatory Ref. 560484 pg/mL
IL-1B 7.2- 5000
IL-6 2.5-5000
IL-10 3.3-5000
TNF 3.7-5000

3.9 Isolamento e cultura primaria de condrocitos murinos

A obtencdo de condrdcitos murinos foi feita a partir de uma adaptacéo do protocolo de
GOSSET e colaboradores (2008). Os condrocitos foram isolados da cartilagem dos condilos
femorais e tibiais de joelhos de ratos machos, acima de 6 meses que nao sofreram nenhum tipo
de intervencdo e seriam descartados no biotério. Estes animais foram conduzidos ao LINAT
onde foi realizada a eutandsia por meio de injecéo intracardiaca com 1mL de cloreto de potassio
(KCL) sob anestesia com cetamina (100mg/Kg) e xilazina (10mg/Kg) por via intraperitoneal.
Os pedacos de cartilagem foram incubados 12h com colagenase tipo Il (Life Techologies) a
uma concentracdo de 3mg/mL em tampdo salino estéril 1X. Apds a digestdo, as células que
foram soltas da matriz passaram por um processo de filtragdo através de uma malha de nylon
de 70um, lavadas com solucdo salina 1X e ressuspensas em meio DMEN suplementado L-
Glutamina, 10% de Soro Bovino Fetal e 200 U/ml de penicilina/estreptomicina. Elas foram
cultivadas incialmente em garrafas de cultura (22cm?), e mantidas em estufa imida de CO2 a
atmosfera de 5% e na temperatura de 37°C. A compilacdo de fotos da figura 10 mostra as

sucessivas etapas de isolamento e cultivo dos condrocitos.
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Figura 10: Caracteristicas microscépicas do isolamento e cultivo de condr6citos primarios
murinos. A: pedacos de cartilagem (seta preta) removidos dos epicondilos tibiais e femurais em solucéo
salina estéril. B: células (seta vermelha) desprendendo-se da matriz extracelular em solucdo de
colagenase tipo Il. C: condrdcitos isolados ap6s 12h de digestéo. D: células isoladas ainda ndo aderidas
ao 7° dia. E: 12° dia F: 14° dia. G: 19° dia de cultivo. Fotos tiradas no microscépio invertido Leica,
objetiva 10X. Fonte: autor (2019).

a st 3 26N Lo >

As células foram expandidas até a terceira passagem antes de utilizacdo nos
experimentos. Previamente a realizagdo do modelo in vitro, foi realizada a validagdo do
fenotipo celular dos condrocitos por meio da marcagdo das proteinas CD44 e Colageno tipo 2

alfa 1 conforme ilustrado na figura 11.

Figura 11: Caracterizacéo fenotipica de cultura primaria de condrécitos com a marcacao das
proteinas colageno tipo 2 alfa 1 e CD44 (100X). Na primeira coluna estdo marcados 0s nucleos
celulares (DAPI), na segunda coluna o colageno tipo 2 alfa 1 estd marcado com o anticorpo fluorescente
verde e na terceira coluna a coloracdo vermelha identifica a marcacao da proteina CD44. CD44: cluster
de diferenciacéo 44; DAPI: 4 ', 6-diamidino-2-fenilindol. Fonte: autor (2019).

DAPI Colageno tipo 2 alfal

--

sobreposicdo
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3.10 Condigdes experimentais in vitro

As condic¢Bes experimentais consistiram de pogos somente com célula ou em adicéo da
proteina recombinante IL-1B 10ng/mL (Cusabio) e a proteina associada a atorvastatina nas
concentracOes de 1 e 10uM. A adicédo de IL-1p foi usada em trabalhos anteriores como modelo
in vitro do microambiente da osteoartrite (LORENZ et al. 2016; SPEICHERT et al.2019).

3.11 Avaliacdo da morte celular

A avaliacdo quantitativa da morte celular foi realizada por citometria de fluxo por meio
da marcagéo das células com anexina V conjugada ao fluor6foro FITC (Biolegend) em conjunto
com iodeto de propidio (Sigma-aldrich, Missouri, EUA) (JIN et al.,2014). As células foram
plaqueadas a uma densidade de 5x 10* por pogo, em placas de 6 pogos. Apds 24h do tratamento,
elas foram lavadas com PBS1X sem EDTA e deaderidas com tripsina 1x por 10 minutos a
37°C. Em seguida ao bloqueio da tripsina com soro bovino fetal 10%, as células foram
centrifugadas a 2500 rpm por 5 minutos. Posteriormente, as células foram ressuspensas na
solucdo de binding buffer 1X (BD biosciences) e incubadas com 5uL de anexina V-FITC e
2,5uL de iodeto (Img/ mL) no escuro por 15 minutos. As células, entdo, foram lavadas com
PBS 1X e ressuspensas no binding buffer 1x para aquisic¢éo no citometro de fluxo BD™ Accuri
C6. As condigBes que alcancaram o patamar minimo de 1x102 eventos na populagéo P1 foram
incluidos na andlise. Apenas a dupla marcacao positiva de anexina V e iodeto foi considerado

constatacdo de apoptose.

3.12 Avaliacgéo da expressao proteica

Para avaliagdo da expressdo de proteinas caspase-3 e Bcl2 e o proteoglicano agrecano,
as células foram plaqueadas em laminulas redondas de 13 mm, em placas de 24 pocos, a uma
concentragio 10* células/pogo. A deteccdo de caspase-3 e Bcl-2 foi feita por meio de
imunofluorescéncia indireta. Na primeira etapa, as laminulas foram retiradas e fixadas em
metanol e acetona (1:1) por 20 minutos. Apds lavagens com solucgéo salina (PBS 1x); as células
foram permeabilizadas com Triton X-100 a 0,5% por 30 minutos seguido por bloqueio das
ligacGes inespecificas com PBS1x/BSA a 5% por 1 hora. Decorrido esse tempo, 0s pogos foram
lavados e os anticorpos primarios adicionados para incubagdo 12-16h em temperatura ambiente.
Na segunda etapa, 0s anticorpos secundarios conjugados a fluoroforos foram incubados por 1
hora a temperatura ambiente. Em seguida, mais uma etapa de lavagem foi realizada, seguida da

incubagdo pelo DAPI por 5 minutos a temperatura ambiente. Apds mais uma lavagem,
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procedeu-se a montagem das ld&minas com PBS/Glicerol (1:1) e observagdo no microscopio
invertido Eclipse Ts2 (Nikon®, Toquio, Japao).

A deteccdo do agrecano, por sua vez, foi realizada por imunocitoquimica (LI et
al.,2017). Em geral, a primeira etapa foi semelhante a imunofluorescéncia, exceto pelo bloqueio
das ligacGes inespecificas com o BSA a 10% e da peroxidase endégena com perdxido de
hidrogénio 0,03% (v/v) em metanol. Na segunda etapa, no lugar no anticorpo secundario, a
peroxidase conjugada ao polimero HRP (DAKO Vision) foi adicionado por 1 hora a
temperatura ambiente. ApoOs lavagem, o cromoégeno 3,3'diaminobenzidino (DAB) foi
adicionado por 2 minutos. O nucleo foi corado com hematoxilina de Meyers 1:4 (Sigma-aldrich,
Missouri, EUA) por 30 segundos antes da montagem das laminas com Entellan® (Merck
Millipore, Massachusetts, EUA). As laminas também foram observadas no microscopio

invertido Eclipse Ts2 (Nikon®, Téquio, Japéo).

Quadro 5: Anticorpos usados me especificagfes.CD44: cluster de diferenciacdo 44; COL2A1:
colageno tipo 2 alfa 1; BCL-2: proteina 2 do linfoma de células B. FITC: isotiocianato de fluoresceina
HRP: horseradish peroxidase; DAB: 3,3'diaminobenzidino TR: Texas red. ¥ O sistema consiste em
um polimero marcado com HPR que é conjugado com os anticorpos secundario. Fonte:autor
(2019).

Anticorpo Origem Diluicéo Anticorpo Cor
Primario Secundario/ Diluicao
fluoroéforo
Anti-CD44 1:200 conjugado Vermelho
1:300
Anti-Col2al coelho 1:150 Anti-coelho IgG Verde
FITC 1:300
Anti-Bcl2 camundongo 1:200 Anti-camundongo Vermelho
TR 1:300
Anti-caspase-3 cabra 1:200 Anti-cabra Verde
FITC 1:300
Anti-agrecano  camundongo 1:100 Sistema DAKO Marrom
Envision¥ 1:50

3.13 Inducéo cirurgica de osteoartrite
Ratos Wistar (Rattus novergicus) (n=20), machos, com 250g de peso em média e 3

meses pos desmame foram anestesiados com ketamina (Dopalen®) al00mg/kg e xilazina
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(Anasedan®) a 10mg/kg, por via intraperitoneal. Foi realizada a tricotomia do joelho direito e
assepsia com alcool 70%, seguido por uma incisdo longitudinal da pele. A céapsula articular
medial foi exposta, paralela ao ligamento colateral medial. O osso patelar foi rebatido a lateral
para visualizacdo das estruturas. O menisco medial foi removido (MM) e o ligamento colateral
medial foi transeccionado (TLCM) (BENDELE, 2001). O grupo falso-operado (SHAM) foi
submetido apenas a incisdo da pele. A sutura interna e externa dos tecidos e pele foi feita com
Vycril 5-0 cromado e Nylon 4-0, respectivamente. O monitoramento pds-operatorio foi
realizado nas primeiras 48h com analgesia de Dipirona (500mg/Kg), a cada 8h, por via
intramuscular, antes do recolhimento ao biotério de fisiologia e farmacologia. Os animais foram
mantidos com regime de agua e racdo ad libitum. As fotos das etapas do processo cirurgico

estdo dispostas na figura 12.

Figura 12: Etapas da cirurgia do modelo de osteoartrite baseado na menisectomia medial (MM)
associada a transeccdo do ligamento colateral medial (TCLM). Em (A) observa-se o animal em
deculpito dorsal sob efeito anestésico. Com auséncia de reflexos motores, a perna direita do animal foi
tricotomizada (B) e a incisdo (C) longitudinal paralelaao LCM (D). O LCM é cortado (E) enquanto que
0o MM ¢é removido, como nota-se a presenca (seta vermelha) desse elemento na parte lateral da
articulacéo e auséncia na parte medial no momento da eutanasia (F) Fonte: autor (2019).
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3.14 Grupos experimentais e tratamento in vivo

Ap0s 60 dias do procedimento cirdrgico, os animais foram distribuidos no grupo falso
operado e aleatoriamente em 4 grupos experimentais de intervencdo conforme disposto na
tabela 2. Os ratos foram pesados diariamente por 20 dias na mesma balanc¢a, no horério entre
10:00-12:00 e antes da administracdo da intervencdo por gavagem. No 21° dia, 0s animais
foram eutanasiados com 1mL de KCL intracardiaco sob efeito anestésico. Os 0ssos da tibia e

do fémur foram removidos para processamento posterior.

Quadro 6: Distribuicdo dos animais nos grupos experimentais e regimes de tratamento. Fonte:
autor (2019).

Grupo Tratamento n
SHAM PBS1xDMSO5% 4
PBS1xDMSO5% 4
PBS1XxDMSO5% + ATV 1mg/kg/dia 4

MM+TLCM i
PBS1xDMSO5% + ATV 10mg/kg/dia 4
PBS1xDMSO5% + PRED 10mg/kg/dia 4

3.15 Processamento histoldgico e marcacgao proteica in vivo

O fémur e a tibia do joelho direito de cada animal foram fixados em formalina
tamponada 10% por no minimo 24h. Em resumo, foi feito manualmente e consistiu de
descalcificacdo com &cido formico a 5% durante 4 dias e troca de solugdo a cada 24h. Em
seguida as amostras foram progressivamente desidratas com alcool etilico 70% a 100% e
diafanizadas em 2 etapas distintas de xilol puro por 1 hora em cada etapa. Os céndilos femurais
e tibiais foram incluidos em parafina para confecgdo dos blocos histologicos e cortes frontais
de 5um foram corados com hematoxilina-eosina e Safranina-O fast green (KAMEKURA et al.,
2005; KAY et al., 2010). As fotos das ldminas foram obtidas pelo microscépio invertido Eclipse
Ts2 (Nikon®). O sistema de graduagao histolégica/histoquimica modificado de Mankin (anexo
3) foi utilizado para analise quantitativa dos achados (PAULI et al.2012, Ozcan et al. 2017).

A marcacdo proteica do agrecano foi feita pela técnica de imunohistoquimica (LI et al.,
2017). Em suma, os cortes frontais dos 0ssos tibiais foram submetidos a duas etapas. A primeira
parte compreende o0s processos de desparafinizacdo, hidratacdo, recuperacdo antigénica,
blogueio da peroxidase enddgena e ligacdes inespecificas, com incubagdo 24h com o anticorpo

primario. Na segunda etapa, ocorreu a incubacdo do polimero de amplificacdo (HRP) por 1h a
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temperatura ambiente e do crom6geno DAB por 2 minutos. As ldminas foram coradas pela
hematoxilina e o processo inverso da primeira etapa foi realizado para que as laminas fossem
montadas com Entellan® (Merck Millipore). As laminas foram escaneadas no equipamento
Pannoramic MIDI Il automatic digital slide scanner (3DHISTECH Itd, Budapeste, HUN). As
Fotos de toda a extensdo da cartilagem foi tirada no programa Pannoramic viewer versao 1.15.4
(3DHISTECH Itd, Budapeste, HUN). A guantificacdo de condrdcitos totais e marcados para a
presenca de agrecano foi realizada com auxilio do programa Image J versdo 1.52a. (National
Institute of healthy, Maryland, EUA).

3.16 Anélise estatistica

O software estatistico utilizado nas analises foi o GraphPad PRISM® versdo
6.01(GraphPad Software Inc., California, EUA). Para averiguar a normalidade das variaveis
utilizou-se o teste de D ’Agostino-Pearson omnibus normality test. Para comparacao dos dados
com distribuicdo normal foram utilizados o teste pareado t student e o ndo-pareado One-way
ANOVA. Para os resultados que ndo possuiam distribuicdo normal, foi utilizado o teste nao
paramétrico pareado Wilcoxon signed-rank test. A significancia estatistica aceita quando o

valor p foi <0,05.


https://en.wikipedia.org/wiki/Wilcoxon_signed-rank_test
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4. RESULTADOS

4.1 Toxicidade da atorvastatina em células de voluntarios sadios

As células mononucleares do sangue periférico de trés voluntarios sadios foram testadas
em triplicata experimental frente as concentracdes 0,1;1;10;50 e 100puM. Como ilustrado nos
graficos da figura 12, as viabilidades das concentracfes da atorvastatina em relacao a solugédo
contendo apenas o veiculo (DMSO 0,1%) foram, em valor percentual e ordem crescente de
concentracéo, 89,5+1; 83,4+6; 81,5+ 8; 84+ 9 e 80,9£1, respectivamente.

Figura 13: Percentual médio de viabilidade em PBMCs de voluntérios sadios tratados in vitro com

diferentes concentracdes de atorvastatina. ATV: atorvastatina; uM: micro molar Fonte: Elaborado
pelo autor (2019).
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4.2 Producdo de citocinas por PBMCs de pacientes com osteoartrite apds tratamento in

vitro com atorvastatina.

As concentragdes avaliadas no ensaio de citotoxicidade apresentaram viabilidade acima
de 80%. Dessa forma, todas foram avaliadas quanto ao potencial de modular a quantidade de

citocinas no sobrenadante de cultura no tempo de 24h.

A adicdo da atorvastatina, nas concentracdes de 50 e 100uM, diminuiu a quantidade
TNF no sobrenadante de cultura quando comparada a condi¢do de estimulo com PMA e
lonomicina (Figura 13A). Para estas concentragdes, as comparagdes obtiveram significancia

estatistica com p=0.0046 e p=0.0008, respectivamente. O mesmo efeito de inibi¢cdo também foi
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observado no controle anti-inflamatério, metilpredinisolona (MP), a 100 uM (p=0,0008). Em
relacdo a quantificacdo de IL-10, todas as concentracdes da atorvastatina diminuiram, de
maneira significante, a secrecdo desta citocina no sobrenadante. Em ordem crescente de
concentragdo, os valores de p foram 0,009; 0,007; 0,0002 e <0,001. Contudo, a
metilprednisolona ndo diminuiu de maneira significante os niveis dessa citocina (figura 13B).
Também néo houve diminuicdo dos niveis de IL-1p e IL-6, 0s quais apresentaram discreto

aumento concentracdo-dependente.

Figura 14: Niveis de A) TNF B) IL -10 C) IL -1 D) IL -6 no sobrenadante de cultura de PBMC
de pacientes com osteoartrite. As linhas horizontais representam os valores da mediana de cada
condicio e o intervalo interquartil 5-95%. ATV: atorvastatina, lono: ionomicina; MP:
metilprednisolona; uM: micro molar; PMA: phorbol myristate acetate; pg/mL: picogramas por mililitro.
Fonte: Elaborado pelo autor (2019).
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4.3 Toxicidade da atorvastatina em condrécitos murinos

O ensaio de citotoxicidade em condrécitos murinos foi realizado em triplicata
experimental de 3 culturas primarias independentes. Os dados obtidos revelaram que as células

apresentaram viabilidade acima de 70% apenas nas menores concentragdes de ATV (0,1, le
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10uM). A média das viabilidades para estas condi¢Ges foram de 92,3+6% 78,5+10%; 88,6+£9%,
respectivamente. As concentracfes de 50 e 100 uM, mostraram toxicidade pronunciada com
percentual médio de células metabolicamente ativas de 59,6+15% e 52,5+12%,
respectivamente.

Figura 15: Percentual médio de viabilidade em condrdcitos murinos tratados in vitro com
diferentes concentracdes de atorvastatina. ATV: atorvastatina; uM: micro molar. Fonte: autor (2019).
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4.4 Avaliacao do efeito da atorvastatina na morte por apoptose em condrocitos murinos

in vitro

A quantificacdo dos condrocitos induzidos a apoptose foi verificada através do
percentual de células duplamente marcadas com a anexina V-FITC e iodeto de propidio. A
andlise preliminar dos dados revelou que a IL-1p aumentou o percentual médio de células em
apoptose de 3,9% para 5% no tempo de 24h. O tratamento da atorvastatina a 1uM mais do que
duplicou a porcentagem de células duplo-positivas para 11%. Contudo, a concentracdo de
10uM reduziu a quantidade de apoptose para 2,9%, niveis préximos ao controle sem o estimulo
da IL-1B. A figura 15A mostra o grafico do percentual de células em morte de 2 ou trés

experimentos independentes.
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Figura 16: Efeito da atorvastatina na morte celular induzida por IL-1p em condrocitos. Em 15A,
esta ilustrado a estratégia de delimitagdo da populacéo alvo (P1) por tamanho (FSC-A) e granulosidade
(SSC-A). Os graficos de pontos demonstrados em 15B sdo representativos de cada condigdo
experimental. Em 15C, o quadrante Q1-LL limita a area de células vidveis, em Q1-UL estdo as células
mortas por necrose (IP+) enquanto aquelas apenas positivas para Anexina encontram-se no Q1- LR. Os
condrdcitos duplamente marcados no quadrante Q1-UR sdo células apoptoricas. LL: low left; UL: upper
left: LR: low right; UR: upper right Fonte: autor (2019).

e c Plot 5: ADS cel M Plot §: A0S IL-1b
A § Goe: o crirg] o Gate: P1 « Gate: P1
LN "s JaT-0L “ﬁgm-m Q1-UR
20.4% 20,8% 6,6%
EF %y
LY 94
« o 3 < %
§ s e
(' = w E|
- v . b EE
0 000 4.000.000 6,800,643 E = |
FSC-A Y %o
301-LL QtLR 3 Q1-LR
s A T et 5 T
B - R S .
FL1-A FL1-A
15
o Plot 5: A1 il-1b+ atv
% o Gate: P4 . ZI:IZ?;,‘BUSIB"AWW
- ~ ‘ :
8 104 3 g1-UL Qi-UR "3 Ja1-uL G1-UR
£ £.0% 11,0% T Sk
2 N a4 a]
5 E i E
: T : z
o 5 % o %o
-] Py E =
z b . & <, 3
W =
© | | T 3 g 3
0 T T T R %o
5 + + + IL-1B 10ng/imL 3 E
4 4 d
+ 5 ATV 1uM F01-LL Q1-LR Jo1-LL -
73 ?I.i[IITI?\'I T T T i II-;‘EI:&””‘“ TTICTTTT mm} gn?r'r;m
+ ATV 10pM ot ¥ R o2 B2
FL1-A FL1-A

4.5 Marcacao proteica in vitro de Caspase-3 e Bcl-2 em condrocitos murinos

A andlise qualitativa das proteinas pro apoptotica caspase-3 e Bcl2 foi realizada através
da imunocoloracdo de fluorescéncia indireta. Os condrdcitos, em seu estado basal, expressaram
no citoplasma a proteina anti-apoptética Bcl-2. N&o foi observado, porém, a presenca da
caspase-3. Na condicdo apenas de estimulo com IL-1p, foi possivel visualizar a co-marcacgéo
de caspase-3 e Bcl-2. A caspase-3, no entanto, foi detectada no nucleo dos condrocitos. O
tratamento com a atorvastatina 1M apresentou as marcacfes das proteinas de maneira
semelhante a condicdo basal, ou seja, ndo houve expressdo de caspase-3. Na maior
concentracdo da atorvastatina, observou-se a dupla marcacdo proteica de caspase-3 nuclear e
Bcl-2 citoplasmatica. Contudo, a marcacgéo de caspase-3 aparentou visualmente ser mais intensa
enquanto que a Bcl-2 foi menos marcada em relagdo ao estimulo de IL-1p. Os ensaios foram
realizados em trés experimentos independentes e as fotos representativas de cada condigéo estdo

dispostas na figura 17.



Figura 17: Fotomicrografia de condrécitos murinos marcados in vitro para as proteinas caspase-
3 (verde) e Bcl-2 (vermelho (100X). As fotos microscopicas representam os condrotcitos em estado
normal (primeira linha), estimulo com IL-1p (segunda linha) e tratamento com Atorvastatina 1(terceira
linha) e 10uM (quarta linha) em cultura primaria de condrécitos murinos no tempo de 24h. Os nlcleos
dos condrécitos estdo marcados pelo DAPI (azul). Escala 100um.DAPI: dicloridrato de 4 ', 6-diamidina-
2'-fenilindole. Fonte: autor (2019).
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4.6 Marcacao proteica in vitro de agrecano em condrocitos murinos

Dando continuidade a avaliagdo proteica in vitro, a detec¢do do agrecano foi realizada
através da técnica de imunocitoguimica indireta. Apos 24h de cultura, foi observado a marcacgéo
do agrecano (marrom) na condicdo de condrécitos sem nenhum estimulo. A marcacdo do
agrecano revelou a morfologia poligonal, tipica de condrdcitos in vitro. Na presenca de IL-18,
contudo, a morfologia evidenciada pela deteccdo do agrecano revelou um citoplasma mais
alongado, menos marcado que a condicao basal ou quase ausente em algumas células. Na figura
18C, nota-se que a células estimuladas por IL-1p e tratadas com ATV a 1uM exibiram marcacao

mais intensa que o estimulo de IL-1B e uma morfologia mista. Alguns condrécitos apresentaram
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citoplasma mais abundante & marcacdo do agrecano enquanto outros permaneceram com 0
citoplasma delgado. Entretanto, na maior concentragdo da ATV (10 uM), os condrocitos
permaneceram com o citoplasma mais alongado, apesar da marcacao do agrecano ter sido mais
evidente que a condicao apenas com IL-1p.

Figura 18: Fotomicrografia representativa de condrdcitos murinos marcados in vitro para o
proteoglicano agrecano (marrom) (100X). As fotos microscopicas representativas de duas culturas
independentes de células na auséncia (A) e presenga do estimulo IL-18 (B), IL-1p e tratamento
concomitante de atorvastatina nas concentragcdes de 1uM (C) e 10uM (D) durante 24h. Os nucleos
celulares foram corados por hematoxilina. Escala 100um. Fonte: autor (2019).
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4.7- Avaliacéo do peso corporal de ratos submetidos &8 MM associada a TLCM e tratados

com atorvastatina e prednisona.

Apos 60 dias da indugdo, os animais iniciaram o protocolo de tratamento. Todos os dias,
os ratos foram pesados com o objetivo de calcular a concentracdo correta dos farmacos para
cada kilograma do peso corporal. Dessa forma, foi possivel analisar a variacdo do peso durante
0 periodo de 20 dias conforme demonstrado nos graficos da figura 19.

Figura 19: Variacdo do peso corporal de ratos Wistar induzidos a modelo cirdrgico de
osteoartrite. A média diaria dos pesos dos animais de cada grupo esta disposta em (A) enquanto em (B)

encontra-se a comparacao individual dos ratos de seu peso no inicio e final do tratamento. ATV:
atorvastatina; inicio; F: fim; mg/kg: miligrama por kilograma; PRED: prednisona. Fonte: autor (2019).
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A comparacao entre 0s grupos mostrou que ndo houve diferenca estatistica significante
do peso médio dos animais no inicio do tratamento (p=0,7254). O mesmo resultado foi
verificado ao final do estudo (p=0,7977). A analise pareada intra-grupo também ndo mostrou
diferenca entre 0 peso no comeco e ao término da intervengdo. A condi¢do prednisona, a qual

observou-se uma variacdo maior entre o peso inicial e final, obteve valor de p=0.1042.

4.8 Analises histologicas dos condilos tibiais de ratos submetidos a MM associadaa TLCM

e tratados com atorvastatina e prednisona.

Com o intuito de avaliar as alteraces histoldgicas induzidas pelo modelo adotado o
instrumento de classificacdo histologica/histoquimica de Mankin foi utilizado (anexo 3). Do
total de ldminas 17 ldminas confeccionadas, 3 ndo puderam ser analisadas devido a qualidade

do tecido no momento da avaliacdo histolégica. Para o processamento histologico, os 0ssos do
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fémur e da tibia foram emblocados em parafina separadamente. Até o presente momento,
apenas as tibias completaram todo o protocolo experimental. Portanto, o grafico da figura 20

apresenta as pontuacdes médias referentes apenas a por¢ao medial do joelho direito dos animais.

Figura 20- Avaliacdo do dano articular pela graduacdo de Mankin em modelo cirdrgico de
osteoartrite em ratos. As colunas representam as medianas da pontuacdo de Mankin uma vez que 0s
dados ndo seguem distribui¢do normal. As figuras geométricas representam a média da pontuacéo de
cada animal feita por 3 avaliadores independentes. CONT: controle; ATV: atorvastatina, PRED:
prednisona; mg/kg: miligrama por kilograma. Fonte: autor (2019).
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A avaliacdo preliminar dos cinco grupos mostrou que os animais falso-operados
obtiveram a menor pontuacdo do escore de Mankin, com valor de mediana igual a 0,66, dentre
todos os grupos. A alteracéo identificada nas laminas que receberam pontuacdo neste grupo
referiu-se a presenca de irregularidades na superficie da cartilagem.

No grupo controle, o qual foi realizado o procedimento cirdrgico e tratamento somente
com o veiculo, solu¢do salina mais DMSO 5%, o valor mediano da pontuacao correspondeu a
4,83, com minimo de 4 e maximo de 5,66. As alteracdes identificadas nas laminas desses
animais foram a presenca de irregularidades de superficie, reducdo severa da coloracdo por

safranina-o e ruptura da linha de maré por vaso sanguineo.

O tratamento com atorvastatina na dose de 1mg/kg/dia reduziu a pontuacdo média para
3, minima de 2 e maxima de 4,66 pontos. Os achados mais marcantes deste grupo incluiram
irregularidades de superficie, fibrilacdo superficial e reducdo moderada da coloracdo por
safranina-o. O grupo tratado com atorvastatina na dose de 10mg/kg/dia atingiu a maior
pontuacédo dentre as intervencdes. Com mediana de 4,16 as alteracdes identificadas nesse grupo



64

foram irregularidades de superficie, reducdo severa e areas com auséncia quase total de

impregnacao de safranina-o e zona de hipocelularidade.

A pontuagdo média do grupo com tratado com prednisona (10mg/kg/dia) foi semelhante
a atorvastatina na mesma concentra¢do. A mediana para este grupo foi de 4,083 - minimo de
2,66 e maximo de 5,5. Neste grupo foi possivel observar, além de outras alteragdes, presencga

de fissuras até a zona de transicao.

A figura 21 ilustra os parametros histolégicos avaliados pelo escore de Mankin e

identificados nas laminas dos ratos submetidos a intervencao neste estudo.

Figura 21: Fotomicrografias de cortes histoldgicos da por¢do medial dos condilos tibiais de ratos
Wistar submetidos a inducéo de osteoartrite e tratados com atorvastatina e prednisona (100X).
As imagens contidas na primeira coluna foram de ldminas coradas por hematoxilina/eosina e na segunda
coluna, por safranina-o. Na primeira linha (A) encontra-se a imagem representativa do grupo falso
operado; a linha da imagem (B) encontra-se o grupo controle, na qual identifica-se alteracfes de
superficie (seta preta), area com reducdo de células e diminuicdo da marcacdo de safranina-o (cor
rosa/roxa); em (C) estd o grupo da ATV 1mg/kg/dia, com presenca de fibrilagdo superficial (seta
vermelha); na linha (D) est4 a imagem do grupo ATV 10mg/kg/dia onde € possivel visualizar a redugéo
da safranina-o e celularidade e em (E) encontra-se as imagens do grupo PRED 10mg/kg/dia, onde é
perceptivel alteracdes de superficie e presenca de fissura. Fonte: autor (2019).
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4.9 Marcacdo do agrecano nos condilos tibiais de ratos submetidos a MM associada a
TLCM e tratados com atorvastatina e prednisona.

Para avaliacdo in vivo da expressdo do agrecano, a deteccdo deste proteoglicano nos
cortes histoldgicos foi realizada por imunohistoquimica. O efeito do tratamento foi estimado
por meio da propor¢do de condrdcitos marcados para o agrecano em relacgéo ao total de células

presentes na cartilagem.

Em todas os cortes, foi observado que a expressdo do agrecano foi localizada nos
condrons, ndo ultrapassando o limite das lacunas. A avaliacdo semi-quantitativa revelou
diferenca de percentual de condrécitos positivos dentro do mesmo grupo experimental e entre
as diferentes intervengdes. O resultado semi-quantitativo esta descrito na tabela contida na
figura 22A.

Figura 22: Condrocitos positivos para o agrecano em cortes histolégicos da cartilagem de ratos
conduzidos em protocolo experimental de osteoartrite. (A) Analise semi-quantitativa do percentual
de condrécitos marcados para o proteoglicano entre 0s grupos experimentais. A avaliacéo foi realizada
em toda a extensdo das zonas superficial a profunda (seta vermelha). As células marcadas estdo
identificadas por “M” e ndo coradas por “NM” nos cortes representativos do grupo sham (B) e controle
(C). ATV: atorvastatina; CONT: controle; PRED: prednisona. Fonte: autor (2019).
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5. DISCUSSAO

A proposta do presente estudo foi avaliar o efeito da atorvastina em moléculas
envolvidas nos processos inflamatério e de apoptose celular, considerando estes eventos
importantes para o catabolismo articular da osteoartrite. A escolha de estudar uma estatina surge
devido esse grupo farmacoldgico ter mostrando potencial beneficio clinico em diversas
indicacdes terapéuticas (MILLER et al.,2014; KAVALIPATI et al., 2015).

Inicialmente, avaliou-se a capacidade da atorvastatina, estatina sintética amplamente
usada na pratica clinica (JELLINGER et al., 2017), em inibir a secrecédo de IL-1p, IL-6, IL-10
e TNF no sobrenadante de cultura de PBMCs de pacientes. Apenas os niveis de TNF e I1L-10
foram diminuidos de maneira significativa no sobrenadante. Os resultados encontrados foram
congruentes a outros estudos que investigaram a modulagéo de estatinas em PBMCs de outras
doencas (FERRARI et al., 2011; NAKAGOMI et al., 2012). Apesar de néo investigado neste
estudo, o NF-kB, fator de transcricdo central do TNF, foi negativamente regulado pelas estatinas
em relatos anteriores (ORTEGA et al., 1999; HOLSCHERMANN et al. 2006; LANZERINNI
et al., 2007). Entretanto, a inibicdo do TNF de maneira isolada deve ser vista com cautela uma
vez que, em estudos clinicos controlados, apenas subgrupos de pacientes se beneficiaram do

uso dos anticorpos monoclonais bloqueadores de TNF (HERMANN et al.,2018).

Em relacdo a IL-10, Perucha e colaborares (2019) recentemente propuseram que a
perturbacéo da via do colesterol induz a inibi¢do especifica da expressdo de IL-10 em linfocitos
TCD4" humanos. No estudo, bem desenhado, foi demonstrado que a adicdo de atorvastatina ou
25-hidroxicolesterol reduziu, de maneira dose-dependente, 0s niveis transcritos e proteicos de
IL-10 e de c-maf, fator de transcri¢do regulador de IL-10. Esse efeito foi revertido com a adigédo
de colesterol a cultura, demonstrando ser colesterol-regulado. Além do mais, foi demonstrado
que individuos pré-dispostos ao desenvolvimento de AR e baixa expressao génica de enzimas

da via do colesterol, apresentaram uma progressao livre de artrite menor.

A IL-10 foi identificada pioneiramente por Mosmann e colaboradores em 1989 e tem
papel central na auto-limitacdo da resposta inflamatoria (OUYANG et al., 2011; LYER et al.,
2012). Partindo desse pressuposto, seria pertinente investigar se a inibicdo das estatinas sobre
os linfocitos produtores de IL-10 promoveria impacto local na cartilagem. Outro ponto
interessante é se esse mecanismo € linfocito-dependente uma vez que, outros tipos celulares

também produzem IL-10. Na articulacdo, por exemplo, condrocitos e fibroblastos sinoviais séo
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capazes de produzir IL-10 e expressam constitutivamente o seu receptor (IANNONE et
al.2001).

Em relacdo as citocinas IL -1B e IL -6, essas ndo foram inibidas pela acdo da
atorvastatina. Assim como o TNF, a transcri¢do da forma inativa da IL-13 e a IL-6 s&o reguladas
via ativagdo do NF- kB (LIU et al., 2017). Em estudos prévios também ndo houve a diminuigéo
da IL-1p por agdo de alguma estatina (MONTEIRO et al., 2000; BESSLER et al., 2005; KUJIC
et al., 2007; LINDHOLM et al.,2007).

Brandyn e Schertzer (2015) propuseram que as estatinas poderiam aumentar a atividade
da caspase-1 via ativacdo do inflamassoma. A caspase-1 € a enzima proteolitica capaz de clivar
a pro-1L-1p em sua forma ativa e secretavel. E sugerido que a diminuicdo dos intermediarios
da via do colesterol seja interpretada pela célula como sinal de alarme para presenca de distdrbio
metabdlico (BRANDYN et al., 2015). Em células de individuos sadios, porém, foi demonstrado
que a IL-1B e IL-6 foram inibidas pela acdo da atorvastatina e da lovastatina (JAMEEL et al.,
2013). Podemos inferir que a ativacdo de NF- kB e sintese da pré-1L-1p ndo seria afetado pela
posterior acdo das estatinas em um ambiente inflamatério. Consequentemente, apesar de atuar
na inibicdo do NF- Kb, o conteldo previamente sintetizado de pro-IL-1p seria clivado e
secretado. A acdo preventiva a sintese, nesse caso, talvez seja a melhor estratégia para inibir in

vitro a secrecédo de IL-1p.

A modulacdo da IL-6 pelas estatinas se mostra controversa entre os estudos. Em
culturas de fibroblastos sinoviais, células musculares lisas e PBMCs, as estatinas modularam
negativamente a secrecao de IL-6 (YOKOTA et al., 2006; Loppnow et al. 2011). Contudo, em
nosso estudo e na pesquisa conduzida por Bessler e colaboradores (2005) foram observados
niveis aumentados desta citocina. Chen (2005), ao investigar a cultura de fibroblastos orbitais,
descreveu que a transcri¢do e producédo da IL-6 foi induzida por IL-1 B na cultura. Apesar de
ser um unico estudo e em um tipo celular diferente, o resultado de I1L-6 neste trabalho nos faz
questionar se a IL-1p ndo modulada pela atorvastatina poderia ter tido influéncia na secre¢do
da IL-6. O padréo de secrecdo de ambas as citocinas nas concentragdes de encontram-se

semelhantes neste trabalho.

A osteoartrite € notadamente mais estudada a nivel de cartilagem. Contudo, estudos em
bidpsias sinoviais de pacientes com osteoartrte identificaram aumento do infiltrado de linfécitos
T, B na articulagdo (NAKAMURA et al. 1999; BENITO et al., 2005). Através do ensaio de

microarranjo de DNA, foi demonstrado que as PBMCs de pacientes com osteoartrite
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apresentaram aumento da transcrigdo dos genes relacionados a: apoptose (CASP1,4,8); familia
do receptor do TNF (TNFRSF1A, TNFRSF9); IL-1B (IL1B, IL18) e expressao diminuida da
familia do gene BCL2 quando comparado a controles sadios (CHAND et al 2016). Foi
demonstrado, entdo, evidéncia de que a assinatura molecular patogénica da OA, inflamagdo e

morte celular, ndo se restringe apenas a cartilagem.

Como sugerido por Chand e colaboradores (2016), a intervencao terapéutica, a esses
alvos em PBMCs, seria uma alternativa para controlar a progressao da OA. Neste trabalho, foi
realizada uma anélise transversal da atividade da atorvastatina sobre os mediadores
inflamatorios. Contudo, € preciso realizar uma avaliagdo de seguimento, com a dosagem de
citocinas e correlacdo clinica antes e apds o uso da estatina, para dimensionar o real impacto a

nivel sistémico.

Prosseguindo com a avaliacdo a morte celular, nés avaliamos inicialmente a taxa de
apoptose. Consideramos células apoptéticas somente aquelas duplamente marcadas para
exposicdo da fosfatidilserina de membrana (anexina) e intercalacdo de DNA (iodeto de
propidio). No tempo de 24h, observamos que a taxa de células em apoptose, apds estimulo de
IL-1pB, ndo foi tdo expressiva quanto o percentual relatado em estudos anteriores (ZHOU et al.,
2008; XUE et al., 2015; WANG et al. 2019). Entretanto, em um estudo que avaliou o efeito
preventivo da pravastatina, estatina hidrofilica, os valores encontrados foram semelhantes ao
descrito em nosso estudo, em média de 7,5%. O tratamento com a pravastatina a 20uM, reduziu
em média apenas 1% dos condrdcitos apoptoticos (MAO et al., 2018). Em nosso trabalho,
somente a concentracdo de 10uM obteve resultados satisfatorios quanto a reducdo.
Curiosamente, a menor concentracdo (ATV 1uM) aumentou o percentual médio de morte
celular. Mao e colaboradores (2018) manifestaram a possibilidade da IL-1, em estagios
iniciais, impactar mais a inducdo de senescéncia e no catabolismo de MEC. A atividade da ATV
10uM foi mais efetiva do que dobro da concentracdo de pravastatina. As duas diferem quanto
a solubilidade, sendo a ATV lipofilica. Essa caracteristica facilita a passagem pela membrana

celular e, assim, a observacédo da sua atividade em maior magnitude (SCHACHTER, 2005).

No tocante a expressdo proteica das vias de morte, os tratamentos com as diferentes
concentracfes de ATV mostraram efeitos contrarios em relacdo a caspase-3. Em baixa dose de
ATV, verificamos que ndo houve marcacdo de caspase-3 enquanto que a 10uM a marcacgéo
nuclear ficou bem evidente. Em modelo de osteoartrite induzido por alta concentragdo de
glicose, Hosseinzadenh e colaboradores (20019) mostraram que baixas concentractes de ATV
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(0,1 e 0,01 pM) foram capazes de inibir significativamente a expressdo de moléculas pro-
apoptoticas como Bax e caspase 3 clivada. Efeito similar foi por descrito por ZHOU (2017) ao
avaliar a inibicdo do transcrito da caspase-3 pela lovastatina a 2 uM. Em relacdo a Bcl-2,
observamos a marcacgdo da expressdo em todas as condi¢cGes e de maneira menos marcada

quando acrescentada a maior dose da atorvastatina.

O papel das estatinas no processo apoptético é controverso. Estudos em cancer e em
concentra¢Bes acima delOuM evidenciaram uma sinalizacdo mais pré-apoptotica. Todavia,
trabalhos com células normais e em baixas concentragdes < 5M, houve prevaléncia da cascata
anti-apoptotica (WOOS et al., 2013). A interrupgdo da biossintese do colesterol com altas
concentracOes de estatinas, parece ser um gatilho para sinalizacdo de morte celular
(ALIZADEH et al., 2017; CHIMENTO et al.,2019). Talvez, a expressdo mais acentuada de
caspase-3 e menos marcada de Bcl-2 na condicdo de 10uM possa ser reflexo desse mecanismo.

Em nosso estudo, investigamos de maneira qualitativa a expressao e localizacdo das
proteinas. Contudo, ndo é possivel afirmar que a marcacao de caspase-3 nuclear seja indicativa
de um processo de apoptose ativo. A sua translocacao ao nicleo € apenas sugestiva do processo
ja que sua forma inativa também foi descrita nesse compartimento (RAMUZ et al. 2003;
PROKHOROVA et al. 2018). Para confirmar que houve apoptose € necessario avaliar 0s

produtos finais das caspases como PARP-1 clivado, por exemplo (CHAITANYA et al. 2010).

Ao avaliarmos o agrecano, foi possivel visualizar aparente mudanca morfoldgica das
células. No estimulo com a IL-1B, os condrocitos apresentaram citoplasma mais alongado ¢
menos marcado para o proteoglicano. Li e colaboradores (2017) mostraram resultado
semelhante na reducdo de agrecano e coldgeno tipo 2. Nosso resultado corrobora com achados
anteriores que demonstaram que a IL-1p diminuiu a expressdo de proteinas caracteristicas do
fenotipo celular, tais quais agrecano, colageno tipo 2 e SOX9 (TANG et al.,2017). O SOX9 é
o fator de transcricdo regulador dos genes do agrecano e do colageno tipo 2. Em condrocitos, a
expressdo diminuida de SOX9 aumentou a sintese das proteinas colageno tipo 1 e alfa actina
de musculo liso (a-SMA), caracteristicas de fibroblastos (HARDINGHAM et al. 2006). Apenas
com a concentracdo de ATV 1uM, noés identificamos algumas células com citoplasma de
semelhante a condicdo basal. Terabe e colaboradores (2019) demonstraram que a sinvastatina
(5uM) induziu a expressdo de SOX9, reduziu a-SMA e restabeleceu a morfologia original.
Alteragdes morfologicas impactam diretamente a funcionalidade dos condrécitos. O trabalho
de Chen (2015) revelou que a IL-1p por 24h aumentou a expressao de polimeros de F-actina.
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Consequentemente, houve o aumento da rigidez celular promovido pelos polimeros. Essa
mudanca citoesquelética comprometeu a resposta contratil induzida por agonista. Dessa forma,
foi demonstrado que a IL-1p in vitro através de alteracdes morfologicas pode interferir nas

propriedades mecénicas dos condrocitos.

Por fim, investigamos a atividade da atorvastatina em um modelo cirdrgico de
osteoartrite em ratos. Durante o protocolo, trés animais foram eutanasiados: dois por
micoplasmose e um animal por diminuicdo acentuada de peso. A micoplasmose é uma infeccao
causada pelo agente mycoplasma spp., que muitas vezes se apresenta de maneira subclinica.
Foi relatado que, em locais de experimentacdo animal, a taxa de infeccéo seja em torno de 75-
80% (CEOLA et al., 2016). E provavel que, transitoriamente, a baixa imunidade provocada
pela cirurgia tenha promovido a exacerbacdo dos sinais clinicos dos animais que estavam
infectados. O terceiro animal que ndo completou o protocolo, perdeu peso de maneira acentuada
nos primeiros 9 dias. Esse animal pertencia ao grupo tratado com prednisona 10mg/Kg/dia. LI1U
e colaboradores (2011) demonstraram que a hidrocortisona promoveu a perda de peso corporal,
apetite e expressao peptideo regulador do apetite no hipotalamo de ratos obesos e nao obesos.
Em nosso caso, ndo podemos afirmar que houve diminui¢do do consumo de ragdo, uma vez que
ndo realizamos o controle metabdlico das gaiolas. Entretanto, no geral, ndo houve diferenga
significativa do peso entre 0s grupos e antes e apds o tratamento. Dessa maneira, a perca ou
excesso de peso ndo foi fator influenciador na progressdo do modelo entre os grupos

experimentais.

Em relacdo ao modelo, a remogdo do menisco medial associada a ruptura do ligamento
colateral medial promoveu alteracdes histopatoldgicas mais significativas a nivel de platé tibial.
Esse resultado foi esperado uma vez que, 0 menisco medial é inserido no platd da tibia e é
responsavel por distribuir a carga axial de maneira uniforme pelo compartimento (CRUZ et al.,
2017). Em nosso estudo, o grupo ndo tratado apresentou modifica¢des histoldgicas compativeis
ao processo degenerativo. Foi possivel observar a perturbacdo da integridade superficial, perda
de condrdcitos e proteoglicanos. Isso ocorre porque em modelos com remocao de menisco, a
cartilagem absorve diretamente o impacto mecéanico (BENDELE et al., 2001; JANUSZ et al.,
2002). Para inducéo de lesbes mais severas, alguns protocolos recomendam esperar entre 6 e 8
semanas. Nos realizamos o modelo com 8 semanas e, no entanto, ndo foi possivel identificar
uma destruicdo severa no grupo nao tratado (ZHANG et al.2016; FEI-HAN et al., 2017; ALI
et al., 2018). E preciso prosseguir com avaliagido do compartimento medial do osso femorais

destes animais.
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Verificamos que alguns animais dos grupos tratados apresentaram diminui¢do no escore
de degeneracdo histologica. O grupo tratado com ATV 1mg/kg/dia revelou resultado mais
promissor, com mediana abaixo do grupo ndo tratado. Os grupos tratados com ATV e PRED a
10mg/kg/dia mostraram resultados individuais contrarios. Em cada condi¢do, metade da
populacdo diminuiu os achados histologicos de degeneracédo, indicando possivel melhora ao
tratamento, enquanto que os demais a pontuacdo foi mais alta em relacdo ao controle. Em
relacdo ao agrecano, a expressdo do proteoglicano se mostrou bastante heterogénea entre o0s

grupos.

A prednisona é um corticoide usado na rotina ambulatorial e, neste trabalho, serviu
como referéncia de um farmaco tem potente atividade anti-inflamatéria. Em recente ECR
duplo-cego controlado, o0 HOPE, o regime de prednisona 10mg, via oral por 6 semanas de
tratamento, melhorou consideravelmente os sintomas em pacientes com OA dolorosa da mao e
sinais de inflamag&o (KROON et al.2019). E valido salientar que os pacientes do estudo HOPE
foram avaliados quanto a melhora da dor e da funcionalidade. N&o foi observado nesta pesquisa
diminuicdo evidente das alteracdes histopatologicas referentes ao grupo PRED 10 mg/Kg/dia.
Contudo, os alvos investigados no modelo in vivo ndo sdo mediadores inflamatdrios e sim,
parametros histoldgicos que podem ser alterados em um ambiente de inflamag&o. Ademais, ndo

foi alvo deste estudo avaliar as atividades nociceptiva e de funcionalidade.

Em outros modelos animais de osteoartrite, as estatinas mostraram potencial
terapéutico. Goto e colaboradores (2017) avaliaram a fluvastatina associada a microesferas em
um sistema de liberacdo intra-articular controlado. Durante 5 semanas, as coelhas submetidas
a ruptura do ligamento cruzado anterior foram tratadas com 1mg/kg/dia da fluvastatina
peguilada. O grupo tratado apresentou superficies relativamente lisas e maior densidade de
coloragéo por safranina-o. A pontuagéo do escore da OARSI foi significativamente menor que
0 grupo ndo tratado. O sucesso do tratamento pode ser atribuido a via de administracdo e ao
tempo de tratamento bem maior que em outros ensaios. A injecao-intraarticular é utilizada como
forma de driblar o metabolismo de primeira e aumentar a biodisponibilidade do farmaco. Sabe-

se que as estatinas sofrem intenso metabolismo hepatico (SCHACHTER, 2005).

A prépria atorvastatina foi investigada em modelo quimico induzido por
monoiodoacetado. Os ratos foram tratados nas doses de 3,10 e 30 mg/kg/dia via gavagem por
20 dias. O resultado descrito por Pathak e colaboradores (2015) revelou que o grupo tratado
com ATV a 10mg/kg/dia mostrou recuperacdo parcial da superficie articular e reversao
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completa dos danos a placa de crescimento entre epifise e metéafise. Ainda assim, e preciso
salientar que os modelos induzidos cirurgicamente representam melhor apenas um dos varios
fenotipos da osteaortrite. Na osteoartrte que ocorre espontaneamente em camundongos
STR/Ort, a dieta com sinvastatina 40 e 80mg/kg/dia por 16 semanas ndo afetou o

desenvolvimento de degeneragdo articular.

E preciso reconhecer que este estudo possui algumas limitagBes metodoldgicas
importantes. A amostra de pacientes usados na cultura de PBMCs foi pequena frente a
prevaléncia da doenga na populagdo. Além do mais se mostrou bastante heterogénea quanto as
variaveis clinicas. O uso prévio de medicamentos, por exemplo, pode ter pré-sensibilizado as
células na resposta in vitro. Entretanto, para minimizar esse viés foram realizadas analises por
subgrupo de pacientes e ndo houve modificacdo nos resultados apresentados. Nas culturas
primarias bem como nos grupos de animais, 0o baixo nimero de replicatas experimentais
impossibilitou uma andlise estatistica adequada dos resultados. Todavia, os resultados
preliminares descritos nesta pesquisa indicam que inibir a biossintese do colesterol, por meio
do uso da atorvasatina, seja uma estratégia promissora em modelos in vitro e vivo de

osteoartrite.
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6. CONCLUSOES

= Aatorvastatina apresentou atividade imunomoduladora in vitro ao diminuir os niveis de
TNF e IL-10 e aumentar IL-6 no sobrenadante de cultura de PBMC de pacientes com
OA;

= A taxa de apoptose celular foi alterada pelo uso in vitro da atorvastatina em modelo
inflamatdrio in vitro induzido por IL-p em condrécitos murinos;

= A atorvastatina modulou a expresséo proteica celular de caspase-3 e Bcl-2 em modelo
inflamatorio in vitro induzido por IL- em condrdcitos murinos;

= A atorvastatina, em baixa concentracdo, parece reverter as alteragdes morfologicas
celulares e expressao de agrecano em condrdcitos murinos estimulados por IL- IL-f;

= O modelo cirdrgico de MM+TCLM induziu alteracdes histoldgicas caracteristicas de
degeneracéo da cartilagem no platd do condilo tibial;

= Embora preliminar, o tratamento com atorvastatina in vivo diminuiu as alteragdes
histologicas em modelo murino de MM+TCLM,;

= Embora preliminar, o tratamento com atorvastatina in vivo ndo modificou a expressédo

de agrecano in situ em modelo murino de MM+TCLM.
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7. PERSPECTIVAS

= Reproduzir 0s ensaios in vitro de apoptose para anélise estatistica dos dados;

= Quantificar TNF, IL-6 e IL-10 em sobrenadante de cultura de condrocitos murinos
estimulados por IL-1p e tratados ou ndo de maneira prévia com atorvastatina;

= Quantificar os niveis proteicos de caspase-3 e bcl-2, bax, bid em 24h de cultura e parp-
1 clivado em 48h;

= Quantificar a taxa de apoptose dos condrécitos no tempo de 48h.

= Re-processar 0s blocos de parafina dos animais cujas laminas ndo foram conduzidas a
avaliacdo histologica;

= Avaliar, in situ, a expressdo de colageno tipo 2 em cortes histoldgicos de tibias de
Wistar submetidos & menisectomia medial associada a transeccao do ligamento colateral
medial e tratados com atorvastatina.

= Realizar a avaliacéo histoldgica dos condilos femorais de ratos Wistar submetidos a
menisectomia medial associada a transec¢do do ligamento colateral medial e tratados

com atorvastatina
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APENDICE A- Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE EESCLARECIDO PARA CIDADAOS ALFABETIZADOS

« Avaliagdo in vitro e in vivo dos mecanismos imunomodulatérios da curcumina e de novos derivados

tiazolidinicos em pacientes portadores de Osteoartrite»

Nos o convidamos a participar de uma pesquisa que visa estudar o que acontece no corpo fazendo com que a Osteoartrite se
desenvolva. Como pesquisadores responsaveis deste estudo, nosso objetivo é descobrir o que esta desregulado no seu corpo,
levando OA desenvolvimento da doenca. Também pretendemos testar novos possiveis candidatos a farmacos que possam,
no futuro, ser alternativas terapéuticas para o tratamento da sua doenca. Nesta pesquisa s6 sera realizado testes com as
células presentes no seu sangue ou quando houver indicacdo, células da sua articulagdo. Deste modo, nenhum medicamento
sera administrado em vocé durante toda a pesquisa.

E importante ressaltar que:

Sua participacdo é inteiramente voluntéria;

Vocé pode deixar de participar do estudo a qualquer momento que quiser;

Nos solicitaremos novamente sua aprovacao (verbal) no momento de cada coleta;

Suas informag@es nunca serdo divulgadas, ou seja, permanecerdo confidenciais;

Faremos um banco de dados e caso a pesquisa traga bons resultados, vocé serd um dos primeiros beneficiados.

agrwbdE

A Osteoartrite (OA) é popularmente conhecida como osteoartrte e € uma desordem degenerativa das articulagdes.

O nimero de pessoas com osteoartrte esta em ascensdo devido OA envelhecimento populacional e 0 aumento da prevaléncia
de fatores de risco como obesidade e sedentarismo. A terapia recomendada envolve a utilizagdo de antiinflamatdrios ndo
esteroides (AINES), analgésicos, fitoterapicos entre outros. Em casos mais graves, é necessaria a colocagdo de uma protese.
A falta de medicamentos alternativos mais eficazes gera grandes custos para o sistema Gnico de salde. Dessa forma, a busca
por novas abordagens terapéuticas para o tratamento da osteoartrte € uma demanda urgente e necessaria.

Portanto, nds solicitamos a sua colaboracdo e participacdo neste estudo porque vocé é um voluntario portador desta
doenca. Este estudo inclui a participacdo de 60 individuos.

Para este estudo, precisamos coletar algumas células do seu sangue. Esta amostra seré coletada por profissional capacitado
flebotomista, ndo havendo necessidade de nenhum procedimento adicional. Se ap6s a avaliagdo clinica for constatada
indicacdo para a remocéo da sua cartilagem, este procedimento serd realizado conforme a rotina ambulatorial dos servigos
de reumatologia/ortopedia e n6s s6 iremos recolher o material biol6gico ap6s a sua autorizagao.

Os riscos envolvidos nesse projeto se referem a coleta de sangue, que pode ser desconfortavel e o brago pode ficar um pouco
dolorido e apresentar hematoma que é uma area arroxeada no local da coleta. A remocdo da cartilagem para inser¢do de
prétese é uma abordagem ja utilizada na rotina clinica e, portanto, os riscos desse procedimento néo séo de responsabilidade
deste projeto.Com relagdo OAs beneficios, vocé sera submetido a uma avaliacdo clinica e, caso seja detectada alguma
alteracdo, serd encaminhado para um acompanhamento adequado.

Os dados coletados pelo estudo ficardo armazenados em pastas de arquivos no Laboratério de Imunomodulagdo e Novas
abordagens Terapéuticas-LINAT sob a responsabilidade da doutoranda Priscilla Stela Santana de Oliveira. Os resultados
deste estudo serdo apresentados em congressos, conferéncias ou em revistas médicas, mas nao aparecera seu nome. Suas
informacGes nunca serdo divulgadas, permanecerdo confidenciais.

Vocé tem alguma pergunta sobre a sua participacdo neste estudo?
Se vocé tiver alguma pergunta mais tarde, podera conversar com um dos membros da nossa equipe, podendo contatar:

Profa. DraAngela Luzia Branco Pinto Duarte, Médica do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco.
Av. Prof. Moraes Rego S/N - Cidade Universitaria, CEP: 50.670-901 Recife — PE.E-mail: aduarte@terra.com.br.
Telefone/Fax: 55 (81) 3454.0155.

Profa. Dra. Maira Galdino Da Rocha Pitta, Universidade Federal de Pernambuco, Av. Prof. Moraes Rego S/N - Cidade
Universitaria, CEP: 50.670-901 Recife — PE. E-mail: mgrpitta@gmail.com. Telefone/Fax: 55 (81) 2126-8346
Pesquisadora Priscilla Stela Santana de Oliveira, Universidade Federal de Pernambuco, Av. Prof. Moraes Rego S/N -
Cidade Universitaria, CEP: 50.670-901 Recife — PE. E-mail: priusan@gmail.com. Telefone/Fax 55 (81) 2126-8346
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Assim como, o coordenador do Comité de Etica em Pesquisa - CEP/CCS, o Professor Dr. Geraldo Bosco Lindoso Couto,
do Centro de Ciéncias da Saude, da Universidade Federal de Pernambuco, situado na Avenida da Engenharia s/n — 1° Andar,
Cidade Universitaria, Recife-PE, CEP: 50740-600, Telefone/Fax: 55 (81) 2126-8588.

Vocé ficarda com uma cépia deste documento.

Nome do responsavel pela coleta de sangue:
Nome do responsavel pela coleta da cartilagem:

Se vocé aceitar participar deste estudo, por favor, preencha o formulario abaixo.

Nome:

RG: Data:

Endereco:

Assinatura:

Testemunha 1:

RG: Data:

Testemunha 2:

RG: Data:

Pesquisador Responsavel: Data:

Assinatura:
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APENDICE B - Ficha clinica — Osteoartrite HC/UFPE

FICHA OSTEOARTRITE

Nome:

Idade Fone:

Estado civil: Osolteiro Ocasado/unido consensual Oviavo Odivorciado

Profissao:

Escolaridade: Ciensino fundamental incompleto  Clensino fundamental completo
Censino médio incompleto  Clensino médio completo
Csuperior incompleto  Csuperior completo O p6s-graduacao

Renda familiar: O0< 1 SM O la3SM O acima 3 SM

Atividade fisica regular: Osim O ndo  Qual:

Doencas associadas

Ogota Ccondrocalcinose O DM OHAS ODLP ODAC 0O IRC ODPOC
Clobesidade [hipertireoidismo  Chipotireoidismo [ gastrite/ulcera/DRGE

Odepressdao CJosteoporose CIfibromialgia Olombalgia Ctendinte/bursite
OUTRAS:

Tabagismo:

ONdao 0O Sim Quantidade: cigarros/dia Inativo: anos
Tempo:

Medicacdes 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

Localizacéo

Maos [ Rizosteoartrte [0 Heberden O Bouchard Joelho OOD COE Quadril OD OE
Imagem/data

Mados ( / / ) ( )Reducdo espaco ( )Esclerose ( )Osteopenia ( )Cistos ( )Osteofitos

Joelhos( / /) ( )Reducdo espaco ( )Esclerose ( )Osteopenia ( )Cistos ( )Osteofitos

Quadril( / /) ( )Reducdo espaco ( )Esclerose ( )Osteopenia ( )Cistos ( )Ostedfitos

Protese

Joelho OD CE Quadril OD OE
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ANEXO A — Aprovagéo comité de ética humano
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ANEXO B — Aprovacdo comité de ética Animal (CEUA)
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ANEXO C - Sistema de graduacéo histolégica e histoquimica modificado de mankin
(OZCAN et al.,2017)

1. Estrutura Normal 0

Irregularidades da superficie 1

Irregularidades da superficie e do 2

pannus

Fissura na zona de transicdo

Fissura na zona radial

Fissura na zona calcificada

Desorganizacédo completa

2. Células Normal

Hipercelularidade difusa

Clonagem

Hipocelularidade

3. Coloracao Normal

Safranina-O Reducdo leve

Reduc¢do moderada

Reducéo grave

Sem corante observado

4. Integridade da linha Intacta

| O &l W N | O W N P O O O &l W

de maré Atravessada por vasos sanguineos




