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RESUMO
A osteoartrite (OA) € uma doenca sem tratamento claro e eficaz que afeta mais de 237
milhGes de pessoas no mundo. Devido a ineficidcia dos tratamentos atuais, novas
alternativas terapéutica mais eficazes e com menos efeitos colaterais tém sido necessarios.
O sulfato de condroitina (CS) é um polissacarideo sulfatado (PS) bastante recomendado
para o tratamento de pacientes com OA de joelho, apesar de sua eficécia terapéutica ainda
ndo estar bem estabelecida. O fucosil condroitina sulfato (FCS) é um PS extraido de
organismos marinhos e que possui uma estrutura analoga ao CS de mamiferos, e que por
apresentarem excelentes propriedade anti-inflamatorias, € um candidato promissor para
o tratamento da OA. Devido ao potencial terapéutico desses PSs, este trabalho visou
avaliar o efeito terapéutico do CS de traqueia bovina (CS-A), da cartilagem de tubaréo
(CS-C) e do FCS da parede corporal do pepino-do-mar Holothuria grisea em modelo in
vivo de OA induzido por iodoacetato monossodico na articulagdo femoropatelar de
camundongos C57BL/6. Ap6s inducdo da OA, os camundongos foram divididos
aleatoriamente em grupos (n = 5) de acordo com o tratamento oral diario durante 28 dias:
(1) Sham (falso operado, salina 0,9 % v.0.); (2) controle negativo (doente, salina 0,9%
v.0); (3) CS-A (doente, 100mg/kg v.0); (4) CS-C (doente, 100mg/kg v.0) e (5) FCS
(doente, 100mg/kg v.0). A eficacia dos tratamentos foi avaliada através da mensuracao
da alodinia (50% do limiar de nocicepcao), atividade motora, migracdo de leucdcitos,
atividade anti-inflamatéria (dosagem de IL-10), analise morfométrica e escore
histopatolégico OARSI. Durante 28 dias de experimentacdo, o CS-A (100 mg/kg), CS-C
(100 mg/kg) e FCS (100 mg/kg) conseguiram induzir analgesia, aumentar a atividade
motora e reduzir a migracdo de leucécitos de camundongos osteoartriticos de forma
significativa em relacdo ao controle negativo (salina 0,9 %). Além disso, a morfometria
revelou um aumento significativo da cartilagem sobre a tibia para os animais tratado com
CS-A e FCS, cujos resultados foram confirmados pela analise histopatologica OARSI,
mostrando uma reducdo da gravidade da OA em relacdo ao controle negativo. Contudo,
apenas CS-A (100 mg/kg) aumentou significativamente os niveis de IL-10, sugerindo que
esta molécula possui uma atividade protetora contra a degeneracao da cartilagem atraveés
da regulacdo da inflamacdo. Apesar de preliminares, 0os mecanismos envolvidos no
tratamento com FCS precisam ser melhores investigados, visto que seu efeito protetor na

OA foi semelhante ao apresentado para o CS-A.

Palavras-chave: fucosil condroitina sulfato; inflamagé&o; osteoartrite.



ABSTRACT
Osteoarthritis (OA) is a disease with no clear and effective treatment that affects more
than 237 million people worldwide. Due to the ineffectiveness of current treatments, new
more effective therapeutic alternatives with fewer side effects have been necessary.
Chondroitin sulfate (CS) is a sulfated polysaccharide (PS) widely recommended for the
treatment of patients with knee OA, although its therapeutic efficacy is not yet well
established. Fucosylated chondroitin sulfate (FCS) is a PS extracted from marine
organisms and which has a structure like the CS of mammals, and which, due to its
excellent anti-inflammatory properties, is a promising candidate for the treatment of OA.
Due to the therapeutic potential of these PSs, this work aimed to evaluate the therapeutic
effect of CS from bovine trachea (CS-A), shark cartilage (CS-C) and FCS from the body
wall of the sea cucumber Holothuria grisea in a in vivo model of OA induced by
monosodium iodoacetate in the patellofemoral joint of C57BL/6 mice. After OA
induction, mice were randomly divided into groups (n = 5) according to daily oral
treatment for 28 days: (1) Sham (sham operated, saline 0.9% v.0.); (2) negative control
(illness, 0.9% saline v.0); (3) CS-A (illness, 100mg/kg v.0); (4) CS-C (illness, 100mg/kg
v.0) and (5) FCS (illness, 100mg/kg v.0). The effectiveness of the treatments was
evaluated by measuring allodynia (50% of the nociception threshold), motor activity,
leukocyte migration, anti-inflammatory activity (IL-10 dosage), morphometric analysis
and histopathological OARSI Score. During 28 days of experimentation, CS-A (100
mg/kg), CS-C (100 mg/kg) and FCS (100 mg/kg) could induce analgesia, increase motor
activity and reduce leukocyte migration in osteoarthritic mice significantly compared to
the negative control (saline 0.9%). In addition, morphometry revealed a significant
increase in cartilage over the tibia for the animals treated with CS-A and FCS, whose
results were confirmed by OARSI histopathological analysis, showing a reduction in OA
severity compared to the negative control. However, only CS-A (100 mg/kg) significantly
increased IL-10 levels, suggesting that this molecule has a protective activity against
cartilage degeneration by regulating inflammation. Despite being preliminary, the
mechanisms involved in FCS treatment need to be further investigated, since its

protective effect on OA was similar to that presented for CS-A.

Keyworsd: fucosylated chondroitin sulfate; inflammation; osteoarthritis.
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1 INTRODUCAO

Os polissacarideos sdo grandes polimeros naturais formados por cadeias de
monossacarideos ligados entre si por ligacdes glicosidicas. Estes polimeros séo
considerados macromoléculas biologicas vitais para todos os organismos, sendo
predominantemente encontrados em plantas, animais, bactérias, fungos, algas marinhas.
Podem diferir entre si na posic¢do da ligacdo glicosidica, comprimento da cadeia, grau de
ramificagdo e grupos substituintes (ZHANG; WANG, 2015; ULLAH et al., 2019).
Devido as suas inumeras possibilidades de variacdo estrutural, os polissacarideos
apresentam moléculas ricas em informacéo e possuem diversas propriedades bioldgicas
como componentes da matriz extracelular (MEC) e do glicocélice das células, incluindo
participacdo em processos de adesdo, proliferacdo e diferenciacdo celular (ROSA et al.,
2021).

Os polissacarideos sulfatados (PS) formam um grupo de macromoléculas
amplamente distribuidos entre os seres vivos, estabelecem compostos com grande
variedade estrutural e alta densidade de carga negativa devido a presenca de ésteres de
sulfato e/ou grupamentos carboxila (ULLAH et al., 2019). Os PS sdo amplamente
distribuidos em uma grande variedade de organismos, tais como vertebrados,
invertebrados e algas marinhas (ULLAH et al., 2019; CIANCIA et al. 2020), sendo em
organismos marinhos (invertebrados e algas marinhas), encontrados majoritariamente
como fucanas sulfatadas e galactanas sulfatadas, mas também, na forma sulfato de
heparana, sulfato de dermatano e fucosil condroitina sulfato (FCS) (MOURAO, 2015).
Em virtude de sua ampla diversidade estrutural, esses compostos apresentam varias
propriedades bioldgicas importantes como atividade anticoagulante, anti-inflamatoria,
antitrombdtica, anticancer e antivirais (KIM et al. 2017; POMIN; MULLOY, 2018;
ISMAIL; AMER, 2020).

A osteoartrite (OA) é uma doenca crénico-degenerativa, de alta prevaléncia
mundial, que afeta principalmente as articulacbes dos joelhos, maos, quadris e coluna
(KOHN et al., 2016). Varios fatores de risco como envelhecimento, trabalho fisico
excessivo, movimentos repetitivos e obesidade tém sido associados com a OA
(MANCUSO et al.,, 2019). A etiopatogenia da OA é complexa e, provavelmente,
multifatorial, associando-se ao envolvimento de mediadores inflamatorios, fatores
genéticos, envelhecimento, obesidade, deformidades articulares ou lesdes articulares,
atividade ocupacional ou esportiva, densidade mineral 0ssea, deficiéncia de estrégeno e

desregulacdo metabolica (MORA et al., 2018). Alguns autores sugerem que a OA estaria
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associada a multiplos traumas da cartilagem articular, formagdo de fragmentos de
fibronectina e de matriz extracelular e metaloproteases da matriz (MMPs) que
contribuiriam para a destruicdo da cartilagem, caracteristica principal da doenca (WANG;
HE, 2018).

No tratamento farmacolégico da OA sdo utilizados anti-inflamatdrios néo
esteroides (AINEs), corticoides intra-articulares e analgésicos. No entanto, séo
moderadamente eficazes para o alivio da dor e ndo retardam ou interrompem a progressao
da doenca. Além disso, o uso prolongado desses agentes aumenta consideravelmente as
chances de efeitos adversos graves, incluindo toxicidade gastrointestinal, cardiovascular
e renal (STEINMEYER et al., 2018).

O sulfato de condroitina (CS) é um glicosaminoglicano (GAG) presente em varios
tecidos conjuntivos, como cartilagem, ligamentos 0ssos, tend@es e pele. Sua estrutura é
composta por acido glicurdnico (GIcA) e N-acetilgalactosamina (GalNAc), com grupos
sulfato em um ou mais dos grupos —OH em C4 e C6 da GalNAc e C2 e C3 do GIcA
(BISHNOI et al., 2016). O CS pode ser encontrado em bovinos, suinos e frangos, ou
fontes marinhas, como peixes cartilaginosos (tubarGes e raias) (VOLPI et al., 2009;
MACCARI et al., 2010). Atualmente, o CS € um GAG recomendado fortemente pela
Sociedade Europeia para Aspectos Clinicos e Econdmicos da Osteoporose, Osteoartrite
e Doencas Musculoesqueléticas (ECSEO) para o tratamento de pacientes com OA de
joelho (BRUYERE et al., 2019).

Os pepinos-do-mar possuem uma parede corporal rica em polissacarideos
sulfatados. Proteoglicanos da parede corporal desses animais sao constituidos por longas
cadeias de fucosil condroitina sulfato (FCS) e fucana sulfatada (FS). O FCS tem uma
cadeia central formada por acido D-glicurdnico e N-acetil-D-galactosamina, semelhante
ao sulfato de condroitina (CS) de vertebrados, porém com ramificacdes de L-fucose
ligados na posicéo 3 do acido glicurénico da unidade dissacaridica central. Contudo, o
padrdo de sulfatacdo dessas moléculas também variam bastante entre as diferentes
espécies de pepinos-do-mar. A espécie Holothuria grisea possui uma cadeia de sulfato
de condroitina contendo trés diferentes ramificagdes: monossacarideos de a-Fuc-
2,4diSO4 (~27%), a-Fuc-3,4diSO4 (~20%) e um dissacarideo compostos por a-Fucl—2-
o-Fuc-3504 (~53%) (FONSECA; MOURAO, 2021). Estudos in vitro e in vivo
demonstraram que FCSs obtido de diferentes espécies de pepino-do-mar sao resistentes
a degradacdo por condroitinase e sdo capazes de reduzir o recrutamento de células

inflamatorias para o sitio de lesdo em diferentes modelos animais (BORSIG et al., 2007,
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MELO-FILHO et al., 2010). Além disso, um amplo espectro de atividades bioldgicas foi
determinado para os FCSs de holoturicos (pepino-do-mar), incluindo atividades
anticoagulantes (FONSECA et al., 2017), antitromboticas (YAN L. et al., 2021),
antitumorais e anti-inflamatorias (USTYUZHANINA et al., 2019).

Diante da caréncia de terapias que retardam a progresséo da OA, o presente estudo
se prop0s a avaliar o mecanismo de acédo de diferentes CSs em modelo animal de OA e
definir estrutura vs efeitos terapéuticos de CSs majoritariamente 4-sulfatado extraido da
traqueia de bovino (CS-A), 6-sulfatado extraido da cartilagem de tubardo (CS-C) e 4 e 6-
sulfatado de equinodermos (FCS) extraido da parede corporal de Holothuria grisea
(pepino-do-mar) como uma base para o desenvolvimento de novas terapias para o

tratamento da OA.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL
Avaliar o efeito terapéutico de diferentes condroitins sulfato em modelo animal

de osteoartrite.

2.1.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Auvaliar a eficicia do tratamento terapéutico de diferentes preparacGes de CS
(traqueia bovina e cartilagem de tubardo) e do FCS (pepino-do-mar) sobre a
inflamacéo e nocicepcdo em modelo de osteoartrite induzida in vivo;

e Avaliar a atividade motora dos animais tratados com de diferentes preparacées de
CS (traqueia bovina e cartilagem de tubardo) e do FCS (pepino-do-mar);

e Avaliar o processo histopatolégico da articulacdo induzida com MIA sob
tratamento com os diferentes CSs;

e Quantificar o namero de leucdcitos totais do lavado articular dos animais tratados
com os diferentes CS (traqueia bovina e cartilagem de tubaréo) e FCS (pepino-
do-mar);

e Determinar os possiveis mecanismos envolvidos na acdo antinociceptiva dos CSs,

avaliando os niveis de citocinas pré- e anti-inflamatdrias na cartilagem articular.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Polissacarideos

Os polissacarideos sdo considerados macromoléculas bioldgicas vitais para todos
0S organismos vivos, estruturalmente apresentam homo (glicogénio e celulose) ou hetero
monossacarideos (ex: heparina) e acidos urénicos conectados por ligag¢fes glicosidicas,
diferindo entre si na posicao das ligacGes glicosidicas, comprimento da cadeia, grau de
ramificacdo e grupos substituintes. Sdo predominantemente abundantes em plantas
(pectina, inulina), animais (sulfato de condroitina, heparina e acido hialurénico), bactérias
(peptidoglicanos), liquens, fungos, algas marinhas (ZHANG; WANG, 2015; ULLAH et
al., 2019).

Em virtude de suas inUmeras possibilidades de variacdo estrutural, os
polissacarideos apresentam moléculas ricas em informacdo e possuem diversas
propriedades bioldgicas, tais como componentes da matriz extracelular (MEC) e do
glicocalice das células, bem como participacdo em processos de adesao, proliferacao e
diferenciacéo celular (ROSA et al., 2021).

Os polissacarideos se destacam como produtos farmacéuticos e como biomateriais
meédicos devido sua boa degradabilidade, natureza ndo toxica, biocompatibilidade e baixo
custo de processamento. A identificacdo de estruturas polissacaridicas novas e originais
constitui um campo de pesquisa importante para aplicacdes de polissacarideos nas

indUstrias alimentares e no campo da medicina (SONG et al., 2018).

Atualmente, os polissacarideos tém sido usados para diagnéstico de doencas,
inibicdo e tratamento do cancer, entrega de farmacos e engenharia de tecidos, tornando-
se um ingrediente valioso nas areas de produtos farmacéuticos, nutracéuticos,
alimenticios e cosméticos (ULLAH et al., 2019). Estudos tém mostrado que o0s
polissacarideos podem exercer uma gama de atividades farmacoldgicas relacionadas a
processos antivirais, antioxidantes, antimicrobianos, neuroprotetores,
imunomoduladores, antiestresse, antiosteoartriticos, antidiabéticos e agentes anticancer,
0 que os torna bastante promissores como compostos bioativos para o tratamento de
doencas (Figura 1) (DUTTAROQY, 2021).
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Figura 1. Polissacarideos nas doengas humanas
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Fonte: Adaptada de DUTTAROQY, 2021.

3.1.1 Polissacarideos Sulfatados

Os polissacarideos sulfatados (PS) formam um grupo de macromoléculas
amplamente distribuidos entre os seres vivos, estabelecendo compostos com grande
variedade estrutural e alta densidade de carga negativa devido a presenca de ésteres de
sulfato e/ou grupamentos carboxila (ULLAH et al., 2019). Em contraste com 0s
polissacarideos terrestres, os polissacarideos marinhos sdo altamente sulfatados,
especialmente os da parede celular das macroalgas que abrigam uma grande diversidade
de PS (fucoidanas, agaranas, carrageninas, ulvanas, etc.), os quais constituem maiores
nameros de estudos (HELBERT et al., 2017).

Os PS estdo presentes nos tecidos de vertebrados e invertebrados na forma de
glicosaminoglicanos (GAGs). Os GAGs ndo estdo dispostos livremente, mas ligados
covalentemente a proteinas formando os proteoglicanos. Os principais exemplos de
GAGs encontrados em vertebrados séo sulfato de condroitina, sulfato de dermatano,
sulfato de heparana e heparina. No entanto, em invertebrados marinhos (equinodermos e
algas marinhas) séo encontrados majoritariamente como fucanas e galactanas sulfatadas,
sulfato de heparana, sulfato de dermatano e fucosil condroitina sulfato (FCS) (MOURAO,
2015).
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Sua diversidade decorre dos diferentes tipos de agucares (ex.: glucose, fucose,
galactose, etc), configuragdes (a ou B), formas enantioméricas (L ou D), posicbes das
ligacGes glicosidicas (2, 3, 4 ou 6), presenca ou auséncia de ramificacdes e das posi¢oes
dos grupamentos sulfatos (POMIN, 2008). Em virtude de sua ampla diversidade
estrutural, estudos demonstraram que o0s polissacarideos sulfatados apresentam
propriedades bioldgicas relacionadas a atividade anticoagulante, anti-inflamatoria,
antitrombdtica, anticancer e antiviral (KIM et al. 2017; POMIN; MULLOQOY, 2018;
ISMAIL; AMER 2020).

3.2 Glicosaminoglicanos

3.2.1 Caracteristicas Estruturais

Os glicosaminoglicanos (GAGs) sdo formados por longas cadeias de
heteropolissacarideos lineares, ndo ramificadas e constituidas principalmente por
unidades de dissacarideos repetidas, compostas por um amino acgucar (o- D- Ou
B- D- acido glicurénico - G ou N -acetil-p- D- galactosamina - GalNAc) e um acido
urénico (B- D- glicurénico - GIcA ou sua versao epimerizada C5, acido a- L —idurénico -
IdoA) ou galactose ligados por ligagdo glicosidica. Assim, os GAGs podem diferir de
acordo com o tipo de hexosamina, hexose ou unidade de acido hexurénicos, e com base
na geometria da ligacdo glicosidica entre essas unidades (VASILIADIS;
TSIKOPOULOS, 2017).

Os GAGs sao sulfatados em varios graus, com excecdo do acido hialurénico
(HA), que ndo apresenta sulfatacdo. A presenca dos grupos sulfatos (SO4%) e carboxilatos
(—COOH) dos residuos de acidos urdnicos resultam em cadeias com um grande carater
anidnico que sdo responsaveis pelas suas habilidades como retencdo de agua, ligacao
celular, controle de fluxos de ions e sinalizacdo neuronal (SODHI; PANITCH, 2021). A
capacidade dos GAGs de reter grandes quantidades de dgua promove a hidratacdo da
matriz extracelular (MEC), conferindo resisténcia as forcas compressivas, especialmente
em tecidos de alta carga, como a cartilagem, permitindo processos de dessorcdo e
reabsorcdo (NEVES et al., 2020). A presenca do carater aniénico aliado a grande
heterogeneidade estrutural permite aos GAGS interagir com diversas proteinas, incluindo
proteases e moléculas de sinalizacdo extracelular, que sdo responsaveis por uma

variedade de acdes bioldgicas (SHI et al., 2021). O padréo estrutural das unidades
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dissacaridicas sdo usados para distinguir as principais classes de GAGs: Sulfato de
condroitina (CS), Acido hialurdnico (HA), Sulfato de queratano (KS), Sulfato de
heparana (HS) e Sulfato de dermatana (DS) (Figura 2).

Figura 2. Unidade de dissacarideo de repeticao de cada glicosaminoglicano

A Sulfato de condroitina (CS)
CS-A CS-C
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E Sulfato de queratano (KS) B Glucosamina D N-acetil glalactosamina
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Fonte: Adaptada de NEVES et al., 2020.

O comprimento das cadeias de GAGs pode variar amplamente, mesmo entre
diferentes tipos de GAGs, com faixa de MW entre alguns kDa a mais de cem kDa. Além
disso, diferencas no alongamento das cadeias de GAG podem afetar sua acdo biologica,
pois 0 HA de alto peso molecular é relatado como tendo um papel anti-inflamatdrio,
enquanto o HA de baixo peso molecular, é conhecido por induzir respostas proé-
inflamatdrias (GAO et al., 2019; NEVES et al., 2020). A maioria dos GAGs séo ligados
covalentemente as proteinas do nucleo, formando os proteoglicanos (PGs). Com excecao
do &cido hialurdnico (HA), todos os GAGs de mamiferos estdo ligados a uma proteina
central para formar proteoglicanos (PGs) (SODHI; PANITCH, 2021). O HA pode
interagir fisicamente com outro GAG e PG atraves de dominios de ligacdo especificos
(NEVESM et al., 2020).
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3.2.2 AplicagOes Biomédicas de GAGs

Os GAGs tém demonstrado regular varios processos bioldgicos, desde o
desenvolvimento embrionario, a regulacdo das atividades enzimaticas e a ligacdo do
ligante a receptores (VALLET et al., 2021). Também, sdo componentes nativos da matriz
extracelular, controlam o microambiente ao redor das células e interagem com proteinas
e moléculas de sinalizacao celular em varios contextos fisioldgicos e patoldgicos. Devido
a essa versatilidade de interacdes bioldgicas os GAGs tém sido amplamente usados para
producdo de compostos imunomoduladores, antioxidantes, anticancerigenos, anti-
inflamatorios, antivirais, neuroprotetores, antiproliferativos e anticoagulantes (Figura 3)
(BALBINOT-ALFARO et al., 2021).

Figura 3. RepresentacBes estruturais das estruturas cristalinas dos GAGs, interagcBes com proteinas e
funcdes relevantes para doencas especificas. (A) Hp 4-mer + proteina 1-alfa inflamatéria de macréfago;
(B) Hp 5-mer + fator plaquetario 4; (C) Tetrassacarideo de Hp + Complexo de heparanase humana; (D) Hp
6-mer + d- glucuronil C5-epimerase; (E) SD 6-mer + mondmero de catepsina K; (F) CS-A 4-mer +
Mondmero Sonic Hedgehog.
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Fonte: Adaptada de POMIN; MULLOQY, 2021.
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Os PGs sdo uma familia diversa de moléculas com mdaltiplas funcdes relacionadas
com o desenvolvimento, satde e doenca (AROKIASAY et al., 2020). S&do combinados
por moléculas de GAGs sulfatadas e ndo sulfatadas que estdo covalentemente ligadas ao
ndcleo da proteina glicosilada (BALBINOT-ALFARO et al., 2021). A maioria das células
de mamiferos produzem PGs e as secretam na MEC, podendo as inserir na membrana
plasmaética ou as armazenar em granulos secretores (COSTA et al., 2017). Os PGs atuam
predominantemente no espaco extracelular, seja como elementos estruturais ou como
ligantes para pequenos fatores de crescimento de proteinas, citocinas, quimiocinas e
morfogenos que regulam o desenvolvimento embrionario, respostas inflamatorias a
patdgenos e lesbes, e comunicacdo entre as células (KANG et al.,, 2018; POMIN;
MULLOY etal., 2018; SHI et al., 2021).

Devido os GAGs exercerem funcdes vitais em multiplos processos fisiologicos
como componentes estruturais e efetores na atividade celular, seus beneficios tém sido
explorados em aplicagBes biomédicas para o desenvolvimento de biomateriais na
engenharia de tecidos e medicina regenerativa (KOWITSCH et al., 2017). Diferentes
tipos de biomateriais baseados em GAG sao descritos e caracterizados como hidrogéis
baseados em derivados de CS ou HA para cartilagem (DONNELLY et al., 2017)
e tecidos neurais (KARVINEN, J. et al., 2018). O &cido hialurénico (HA) na forma de
gelatina pode acelerar a cicatrizacdo de feridas (EBRAHIMI-HOSSEINZADEH et al.,
2016), regenerar o tecido muscular (POVEDA-REYES et al.,, 2016), induzir a
condrogénese, osteogénese e a cicatrizagdo de feridas por meio do comportamento de
celulas-tronco (SODHI; PANITCH, 2021).

Sistemas de gel a base de CS foram desenvolvidos e aplicados na engenharia de
tecidos em variados tipos de doencas, incluindo condrogénicas (CORRADETTI et al.,
2016), osteogénicas (KIM et al., 2017), bem como para regeneracao de nucleos pulposos
(WACSH et al., 2017) e na regeneracéo neuronal (BIRDWHISTELL, 2018). O sulfato
de dermatana tem sido aplicado em dispositivos implantaveis, como proteses vasculares
(HAYDER et al., 2018) e, tambem, para conduzir a diferencia¢do de células-tronco em
construcdes de engenharia de tecidos neuronais semelhantes ao uso de HA e CS (OGURA
et al., 2020). A pesquisa de engenharia de tecidos demonstrou que géis contendo sulfato
de heparana podem ser aplicados para regeneracdo 6ssea (SEFKOW-WERNER et al.,
2020), angiogénese (WANG et al., 2014) e regeneracdo de cartilagem (LEE et al., 2019).
Contudo, o uso do sulfato de queratano é menos compreendido (MELROSE et al., 2019),


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kang%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29328866
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e suas aplicacdes na engenharia de tecido até o momento sdo inexistes (figura 4) (SODHI;
PANITCH, 2021).

Figura 4. Aplicacdo de GAGs em sistemas de engenharia de tecidos
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Fonte: Adaptada de SODHI; PANITCHA, 2021.

3.2.3 Sulfato de Condroitina

O CS é uma familia de GAGs sulfatados distribuidos de forma ubiqua na MEC e
nas superficies celulares, geralmente encontrado ligados a proteinas na forma de
proteoglicanos (BEDINI et al., 2016). Estes polissacarideos sdo compostos por unidades
dissacaridicas repetitivas de [4) -B - GIcA- (1—3) -p - GaINAc - (1 —] (GIcA = acido
glicurénico, GaINAc = N -acetilgalactosamina) cujos grupos hidroxila (OH) podem ser
sulfatados (-SO3) na posicdo C4 e/ou C6 da N-acetil-d-galactosamina e/ou C-2 e/ou C-3
do acido D-glicurdnico (VESSELLA G. et al., 2021).

Sé&o integrantes de todos os tecidos conjuntivos de mamiferos, como cartilagem,
pele, 0sso, vasos sanguineos, ligamentos e tenddes (BISHNOI et al., 2016). Os CS

extraidos de fontes animais terrestres sdo formados por estruturas que carregam
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especialmente dissacarideos monosulfatados 4-O- ou 6-O-GalNAc (CS-A e CS-C
respectivamente), e uma baixa porcentagem de dissacarideo ndo sulfatado (CS-0),
enquanto dissacarideos dissulfatados (CS-B, CS-D, CS-E, CS-K e CS-L) e trissulfatados
(CS-M, CS-S e CS-T) sdo majoritariamente encontrados em espécies marinhas (figura 5)
(VESSELLA et al., 2021).

Figura 5. Estrutura quimica das cadeias de diferentes condroitins sulfato. “S” significa o padrdo de

sulfatacdo nas unidades dissacaridicas.

Condroitim Sulfato (-4GIcAB1-3GalNACB1-)n Padroes de sulfatagao de dissacarideos

Tipo Unidade de dissacarideo
—Q- -0— CS-A GlcA-GalNAc (4S)
CS-C GlcA-GalNAc (6S)
CS-B GIcA(2S)-GalNAc (4S)
Cs-D GIcA(2S)-GalNAc (6S)
CS-E GlcA-GalNAc (4S,65)
CS-K GIcA(3S)-GalNAc (4S)
CS-L GIcA(3S)-GalNAc (6S)
CS-R GIcA(2S,3S)-GalNAc
CS-M  GIcA(3S)-GalNACc (4S,6S)

CS-S GIcA(2S,3S)-GalNAc (4S/H,6S5/H)
CS-T GIcA(2S)-GalNAc (4S,6S
AcHN RIS HaatNAL(45,05)

Fonte: Adaptada de VESSELLA et al., 2021.

O CS é um heteropolissacarideo com caracteristicas semelhantes as do gel
(lubrificagdo, retencdo de agua, resisténcia de carga), representa um percentual de 80%
de todos os GAGs da cartilagem articular (LIN et al., 2020) e possuiu alto peso molecular
variando entre 50.000 a 100.000 Da (BISHNOI et al., 2016). A producdo comercial de
CS é obtida através da materia-prima terrestre de bovinos, suinos e frangos, ou fontes
marinhas, como peixes cartilaginosos (tubardes e raias) (VOLPI et al., 2009; MACCARI
et al., 2010). As preparacdes de origem animal podem causar potenciais problemas de
seguranga associado a presenca de agentes infecciosos transmissiveis como virus,
bactérias e moléculas proteicas com propriedades infectantes ou particulas proteicas
infecciosas (prions) (MIRAGLIA et al., 2016), além de contaminagdes com outros GAGs
devido a falhas durante o processo de purificacdo (RESTAINO et al., 2017). CS esta
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disponivel comercialmente como produto de grau farmacéutico (pCS) e grau
nutracéutico, sendo a ultima preparacdo com grandes variacbes na composi¢cdo e/ou
pureza (CHEVALIER et al., 2017; HONVO et al., 2019).

A absor¢do do CS ocorre parcialmente como polissacarideo de alto peso
molecular no intestino delgado e/ou como oligossacarideos (a maioria do CS) por
catabolismo enzimatico no trato distal, ceco e colon (VOLPI et al.,, 2007). Os
oligossacarideos formados por despolimerizacdo parcial e dessulfatacdo sdo gerados por
enzimas hidrolitica no trato inferior do aparelho digestivo (MACCARI et al., 2016). A
absorcdo oral de CS é relativamente répida, apresentando biodisponibilidade oral
moderada (10% - 20%) (LAUDER, 2009).

A porcentagem de CS absorvido vai depender do peso molecular e sua absorcéo
depende do grau de despolimerizacdo pela mucosa intestinal (VOLPI, 2006). O CS
demonstrou exercer atividades benéficas in vitro no metabolismo de diferentes linhagens
celulares, como condrdcitos, sinovidcitos, macréfagos e células do osso subcondral
(BISHNOI et al., 2016). Desde entdo, a administracdo exdgena de CS tem sido proposta
para atuar contra a OA por meio de varios mecanismos de sinalizacao celular, mediando
a promocéo de efeitos anti-inflamatdrio, antioxidante, antiapoptotico, anticatabdlicos e
anabolico (AJISAKA et al., 2016; CHEVALIER; CONROZIER, 2017; MOREIRA et al.,
2019).

Em virtude desses efeitos, a Sociedade Europeia para Aspectos Clinicos e
Econdmicos de Osteoporose e Osteoartrite (ESCEO, sigla em inglés) recomenda
fortemente o CS de grau farmacéutico como terapia de base a longo prazo para o
tratamento da OA de joelho. Dentre as drogas sintomaticas de acdo lenta para osteoartrite
(SYSADOA) recomendadas, o CS é o de maior evidéncia (forte recomendacdo) em
termos de eficacia terapéutica, porém essa forma de prescricdao deve ser diferenciada de
produtos de venda livre (medicamento sem receita). Além disso, estudos clinicos
mostram que o CS comercial é bem tolerado, sem efeitos adversos acima do placebo e

sem interacdes medicamentosas (BRUYERE et al., 2019).

Na cartilagem articular o CS (roxo e verde) estd compondo o proteoglicano
agrecam junto ao KS (laranja), fornecendo ao agrecam alta carga anionica que auxilia na
captacdo de &gua do tecido em processos de compressdo e relaxamento. No estado
relaxado, os agregados de proteoglicanos incham a medida que o CS ani6nico e as cadeias

de KS atraem agua para o tecido, até que um equilibrio seja alcancado, no qual o inchago
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é equilibrado pelas forcas de tragdo nas fibrilas de coldgeno. Porém, sob compressao, a
agua é deslocada e as cadeias de sulfato de CS e KS ficam mais prdximas, aumentando
seu potencial de dilatacdo e equilibrando a carga aplicada. Contudo, o potencial de
inchamento aumentado é dissipado com a remocdo da carga, conforme o equilibrio
original é restaurado (figura 6) (ROUGHLEY; MORT, 2014).

Figura 6. Participacdo de GAGs na composicao do agrecam no processo de compressao e

relaxamento da cartilagem articular
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Fonte: Adaptada de ROUGHLEY; MORT, 2014

Por ser um componente béasico da cartilagem e do liquido sinovial, o CS estimula
0 processo anabdlico do metabolismo da cartilagem, levando ao aumento de colageno
tipo 1l e a sintese de proteoglicano na cartilagem articular (HASEGAWA et al., 2020).
Diversos estudos demonstraram que o CS pode exercer atividades benéficas in vitro no
metabolismo de diferentes linhagens celulares, como condrocitos, sinoviocitos,
macrofagos e células do osso subcondral (BISHNOI et al., 2016). Além disso, a
administracdo exogena de CS tem sido proposta para atuar contra a OA por meio de varios
mecanismos de sinalizacdo celular, mediando a promogéo de efeitos anti-inflamatorio,
antioxidante, antiapoptotico, anticatabolico e anabodlico (AJISAKA et al., 2016;
CHEVALIER; CONROZIER; 2017; MOREIRA et al., 2019).
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As fungdes anti-inflamatdrias do CS s&o associadas a redugdo de fatores pro-
inflamatdrios, proteases e melhora do equilibrio anabdlico/catabdlico da matriz da
cartilagem extracelular. Suas funcdes também estdo implicadas com a reducéo das lesdes
histopatoldgicas sinoviais (LARGO et al., 2010), reducdo da perda de volume da
cartilagem (PELLETIER et al., 2016), reducdo da dor, rigidez, limitagcdo funcional e
edema/derrame articular (HOCHBERG et al., 2015), reducdo de taxas de declinagéo do
espaco articular (HOCHBERG, 2010), reducdo de metaloproteinases da matriz (MMP),
incluindo MMP-3, MMP-9, MMP-13, MMP-14 e desintegrina e metaloproteinase com
motivos de trombospondina 4 (ADAMTS4) (IOVU et al., 2008; IMADA et al., 2010;
JOO et al., 2018), reducdo de enzimas pro-inflamatdrias, incluindo ciclooxigenase-2
(COX-2) e oxido nitrico sintetase-2 (NOS-2), reducdo de citocinas pré-inflamatorias
como TNF-a, IL-6, IL-1p (EWALD, 2021), e reducdo da translocacdo nuclear de fatores
de transcricdo NF-kB candnicos , p65, p50, c-Rel e RelB (STABLER et al., 2017).

3.2.4 GAGs de Invertebrados Marinhos

Os pepinos-do-mar possuem uma parede corporal rica em polissacarideos
sulfatados. Proteoglicanos da parede corporal desses animais sdo constituidos por longas
cadeias de fucosil condroitina sulfato (FCS) e fucana sulfatada (FS). O FCS é um GAG
de invertebrados marinhos encontrado exclusivamente na parede corporal de espécies de
pepinos-do-mar, que apresenta uma cadeia central formada por acido D-glicurdnico e N-
acetil-D-galactosamina, semelhante ao CS de vertebrados, porém com ramificacdes de a-
L-fucose ligados na posicdo 3 do &cido glicurdnico da unidade dissacaridica central. O
padrdo de sulfatacdo dessas moléculas variam bastante entre as diferentes espécies de
pepinos-do-mar (FONSECA; MOURAO, 2021).

Atualmente 20 espécies de pepinos-do-mar estdo com seus FCSs caracterizados,
todos apresentando composicdes distintas de residuos de a-fucose (2,4- ou 3,4diS e 3- ou
4S). Essas diferencas estdo relacionadas a proporcao dessas diferentes unidades ao longo
do FCS e a presenca de ramos compostos de uma (monofucosilada) ou duas unidades de
a-fucose (difucosilada). Com base nessas diferencgas, sé@o reconhecidos dois padrdes
estruturais distintos nas ramificagcdes dos FCSs: um composto exclusivamente por ramos
monofucosilados (FCS tipo I) e outro composto por ramos mono e difucosilados (FCS
tipo Il) (SOARES et al., 2018).
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A presenca de ramificagdes de a-L-fucose confere ao FCS uma gama de
propriedades terapéuticas em varios sistemas biologicos, que ndo sdo observadas em CS
de vertebrados (FONSECA; MOURAO, 2021). Embora ainda seja desconhecido o papel
bioldgico do FCS como componente dos tecidos conjuntivos dos pepinos-do-mar
(SOARES et al., 2018), estudos in vitro e in vivo demonstraram que FCSs obtido de
diferentes espécies de pepinos-do-mar sdo resistentes a degradacdo por condroitinase e
sdo capazes de reduzir o recrutamento de células inflamatorias para o sitio de lesdo em
diferentes modelos animais (BORSIG et al., 2007; MELO-FILHO et al., 2010).

A espécie Holothuria grisea é classificada como um FCS tipo Il, pois possui uma
cadeia de FCS contendo ramos mono e difucosilados: monossacarideos de a-Fuc-
2,4diSO4 (~27%), a-Fuc-3,4diSO4 (~20%) e um dissacarideo compostos por a-Fucl—2-
a-Fuc-3504 (~53%) (FONSECA; MOURAO, 2021). A grande maioria dos FCSs (90%)
descritos tém apenas ramos monosulfatados e, portanto, pertencem a classe de FCS tipo
| (figura 7) (SOARES et al., 2018).

Figura 7. Representacdo estrutural da unidade de repeticdo do fucosil condroitina sulfato (FCS) de H.

grisea
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Fonte: Adaptada de SOARES et al., 2018; FONSECA & MOURAO, 2021.
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As fucanas sulfatadas (FS) s&o outra classe de polimeros encontrados na parede
corporal de H. grisea, e sd0 constituidos principalmente por residuos de o-L-
fucopiranose, variando entre as diferentes espécies de pepinos-do-mar. Essa grande
variabilidade estrutural para o estudo das atividades bioldgicas é interessante, devido
esses polissacarideos possuirem cadeias lineares simples, compostas de unidades
repetitivas de mono ou oligossacarideos (di, tri, ou tetra unidade), que diferem entre as
espécies de pepinos do mar, ainda quanto ao padrdo de sulfatacao e/ou no tipo de ligagédo
glicosidica (MOURAO, 2015). A FS isolada da parede do corpo da espécie H. grisea é
constituida por unidades tetrassacaridicas repetitivas de a-L-fucopiranoses, unidas por
ligacdo do tipo a (1—3), com sulfatagdes variando apenas nas posigdes 2 ¢ 4 (MARQUES
et al. 2016).

Assim como o FCS, as FS também apresentam diversas atividades bioldgicas como
anticoagulante e antitrombdtica (ZHAO et al., 2016), anti-inflamatéria (HEEBA et al.,
2015) antiartritica (PHULL et al., 2017), antimalarica (MARQUES et al., 2016),
hepatoprotetora (LIM et al., 2015), anticancer (RUI et al., 2017), antidelipidémica
(CUONG et al., 2015; YANG et al., 2019) e supressora de sintomas alérgicos (TANINO
et al., 2016).

A aplicacdo de polissacarideos sulfatados (PS) no tratamento terapéutico de
modelos de doencas se constitui como uma linha de pesquisa promissora. O uso de FCS
e FS é uma importante ferramenta farmacol6gica para definir a estrutura versus efeitos
terapéuticos de polissacarideos sulfatados ricos em fucose, ainda pouco explorada pelas
areas médicas e biomédicas. Além disso, a constatacdo de efeitos terapéuticos com esses
PS apds a administracdo oral é muito significativa, pois abre a perspectiva da utilizacdo
dessas moléculas para o desenvolvimento de novos farmacos como base para o tratamento

de doencas.

3.3 Osteoartrite

3.3.1 Aspectos Gerais

A osteoartrite (OA) é uma desordem reumatica musculoesquelética de alta
prevaléncia com implicagOes substanciais para a saude individual, sistemas de saude e
custos  socioecondmicos em geral (HUNTER; BIERMA-ZEINSTRA, 2019;
KLOPPENBURG; BEREBAUM, 2020). A OA continua sendo um problema de satde
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publica de importancia global em individuos adultos, com comprometimento funcional
significativo, acarretando deficiéncias, reducdo da qualidade de vida, e até mesmo a morte
(NELSON, 2017).

Considerada uma forma comum de artrite, a doenca pode afetar qualquer articulacao,
mas principalmente o joelho, méos, quadril e coluna vertebral. Os principais sintomas
incluem dores articulares, inchago ocasional nas articulagdes e rigidez que dura menos de
30 minutos ao acordar e apos inatividades. Contudo, frequentemente esses sintomas séo
acompanhados de inflamacgéo, degeneracédo da cartilagem articular e limitagdo funcional
(MORA et al., 2018). A OA é uma das 10 doencas mais incapacitantes nos paises
industrializados (MOBASHERI; BATT, 2016), somente nos EUA em 2013, a OA foi a
maior causa de perda de trabalho e afetou mais de 20 milhdes de pessoas, custando a
economia dos EUA mais de US $ 100 bilhdes anuais (CDC, 2013).

3.3.2 Caracteristica Clinica e Epidemioldgicas

A etiologia de OA é multifatorial, envolvendo fatores de riscos primarios e
secundarios (MORA et al., 2018). Os fatores de risco primarios incluem idade, sexo,
historico familiar e obesidade, enquanto os fatores secundarios compreendem lesdes
traumaticas, deformidades mecénicas e flacidez articular (MARTEL-PELLETIER,
2015). Os efeitos combinados do envelhecimento, aumento da obesidade, lesGes nas
articulacoes, estilo de vida e habito alimentares ruins esta tornando a OA uma das doencas
mais incapacitantes e onerosas do mundo, e estimativas mundiais apontam mais de 250
milhdes de pessoas acometidas com a doenca (HUNTER; BIERMA-ZEINSTRA, 2019).

A condrossenescéncia € um termo idealizado por Mobasheri & Batt (2016) para
combinar as palavras “condrocito” e “senescéncia ”, indicando a deteriora¢ao da fungéo
dos condrdcitos dependente da idade, que leva a disfuncdo da cartilagem na OA. Na figura
8, a "condrossenescéncia” esta intimamente ligada a obesidade, escolhas de estilo de vida,
envelhecimento e inflamacéo, contribuindo assim para o desenvolvimento da prevaléncia
da OA.

Alguns autores sugerem que a OA estaria associada a mdltiplos traumas da
cartilagem articular e formacdo de fragmentos de fibronectina e de matriz extracelular
[como IL-1B (interleucina-lbeta) e TNF-o. (Fator de Necrose Tumoral Alfa)] e
metaloproteases da matriz (MMPs) que contribuiriam para a destruicdo da cartilagem,
caracteristica principal da doenga (WANG; HE, 2018). Em virtude desses efeitos, a OA
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tem sido reconhecida como uma das principais causas de incapacidade cronica do século
XXI (MARCH et al., 2016).

Figura 8. A convergéncia das escolhas de envelhecimento, obesidade e estilo de vida no desenvolvimento

de inflamacéo e condrossenescéncia na OA
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Fonte: Adaptado de MOBASHERI; BATT, 2016.

Um estudo Global de Doencas de 2010 estimou que 10% a 15% de todos os adultos
com mais de 60 anos tinham algum grau de OA sintomatica, com prevaléncia mais alta
entre mulheres em relacdo aos homens (NICOLA, 2020). Os dados do Estudo
Longitudinal de Saude e Aposentadoria da China (uma amostra Nacional aleatoria de
2011, idade média de 60 anos), relatou uma prevaléncia de 8% de OA sintomatica do
joelho (definida como dor no joelho com autodiagndstico médico relatado de artrite). Os
dados ainda mostraram que OA de joelho era mais comum em mulheres do que em
homens, aumentava com a idade até os 70 anos e estava inversamente associada ao nivel
de escolaridade e outros marcadores de nivel socioecondmico (NSE), incluindo
diferencas regionais (TANG et al., 2016).

A Pesquisa Nacional de Saude e Nutricdo da Coreia (KNHANES, 2010-12)

encontrou diferencas marcantes na frequéncia de OA sintomatica no quadril, joelho e
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coluna por sexo: 0,1%, 4,5% e 5,6% em homens e 0,2%, 19%, e 16% nas mulheres,
respectivamente. Além disso, 9% dos homens e quase 30% das mulheres, tiveram pelo
menos uma articulacdo envolvida; 11% dos homens e 23% das mulheres tiveram pelo
menos 2 articulacbes OA dolorosas. Novamente nesta coorte, idade, baixo nivel
socioeconémico e localizagdo rural foram associados a OA mais frequente (PARK et al.,
2017).

Um estudo realizado com populacdes dos EUA, usando os dados da Pesquisa
Nacional de Entrevista de Saude entre de 2007-8, estimou que aproximadamente 7% dos
adultos com mais de 25 anos (14 milhdes de pessoas) tinham OA de joelho sintomatica,
com cerca de metade destes apresentando doenga avancada, sendo a maior carga

observada em mulheres brancas ndo hispanicas (DESHPANDE et al., 2016).

Finalmente, usando os dados da Amazon Mechanical Turk (assistente virtual), um
estudo avaliou a percepc¢éo do risco individual de desenvolver OA de joelho entre adultos
com 25-44 anos sem OA de joelho. Os dados do estudo demonstraram que 0s
participantes que tinham uma alta carga de fatores de risco, superestimaram
consideravelmente seu risco, aproximadamente o dobro para o risco ao longo da vida e
em 6-7 vezes para o risco de 10 anos, sugerindo que os individuos nesta faixa etéaria
podem perceber a OA de joelho como uma doenca inevitavel da vida (MICHL et al.,
2016). Em 2018, os dados da previdencial social, mostraram que as doencas
osteomusculares e do tecido conjuntivo representaram 18,5% dos casos totais de
concessao do auxilio-doenca em 2017. Desses, a OA representou 8,2%, sendo a OA de
joelho a mais frequente, totalizando 47% dos casos registrados (BRASIL, 2018).

Atualmente, vivemos em um mundo onde a populacédo esta cada vez mais acima do
peso, obesa e/ou sedentaria. E conhecido que o aumento de atividades fisicas e a reducao
do tempo de sedentarismo contribuiriam para preservar a satde (fisica e mental), além de
prevenir o aumento da carga de doencas de longo prazo. Além disso, a prética de atividade
fisicas tém sido utilizadas para o tratamento de diversas doencas cronicas em que o estilo
de vida se caracteriza como um fator de risco (MOBASHERI; BATT, 2016). Diante
disso, € recomendado dentre outros habitos, a pratica de exercicios de intensidade
moderada como caminhada, natacdo/hidroginastica, yoga, ciclismo e meditacéo (figura
9).
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Figura 9. Exercicios de intensidade moderada recomendados para pacientes com OA

Fonte: Adaptado de MOBASHERI; BATT, 2016.

3.3.3 Fisiopatologia

Sdo observados dois tipos de padrfes na inflamacdo da OA: padrdo molecular
associado a danos (DAMPSs) e padrdo molecular associado a patogenos (PAMPs). Os
DAMPs estimulam o sistema imunoldgico através de receptores de reconhecimento
padrdo (PRRs) ativando uma resposta imune inata no hospedeiro. Apds trauma articular
ou uso excessivo da articulacdo, o dano ao tecido resulta na producdo de DAMPs, que
pode ser produto da MEC (como fibronectina e acido hialurénico) que sinalizam através
de PRRs em macrofagos sinoviais, sinovidcitos semelhantes a fibroblastos (FLS) e
condrdcitos para induzir a producédo local de mediadores inflamatérios que ainda levam
a condrdlise e liberacdo de produtos de degradacdo da MEC para continuar estimulando
a resposta inflamatoria (BISHNOI et al., 2016).

Os PRRs foram identificados, principalmente, na superficie das celulas do sistema
imunolodgico, condrocitos, sinoviocitos e osteoblastos (RAHMATI et al., 2016). A
ligacdo de DAMPs a esses receptores inicia uma cascata de sinalizacdo, que leva a
ativagdo de varios fatores de transcri¢do, incluindo fator nuclear-«B (NF-kB). Essa
ativacdo leva a liberacdo de varios fatores, como fatores pro-catabdlicos [matriz
metaloproteinase (MMP) -1, =3, =9 e — 13], citocinas pro-inflamatorias [fator de necrose
tumoral (TNF) -a, interleucina (IL) -1, e IL-6], quimiocinas [quimiocinas ligantes (CCL)
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-2, -5, —7,—8], catepsinas (B, K e L) e cascata de complemento (RAHMATI et al., 2016;
LAMBERT et al.,, 2020). Durante a patogénese de OA, a ativacdo do sistema
imunoldgico, seja inato ou adaptativo, esta fortemente associada a inflamacéo sistémica
de baixo grau (LAMBERT et al., 2020).

A producdo aguda e cronica de mediadores inflamatdrios promove degradacgéo da
cartilagem direta ou indiretamente por meio da inducdo de enzimas proteoliticas, que
terminam por amplificar um ciclo vicioso de ativacdo imune inata na doenca (NICOLA,
2020). Esse processo € iniciado e conduzido na membrana sinovial especialmente por
DAMPs liberados na MEC para a cavidade articular durante a degradacgéo da cartilagem.
Esses fragmentos liberados na cavidade sinovial estimulam a producdo e liberacdo de
mediadores inflamatdrios (como citocinas, quimiocinas, mediadores lipidicos e o0s
préprios DAMPs) pelas células sinoviais (macrofagos e fibroblastos) no liquido
sinovial. As ac¢Oes desses mediadores inflamatoérios ativam os condrocitos produtores de
metaloproteinase, que resultam em um ciclo vicioso entre a cartilagem e a membrana
sinovial (figura 10) (LAMBERT et al., 2020).

Os neutréfilos e mondcitos transmitidos pelo sangue migram para o local de
inflamag&o por quimiotaxia, passando através das células endoteliais por extravasamento;
0s mastocitos e macréfagos aumentam a permeabilidade vascular pela liberacdo de
histamina, leucotrienos e as prostaglandinas. Os neutréfilos infiltrados criam um
ambiente citotoxico por um processo denominado degranulacdo, levando a liberacdo de
substancias quimicas toxicas como espécies reativas de oxigénio (ROS) e espécies
reativas de nitrogénio (RNS), além de varias proteinases, que provocam eventos tipicos
da inflamacéo como vermelhidao, inchaco, calor, dor e perda de funcdo (BISHNOI et al.,
2016).

Além disso, ocorre regulacdo negativa do agrecamo (proteoglicanos da cartilagem
articular) e do colageno tipo Il, bem como a regulada positiva da enzima ciclooxegenase-
2 (COX-2) em tecidos articulares inflamados, levando a producdo elevada de
prostaglandinas, como PGE2, na articulagdo (BISHNOI et al., 2016). Em geral,
os mediadores inflamatorios, estresse mecanico e oxidativo corroboram para
comprometer a funcdo e a viabilidade dos condrocitos, reprogramando-os para sofrer
diferenciacéo hipertrofica e “senescéncia ” precoce, tornando-0s ainda mais suscetiveis
aos efeitos dos mediadores pré-inflamatérios e pré-catabdlicos (MOBASHERI; BATT,
2016).
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Figura 10. Mecanismo de inflamagdo em OA
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Fonte: Adaptada de BISHNOI et al., 2016.

3.3.4 Tratamento

O gerenciamento da OA envolve abordagens farmacoldgicos e ndo farmacologicos,
e quando estes ndo respondem adequadamente ao alivio dos sintomas, a cirurgia de
substituicdo da articulacdo é considerada. No entanto, este Gltimo € um procedimento
invasivo e estd associado a eventos adversos graves mais significativos, como trombose
venosa profunda e infeccdo (YUSUF, 2016; GHOURI; CONAGHAN, 2020). Devido a
natureza cronica da doenca os estudos prospectivos com farmacos que podem modificar
a estrutura articular, reduzir a dor e aumentar a funcéo da articulagdo de forma segura
continua sendo medidas desejadas para 0 manejo da OA, especialmente, nos estagios
iniciais da doenga, antes de grandes alteragOes estruturais e funcionais na unidade
osteocondral (GOLDRING; GOLDRING, 2016).

Até 0 momento a farmacoterapia para OA apresentou pouca progressdo nas ultimas
décadas, principalmente para o paracetamol, anti-inflamatorios nédo esteroides (AINES)

topicos e orais, corticosteroides e opioides, que sdo amplamente usados como medidas
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paliativas para alivio dos sintomas da OA. Além disso, nenhum desses medicamentos se
mostraram capazes de modificar a progressao da OA e prevenir a incapacidade de longo
prazo. Também, o uso prolongado desses agentes aumenta consideravelmente as chances
de efeitos adversos graves com o tratamento, como toxicidade gastrointestinal,
cardiovascular e renal (STEINMEYER et al., 2018). A Food and Drug Administration
(FDA) considerou a OA como uma doenga grave com necessidades médicas ainda ndo
atendida (LATOURTE et al., 2020). Dessa forma, o estudo com novos tratamentos se faz
necessario para o melhor manejo da doenca e como forma de atender as necessidades

individuais dos pacientes com OA.

As drogas modificadoras da doenga osteoartrite (DMOAD) visam modificar a
fisiopatologia subjacente da OA e aliviar o dano estrutural para prevenir incapacidade a
longo prazo. Sao consideradas promossas no avanco das intervencdes farmacoldgicas na
OA. Atualmente, estudos em fase clinica tém demonstrado potenciais modificadores da
doenga (DMOAD), e diversos alvos estdo sendo explorados para melhor controle da OA.
Entre os véarios agentes farmacoldgicos estudados no ambito das DMOADs pode-se citar:
tanezumab (2,5 e 5 mg) e fasinumab (1, 3, 6 ou 9 mg) (DAKIN et al., 2019; SCHNITZER
et al., 2019); fator de crescimento de fibroblasto humano recombinante-18 (rhFGF18, 100
Hg) (ROEMER et al., 2016); inibidor da via Wnt (lorecivivint, 0,23 mg) (YAZICI et al.,
2019); corticosteréide (TA-ER, 32 mg) (CONAGHAN et al., 2018); e condrocitos
humanos halogénicos geneticamente modificado que expressam TGF-B1 (TissueGene-C)
(KIM et al., 2018).

Os tratamentos ndo farmacoldgicos também sdo recomendados para controlar 0s
sintomas e prevenir ou retardar a progressao da OA, conforme demonstrado por ECRs
(SHARMA et al., 2018; KROON et al., 2018). Todas as diretrizes de manejo apoiam 0
uso desta modalidade como terapia inicial, mas também durante a progressao da doenca,
esta incluem dieta e perda de peso, fisioterapia, exercicios fisicos, treinamentos de forca,
exercicios aquaticos (hidroterapia), acupuntura, dispositivos ortopédicos, estimulacdo
elétrica nervosa transcutanea (TENS), abordagens psicoldgicas (entender a doenca), além
de métodos cirargicos, como desbridamento artroscopico (remocédo da cartilagem solta
intrarticular, tecido sinovial inflamado e ostedfitos da articulagéo) e substituicdo total da
articulacdo (VANCE et al., 2014; YUSUF, 2016; SOUZA et al., 2018; CRAMP, 2019).
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3.4 Inflamac&o e Dor

3.4.1 Mediadores da Inflamacao

A inflamacdo é uma resposta do sistema imunoldgico a estimulos prejudiciais que
protege 0 corpo de possiveis danos causados por infec¢des, compostos toxicos ou
irradiacdo. O processo de atenuacdo da inflamacdo envolve a resolugcdo da inflamacao
aguda, mas quando esta ndo ¢é controlada de forma adequada, pode se tornar cronica e,
eventualmente, resultar em doencas inflamatdrias imunomediadas (ex. artrite reumatoide,
doenca inflamatdria intestinal, psoriase, asma, vasculite e etc) (CHEN et al., 2018). Em
resposta a lesdo provocada, iniciam-se eventos intrinsecamente benéficos para curar 0s
tecidos afetados, envolvendo o recrutamento de células inflamatorias e ativacdo de
proteinas plasmaticas para atuarem no processo de reparagdo, regeneracao e eliminacao
do agente agressor (SUGIMOTO et al., 2016). Contudo, apesar de extremamente
necessario para a protecdo do corpo, a medida que o reparo ocorre de maneira exacerbada,
o0 processo inflamatério pode se tornar prejudicial e atacar o proprio organismo, levando
a reacdes contra as proprias células e tecidos. Esses eventos resultam em disturbios e
doencas autoimunes, que sdo condi¢des pelas quais o proprio sistema imunolégico é
incapaz de diferenciar entre tecido suadavel e antigenos potencialmente prejudiciais,
como a artrite reumatoide, fibrose pulmonar, psoriase e lipus eritematoso sistémico
(ANGUM et al., 2020).

De modo geral, a depender do tempo de exposi¢éo ao agente agressor, bem como
das caracteristicas patoldgicas do local inflamado e os diferentes tipos de mecanismo de
resposta, o processo inflamatério pode ser de dois tipos: agudo ou cronico (CHEN et al.,
2018). A inflamacdo aguda (1 a 2 semanas) se caracteriza por uma resposta adaptativa
imediata com especificidade limitada causada por varios estimulos como infeccGes e
danos ao tecido, apresentam diversas manifestaces clinicas como: dor, eritema,
hiperalgesia, edema e perda de funcédo da area lesada (HANNOODEE; NASURUDDIN,
2020). O principal objetivo dessa resposta € a eliminagdo imediata do agente causador da
inflamacdo (CHEN et al., 2018). No entanto, caso essa infecgéo néo tenha sido sanada, o
processo inflamatorio ira persistir, e evoluir para um quadro de inflamagdo cronica
(superior a 3 meses). Nesta fase que o processo inflamatdrio adquire novas caracteristicas

de acordo com os mediadores celulares envolvidos (PAHWA et al., 2021).
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O sistema imunoldgico inato € a primeira linha de defesa do hospedeiro, este
sistema € ativado por padrdes moleculares associados a danos (DAMPS) ou padrdes
moleculares associados a patogenos (PAMPS) liberados por micro-organismos invasores.
DAMPs e PAMPs estimulam células sentinela (ex. mastocitos, macrofagos e células
dendriticas) para a ativacdo de uma cascata de eventos, incluindo o recrutamento de
leucdcitos para o local da inflamacgdo, até que o processo inflamatério seja resolvido
(MAAS et al., 2018). A inflamacgéo aguda é dividida em duas fases: vascular e celular.
As respostas que ocorrem na microvasculatura aparecem em poucos minutos apos a leséo
do tecido ou infec¢do microbiana. A estimulacdo de nociceptores resulta na liberagéo dos
neuropeptideos [substancia P (SP) e neurocinina A (NKA)]. Esses neuropeptidios, por
sua vez, medeiam a vasodilatacao local, por meio da retracdo das células endoteliais, o
que resulta no aumento do fluxo sanguineo, aumento da permeabilidade vascular e
aumento do extravasamento de liquido para os tecidos (MAZARIO; BASBAUM, 2007;
ONAGA, 2014).

Os macrdéfagos residentes e mastocitos intercedem o reconhecimento inicial no
local da lesdo, liberam histamina e produzem mediadores inflamatorios, incluindo
quimiocinas, endotoxinas microbianas contendo grupos N-formil metionil amino-
terminais, sistema de cininas 41 (bradicinina), fragmento de complemento Cb5a,
leucotrienos B e fator ativador de plaquetas (PAF), que podem estimular intensa
infiltracdo de leucdcitos em poucos minutos (BAJIC et al., 2013; MAAS et al., 2018).
Entre os leucdcitos, os neutrdfilos sdo as primeiras células inflamatorias recrutadas no
local da inflamacdo aguda (ROSALES et al., 2018). Ademais, ha produgdo de citocinas
pro-inflamatorias, incluindo Interleucina (IL) -1, IL-8, fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a), IL-6 e IL-12, sendo estas as secre¢Ges mais notdveis incluidas nessas reagoes,
que levardo a ativacdo e producdo de células imunes, bem como a liberacdo de outras
citocinas (ABDULKHALEQ et al., 2018). Os eventos de recrutamento dos leucécitos
para o local de inflamacdo ou sitio de lesdo é definido em etapas: captura, rolagem,
parada, ades&o, rastreamento e migragéo transendotelial (Figura 11) (MAAS et al., 2018).

Os eventos celulares abrangem a captura sucessiva, rolamento e firmamento de
uma adesao ao endotelio microvascular, sdo mediados por meio de moléculas de adesao
celular (CAMs), mediadores quimiotaticos e citocinas (TNF-a, IL-1, IL-8, IL-12, IFN-y
(Interferon-gama) (MAAS et al., 2018). A ativacdo da migracdo € induzida
principalmente por histamina ou citocinas inflamatorias, que se originam de mastacitos e
macrofagos teciduais (MOMMERT et al., 2021). As CAMs séo moléculas de superficie
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celular envolvidas na migracéo transendotelial para locais inflamatdrios. Essas CAMs
incluem moléculas de adesdo intracelular (ICAM) -1, ICAM-2, integrinas e selectinas
(ABDULKHALEQ et al., 2018).

Figura 11. Migracdo dos leucécitos através do endotélio vascular. Fases: 1 e 2) captura; 3) rolagem, 4)

parada, 5) adesdo e migracdo transendotelial.
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Fonte: Adaptado de MAAS et al., 2014.

Estas moléculas de adesdo podem ser agrupadas em trés familias moleculares: (1)
selectinas, sendo E-selectina expressa no endotélio, P-selectina expressa tanto em células
endoteliais quanto em plaquetas, e L-selectina expressas constitutivamente na superficie
dos leucécitos (MCEVER R. P., 2015); (2) integrinas, uma familia de glicoproteinas
heterodimeras transmembranares responsavel pela adesdo dos leucdcitos durante a
migracdo e transducdo de sinais entre as células, sdo compostas pela associacdo nao
covalente entre as suas subunidades o (120 a 180kDa) e B (90 a 110kDa), podem
reconhecer multiplos ligantes, incluindo integrinas 2 (CD11/CD18) e MACI1, também
conhecida como integrina-aoM e CD11b (HYNES 1992) e; (3) imunoglobulinas,
principais ligantes das integrinas, consideradas moléculas de apoio no processo de
diapedese dos leucdcitos. Compde esta classe a molécula de adesédo intercelular 1-5
(ICAM 1-5), molécula de adesdo celular vascular-1 (VCAM-1), molécula de adesao
seletiva de células endoteliais (ESAM), moléculas de adesdo 43 juncional (JAMS) e
molécula de ades&o celular endotelial plaquetaria (PECAM-1) [MULLER, 2015].

A ativacdo de celulas endotelias (CEs) envolve a regulacdo positiva de P- e E-
selectina. Os neutréfilos expressam L-selectina e outros ligantes, como P-selectina

glicoproteina ligante 1 (PSGL-1), CD44 e E-selectina ligante-1, que se ligam em alta taxa
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a P- e E- selectinas presente nas CEs, permitindo que os neutrofilos sejam capturados.
Devido a essa ligacao, os neutréfilos podem se mover ao longo do endotélio (rolamento)
(HIDALGO et al., 2007). Os quimioatraentes sdo componentes chaves na cascata de
recrutamento de neutrofilos, pois essas moléculas contribuem para a ativagdo de
neutrdfilos, e sdo necessarios para uma parada firme e orientacdo do neutrofilo até o local
da inflamac&o. Os quimioatraentes respondem de maneira hierarquica, preferindo “alvos
finais” (por exemplo, N-formil-metionina-leucina-fenilalanina (fMLP), C3a e Cba,
respectivamente) ao invés de atrativos “intermediarios” [por exemplo, quimiocinas
(motivo CXC) ligante 1 (CXCL1), CXCL2 e leucotrieno B4 (LTB4)] (MAAS et al.,
2018).

Em geral, os neutrofilos fazem migracdo transendotelial via juncBes endoteliais
(via paracelular, ~ 90%) em vez de diretamente através da CE (diapedese tranCSelular, ~
10%) (MAAS et al., 2018). Depois que os neutréfilos atravessam a barreira endotelial,
eles precisam cruzar a lamina basal subendotelial e o tecido intersticial circundante para
chegarem ao local da inflamacéo. Este processo é geralmente mais demorado do que
migracao transendotelial (MULLER, 2013). Os neutréfilos se movem entre a superficie
abluminal das CEs e a ldmina basal em busca de areas que sdo depositadas com baixa
densidade de colégeno IV e laminina (BURTON et al., 2011). A inflamac&o é finalizada
qguando ocorre a eliminacdo do agente infeccioso, a homeostasia do tecido inflamado é
reestabelecida e os mediadores inflamatorios s&o inibidos ou reduzidos. Porém, caso a
progressao inflamatoéria seja desfavoravel devido a persisténcia do patégeno, podera
haver uma cronificacdo e evolucdo do processo inflamatério (SUGIMOTO et al., 2016).

3.4.2 Dor Inflamatoria

A dor é uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel que esta ligada a
danos reais ou potenciais aos tecidos, tem o Unico proposito de notificar o mecanismo de
defesa do organismo para reagir a um estimulo, a fim de evitar maiores danos ao tecido
(DEUIS et al., 2017). Devido ser uma sensacdo complexa, a dor é considerada uma
sensacdo subjetiva e pessoal, portanto, impossivel encontrar uma definicdo ou
interpretacdo definitiva e satisfatéria (KLAUMANN et al., 2008). A dor € iniciada pela
ativacdo de neurdnios somatossensoriais chamados nociceptores, estes inervam a pele,
cornea, articulagdes, 0ssos, trato geniturinario, trato gastrointestinal, masculos e tecidos
viscerais profundos. Estes nociceptores detectam estimulos inflamatorios nocivos atraves

da expressdo de sensores moleculares em seus terminais nervosos periféricos, como
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canais de potencial de receptor transiente (TRP) e receptores acoplados a proteina G
(GPCRs) (BARAL et al., 2020).

A sensibilizacao periférica acontece normalmente ap6s lesdo de nervo periférico,
lesdo de tecido e inflamagéo (WEI et al., 2019). Mediadores inflamatdrios liberados do
local da lesdo ou inflamacdo do tecido podem ativar e sensibilizar os neurdnios sensoriais
periféricos, resultando em sensibilizag8o periférica (JI et al., 2019). Um fenémeno de
sensibilizacdo semelhante que ocorre no sistema nervoso central é chamado de
sensibilizacdo central, que pode ser inicialmente induzida por sensibilizacdo periférica,
ambas juntas produzem a dor neuropética e dor inflamatdria refletida como alodinia e
hiperalgesia (ASHMAWI. et al., 2016).

A sensibilizacdo da dor normalmente leva a condi¢fes clinicas como alodinia
(percepcdo de um estimulo ndo nocivo como doloroso) e hiperalgesia (resposta dolorosa
excessiva produzida por um estimulo normalmente nocivo) (SANDKUHLER, 2009).
Contudo, nem todos os estimulos nocivos de alto limiar (quimicos, fisicos ou mecanicos)
detectado por neurénios sensoriais periféricos especializados (nociceptores) levam a uma
experiéncia dolorosa (DUBIN; PATAPOUTIAN, 2010). Deste modo, a dor abrange dois
componentes: a nocicepcdo e a percepgdo. A nocicepgdo se caracteriza pela percepgéo
dos sinais de dor pelo sistema nervoso central, engloba quaisquer estimulos, sejam eles
mecanicos, térmicos, elétricos ou quimicos, que tenham o potencial de causar danos ao
tecido (ARMSTRONG; HERR' 2021). Ja a percepcdo, se caracteriza pela capacidade de
integracdo do fenébmeno doloroso com respostas urgentes para alivio da dor, que sdo
controladas por fatores emocionais, psicoldgicos, culturais, religiosos, experiéncia
anterior a dor e histérico de vida do individuo (DEKKERS, 2017; ELLISON, 2017).

Em geral, a nocicepc¢éo e antinocicepcao sdo mais indicadas para avaliar a dor em
animais, enquanto a analgesia é mais empregadaos para humanos (VERRI et al., 2006).
A dor pode ser subdividida em dor aguda e cronica (FEIZERFAN et al., 2014). A dor
aguda comeca em resposta a uma lesdo, doenca ou inflamacdo tecidual, por ser uma
resposta de curta duragdo, sua evolucdo natural é a remissdo. Porém, devido a ativacao de
varias vias neuronais durante um longo periodo de tempo, o carater da dor pode mudar e
a dor aguda pode se tornar cronica (BARAL et al., 2020). A estimulacdo nociva
sustentada ou recorrente pode ocorrer em doengas como a OA e artrite reumatoide (AR),
onde mudangas na articulacdo podem permitir que a sustentacdo de peso normal produza
forcas suficientes para ativar os nociceptores (PRECSOTT; RATTE, 2017). A dor

cronica representa um problema clinico de grande importancia, pois afeta até 20% da
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populacdo em geral (REID et al., 2011). Além disso, é um sintoma de uma variedade de
diferentes patologias, € uma compreensdo dos mecanismos nociceptivos e da
neurobiologia da percepc¢édo da dor séo necessarios para tratar melhor as condicdes de dor
crénica (CARR; ZACHARIOU, 2014).

A dor pode ainda ser classificada quanto a sua origem fisiopatoldgica: nociceptiva,
neuropética, inflamatoria e psicogénica. A dor nociceptiva atua como um importante
sistema de alarme, pode ser oriunda de receptores da pele e dos muasculos esqueléticos
como na osteoartrite, ou de estruturas mais profundas atingindo as visceras, como na
pancreatite. A dor nociceptiva continua apenas enquanto o estimulo nocivo for mantido
(DUBIN; PATAPOUTIAN, 2010). A dor neuropatica é conhecida como dor nos nervos,
resulta de uma lesdo no sistema nervoso somatossensorial. Esta dor pode ser periférica
(envolvendo o sistema nervoso periférico, como lesdes traumaticas da medula espinhal)
ou central (envolvendo o sistema nervoso central, como no acidente vascular cerebral)
(CSHMIDT et al., 2010; TEIXEIRA et al., 2016). J& a dor psicogénica, é a dor fisica
causada por alguma disfuncdo neuropsiquica emocional, independe de psicopatologia
associada (ex. dor nas costas, dor de estbmago, ansiedade e depressdo). A medicina se
refere a dor psicogénica como uma dor cronica, e sua origem pode estar relacionadas ao
estresse, conflitos emocionais, problemas psicossociais ou varios transtornos mentais
(KATZ et al., 2015).

A dor inflamatoria ocorre na presenca de estimulos nocivos resultante de dano ao
tecido, onde o sinal ativa rapidamente neurbnios aferentes sensoriais primarios
(nociceptores) no tecido periférico, e envia uma mensagem ao cérebro para eliciar a
sensacdo de dor (SU et al., 2014). Os locais dos tecidos danificados ou infectados
geralmente exibem respostas inflamatérias como vermelhiddo, inchaco, calor e dor
persistente, bem como mediadores enddgenos liberados dos tecidos que aumentam o
extravasamento dos vasos e atraem células imunes para o local de inflamacédo
(HANNOODEE; NASURUDDIN, 2020).

A presenca de mediadores inflamatorios pode ativar diretamente os nociceptores,
provocando dor ou modulando a sensibilidade dos nociceptores primarios, levando a uma
reacao aumentada aos estimulos. Por isso, estimulos como um leve toque sdo percebidos
como dolorosos (alodinia), ou estimulos normalmente sentidos como dolorosos causam
dor de maior intensidade (hiperalgesia) (JENSEN; FINNERUP, 2014). A dor inflamatéria
pode ser modelada em animais usando incisdo na ferida ou injecdo de estimulos

inflamatdrios, como adjuvante completo de Freund (CFA), lipopolissacarideos (LPS) ou
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iodoacetato monossodico (MIA) (YUCEL et al., 2017; NAVARRO-ALVAREZ et al.,
2018; BRYK et al., 2021).

Durante a inflamacdo, as células imunes (mastdcitos, macrofagos / monacitos,
neutrdfilos e células T) liberam mediadores endogenos [Prostaglandina E 2 (PGE 2),
bradicinina (BK), serotonina [5-hidroxitriptamina (5-HT)], histamina, ATP, citocinas
(TNF-a, IL-1B, IFNy e quimiocinas), espécies reativas de oxigénio (EROs)] que atuam
nos terminais nervosos periféricos dos neurénios nociceptores. Os potenciais de a¢do sdo
transduzidos através dos ganglios da raiz dorsal (DRG) para a medula espinhal e
retransmitidos para o cérebro para serem processados como dor (figura 12a). No corno
dorsal da medula espinhal, as interagdes neuroimunes contribuem para 0s mecanismos
centrais da dor. Os aferentes nociceptivos primarios DRG (pré-sinapticos) liberam
glutamato, ATP e quimiocinas de seus terminais centrais, mediando a neurotransmissao
para neurénios pds-sinapticos de segunda ordem que transmite sinais para o cerebro. As
células T, microglia e astrocitos também produzem citocinas pro-inflamatdrias e fatores
de crescimento que atuam nos terminais nervosos pré e pos-sindpticos para aumentar a
neurotransmissdao e mediar a sensibilizacdo da dor central (figura 13b) (BARAL et al.,
2020).

Figura 12. Interages neuro-imunes em terminais nervosos periféricos e medula espinhal na dor
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Fonte: Adaptado de BARAL et al., 2020.
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O tratamento farmacol6gico para dor é complexo e requer uma prescrigdo
individualizada para garantir um melhor resultado clinico. Em geral, as opcdes de
tratamentos farmacoldgicos para a dor sdo antigas e ainda pouco satisfatorias. Os
principais medicamentos para a dor se enquadram em quatro categorias: (1) analgésicos
fracos, (2) medicamentos anti-inflamatdrios ndo esteroides (AINES), (3) opioides e (4)
medicamentos adjuvantes (VARRASSI et al., 2019). Dentre essas categorias, 0s AINES
sdo considerados medicamentos de primeira escolha e eficazes para a dor inflamatdria.
Seu mecanismo de acdo decorre do bloqueio da producédo de prostaglandinas (PGs) ao
inibir as ciclo-oxigenases (COX1 e COX2), essenciais para a sintese de PGs
(GUNAYDIN; SIRRI BILGE, 2018).

Dentre os AINES disponiveis, o ibuprofeno, o diclofenaco e o cetoprofeno séo os
mais frequentemente utilizados, e suas indica¢des primarias incluem dor pos-operatéria,
dor traumatica, artrite aguda, AR, OA e outros distdrbios reuméaticos (VARRASSI et al.,
2019; WOLFF et al., 2021). Contudo, os tratamentos com AINEs apesar de serem
eficazes para o alivio da dor, ndo interrompem a progressao da doenca. Além disso, 0 uso
de AINES a longo prazo estdo associados a efeitos adversos graves, incluindo disturbios
cardiovasculares e renais (HAYASHI et al., 2021), porém seu uso tépico tem sido cada
vez mais recomendado nas diretrizes de tratamento (ZENG et al., 2018). Em virtude disso,
a busca por tratamentos mais eficazes, com baixo custo e menos efeitos adversos sdo

necessarios para o melhor controle da dor na OA.

3.5 Modelos de Osteoartrite

Os modelos para o estudo da OA podem ser categorizados em modelos ex-vivo e
in-vivo. Os modelos ex vivo incluem cultura de monocamada, co-cultivo de células,
cultura tridimensional (3D) e cultura baseada em explantes. Esses modelos podem ser
Uteis para investigagdes preliminares sobre mecanismo de ac¢do, porém, podem apresentar
alto custo e ndo reproduzir fielmente as condi¢des reais do tecido. Varios modelos in-vivo
foram desenvolvidos para OA, estes podem ser categorizados em modelos induzidos ou
espontaneos. Os modelos induzidos referem-se a modelos em que a OA (ou caracteristicas
semelhantes a OA) foram induzidas quimicamente ou cirurgicamente, enquanto 0s
modelos espontaneos, sdo subcategorizados em modelos de ocorréncia natural e modelos
geneticamente modificados que desenvolvem OA (COPE et al., 2019; SAMVELYAN et
al., 2020).
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Foram desenvolvidos pelo menos 18 modelos animais para estudar as
caracteristicas da fisiopatologia da OA, incluindo desde peixe-zebra, roedores
(camundongos e ratos), porquinhos-da-india e coelhos, usados frequentemente para o
desenvolvimento de intervengdes terapéuticas e estudos iniciais para triagem de
medicamentos, a grandes organismos modelos, como cdes, cabras, ovelhas e cavalos,
usados frequentemente para estudar o processo patolégico da OA devido a progressao
mais lenta da doenca e semelhancas anatbmicas com os humanos (SAMVELYAN et al.,
2020). Com base ainda na etiologia da doenca, a OA pode ser classificada em primaria
ou idiopatica e OA secundaria. A primeira apresenta ocorréncia natural, afeta uma
articulacdo (localizada) ou trés ou mais articulagdes (generalizada), enquanto a segunda
estd associada a uma variedade de causas e fatores de risco que levam a doenca, incluindo
trauma, 0sso metabdlico e disturbios congénitos (COPE et al., 2019). A OA secundaria é
investigada pela inducdo de lesbes diretas ou indiretas nas articulacbes, atraves da
utilizacdo de modelos invasivos (induzidos cirurgicamente e quimicamente) e néo
invasivos (fratura do plato tibial intra-articular, compressdo tibial da cartilagem articular
ciclica e ruptura do ligamento cruzado anterior (LCA) via sobrecarga de compressdo
tibial) (SAMVELYAN et al., 2020).

Os modelos invasivos sdo normalmente utilizados para estudar a patogénese da
OA pos-traumatica e avaliar a eficacia terapéutica de medicamentos/potenciais agentes
terapéuticos para a doenca. Estes modelos apresentam rapida progressdo, prazos de
estudo mais curtos, inducdo de lesbes graves, bem como reprodutibilidade e custo
relativamente baixo em comparagdo com os modelos animais espontaneos, o que o torna
um modelo amplamente explorado para o estudo da OA animal (LAMPROPOULOU-
ADAMIDOU et al., 2014).

A injecdo intra-articular do iodoacetato monossodico (MIA) é um dos modelos
animais invasivos (induzido quimicamente) mais bem estabelecido como um substituto
para o estudo da OA em humanos. O MIA é um inibidor metabdlico que decompde a via
da glicdlise aerdbia celular e, consequentemente, induz a morte celular ao inibir a
atividade da gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) nos condrdcitos
(LAZAREV et al., 2020).

A injecdo intra-articular de MIA provoca reducdo no numero de condrocitos e
alteracOes histoldgicas e morfoldgicas na cartilagem articular, membrana sinovial e

capsulas articulares, eventos semelhantes a algumas caracteristicas observadas nas fases
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da OA humana. Também, sdo produzidas lesdes na cartilagem com perda da matriz de
proteoglicanos, inflamacdo sinovial e alteracbes Osseas subcondrais e funcionais
(MORAIS et al., 2016; SULAIMAN et al., 2021). Apos a injecdo do MIA, os animais
apresentam um comportamento de dor persistente, com suporte de peso alterado nos
membros posteriores e desenvolvimento de hipersensibilidade mecénica (alodinia)
(PITCHER et al., 2016). Medicbes estaticas podem ser empregadas pela analise da
marcha em uma esteira ou pela analise da passarela em animais que se movem livremente
(DEUIS et al., 2017). Os modelos com MIA sdo bastante indicados as terapias
convencionais de alivio da dor, indicando que eles podem ser Uteis para discernir
abordagens terapéuticas (PITCHER et al., 2016).

Apbs a aplicacdo do MIA, sdo observadas algumas alteracdes, no 1° ao 3° dia 0s
condrécitos estdo encolhidos e os nucleos fragmentados com algumas areas de
degeneracdo. Nos estagios iniciais da progressdo do modelo ocorrem sinais de
inflamagdo, como expansdo da membrana sinovial e infiltragdo de macrofagos,
neutrofilos, mastdcitos, linfécitos e células plasmaticas, além de elevacdo dos niveis de
citocinas [(Fator de Necrose Tumoral-a (TNF-a) e Interleucina 6 (IL-6)] e espécies
reativas de oxigénio (ROS) que diminuem no 7° dia (ORITA etal., 2011; VALENTE et
al., 2019). Em estagios mais avancados do modelo (entre o0 10°-14° dia), observa-se uma
degradacéo progressiva da cartilagem e remodelamento do 0sso subcondral; e no 14° dia,
areas totais de lesdo de cartilagem sdo caracterizadas, com presenca de células
osteoclasticas, evidéncias de angiogénese osteocondral e neovascularizagao
(VALENTE et al., 2019). Em um estudo Bove et al (2006) relataram a coexisténcia de
um estado de dor inflamatéria e dor neuropatica iniciada por mediadores inflamatérios e
lesdo nervosa, respectivamente.

A producdo de mediadores inflamatorios contribui ainda mais para a patogénese
de OA, aumentando a degradacdo da cartilagem articular e induzindo hiperalgesia
(EITNER et al., 2017). A citocina TNF-a ativa neurdnios sensoriais por meio de seus
receptores e inicia uma cascata de reacdes inflamatorias por meio da producdo de
citocinas pro-inflamatdrias, incluindo IL-1 e IL-6 (WANG et al., 2015). Nas células
articulares IL-1p e TNF amplificam e perpetuam o processo inflamatorio da doenca,
induzindo a producdo de IL-6 e quimiocinas, como IL-8, proteina quimiotatica
de mondcitos 1 (MCP-1) e ligante 5 de quimiocina (motivo C-C) (também conhecido
como RANTES). Além disso, estimulam a producéo de genes que codificam oxido nitrico
sintase induzivel (INOS), fosfolipase A2 soluvel, ciclooxigenase 2 (COX>),
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prostaglandina E sintase-1 microssomal (MPGES-1), e estimulam a liberacdo de dxido
nitrico (NO) e prostaglandina E> (PGE2) (KAPOOR et al., 2011).

Por sua vez, o0 NO e PGE; contribuem para inflamagéo, destruicdo articular e
aumento da ativacdo e producdo de MMPs, o que leva a inibicdo da sintese de
macromoléculas anabdlicas, como colageno tipo Il e proteoglicano, promovendo a
apoptose de condrocitos (ANSARI et al., 2020). Ademais, induzem a producdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS), principalmente NO e o anion superoxido, que
contribuem ainda mais para os efeitos degradantes da cartilagem (ZAHAN et al., 2020),
além de regular negativamente a expressao de enzimas antioxidante que eliminam ROS,
incluindo superdxido dismutase (SOD), catalase e glutationa peroxidase (LEPETSOS;
PAPAVASSILIOU, 2016). Esses efeitos sdo mediados pela ativacdo de varias vias
inflamatdrias, incluindo principalmente  c-Jun N-terminal cinase (JNK) e
proteina quinase ativada por mitégeno (MAPK) P38 (também conhecida como vias da
quinase regulada por sinal extracelular), fator nuclear kB (NFkB) e wnt/Bcatenina

(KAPOOR et al., 2011).

Devido ao potencial terapéutico de polissacarideos sulfatados, este trabalho visou
a aplicacdo de sultato de condroitina da traqueia bovina (CS-A) e da cartilagem de tubaréo
(CS-C) para avaliar seu efeito terapéutico em modelo de OA induzido por MIA em
camundongos C57BL/6, assim como o FCS extraido da parede corporal de H. grisea para
avaliar seu potencial anti-inflamatério e analisar possiveis mecanismos de acdo frente ao

modelo cronico de OA.
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Resumo

Neste trabalho, trés tipos diferentes de sulfato de condroitina (CS), extraidos da traqueia
bovina (CS-A), cartilagem de tubardo (CS-C) e da parede corporal do pepino-do-mar
Holothuria grisea (fucosil condroitina sulfato - FCS), foram avaliados quanto o seu efeito
terapéutico em um modelo in vivo de osteartrite (OA) induzida por iodoacetato
monossodico na articulacdo femoropatelar de camundongos C57BL/6. Apos inducédo da
OA, os camundongos foram divididos aleatoriamente em grupos (n = 5) de acordo com o
tratamento oral diario durante 28 dias: (1) Sham (falso operado, salina 0,9 % v.0.); (2)
controle negativo (doente, salina 0,9% v.0); (3) CS-A (doente, 100mg/kg v.0); (4) CS-C
(doente, 100mg/kg v.0) e (5) FCS (doente, 100mg/kg v.0). A eficacia dos tratamentos foi
avaliada através da mensuracdo da alodinia, atividade motora, migracdo de leucdcitos,
atividade anti-inflamatoria, analise morfométrica e escore histopatolégico OARSI.
Durante 28 dias de experimentacdo, o CS-A (100 mg/kg), CS-C (100 mg/kg) e FCS (100
mg/kg) conseguiram induzir analgesia, aumentar a atividade motora e reduzir a migragao
de leucdcitos de camundongos osteoartriticos de forma significativa em relacdo ao

controle negativo (salina 0,9 %). Além disso, a morfometria revelou um aumento
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significativo da cartilagem sobre a tibia para os animais tratado com CS-A e FCS, cujos
resultados foram confirmados pela analise histopatolégica OARSI, mostrando uma
reducdo da gravidade da OA em relacdo ao controle negativo. Contudo, apenas CS-A
(100 mg/kg) aumentou significativamente os niveis de IL-10, sugerindo que esta
molécula possui uma atividade protetora contra a degeneracdo da cartilagem através da
regulacdo da inflamagdo. Apesar de preliminares, 0os mecanismos envolvidos no
tratamento com FCS precisam ser melhores investigados, visto que seu efeito protetor na

OA foi semelhante ao apresentado para o CS-A.

INTRODUCAO

A osteoartrite (OA) é uma doenca com terapias falhas na supressao do desgaste
da cartilagem articular, que afeta mais de 250 milhdes de pessoas no mundo (HUNTER;
BIERMA-ZEINSTRA, 2019). Esta doenga pode afetar diferentes articulacdes,
principalmente as dos joelhos, méos, quadris e coluna (KOHN et al., 2016). Vérios fatores
de risco como trabalho fisico excessivo e movimentos repetitivos tém sido associados
com a OA. Contudo, a caracterizacdo dos mecanismos celulares e moleculares que
formam a base desse processo destrutivo, assim como seu diagnostico e tratamento, ainda
carece de maiores elucidacdes (MANCUSO et al., 2019). A etiopatogenia da OA é
complexa e, provavelmente, multifatorial, associando-se ao envolvimento de mediadores
inflamatdrios, fatores genéticos, envelhecimento, obesidade, deformidades articulares ou
lesbes articulares, atividade ocupacional ou esportiva, densidade mineral 0ssea,
deficiéncia de estrégeno e desregulacdo metabolica (MORA et al., 2018).

De acordo com WANG e HE (2018), a obesidade ndo sé aumenta o estresse
mecanico na cartilagem tibiofemoral, mas também leva a uma maior prevaléncia de OA
em &reas que nao suportam peso, uma vez que existe uma ligacdo entre obesidade e
inflamacéo. Assim, os tecidos adiposos desempenham um papel crucial neste contexto,
pois séo a principal fonte de citocinas, quimiocinas e mediadores metabolicamente ativos
denominados adipocinas, os quais demonstram regular as respostas imunes inflamatorias
na cartilagem. Deste modo, pacientes obesos apresentam elevados niveis sérico de fator
de necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina-1 beta (IL)-1p e IL-6, todos produzidos por
macrofagos derivados do tecido adiposo, confirmando seus importantes papéis na
patogenia da OA. Além disso, TNF-a, IL-1 e IL-6 podem induzir a produgdo de outras

citocinas, metaloproteinases da matriz (MMPs) e prostaglandinas e inibir a sintese de
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proteoglicanos e colageno tipo Il, desempenhando, assim, um papel importante na
degradacdo da matriz da cartilagem e na reabsorcdo 0ssea na OA.

Em geral, os mediadores inflamatorios, estresse mecanico e oxidativo corroboram
para comprometer a funcéo e a viabilidade dos condrécitos, reprogramando-os para sofrer
diferenciac@o hipertrofica e “senescéncia ” precoce, tornando-0s ainda mais suscetiveis
aos efeitos dos mediadores pro-inflamatérios e pré-catabolicos (MOBASHERI; BATT,
2016). A dor induzida pelo movimento € um sintoma precoce caracteristico da OA; no
entanto, com a progressdo da doenca, uma dor continua ou dor em repouso é a principal
apresentacéo clinica (EITNER et al., 2017). O gerenciamento da OA envolve abordagens
farmacoldgicas (AINES, opioides, corticosteroides e paracetamol) e ndo farmacoldgicas
(dieta e perda de peso, abordagens psicologicas, fisioterapia, exercicios fisicos,
treinamentos de forca, exercicios aquaticos (hidroterapia), acupuntura, estimulacdo
elétrica nervosa transcutanea (TENS) e dispositivos ortopédicos), e quando estes nao
respondem adequadamente ao alivio dos sintomas, a cirurgia de substituicdo da
articulacdo (desbridamento artroscopico e substituicao total da articulacdo) € considerada.
As abordagens farmacologicas atuais sdo eficazes para o alivio da dor, contudo sdo
conhecidos por apresentarem efeitos toxicoldgicos e, no caso da OA, ndo interrompem a
progresséo da doenca (STEINMEYER et al., 2018).

Estudos sobre a progressao patoldgica da OA e comportamento da dor em ratos e
camundongos tém sido amplamente descritos utilizando o modelo de OA induzida
por iodoacetato monossodico (MIA), por serem Uteis para discernir abordagens
terapéuticas (STEVENSON et al., 2011; PITCHER et al., 2016). Isso porque o MIA
injetado na cavidade da articulacdo do joelho interrompe a glicélise das células locais
pela inibicdo da enzima gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase. Dessa forma, induz a
morte de condrécitos pela perda da matriz proteoglicana e formacgdo de lesdes na
cartilagem, resultando no comprometimento funcional da articulagdo semelhante as
condicdes observadas na OA humana (VALENTE et al., 2019). Além disso, apresentam
um comportamento de dor persistente, com suporte de peso alterado nos membros
posteriores e desenvolvimento de hipersensibilidade mecénica (alodinia) (PITCHER et
al., 2016).

Por ser uma doenca cronico-progressiva, a OA possui diferentes graus de
gravidades, que requer vérias op¢des de tratamento ao longo do curso da doenca. Seu
tratamento visa reduzir os sintomas e, em Ultima analise, retardar a progressédo da doenca,

0 que pode, por sua vez, reduzir seu impacto na mobilidade e qualidade de vida do
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paciente. Entre os diferentes agentes terapéuticos, destacam o sulfato de condroitina
(CS), que é apoiado por varios graus de eficacia clinica (BRUYERE et al., 2019). O CS
é um polissacarideo sulfatado (PS) de peso molecular (Mw) entre 14-26 kDa para CS
bovino, suino e de frango, e 50-70 kDa para CS de tubardo e raia (VOLPI, 2007). S&o
compostos por acido glicurénico (GIcA) e N-acetilgalactosamina (GalNAc), com grupos
sulfato em um ou mais dos grupos —OH em C4 e C6 da GalNAc e C2 e C3 do GIcA
(BISHNOI et al., 2016). Nos ultimos anos, o CS tém sido fortemente recomendado pela
Sociedade Europeia para Aspectos Clinicos e Econdémicos da Osteoporose, Osteoartrite
e Doencas Musculoesqueléticas para o tratamento de pacientes com OA de joelho
(BRUYERE et al., 2019). Contudo, devido as variagdes na composi¢&o e/ou pureza de
formulacGes comerciais de CS, alguns estudos sdo controversos, necessitando maiores
elucidacbes (KHWALDIA, 2019).

O Fucosil condroitina sulfato (FCS) tipo Il presente na parede corporal do pepino-
do-mar Holothuria grisea € um PS com Mw de 46,1 kDa e composto por uma cadeia
central de acido D-glicurdnico e N-acetil-D-galactosamina, semelhante ao CS de
vertebrados, porém com ramificacbes de L-fucose ligados na posi¢cdo 3 do &cido
glicurdnico da unidade dissacaridica central (SOARES et al., 2018; FONSECA;
MOURAO, 2021). Estudos demonstraram que o FCS tipo Il de H. grisea reduz o
recrutamento de células inflamatdrias para o sitio de lesdo em diferentes modelos animais
e sdo resistentes a degradacao por condroitinase (BORSIG et al., 2007; MELO-FILHO et
al., 2010). Contudo, até o presente momento, seu efeito no tratamento da OA ainda nédo
foi estudado. Assim, devido ao potencial terapéutico do sulfato de condroitina na OA,
este trabalho teve por objetivo avaliar a aplicacdo in vivo de diferentes tipos de sultato de
condroitina, extraidos da traqueia bovina (CS-A), cartilagem de tubardo (CS-C) e da
parede corporal de H. grisea (FCS), no tratamento cronico da OA induzida por MIA em
camundongos C57BL/6.

MATERIAS E METODOS

Materiais
Os kits para dosagem de TNF-a, IL-6 e IL-10 foram obtidos da Invitrogen (EUA).
O FCS foi isolado seguindo 0 método descrito por Soares et al. (2018). Os CSs (traqueia

bovina e cartilagem de tubardo) foram obtidos da empresa farmacéutica Condrosulf®. O
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lodoacetato monossodico (MIA) foi obtido da SIGMA (U.S.A.). Todos os demais

reagentes foram de grau analitico.

Animais

Foram utilizados 48 camundongos C57BL/6 (machos) com 10 semanas de idade,
provenientes do biotério da FIOCRUZ - Instituto Aggeu Magalhdes (IAM/Recife/Brasil).
Os animais foram cuidadosamente monitorados e mantidos em microisoladores, com
livre acesso a agua e comida, numa temperatura média de 23+2 °C, obedecendo a ciclos
de claro-escuro de 12 h, de acordo com a recomendacao ética do Colégio Brasileiro de
Experimentagdo Animal (COBEA). Todos os animais foram ambientados durante uma
semana antes do inicio dos experimentos. O protocolo deste estudo foi previamente
aprovado pela Comisséo de Etica em Uso Animal (CEUA) da Fundagdo Oswaldo Cruz
(FIOCRUZ) processo n° 0087/2019.

Modelo Experimental in vivo de Osteoartrite

O modelo in vivo de OA foi induzido através de uma Unica injecdo intra-articular
(i. art) de MIA (1 mg/50 pL), na articulagdo femoropatelar da pata traseira direita,
conforme descrito por GUZMAN et al., (2003). Os animais foram previamente
anestesiados a 4 % de isoflurano a um fluxo de 0,5 L/min antes da indugdo da OA. Com
o joelho depilado, 0 MIA foi injetado, e posteriomente a regido foi massageada para
garantir uma distribui¢do uniforme da solucdo. Depois da inducdo do modelo de OA, no
dia 0, os camundongos foram divididos aleatoriamente em 5 grupos (n = 5/grupo) de
acordo com o tratamento diério de 28 dias: (1) grupo Sham (falso operado, 100 pL de
salina 0,9 % v.0.); (2) grupo MIA (doente, 100 pL de salina 0,9 % v.0.); (3) grupo CS-A
(doente, 100 uL de CS-A 100 mg/kg v.0.); (4) grupo CS-C (doente, 100 uL de CS-C 100
mg/kg v.0.); e (5) grupo FCS (doente, 100 pL de FCS 100 mg/kg v.0.). Nos dias 0, 3, 7,
10, 14, 17, 21, 24 e 28, todos os grupos experimentais foram avaliados quanto a
hipersensibilidade mecanica e funcdo motora. Os demais testes, incluindo dosagem de
IL-10, preparacéo histologica e coleta do lavado articular foram realizados ao final de 28

dias de tratamento (tempo de evolucdo do modelo crénico de OA).

Hipersensibilidade Mecanica (Alodinia)
Antes de cada anélise, os animais foram previamente ambientados no aparato por

3 dias durante 1h para evitar comportamento agitado no compartimento de acrilico sobre
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um piso de grade de arame, com livre acesso as patas por um investigador treinado (cego
para alocacdo dos grupos). A hipernocicepcdo mecanica foi avaliada através do
comportamento de retirada da pata do animal usando filamentos de von Frey (0.008, 0.02,
0.04, 0.07, 0.16, 0.4, 0.6, 1.0 g). Os filamentos de von Frey foram aplicados de forma
perpendicular sobre a superficie plantar da pata posterior direita do animal, iniciando-se
com filamentos de menor espessura e progredindo com pressdo crescente até que seja
percebido o comportamento nociceptivo do animal (“flinch” ou agitacao, ou lambida da
pata) segundo o modelo up-down descrito por (CHAPLAN et al., 1994). Uma pré-anélise
foi realizada como linha de base para cada animal antes da inducdo da OA. Para cada dia
de analise, foram realizadas trés medidas, com intervalos de trés minutos, e a
meédiatdesvio padréo dos valores foi descrita como 50 % do limiar nociceptivo mecénico

do animal.

Atividade Motora (Rotarod)

A atividade motora foi avaliada por meio de um aparelho Rotarod (EFF 412 para
camundongos). Antes da inducdo da OA, os camundongos foram submetidos a um
programa de treinamento durante trés dias consecutivos para a obtencdo de linha de base
estavel de desempenho. Durante esse periodo, os camundongos foram treinados a andar
contra 0 movimento em um tambor giratério a uma velocidade constante de 5 rpm
(rotacdes por minuto) por no maximo 300 segundos. Os camundongos que cairam durante
0 programa de treinamento foram colocados de volta no tambor rotativo ou excluidos
apos trés quedas consecutivas. Apos a inducdo da OA, nos dias de andlise, os animais
foram submetidos ao teste de atividade motora sob um programa de rampa de velocidade
crescente (5 a 37 rpm) durante 300 segundos. Os testes foram realizados em triplicata e
os resultados foram expressos como a médiatdesvio padrdo do tempo de permanéncia

(em segundos) dos animais sobre o tambor.

Anélise histopatologica e morfométrica

Ao final de 28 dias os animais foram eutanasiados por excesso de xilasina e
cetamina para remoc¢do cirurgica de toda a articulagdo do joelho. O tecido foi
acondicionado em frasco coletor esteril contendo formalina tamponada a 10% por 24h.
Depois foram transferidos para uma solucdo de EDTA 10%, por aproximadamente 30
dias para a desmineralizacdo, em seguida desidratado, deafinizado e emblocado em

parafina. As laminas histol6gicas foram coradas com hematoxilina-eosina (H&E),
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tricromico de gomory (TG) e azul de toluidina (AT). Para digitalizacdo das imagens
utilizou-se um microscépio de luz acoplado a uma camera digital (Nikon H550L). A
degeneracdo da cartilagem da tibia e fémur foi avaliada de acordo com o escore de
gravidade estabelecido pela Sociedade Internacional de Pesquisa em Osteoartrite
(OARSI) (PRITZKER et al., 2006) em uma escala de 0 a 24 pontos. Os escores
histolégicos foram avaliados conforme PRITZKER et al. (2006). Os parametros
morfomeétricos foram analisados através da demarcacao da area ocupada por condrdcitos
na cartilagem da tibia e do fémur em imagens digitalizadas na objetiva de 10x usando o
software ImageJ. Cada medida de &rea foi realizada em triplicata e os resultados expressos

como a médiat+desvio padrao.

Dosagem de citocinas pro- e anti-inflamatorias

Ao final de 28° dias a articulacdo femoropatelar do joelho traseiro direito foram
removidas e acondicionada em tubos de eppendorf a -80°C. Posteriormente, as
articulacGes foram pesadas e adicionadas em solugdo com tampéo de extracao [(50 mM
de Tris Base; 10 mM de acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA); 1 mM de
Ortovanadato; 2 mM de fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF); 1 % de Nonidet (IDEPAL)
e H>O destilada)]. Em seguida, as articulagbes foram trituradas e centrifugadas a 13.000
g por 10 minutos a 4 °C para separacdo do sobrenadante com as proteinas. Em seguida,
as amostras foram diluidas 4x com tampdo de extracdo e depois o resultado foi
normalizado. A leitura da placa de ELISA foi realizada em espectofotdmetro (Spectra
Max 250, Molecular Devices, Minneapolis, MN, USA) a 450 e 570 nm, utilizando a
diferenca entre as absorbancias para determinar as concentracfes de TNF-a, IL-6 e IL-10
segundo uma curva-padréo. As analises foram realizadas em triplicata e os resultados

foram expressos como a médiatdesvio padrdo em pg/mg.

Coleta do Lavado Articular (Migracéo de Leucdcitos)

A migragdo de leucdcito foi determinada pela analise do liquido sinovial, conforme
descrito por (BRESSAN et al., 2006). Ao final de 28 dias, sob anestesia, o lavado articular
foi obtido através da injecdo e aspira¢do de um volume final de 100 ul de tamp&o PBS
contendo 10 mM de EDTA. Aliquotas (20 uL) foram adicionadas em eppendorfs e usadas
para a contagem total de leucdcitos. Em seguida, foi adicionado a suspensédo 20 plL de
solucéo de Turck para contagem de células na camera de Neubauer. A concentragédo de

células/mL foi calculada de acordo com a seguinte equacdo: [(NUmero de leucdcitos
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contabilizados nas 4 camadas laterais da camara de Neubauer) X (fator de dilui¢do) X 10
(constante da camara de neubauer) / 4)]. As analises foram realizadas em triplicata e 0s

resultados foram expressos como a mediat+desvio padrao.

Anélise Estatistica

Todas as analises dos gréficos foram realizadas através do programa GraphPad
Prism 8.0 (GraphPad Software Inc. U.S.A.). A analise estatistica foi realizada através de
teste t ndo paramétrico e analise de variancia (ANOVA) seguida dos testes de Bonferroni

e Dunnet para deteccao das diferencas entre o grupo controle e 0s grupos tratados.

RESULTADOS E DICSUSSAO

Analgesia e condicionamento motor

O modelo de OA induzido com MIA é um modelo experimental amplamente aceito
para o0 estudo da osteoartrite em roedores, pois reflete um comportamento de dor
persistente, com suporte de peso alterado nos membros posteriores e desenvolvimento de
hipersensibilidade mecéanica (alodinia), semelhante a OA humana (PITCHER et al.,
2016). Em nosso trabalho o grupo MIA reproduziu um comportamento de dor semelhante
a OA ap0s injecdo intra-articular do MIA na dose de 1 mg. Resultado semelhante do
comprometimento funcional ao longo de 28 dias de tratamento também foi reportado por
PITHER et al (2016).

A figura 1A representa o efeito analgésico dos diferentes tratamentos no limiar de
hipernocicepcédo que foi caracterizado pelas mudancgas na for¢a mecénica necessaria para
provocar uma retirada da pata em resposta a um estimulo mecanico. Ap6s a inducéo da
OA, todos os grupos testes (MIA, CS-A, CS-C e FCS) exibiram uma reducdo no limiar
de hipernocicepc¢éo de 100 % g para 25,94+7,68, 21,21+9,27, 27,08+8,11 e 22,67+13,05
% g, respectivamente, a partir do terceiro dia de tratamento. Apesar de 0 grupo Sham néo
ter recebido o adjuvante MIA, a injecdo intra-articular de salina 0,9 % também foi capaz
de reduzir o limiar de hipernocicepcéo para 45,44+17,79 % g. Somente a partir do sétimo
dia de tratamento que os animais tratados com CS-A e FCS apresentaram analgesia
significativa quando comparado ao grupo MIA, uma vez que o limiar de hipernocicepg¢éo
aumentou para 60,97+23,67 e 57,71+15,08 % g, respectivamente. Ja o grupo CS-C s0
veio apresentar diferencas significativas a partir do décimo dia de tratamento, com um

aumento no limiar de hipernocicepcdo para 94,22+31,94 % g. O efeito anti-
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hipernociceptivo significativo dos tratamentos com CS-A, CS-C e FCS perdurou até o
final dos 28 dias. Por outro lado, para todos os dias de tratamento, o grupo MIA manteve

um baixo limiar de hipernocicepcéo.

Fig. 1. Efeito do tratamento terapéutico da inflamagéo osteoartritica com diferentes condroitins sulfato (CS-
A: 100 mg/kg, v.0.; CS-C: 100 mg/kg, v.o.; e FCS: 100 mg/kg, v.0.) no ensaio de hipersensibilidade
mecanica (A) e no condicionamento motor dos animais (B). Os valores representam a média dos valores
do limiar hipernociceptivotdesvio padrdo mensurado nos dias 3, 7, 10, 14, 17, 21,24 e 28 (n=5 - 10
camundongos/grupo, *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001, ****p < 0,0001 em compara¢do com 0 grupo
MIA, teste t ndo pareado).
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As variacOes observadas entre os diferentes condroitins sulfato esta relacionada
as suas diferencas estruturais, como padrao de sulfatacdo e/ou peso molecular. O CS-A é
um tipo de CS marjoritariamente 4-sulfatado enquanto o CS-C é 6-sulfatado (VESSELLA
et al., 2021). ROMEREIM et al. (2019), usando um modelo in vitro de ganglios da raiz
dorsal crescendo em interfaces de gel com CS-A e CS-C, o biomaterial contendo o CS-A
e CS-C foram capazes de inibir o crescimento de neuritos (projecdes neuronais), sendo

esta inibicdo mais intensa quando tratado com CS-A, sugerindo como promissores a
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utilizacdo desses polissacarideos para o tratamento futuro da dor discogénica.

Nossos resultados mostram que todos os CSs testados na dose de 100 mg/kg foram
capazes de aumentar significativamente o limiar de hipernocicep¢ao no modelo de OA
induzido pelo MIA. CAMPO et al. (2008) avaliaram o CS-A nas doses de 30, 60 e 120
mg/kg (ip) em modelo de artrite induzida por coldgeno (CIA) em camundongo por 25
dias. O CS-A atenuou significativamente os sinais clinicos no modelo de CIA em todas
as doses, bem como a ativacdo de NF-kB, levando a supressdo de proteases e espécies
reativas de oxigénio (ROS), responsaveis por contribuirem com o agravamento do
processo inflamatério. OLIVERA-CASTILLO et al. (2020) também demonstraram que
0 FCS (80 mg/kg, v.0.) foi capaz de atenuar a perda de peso corporal, expressdo do gene
TNF-o col6énico ¢ encurtamento do colon em um modelo experimental de colite
inflamatdria, sugerindo que esse efeito protetor possa ter sido causado por uma baixa
regulacdo da via NF-kB e de genes envolvidos na expressdao de citocinas pro-
inflamatorias, como TNF-a.

O ensaio de atividade motora no rotarod € usado para avaliar o uso do membro
afetado pela lesdo experimental durante a deambulacdo forcada no tambor giratorio
(KALFF etal., 2010; RAUN et al., 2013). Apo6s a inducdo da OA com MIA, o grupo MIA
apresentou intensa reducdo da atividade motora a partir do terceiro dia de tratamento
comparado com o grupo normal (Figura 1B). Resultados semelhantes aos obtidos neste
trabalho também foram relatados por OGBONNA et al. (2013). Por outro lado, 0s grupos
tratados com CS-A, CS-C e FCS apresentaram aumento significativo na atividade motora
de 88,30+4412,02, 79,62+2368,42 e 91,91+2012,75 %, respectivamente, quando
comparados ao grupo MIA. Esta atividade aumentada perdurou até vigésimo quarto dia
de tratamento. Contudo, ao final dos 28 dias de tratamento, apenas 0s grupos CS-A e CS-
C apresentaram atividade motora reestabelecida em comparacdo ao grupo MIA. A
melhora observada em todos os grupos a partir do primeiro dia de tratamento corrobora
com os dados de hipernocicep¢do mecanica, correlacionando com uma diminuigcdo da
intensidade da dor, mas também podem estar relacionadas a capacidade de aprendizado
dos animais que se tornaram habeis na corrida sobre o tambor giratorio apds varios testes
semanais. HUI et al. (2007), injeteram uma Unica aplicacdo de hidrogel contendo CS-C
(100 mg/ml) na cépsula sinovial do joelho em coelhos com defeito articular. Apos 30 e
50 dias, os animais ndo apresentam alteracdo na marcha nem presenca de instabilidade.
NOSIVETS et al. (2009), usando modelo de OA induzido com MIA, injetou por via
intramuscular CS-A (35 mg/kg/dia) durante 28-56 dias. Em 56 dias, o tratamento com
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dois produtos comerciais de CS-A melhorou significativamente a atividade motora
quando comparado com gupo MIA (12.9+0.6 e 12.7+0.6, respectivamente).

Segundo BUITRAGO et al. (2004) ratos demonstraram desenvolver uma
estratégia motora modificando seus padrdes de marcha durante o treinamento em rotarod.
De acordo com SERT et al. (2014) a melhora no desempenho motor sobre o rotarod ndo
foi resultado da reducdo da dor ou aumento da capacidade locomotora geral, mas
resultado de estratégias motoras adotadas pelos animais para dominar a tarefa apos
repetidos treinamentos no aparelho. Dessa forma, apesar de um menor tempo de
permanéncia no tambor giratorio refletir uma maior sensacéo de dor pelos animais, isto
podera futuramente ser compensado pelos mesmos. Por outro lado, TSAI et al. (2018)
sugeriram que um tempo maior de permanéncia no tambor giratério nem sempre significa
menor sensacdo de dor, pois a coordenacdo motora dos animais envolve o seu equilibrio,

a forga de presséo e planejamento motor.

Atividade anti-inflamatoria

A migracdo de leucocitos para a articulacdo doente tem sido relatada em diversos
modelos de artrite inflamatdria (ASQUITH et al., 2009; MANNING et al., 2021). A busca
por novas terapias que limitem o trafico de leucdcitos tem sido amplamente necessaria no
campo de investigacdo de novos alvos farmacoldgicos para o tratamento da artrite
(MANNING et al., 2021).

A contagem total de leucdcitos realizada a partir do lavado articular demonstrou
que o tratamento dos animais com CS-A, CS-C e FCS foram capazes de reduzir
significativamente (1,93+£2959, 29,6+38100 e 10,92+25370 %, respectivamente) o
infiltrado inflamatério de células na sindvia quando comparado ao controle negativo
(Figura 2A), que ao final dos 28 dias de tratamento, ainda apresentava um nimero
expressivo de leucocitos no lavado articular. Contudo, dentre os diferentes tipos de
condroitins, 0 CS-A foi o que apresentou maior efeito inibidor na migracdo de leucécitos,
seguido do FCS e CS-C. Esses resultados podem demonstrar que a 4-sulfatacdo dos
residuos de galactosamina do CS-A como um fator limitante na atividade anti-
inflamatoria.

Nascimento et al. (2021) identificaram uma migracéo significativa de leucécitos
(95 % de celulas mononucleares) na cavidade articular de animais com OA induzido por
MIA, 21 dias apés o inicio dos experimentos. A presenca de leucocitos mononucleares

permaneceu aumentada até o dia 56. Esses resultados foram diferentes dos obtidos neste
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trabalho, uma vez que com 28 dias ap6s inducdo da OA, foi observado além da presenca
majoritaria de células mononucleares, a infiltracdo de células polimorfonucleares,
principalmente neutréfilos. Segundo SAKURALI et al. (2019) as células mononucleares
expressam IL-1B, fator de crescimento nervoso (NGF), oOxido nitrico sintase e

ciclooxigenase-2, que contribuem para danos adicionais a cartilagem.

Fig. 2. Efeito do tratamento terapéutico da inflamagéo osteoartritica com diferentes condroitins sulfato (CS-
A: 100 mg/kg, v.0.; CS-C: 100 mg/kg, v.0.; e FCS: 100 mg/kg, v.0.) na contagem de leucdcitos totais
presentes no lavado articular (A) e na expressdo de IL-10 na cartilagem articular de camundongos
osteoartriticos. Os valores foram expressos como média+desvio padrdo (n = 3-7 animais/grupo, *#P <0,001
vs. grupo Sham, *p value < 0,05, **p value <0,01 e ***p value < 0,001 vs. grupo MIA, One-way ANOVA
ndo paramétrico seguido do teste de Bonferroni).
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MORADI et al. (2015) e KLEIN-WIERINGA et al. (2016), relataram a presenca
de macrofagos CD14+ e linfécitos T CD4+ no coxim adiposo infrapatelar de animais com
OA, e correlacionaram a dor inflamatdria com os niveis elevados dessas células no liquido
sinovial da cavidade articular. Corroborando com nossos achados, BORSIG et al (2007)
demontraram que o FCS de H. grisea foi capaz de inibir o recrutamento de neutrofilos
em modelos de inflamagdo aguda como a peritonite induzida por tioglicolato e a
inflamacdo pulmonar induzida por lipopolissacarideos. Esta propriedade anti-
inflamatéria do FCS foi posteriormente atribuida a sua atividade anti-selectinas,
confirmada em ensaios anti-mestastase de células LS180 (adenocarcinoma de célon)
dependentes de P e L selectinas.

Ao final de 28 dias de tratamento, também foi observado que a expressao da

citocina anti-inflamatdria IL-10 esteve aumentada significativamente no grupo CS-A


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Moradi+B&cauthor_id=25393692
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Klein-Wieringa+IR&cauthor_id=26980579

64

(261,19 %), quando comparado ao grupo MIA. Por outro lado, os grupos CS-C (147,3 +
6973) e FCS (141,2 + 14770) ndo apresentaram diferencas significativas em relacéo ao
controle negativo (Figura 2B). Contudo, a expressdo de TNF-a e IL-6 ficaram abaixo do
limite de deteccdo (resultados ndo mostrados). O aumento da expressdo de IL-10 estd
relacionado a efeitos anti-inflamatorios condroprotetores na OA (WALY et al., 2017). A
citocina 1L-10 reduz a expressdo de MMPs, COX e citocinas pro-inflamat6rias como o
TNF-o (SIKKA et al., 2013; WOJDASIEWICZ et al., 2014). Além disso, a IL-10 é capaz
de inibir a osteoclastogénese (EVANS; FOX, 2007; AMARASEKARA et al., 2018) pela
regulacdo negativa da producédo de citocinas pré-inflamatérias como TNF-a, IL-1 e IL-
6 (HOURI-HADDAD et al., 2007). KWON et al. (2018), relatam que camundongos IL-
10-knock-out com OA induzida por MIA tiveram laténcia de retirada da pata diminuida
e maior gravidade da dor inflamatdria que camundongos normais. Esses resultados
corroboram com os dados obtidos neste trabalho para o grupo tratado com CS-A,
sugerindo que seu efeito analgésico anti-inflamatério possa estar relacionado a sua
capacidade de aumentar a expressao de IL-10.

LIU et al. (2006) reportaram que a IL-10 aumenta também a expressao de
osteoprotegerina (OPG) e diminui a expressédo do ativador do receptor do ligante NF-Kb
(RANKUL) e receptor do fator estimulador de col6nias de macrofagos (M-FCS), proteinas
relacionadas a patogénese da OA (LIU et al., 2006). Como a patogénese da OA envolve
a diminuicdo da expressdo de metaloproteinases de matriz (MMPS), citocinas pro-
inflamatoria e a atividade de células osteoclasticas (CHOW & CHIN, 2020), os niveis
aumentados de IL-10 no grupo tratado com CS-A (100 mg/kg), podem sugerir um efeito
condroprotetor contra a degeneracao da cartilagem articular através da regulacdo negativa

da inflamacéo.

Andlise histopatoldgica e histomorfomeétrica

Segundo MORAIS et al. (2016) e SULAIMAN et al. (2021), a injecdo intra-
articular de MIA provoca redu¢do no nimero de condrdcitos, alteragdes histologicas e
morfoldgicas na cartilagem articular, bem como lesdes na cartilagem com perda da matriz
de proteoglicanos, inflamacdo sinovial e alteragfes 0sseas subcondrais e funcionais. Na
figura 3 estdo ilustradas imagens da articulagdo sinovial femoropatelar corada com
hematoxilina-eosina (HE), tricomio de gomori (TG) e azul de toluidina (AT) ap6s 28 dias
de tratamento com CS-A, CS-C e FCS.


https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S092846801630058X?casa_token=7v-5xMW-lBwAAAAA:u5icqDHn1xbNklUALYWgJewEOMqCxVQ5qhD1G88j2q92OWtONZ-UC_vpG4B9W1Kd7wDc5l4#!
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Sikka+G&cauthor_id=23159957
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Liu+D&cauthor_id=16460340
https://josr-online.biomedcentral.com/articles/10.1186/s13018-021-02781-z#auth-Sharifah_Zakiah_Syed-Sulaiman

65

Fig. 3. Micrografias da cartilagem sinovial dos animais osteoartriticos ap6s 28 dias de tratamento com
diferentes condroitins sulfato (CS-A: 100 mg/kg, v.o.; CS-C: 100 mg/kg, v.0.; e FCS: 100 mg/kg, v.0.). As
laminas foram coradas com Hematoxilina-eosina (HE), Tricdmio de gomori (TG) e Azul de toluidina (AZ).
Colchetes: grupos de condrécitos funcionais; $: hipocelularidade e morte celular; *: neoformagdes dsseas;
IF: infiltrado inflamatdrio; #: cartilagem preservada; +: erosdo da cartilagem; Barra: deformacdo da

cartilagem; Setas: proteoglicanos na superficie da cartilagem articular. Escala: 50 e 500 um.
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Na analise histologica (HE) do grupo Sham, foi possivel observar um processo de
divisdo dos condrdcitos com preservacao da matriz intra- e inter-territorial, bem como
formacdo de grupos isogénicos contendo dois a trés condrécitos. No grupo MIA foi
observado uma reducdo da divisdo de condrdcitos e da area de matriz interritorial com

consequente reducgdo da multiplicagdo de condrocitos, ocasionando uma hipocelularidade
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e morte celular, aumento do processo inflamatério com presenga de infiltrado
leucocitario, reducdo da matriz intercelular e da area cartilaginosa com infiltrado
leucocitario entre a cartilagem hialina e 0 0sso subcondral.

A andlise histoldgica dos grupos tratados com CS-A, CS-C e FCS, revelaram uma
multiplicacdo de condrécitos com formacdo de grupos isogénicos e preservacdo da matriz
intra- e inter-territorial sem diferencas significativas na area de distribuicdo dos
condrécitos na cartilagem articular, porém essa area foi um pouco menor quando
comparado ao grupo normal. Foi possivel observar também a auséncia de infiltrado
leucocitério na cartilagem articular para todos os grupos tratados diariamente com 0s
diferentes tipos de sulfato de condroitina. Por outro lado, 28 dias apds a inducéo da OA,
areas contendo a presenca de intenso infiltrado leucocitario foram observadas para o
grupo MIA.

Na analise histoldgica dos grupos corados com TG (figura 3), nota-se no grupo
MIA a presenca de remodelacdo 6ssea e deformacdo do contorno da superficie articular
(mais do que apenas formacdo de ostedfitos). Além disso, € possivel observar
neoformacdes 0sseas ocupando a zona média e profunda da cartilagem articular. Os
grupos CS-A, CS-C e FCS apresentam os condrécitos com a cartilagem articular normal
e organizados em zonas superficial, média e profunda. No entanto, o grupo CS-C exibe
erosdo da cartilagem com escavacdo relacionada a perda de matriz em um volume
circunscrito de cartilagem.

Nas laminas coradas com AT (Figura 3), pode ser observado a presenca de
proteoglicanos na superficie da cartilagem articular (setas pretas), sendo essa marcagao
mais intensa nos grupos Sham e FCS. Ja o grupo MIA, CS-A e CS-C, apresentaram esta
marcacdo diferencial com AT bem reduzida, provavelmente em decorréncia da intensa
producdo de proteinases que provocam a morte de condrdcitos e a degradacdo de
preoglicanos e colageno tipo Il na cartilagem articular dos camundongos osteoartriticos
(TCHETINA et al., 2005).

A érea de cartilagem hialina sobre a tibia e o fémur foi avaliada
morfometricamente e, como pode ser notado na Figura 4, o grupo MIA apresentou
reducdo na area de cartilagem articular sobre a tibia (57%) e fémur (65%) em comparacao
ao grupo Sham, sendo essa diferenca significativa apenas para a cartilagem sobre a tibia.
Por outro lado, ao final dos 28 dias de tratamento, os animais do grupo CS-A, CS-C e
FCS apresentaram aumento significativo (87,14+20,63, 92,31+17,13 e 92,63+£19,26 %,

respectivamente) da area ocupada por condrdcitos na cartilagem que recobre a tibia
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(Figura 4A), porém o mesmo ndo foi observado para a area da cartilagem sobre o fémur,
cujos resultados nao apresentaram diferencas significativas em relacdo ao grupo MIA
(Figura 4B). Esse aumento da &rea ocupada por condrécitos na cartilagem que recobre a
tibia pode estar associado ao aumento da proliferacéo celular, evidenciando uma possivel
atividade condroprotetora pelos tratamentos didrios com o CS-A, CS-C e FCS
(JEROCSH, 2011; LOPEZ-SENRA et al. 2020).

Fig. 4. Area de tecido cartilaginoso hialino sobre tibia (A) e fémur (B); e escore histolégico OARSI do
dano articular (C) nos animais osteoartriticos ap6s 28 dias de tratamento com diferentes condroitins sulfato
(CS-A: 100 mg/kg, v.o.; CS-C: 100 mg/kg, v.0.; e FCS: 100 mg/kg, v.0.). Os valores expressos em
média+desvio padrdo (n = 3-5 animais/grupo, #P <0,01 vs. grupo Sham, *p value < 0,05 e ***p value <

0,001 vs. grupo MIA, One-way ANOVA ndo paramétrico seguido do teste de Bonferroni).
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Score histologico OARSI (1-24)

Estudos em animais e humanos mostram que a administracdo de sulfato de
condroitina inibe a destruicdo da cartilagem e estimula o processo anabolico do
metabolismo da cartilagem, levando ao aumento na sintese de colageno tipo Il e
proteoglicanos na cartilagem articular (MARTEL-PELLETIER et al., 2015; SUKHIKh
et al., 2020; HASEGAWA et al., 2020). SUSANTE et al. (2000), isolaram condrdécitos
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bovinos para serem cultivados durante 14 dias em matrizes porosas de colageno tipo | na
presenca e auséncia de CS-C.O CS-C demonstrou influenciar positivamente a
bioatividade dos condrdcitos in vitro, estimulando a proliferacdo celular e a quantidade
total de proteoglicanos retidos na matriz extracelular. USTYUZHANINA et al. (2021),
também relataram que o CS isolado do peixe Salmo salar (4- ou 6-sulfatado em GalNAC)
e 0 FCS isolado do pepino-do-mar Apostichopus japonicus (Fuc p 2S 4S, Fucp 3S4Se
Fuc p 4S em ramos de a-L-fucosil e 4- e/ou 6-sulfatado em GalNAc) foram capazes de
estimular atividade proliferativa de celulas hematopoiéticas CD34(+) CD45(+) em
camundongos imunossuprimidos.

O grau da leséo da cartilagem osteoartritica apos 28 dias de tratamento com 0s
diferentes condroitins sulfato (Figura 4C), foi determinado segundo os critérios da
OARSI (Sociedade Internacional de Pesquisa em Osteoartrite). Este sistema emprega a
andlise de uma avaliacdo padrdo de bloco/se¢do por grau e estagio da lesdo com calculo
subsequente, cujo resultado é expresso como uma pontuacdo de artrite (PRITZKER etal.,
2006). O grau representa o indice da gravidade ou progressdo biolodgica do processo
osteoartritico, estimando, assim, o nivel de profundidade da OA na cartilagem
articular. Em contrapartida, o estdgio é definido como a extensdo horizontal de
envolvimento da cartilagem dentro de um lado de um compartimento articular,
independentemente do grau subjacente (PRITZKER et al., 2003).

Apbs 28 dias de tratamento, o grupo MIA se encontrava em grau 6 da OA,
considerado o mais avangado. Tanto nas laminas coradas com HE e TG (Figura 3), foram
observadas areas de deformacdo, exposicdo 6ssea subcondral e mudancga no contorno da
superficie articular, bem como presenca de fibrocartilagem reparadora focalmente acima
do nivel da superficie articular, previamente erodida e desnudada com envolvimento
articular entre 10-25% da superficie, area, volume. Essas alteracdes histopatoldgicas
também foram observadas por VALENTE (2019), que relatou afinamento acentuado de
toda a superficie articular, perda de coloracao de proteoglicanos e reestruturacdo do 0sso
subcondral em camundongos 28 dias apds indu¢do da OA com 1 mg de MIA. HAYASHI
et al. (2017) também demonstraram que a injecdo de 1 mg de MIA na cépsula articular
do joelho de ratos induziu a exposi¢do parcial do osso subcondral e irregularidades na
superficie da cartilagem articular.

Os animais tratados com CS-A e FCS apresentaram uma reducdo significativa do
score histopatoldgico (de 11 para 2,00+1,58 e 2,75+2,27, respectivamente) em relagdo ao

grupo MIA (Figura 4C). Essas baixas pontuacdes para os grupos CS-A e FCS refletem
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um menor indice de gravidade e uma menor extensdo horizontal do envolvimento da
cartilagem na progressao biologica do processo osteoartritico (HE e TG, figura 3). UDO
et al. (2016), verificaram o score OARSI aumenta significativamente e de maneira dose
dependente a medida que concentracgdes crescentes de MIA (0,1-1 mg) foram injetados
na capsula articula do joelho de ratos Wistar machos, atingindo um valor de 24 com a
dose de 1 mg de MIA, cerca de 2,4 vezes maior que 0 obtido neste trabalho. Por outro
lado, YONGYAUN et al. (2018) verificaram que a dose 1 mg de MIA foi capaz de
desenvolver exposicdo Ossea subcondral apds 28 dias, com score de 16,21+4,73

aproximado do obtido neste trabalho apos 28 dias.
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5. ARTIGO 2
Artigo a ser submetido a revista Biochemical Pharmacology (F.l. 5.858) de classificacéo
no Qualis da CAPES Al na area de avaliacdo CB1 da PPGCB.

Evidéncias de seguranca, eficacia e mecanismo de acdo de SYSADOASs e novas
pespectivas terapéuticas em osteoartrite

Vitor Alfredo de Santana Silval, Katia Alves Ribeiro, Paulo Anténio Galindo Soares?,
Maria das Gragas Carneiro-da-Cunha
!Departamento de Bioquimica - Universidade Federal de Pernambuco (UFPE)

Resumo

A osteoartrite (OA) é considerada uma das doencas mais incapacitantes e onerosas do
mundo. Estimativas mundiais sugerem mais de 250 milhdes de invididuos acometidos
com a doenca. No entanto, a falta de tratamentos que retardem a progressao da doenca é
uma necessidade ndo atendida. A glicosamina (G), sulfato de condroitina (CS) e acido
hialuronico (HA) pertencem ao grupo Symptomatic Slow Acting Drugs for Osteoarthitis
(SYSADOASs). Durante o processo fisiopatolégico da OA, o tratamento com esses
polissacarideos se manifestam na OA mediando Varios processos homeostaticos,
incluindo a promocdo de efeitos anti-inflamatério, antioxidante, antiapoptotico,
anticatabdlico e anabdlico. Contudo, apesar de serem mais seguros € comparaveis em
eficacia sintomética com os anti-inflamatério ndo esteroides (AINES), ainda existem
controversa sobre a eficacia e seguranca desses compostos, razao pela qual as principais
instituicGes de pesquisas ndo fornecerem igualmente recomendacdes para o tratamento
farmacoldgico da OA. Em virtude disso, estudos tém sido desenvolvidos e resultados
recentes tém demonstrado potenciais medicamentos modificadores da doenca para OA e
diversas abordagens estdo sendo exploradas para melhor controle da doenca. Nesta
revisdo relatamos as evidéncias de seguranca, eficacia e mecanismos de acdo de

SYSADOAS, e novas perspectivas terapéuticas no tratamento da OA.

Introducéo

A osteoartrite (OA) é uma desordem reumatica musculoesquelética de alta
prevaléncia com implicacdes substanciais para a saude individual, sistemas de salde e
custos  socioecondmicos em geral (HUNTER; BIERMA-ZEINSTRA, 2019;
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KLOPPENBURG; BEREBAUM, 2020). Considerada uma forma comum de artrite, a OA
pode afetar qualquer articulacdo, mas preferencialmente o joelho, maos, quadril e coluna.
Os sintomas comuns incluem dores articulares, inchaco nas articulacdes e rigidez ao
acordar e apés inatividade, os quais sdo acompanhados de inflamag&o, degeneracdo da
cartilagem articular e limitacdo funcional. A etiologia de OA é multifatorial e envolve
fatores de riscos primérios e secundarios: os fatores de risco primarios incluem idade,
sexo, histérico familiar e obesidade, enquanto os fatores secundarios, compreendem
lesGes traumaticas, deformidades mecanicas e flacidez articular ( MARTEL-PELLETIER,
2015). Os efeitos combinados do envelhecimento, aumento da obesidade e lesdes nas
articulacdes estd tornando a OA uma das doengas mais incapacitantes e onerosas do
mundo, e estimativas mundiais sugerem mais de 250 milhGes de pessoas acometidas com
a doenca (HUNTER; BIERMA-ZEINSTRA, 2019). No tocante aos tratamentos
farmacoldgicos sdo utilizados anti-inflamatérios ndo esteroides (AINES), corticoides
intra-articulares e opioides. No entanto, apesar de serem moderadamente eficazes para o
alivio da dor, ndo retardam ou interrompem a progressdo da doenca. Além disso, 0 uso
prolongado desses agentes aumenta consideravelmente as chances de eventos adversos
graves (EAG), como toxicidade gastrointestinal, cardiovascular e renal (STEINMEYER
etal., 2018).

Em virtude da necessidade terapéutica, os Symptomatic Slow Acting Drugs
for Osteoarthitis (SYSADOAS) tem sido proposto como substancias condroprotetoras
capazes de retardar, estabilizar ou reverter as alteragdes patolégicas nas articulagdes
osteoartriticas, como forma de limitar a progressdo da doenca. O acido hialurénico (HA)
é um polissacarideo ndo sulfatado, formado por unidades repetitivas distintas de acido p-
1,4-D-glicurénico (acido urénico) e B-1,3- N- acetilacido glicurdnico. Comumente, é
sintetizado por célula sinoviais do tipo B, condrdcitos e fibroblastos (GOCMEN et al.,
2015; RICHARSD et al., 2016). O sulfato de condroitina (CS) € um polissacarideo
sulfatado (PS) presente em varios tecidos conjuntivos, incluindo cartilagem, ligamentos
0ss0s, tenddes e pele. Estruturalmente, o CS é composto por acido glicurénico (GIcA) e
N-acetilgalactosamina (GalNAc), apresentam em animais terrestres principalmente
dissacarideo monossulfatados 4-O- ou 6-O-GalNAc (CS-A e CS-C, respectivamente) e
uma baixa porcentagem de dissacarideos nao sulfatados (CS-0); e em espécies marinhas,
dissacarideo dissulfatados (CS-B, CS-D, CS-E, CS-K e CS-L) e até mesmo trissulfatados
(CS-M, CS-S e CS-T) (VESSELLA et al., 2021). A glicosamina (G) de fomula

molecular C g H 13 NO 5, € um monossacarideo, aminossacarideo, constituinte natural dos
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glicosaminoglicanos (GAGS), que participa como substrato para formagdo de moléculas
como proteoglicano, hialurdnico e condroitina na cartilagem articular.

Esses SYSADOASs quando comparado aos AINES, demonstram maior seguranca
no tocante a eficacia sintomatica e melhor eficdcia modificadora da estrutura na OA
(KUCHARZ et al., 2016; BRUYERE et al., 2019; REGINSTER et al., 2020). A
suplementacdo com essas biomoléculas se manifesta na OA mediando varios processos
homeostaticos, incluindo a promocdo de efeitos anti-inflamatorio, antioxidante,
antiapoptdtico, anticatabolico e anabdlico (AL-SAADI et al., 2019; CHOI et al., 2019;
GUPTA et al., 2019a). No entanto, ainda existem controvérsias sobre a eficacia e
seguranca desses SYSADOAS, razédo pela qual as principais instituicdes de pesquisas néo
fornecerem forte recomendacéo para o tratamento farmacoldgico da OA (BRUYERE et
al., 2019; KOLASINSKI et al., 2020). Atualmente, estudos avancados em fase Il e 111 tém
demonstrado potenciais modificadores da doenca (DMOAD) e diversos alvos estdo sendo
explorados para melhor controle da OA.

Eficacia e seguranca de acido hialurdnico na oateoartrite

Em seres humanos, o HA esta presente em todos os tecidos e 6rgdos conectivos,
sendo mais abundantemente na cartilagem articular e liquido sinovial. Seu papel é
contribuir para a proliferacdo celular, migracdo e morfogénese, lubrificacdo e
viscoelasticidade do liquido sinovial, bem como atuar como retensor de umidade,
estabilizador da junta e regulador do equilibrio de 4gua (GUPTA et al., 2019b).

Diversos estudos corroboram para a eficacia do HA por meio de ensaios clinicos
randomizados (ECRs) por placebo e metanalises (MAHEU et al., 2016; COOPER et al.,
2017). Altman et al. (2018) numa revisao sistematica incluindo um total de 17 artigos (7
ECRs e 10 estudos de coorte) sugerem que injecdes repetidas de &cido hialurénico intra-
articular (HA-1A) de diferentes preparacfes comerciais reduzem os escores de dor do
indice de artrite das universidades de Western Ontario e McMaster (WOMAC, sigla do
inglés) e sdo seguras para o tratamento da OA de joelho. Pashuck et al. (2016), em um
modelo de transeccdo do ligamento cruzado anterior (ACLT), usando uma preparacao
comercial de acido hialurénico de alto peso molecular (HA-HWM) [(SYNVICS® 1)],
demonstrou ser capaz de promover melhorias clinicamente significativas nos escores de
dor do WOMAC, fungdo e amplitude de movimento confortavel do joelho em cées
durante 4 a 6 meses quando comparado aos valores de pré-tratamento e controles com

solucéo salina. Além disso, o beneficio maximo com o tratamento foi observado entre 4-
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8 semanas, 0 que sugere a utilizacdo do HA-IA como uma opgdo de tratamento
sintomatico para pacientes com OA de joelho. Lucia et al. (2020) investigaram a eficacia
e seguranca de 1-3 injecdes semanais ou injecdo Unica de hilano GF 20 na OA de joelho
em um estudo de revisdo sistematica e meta-analise durante 1 ano de acompanhamento.
Tais resultados mostraram melhora na dor do WOMAC e escala visual analdgica (EVA),
funcdo fisica e rigidez do WOMAC, bem como resumo do componente mental e fisico
da pesquisa de formulario curto de 36 itens (SF-36). Além disso, ndo houve diferenca
significativa em termos de eficacia com base no esquema de injecdo, nem entre ECRs e
estudos ndo randomizados.

Xing et al. (2016), em uma revisdo sistemética concluiram que HA é uma
intervencdo eficaz no tratamento da OA do joelho sem aumento do risco de eventos
adversos em relacdo ao placebo. Concoff et al. (2017) investigando a eficacia do HA-IA
na dor do joelho, através de uma revisdo sistematica e meta-analise, demonstrou que o
esquema de administracdo de 2-4 e > 5 injecdes semanais proporcionaram diminuicdo da
dor em relacdo ao placebo durante todo periodo de acompanhamento (x 6 meses). No
entanto, o regime de tratamento de 2-4 injecdes de HA-1A comparado com ao placebo
produziram maior beneficio na dor do joelho e foi geralmente mais seguro em 3 meses e
6 meses. Hermans et al. (2019), em um ECR aberto incluindo 156 individuos em idade
produtiva (média de 54 anos), demonstraram que o regime de administracdo de 3 injecoes
de HA-HMW semanais leva a melhora clinicamente significativa na dor, funcdo e
avaliacdo global do paciente, bem como demonstram ser mais custo-beneficio para alivio
da dor em pacientes com OA. Clementi et al. (2017), compararam em um ECR a eficécia
de injecdes de HA de peso molecular ultra alto (HA-UHMW, Fermathron S) com HA de
peso molecular médio (HA-MMW, Hyalubrix 60) em 50 pacientes com OA de quadril,
sendo 27 pacientes no grupo que receberam HA-MMW e 23 no que receberam HA-
UHMW. Os resultados demonstraram que uma unica dose de HA-UHMW foi tdo eficaz
quanto duas doses de de HA-MMW, resultando em reducdes semelhantes de dor e
incapacidade.

O grupo de trabalho da Sociedade Europeia para Aspectos Clinicos e Econdmicos
da Osteoporose, Osteoartrite e Doengas Musculoesqueléticas oferece uma recomendacéo
fraca para o uso de HA-1A em pacientes que apresentam contraindicagdes para AINEs,
ou se 0 paciente ainda é sintomatico, apesar do uso de AINEs. No entanto, sugere que o
tratamento com HA-IA pode ser considerado com um bom perfil de seguranca e eficacia,

especialmente para pacientes mais velhos ou nagueles com maior risco de efeitos
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adversos (EA) induzidos por AINEs (BRUYERE et al., 2019). A sociedade internacional
de pesquisa em osteoartrite (OARSI) recomenda condicionalmente o HA-IA para o
tratamento de longo prazo na OA de joelho. O HA-IA foi associado a melhora dos
sintomas ap6s 12 semanas e demonstrou um bom perfil de seguranca comparado a
administracdes repetidas de corticosteroides intra-articular, embora este Ultimo seja mais
efetivo para fornecer alivio da dor a curto prazo (BANNURU et al., 2019).

Farmacocinética e formulac6es de acido hialurénico

Atualmente existem dois processos de producédo para obtencéo de polimeros de HA
em quantidade comerciais: extracdo de tecidos animais, tipicamente por cristas de galo e
por sistema de expressao bacteriana em Streptococcus (fermentacdo microbiana) (LIU et
al., 2011). O HA pode estar disponivel como medicacdo intra-articular (I1A) ou por via
oral para OA de joelho. Como a OA afeta um numero limitado de articulagdes (ombro,
cotovelo, joelho, quadril, maos e pés), o tratamento local tem sido relatado como mais
eficaz em relacdo as administracfes orais, uma vez que evita exposicdes sistémica e
potenciais efeitos colaterais (MAUDENS et al., 2018; GUPTA et al., 2019b). Atualmente,
diferentes formulacdes injetaveis de HA estdo disponiveis: preparagdes com peso
molecular baixo (500-730 kDa), intermediario (800-2.000 kDa) e alto (~ 6.000 kDa)
(BERENBAUM et al., 2012). A injecdo de HA para o tratamento da OA do joelho é
regulamentada pela Food and Drug Administration (FDA) nos EUA como um dispositivo
médico, incluindo diversas preparagdes como SynviCS-
One ® (Genzyme), Gel- One® (Zimmer), Hyalgan ® (Fidia), Supartz FX ™ (Bioventus)
e OrthoviCS ® (Anika). A eficacia terapéutica das preparacdes de HA pode diferir quanto
a fonte do HA, peso molecular, métodos de producéo, posologia, propriedades reoldgicas,
concentracdo, meia-vida na articulacdo, farmacocinética e farmacodinamica (ASARI;
KANEMITSU; KURIHARA, 2010; GUPTA et al., 2019b).

Balogh et al. (2008) investigaram pela primeira vez a absorc¢do, distribuicdo e
excrecdo de HA de alto peso molecular em rato Wistar (150-200 g cada) e cées Beagle
(10-15 kg cada) apés ingestio oral de HA marcado radioativamente com
tecnécio M (**™ Tc-HA). A excrecdo urinaria e fecal apds a ingestdo de °°™ Tc-HA em
ratos mostrou 86,7— 95,6% da radioatividade recuperada, quase toda nas fezes. Todos 0s
tecidos examinados mostraram incorporacio da radioatividade de **™Tc-HA comecando
aos 15 min e persistindo por 48 h. As cintilografias do corpo inteiro e planos da regido

ventral do térax mostraram radioatividade ndo alimentar do *™Tc-HA acumulado nas


https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S1359644618300461?via%3Dihub#!

75

articulacdes, vértebras e glandulas salivares 4 h apds a administracdo. A autorradiografia
de amostras de pele, 0sso e tecido articular apds 24 h mostrou incorporagio do ™ Tc-
HA. O aparecimento da radioatividade nos tecidos precedeu o aparecimento no sangue,
sugerindo que o HA foi entregue aos tecidos possivelmente através do transporte
linfatico.

Com o objetivo de determinar a distribuicéo e a eliminagdo de amostras de HA de
diferentes pesos moleculares (10 kDA, 100 kDa e 450 kDa) radiomarcado com indio —
111 (***In) em ratos, o HA foi conjugado com &cido dietilenotriaminopentacético (DTPA)
e rotulado como *In-DTPA-HA. Os resultados indicaram que 50-54% para 10 e 100
kDa e 80% para 450 kDa da dose administrada de HA radiomarcado estava presente no
figado apés 5 min. A radioatividade permaneceu no figado durante todo periodo
experimental de 72 h. A eliminacdo do radiomarcador de baixo peso molecular foi
principalmente renal e quantidades maiores de radiomarcéo eram absorvidas pelo figado
quando usada a molécula de 450 kDa. Esta investigacao sugere que as moléculas de maior
peso molecular (> 400 kDa) sdo mais rapida e quantitativamente absorvidos pelo figado
(SVANOVSKY et al., 2008).

Em animais como rato e cdo, a biodisponibilidade do HA oral est4d em torno 5%,
absorcdo mediada pelo transporte linfatico ou via paracelular (REED et al., 1992;
BALOGH et al., 2008; HISADA et al., 2008). Apos a administracdo oral, 0 HA se
distribui no corpo, e 0,5% da dose chega a articulacdo do joelho (BALOGH et al., 2008).
A cinética de eliminacgdo plasmatica de HA é muito eficiente, com meia-vida de 2-6 min
e um turnover normal total de 10-100 mg/dia no ser humano adulto. A principal captagédo
do sangue ocorre nas células endoteliais do figado, porém existem evidéncias de um papel
importante do rim na eliminacdo do HA. A remoc¢do do HA da circulacdo sistémica pode
ser influenciada por vérios fatores como saturacdo da eliminacéo causada por um aumento
da entrada linfatica de HA na circulacdo, alteracdo do fluxo sanguineo sobre o 6rgédo de
eliminacdo e competi¢do com outras substancias, como proteoglicanos ou CS (NECAS
et al., 2008).

Mecanismo de acdo do acido hialurénico na osteoartrite

O HA é uma molécula presente em abundancia na MEC, principalmente na sindvia
e cartilagem. Evidéncias sugerem que o HA se complexa com a glicoproteina lubricina
conferindo uma rede com funcdo de lubrificacdo para diminuir a forca de atrito e reduzir

o0s danos por desgaste em superficies de atrito/cisalhamento na articulagdo. No entanto,
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estudos mostram que caracteristicas alteradas do HA na sinovia, incluindo diminuigéo da
sintese, aumento da degradacdo de HA e aumento do estresse oxitativo levam a uma
diminuicdo da concentracdo e do peso molecular médio do HA associado a producéo de
citocinas pro-inflamatdrias em condrocitos, fibroblastos e macréfagos. Em contrapartida,
a administracdo do HA-HMW parece ter efeito oposto nas vias de sinalizagdo molecular
em varios tipos de células encontradas nas articulagfes sinoviais (NICHOLLS et al.,
2017).

O HA pode executar funcdes biologicas através de dois mecanismos basicos: como
uma molécula estrutural passiva e como uma molécula sinalizadora. O mecanismo
passivo estd relacionado as propriedades fisico-quimica do HA-HMW (equilibrio
osmotico, viscoelasticidade e propriedades fisicas da MEC), enquanto o mecanismo de
molécula sinalizadora relaciona-se as atividades pro- e anti-inflamatorias (promogéo e
inibicdo da migracédo celular, ativagdo e bloqueio da divisdo e diferenciagéo celular). A
funcdo de molécula de sinalizacdo depende do peso molecular do HA, da localizacéo e
dos fatores especificos da célula (expressdo do receptor, vias de sinaliza¢do e ciclo
celular). Além disso, dependendo do peso molecular do HA pode haver influéncia na
captacdo de HA pelas células, mudancas na afinidade de receptores e formacdo de
agrupamento de complexo de receptores nas células (FALLACARA et al., 2018).

Durante algumas condi¢des ambientais e patoldgicas como na artrite reumatoide, o
HA-HMW ¢é clivado em acido hialurénico de baixo peso molecular (HA-LMW),
apresentando atividade pro-inflamatéria e pré-angiogénica (FALLACARA et al., 2018;
HELDIN, P. et al., 2018). O HA pode se ligar a receptores de membrana celular e mediar
diferentes respostas bioldgicas (Tabela 3) (ALTMAN; BEDI, 2019; GUPTA et al.,
2019b). O principal receptor do ligante HA é o receptor CD44, uma glicoproteina
transmembrana do tipo 1, multi-dominio e com vérias isoformas. O CD44 é responsavel
pela manutencdo da homeostase da cartilagem e sua funcao principal é ligar e internalizar
HA exdgenos. Dessa forma, a interacdo de HA-CD44 esta envolvida em varias vias de
sinalizacéo intracelular que controlam processos celulares como
internalizacdo/degradacdo de HA, inflamacdo, angiogénese, migracdo celular,
proliferacéo, agregacdo e adesdo aos componentes da MEC (KNOPF-MARQUES et al.,
2016; FALLACARA et al., 2018).

Tabela 1. Receptores de Acido Hialurdnico

Receptores Localizagdo/Mecanismo Referéncia
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CD44

TLR-2e TRL-4

LAYN

ICAM-1

RHAMM

Membrana celular / controla internalizacdo e degradacéo de

HA, inflamagdo, angiogénese, migracdo celular,

proliferacdo, agregacdo e adesdo a componentes da MEC.

Membrana celular / envolvida no reconhecimento de
PAMPs.

Membrana celular / regula aderéncias focais e controle de

interacbes  células-célula e na modulagdo do

comportamento e funcédo de células.
Membrana celular / induzida durante respostas
inflamatorias.

Membrana celular, citoplasma e no nicleo / envolvido na

motilidade celular, transformacdo celular, formacgdo de

Knopf-
Marques, et
al., 2016

Litwiniuk et
al., 2016

Bono et al.,
2005

Law et al,
2020
Abatangelo et
al., 2020

metastases e regulacdo da adipogénese e da atividade da
quinase regulada extracelular (ERK).
LYVE-1 Membrana celular e vesiculas proximas as membranas
extranucleares / auxiliar na regulagdo do nivel de hidratacdo Lawrance et
do tecido regulagdo da linfangiogénese e adesdo al, 2016

intercelular.

HARE Membrana celular e citoplasma / atua na depuragdo Xue et al.,
sistémica de HA e outros GAGs, receptor de fosfatidilserina 2020

que aumenta o envolvimento de células apoptoticas.

O aumento da interacdo de HA-CD44 esta correlacionado com o aumento do
tamanho da cadeia polissacaridica, pois HA maiores sdo capazes de diminuir a
dissociacdo atraves da ligacdo divalente. O receptor CD-44 interage com varios outros
ligantes, incluindo proteina da matriz extracelular, osteopontina, colagenos, MMPs,
fatores de crescimento, citocinas e fibronectina. Varios estudos corroboram que
fragmento de HA produz uma resposta pro-inflamatdria, enquanto HA-HMW produz
uma resposta anti-inflamatéria na OA. Além disso, fragmentos de HA aumentam
significativamente a expressao de receptores TLR-4 e CD44, juntamente com o aumento
da expressdo de citocinas pro-inflamatorias (FALLACARA et al., 2018; ALTMAN;
BEDI, 2019).

A hipétese atual que explica o efeito do HA-HWM ¢é a formacdo de grupos de

receptores na superficie da membrana celular para modular a atividade do receptor. Desse
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modo, a ligacdo do HA ao receptor CD44 proporciona efeito de revestimento da
membrana, e essa camada protetora de HA na superficie celular é capaz de mascarar
receptores de morte celular e impedir que a célula entre em apoptose (LITWINIUK et al.,
2016). Os receptores Toll-like (TLRs) sdo um grupo de proteinas altamente conservadas
que coordenam a defesa inicial contra bactérias e virus comuns dentro do sistema
imunolégico. A familia TLR humana consiste em 10 receptores que podem ser ativados
por padrdes moleculares associados a patogenos (PAMPs) e padrGes moleculares
associados a danos (DAMPs) (LITWINIUK et al., 2016; ALTMAN et al., 2019). Dois
mecanismos sdo propostos para explicar como o HA pode influenciar os TLRs. Na
primeira teoria 0 HA-LWM atua como agonista para TLR-2 e TLR-4 mediando uma
reacdo inflamatoria. Em contrapartida, na segunda teoria, 0 HA néo se liga aos TLRs,
mas é capaz de regular as intera¢fes dos TLRs com seus ligantes através de uma barreira
gelatinosa pericelular (FALLACARA et al., 2018).

Campo et al. (2011), investigou a influéncia do HA-HWM em diferentes
concentracdes na modulacéo de TLR-4 e TLR-2 em artrite induzida por colageno (CIA)
em camundongos. O HA-HWM limitou significativamente a incidéncia de CIA e
diminuiu os niveis de TNF-a, interleucina-1p (IL-1B), interleucina-17 (IL-17),
metaloprotease-13 (MMP-13) e 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS). Além disso, a
melhoria dos parametros bioguimicos correspondeu com a analise histologica, plasma e
niveis de HA no liquido sinovial, sugerindo que TLR-4 e TLR-2 desempenha um papel
importante no mecanismo da artrite e a interagéo / bloqueio do HA-HWM pode reduzir a
inflamacéo e a lesdo da cartilagem. Campos et al. (2012) investigaram os efeitos da
degradacdo do HA na resposta inflamatdria em fibroblastos sinoviais de camundongos
submetidos a artrite induzida por colageno (CIA). Os resultados mostraram que a inibi¢éo
da degradacdo de HA via RNA interferente pequeno (siRNAs) direcionado para as
enzimas hialuronidase HYAL1, HYAL2 e HYAL3 reduziu a ativacdo de TLR-4, CD44
e CIA por fragmentos de HA.

Layilin (LAYN) é uma proteina transmembrana do tipo | de 55 KDa com dominio
de lectina tipo C que serve como um receptor para acido hialurénico (HA). LAYN ¢
expresso em diferentes tipos de células e tem potencial de mediar sinais da matriz
extracelular (MEC) para o citoesqueleto celular de maneira anédloga as selectinas na
mediacdo de interacBGes transitorias com a MEC. Além disso, estd envolvida na
organizacdo de aderéncias focais controlando interagdes entre células-célula e na

modulacdo do comportamento e funcdo de células durante o remodelamento,
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desenvolvimento, homeostase e doenga (BONO et al., 2005; MURATA et al., 2013).
Murata et al. (2013) examinaram a expressdo e funcdo de LAYN em condrécitos
articulares e sinoviocitos no metabolismo da cartilagem. LAYN foi expressa
constitutivamente em condrécitos articulares humanos e sinovidcitos, porém IL-13
suprimiu significativamente a expressao de LAYN nestas células. Além disso, HA-HMW
reprimiu a produgao de MMP-1 e MMP-13 induzida por IL-1p em condrécitos, mas foi
significativamente inibido em condrocitos transfectados com siRNA contra LAYN,
sugerindo que LAYN pode contribuir para a regulacao das fun¢ées do HA na condicgéo
artritica.

A molécula de adesdo intercelular-1 (ICAM-1) é outro receptor conhecido da
superficie celular para HA. A ICAM-1 € induzida durante respostas inflamatdrias e
demonstra ser um modulador critico do recrutamento de mondcitos no tecido sinovial.
Também, apresenta um papel importante no trafego de leucdcitos e aderéncia célula-
célula em respostas imunolégicas. Por essa razdo, altos niveis de ICAM-1 foram
encontrados na sindvia de pacientes com OA e sua supressdao no liquido sinovial é
sugerida como um método eficaz para inibir a inflamacéo e melhorar os sintomas em OA
(LAW et al., 2020). Hiramitsu et al. (2006) investigaram o papel da molécula de adesao
intercelular-1 (ICAM-1) e as vias de sinalizagdo intracelular nas a¢6es do HA. Os
resultados demonstram que HA suprimiu a sintese de MMP-1 e MMP-3 intensificada por
IL-1B em fibroblastos sinoviais reumatoides (RSF) via ICAM-1 através da regulacéo
negativa de NF-«xB e p38.

O receptor para motilidade celular mediada por HA (RHAMM), conhecido como
CD168, esta presente em varias isoformas, tanto na membrana celular como no
citoplasma e no nacleo. O complexo HA-RHAMM de superficie desempenha um papel
fundamental na ativagédo das vias de sinalizacdo que envolve Src e outros complexos de
proteina quinase de aderéncias focais. RHAMM foi encontrado intracelularmente,
associado a proteinas do citoesqueleto, no nucleo, e extracelularmente associado ao
receptor CD-44 (FALLACARA et al., 2018; ABATANGELO et al., 2020). Wu et al.
(2018) investigaram os mecanismos de RHAMM em sinoviocitos semelhantes a
fibroblastos (FLS) de pacientes com AR e controle com OA, e em modelo de artrite
induzida por anticorpos de colageno (AI-AC). Os FLS-AR apresentaram expressao
significativamente maior de RHAMM em comparacdo a FLS-OA. Além disso, a
expresséo de RHAMM no tecido sinovial das articulagbes esteve aumentada em
camundongos Al-AC em relacdo aos controles. O silenciamento de RHAMM usando



80

SiRNA reduziu a producédo de IL-6 e IL-8 e inibiu a migracdo e invasdo de FLS-RA,
sugerindo que RHAMM tem um papel relevante na modulacédo da inflamacéo e destruicdo
das articulagdes induzidas por lipopolissacarideo (LPS) na AR.

O receptor 1 de &cido hialurénico endotelial do vaso linfatico (LYVE-1) é uma
glicoproteina transmembrana de ligacdo a HA que compartilha semelhancas com o CD-
44. LYVE-1 apresenta ampla distribuigdo, incluindo endotélio vascular da linfa e
macrofagos (LIM et al., 2018; JACKSON et al., 2019). Sua funcdo biologica € absorver
HA do tecido para a linfa, via células endoteliais linfaticas e auxiliar na regulacéo do nivel
de hidratagdo do tecido. Além disso, LYVE-1 forma complexos com fatores de
crescimento, prostaglandinas e outros mediadores de tecido que estdo envolvidos na
regulacdo da linfangiogénese e adesdo intercelular (FALLACARA et al., 2018). LYVE-
1 pode facilitar o transito de leucdécitos e células tumorais através de vasos linfaticos com
base em estudos in vitro com receptor recombinante em fibroblastos transfectados
(LAWRANCE et al., 2016).

O receptor de acido hialurénico para endocitose (HARE), conhecido como
estabilina 2, apresenta expressdo ampla incluindo células endoteliais no figado, nédulo
linfatico, baco, medula éssea, olho, coracdo e rim. Estabilina 2 é altamente expressa nas
células sinusoidais do figado, cuja funcéo é atuar na depuracgéo sistémica de HA e outros
GAGs, incluindo heparina natural e infundida, e componentes da matriz extracelular
(sulfato de condroitina, pro-peptideos de colageno, produtos finais de glicacdo avancada
e pequenas particulas a base de fosfatidilserina). No entanto, tecidos com maior expressao
de estabilina-2 (sinusoides do figado, nédulo linfatico) sdo considerados alvos primarios

de canceres metastaticos (XUE et al., 2020).

Efeitos contraditdrios do &cido hialurénico na osteoartrite

Estudos de meta-analises recentes mostraram pequeno efeito do HA-IA no alivio
da dor em pacientes com OA (KNAPIK et al., 2019; ROJAS-BRIONES et al., 2017) e
chances significativas de relatar eventos adversos graves (EAG) no grupo HA-IA
comparado ao placebo (HONVO et al., 2019a). Uma meta-andlise projetada para avaliar
a seguranca do HA-IA, incluiu estudos que permitiram o uso de AINES concomitante a
HA-IA. Houve um aumento significativo da probabilidade de relatar EAG com HA-IA
em comparacao ao placebo, tanto no geral (odds ratio [OR] = 1,78, intervalo de confianca
[IC] de 95% 1,21-2,63; | —quadrado [I 2] =0%) quanto em estudos com medicacgéo anti-
OA concomitante (OR = 1,78, 95 %, IC 1,10-2,89), mas ndo em estudos sem medicagéo
anti-OA concomitante (OR = 1,78, 95% CI 0,92-3,47). E provavel que o AINE tenha
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contribuido para a significancia estatistica de EAG no grupo com medicacdo anti-AO
concomitante, porém investigacdes mais especificas sdo necessarias (HONVO et al.,
2019a). He et al. (2017) compararam a eficacia e seguranca de HA-1A e corticosteroide
IA em pacientes com OA de joelho. Ambas as terapias foram benéficas e relativamente
seguras na melhora da funcdo do joelho, porém HA-IA causou mais EA topicos em
comparagdo com corticosteroides IA. Em uma recente publicacdo da American College
of Rheumatology (ACR) e Arthritis Foundation, o HA-IA recebeu recomendacéo
condicionalmente contra a utilizacdo em pacientes com OA de joelho e/ou primeira
articulacdo carpometacarpal (CMC) e fortemente contra utilizagdo em pacientes com OA
de quadril, sugerindo que a recomendacdo € consistente com a limitacdo de beneficio
deste tratamento na OA (KOLASINSKI et al., 2020).

Eficacia e seguranca do sulfato de condroitina na osteoartrite

As evidéncias sobre eficicia e seguranga sdo fornecidas geralmente para
formulacBes de grau farmacéutico do sulfato de condroitina (pCS) (BRUYERE et al.,
2016). Martel-Pelletier et al. (2015), em uma meta-analise de ECRs por placebo
demonstrou que CS oral foi eficaz no alivio da dor e na melhora da fungdo em pacientes
com OA de joelho, porém com grande controversa entre os estudos. Ao estratificar as
analises para ensaios com pCS e/ou com o fabricante do composto de origem IBSA
(Condrosulf ®, Chondrosulf ®), houve melhora na reducio da dor e da funcdo e maior
consisténcia das evidéncias nos ensaios clinicos (HONVO et al., 2019b). Essas variacdes
obtidas em ensaios clinicos podem ser decorrentes do grau de qualidade do CS que resulta
em diferencas na atividade terapéutica do composto.

Reginster et al. (2017), comparou a eficacia das formulacdes de pCS (800 mg/dia)
com colecoxibe (200 mg/dia) em um ECR. Os resultados demostraram uma redugéo
significativa da dor em ambos os farmacos comparado ao placebo, porém ndo houve
diferenca de eficacia entre essas prescricdes na OA sintomatica do joelho. Zhu et al.
(2018), demonstrou em uma meta-anlalise de ECR que o CS foi seguro e mais eficaz em
relacdo ao placebo no alivio da dor (WOMAC e EVA) e na melhora da fungéo global em
pacientes com OA. Gregori et al. (2018), em uma revisdo sistematica e meta-analise
usando farmacos para controle da dor em longo prazo para o tratamento da OA de joelho,
demonstrou que a prescricdo de CS teve um efeito significativo na melhora do

estreitamento da estrutura articular. Estudos que avaliaram pCS na OA, relataram bom
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perfil de seguranca na dose de até 1200 mg/dia, sem aumento significativo de EA
comparado ao placebo (BRUYERE et al., 2019; HONVO et al., 2019b).

A Sociedade Europeia para Aspectos Clinicos e Econdmicos de Osteoporose e
Osteoartrite (ESCEO, sigla em inglés) recomenda pCS como terapia de base de longo
prazo na Etapa 1 como uma alternativa ao sulfato de glicosamina cristalino (pSGC) para
OA de joelho. Dentre os SYSADOA recomendado, o CS é o de maior evidéncia (forte
recomendacdo) em termos de eficacia terapéutica, porém essa forma prescrita deve ser
diferenciada de produtos de venda livre (medicamento sem receita). A ESCEO fornece
recomendac&o fraca para o uso combinado de CS e G. As evidéncias sobre eficacia dessa
combinagéo sdo controversas e estudos mostram que o CS parece inibir a absorcéo da G
quando ambos sdo administrados juntos (BRUYERE etal., 2019). A Liga Europeia contra
0 Reumatismo (EULAR, sigla em inglés) retirou CS de suas recomendacdes
farmacoldgicas para o tratamento da OA, apenas sugerindo sua utilizacdo como
alternativa terapéutica, uma vez que os ECR ainda apresentam grande inconsisténcia
sobre os beneficios terapéuticos do CS (KLOPPENBURG et al., 2019). O Colégio
Americano de Reumatologia (ACR, sigla em inglés) e Fundacdo de Artrite em uma
recente publicacdo apenas recomenda condicionalmente o uso de CS em pacientes com
OA de médo (KOLASINSKI et al., 2020).

Farmacocinética e formulac6es do sulfato de condroitina

O CS é um heteropolissacarideo linear com caracteristicas semelhantes as de gel
(lubrificagdo, retencdo de agua, resisténcia de carga), representa um percentual de 80%
de todos os glicosaminoglicanos da cartilagem articular (LIN et al., 2019) e possuiu alto
peso molecular variando entre 50.000 e 100.000 Da (BISHNOI et al., 2016). A producao
comercial de CS é obtida através da matéria-prima terrestre de bovinos, suinos e frangos,
ou fontes marinhas, como peixes cartilaginosos (tubardes e raias) (VOLPI et al., 2009;
MACCARI et al., 2010). As preparacdes de origem animal podem causar potenciais
problemas de seguranga associado a presenca de agentes infecciosos transmissiveis como
virus, bactérias e prions (MIRAGLIA et al., 2016), além de contaminag¢fes com outros
GAGs devido a falhas durante o processo de purificagdo (RESTAINO et al., 2017). O CS
estd disponivel comercialmente como produto de grau farmacéutico (pCS) e grau
nutracéutico, sendo a Ultima preparacdo com grandes variagbes na composicao e/ou
pureza (CHEVALIER et al., 2017; HONVO et al., 2019b). Além disso, pode ser
encontrado na forma de pilula, comprimido, cépsula, po, liquido e na forma de injecéo.
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Também, pode ser usado em cremes, colirios, cosméticos e em aplica¢cbes médicas com
G. Nao ha interacbes conhecidas de preparacbes de CS com alimentos, ervas e
suplementos. As recomendac6es diarias de CS com um bom perfil de seguranca sdo doses
de até 1200 mg por dia (BRUYERE et al., 2019).

CS de diferentes fontes animais podem apresentar diferencas significativas em seu
peso molecular e variagdes na posi¢éo e porcentagem dos grupos sulfato. Em humanos,
a administracdo oral de CS bovino aumenta principalmente as concentracfes plasmaticas
de ADi-4S e ADi-6S (VOLPI, 2002). No entanto, o CS de tubardo gera concentracdes
menores de ADi-4S e ADi-6S comparado ao CS bovino (VOLPI, 2003). Os CS podem
ser absorvidos parcialmente como polissacarideo de alto peso molecular no intestino
delgado e/ou como oligossacarideos (a maioria do CS) por catabolismo enzimatico no
trato distal, ceco e colon (VOLPI et al., 2007). Os oligossacarideos formados por
despolimerizacdo parcial e dessulfatacdo sdo gerados por enzimas hidrolitica no trato
inferior do aparelho digestivo (MACCARI et al., 2016). A absorcdo oral de CS ¢
relativamente rapida, apresentando biodisponibilidade oral moderada (10% - 20%)
(LAUDER, 2009). A porcentagem de CS absorvido vai depender do peso molecular e sua
absorcéo depende do grau de despolimerizagdo pela mucosa intestinal (VOLPI, 2006).
Entdo, assim que o CS oral atinge a articulagéo, ele se distribui na cartilagem e camadas
subcondrais, porém a penetracdo no condrdcito € limitada (SOUICH, 2014). Um estudo
usando CS ndo animal (Mythocondro®, comprimidos de 800 mg, Gnosis SpA, Italia) de
baixo peso molecular apresentou disponibilidade geral no plasma ap6s 48 h de 45% em
relagdo ao CS animal. Além disso, neste estudo o CS ndo animal apresentou maior
absorcdo e aumento da 6-O- sulfatacdo especifica da GalNAc no plasma humano em
relacdo ao CS bovino e CS enddgeno (VOLPI, 2018).

Mecanismo de ag¢ao do sulfato de condroitina na osteoartrite

O CS exerce atividades benéficas in vitro no metabolismo de diferentes linhagens
celulares, como condrécitos, sinovidcitos, macréfagos e células do osso subcondral
(BISHNOI et al., 2016). A administracdo exogena de CS tem sido proposta para atuar na
OA por meio de varios mecanismos na sinalizacdo celular, incluindo a promoc¢éo de
efeitos anti-inflamatdrio, antioxidante, antiapoptotico, anticatabdlico e anabdlico
(AJISAKA et al., 2016; CHEVALIER; CONROZIER; 2017; MOREIRA et al., 2019). O
CS pode interagir com diferentes receptores para mediar efeitos bioldgicos nas celulas
(Tabela 2).
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Sinovidcitos semelhantes a fibroblastos humanos de pacientes com OA estimulados
com interleucina 13 (IL-13) e desafiado com CS, demonstrou suprimir a producdo de
oxido nitrico (NO) atraves da inibicdo da ativacdo de STAT6 e expressdo de mRNA de
INOS (OKUMO et al., 2017). CS isolados da traqueia bovina, traqueia suina, esterno de
frango, cartilagem de raia e preparagdes comerciais de CS 4- e 6-sulfato (CS-4S e CS-
6S) apresentaram atividades anti-inflamatérias com eficiéncias diferentes sobre
condrécitos (cultura primaria) e macréfagos (ambos imortalizados semelhantes a
macrofagos da linhagem celular RAW 264.7 e células derivadas da medula 6ssea). Os
resultados mostraram que os CS reduziram a liberacdo NO e PGE 2 em condrécitos de
humano e cavalo induzida por IL-1pB. Contudo, na linhagem RAW 264.7, 0 CS-4S e CS-
6S, CS de esterno de frango e cartilagem de raia, diminuiram a liberacdo de TNF-o, mas
ndo afetou IL-6 quando induzida por LPS. Porém, ap6s a linhagem de macréfago derivada
da medula dssea ser induzida por LPS, o CS-4S, CS-6S, CS da traqueia bovina e traqueia
suina, reduziram a liberacdo de TNF-a, IL-6, IL-1B ¢ NO, indicando que a resposta de
RAW ao CS foi diferente da obtida em macrofagos primarios (CUNHA et al., 2017).

Tabela 2. Receptores de Sulfato de Condroitina

Receptores Localizagcdo/Mecanismo Referéncia
Receptores de lectina, Superficie celular / As lectinas reconhecem glicoconjugado Harris E. N.;
HARE (receptor de ligado a membrana e sdo subsequentes endocitado, degrado  Weigel P. H.,
&cido hialurénicopara e envolvidos em funcdes celulares. 2008
endocitose)

Receptor 2 e 4 Superficie celular / expressado em sinoviécitos, Bishnoi M. et
semelhantes a Toll osteoblastos e ostedcitos, media respostas, CS é al., 2016

(TLR-2/4), Receptor de
cido hialurénico
motilidade mediada
(RHAMM) e molécula
intercelular de adeséo 1

(ICAM1), CD 44

internalizado na célula por meio desses receptores para

induzir a resposta anti-inflamatoria.

Receptores Nogo, Altamente expresso no cérebro e no figado, implicada na  Dickendesher
familia NgR (NgR1 e inibicdo neuronal, ligam-se com alta afinidade paraaporcdo T. L. et al,
NgR3) glicosaminoglicana de proteoglicanos e participa na 2012

inibicAo de CSPG em neurbnios em cultura.
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Annexin 6 No citoplasma, também existe na superficie celular/ Grewal T. et
implicado em muitos processos bioldgicos, incluindo al., 2017
proliferacdo  celular,  sobrevivéncia, diferenciag&o,

inflamacdo e infeccdo viral.

Proteina tirosina  Proteina da superficie celular/ tem atividade de tirosina Ohtake Y.;
fosfatase sigma do tipo fosfatase intracelular e dominios extracelulares e, é Saito A.;LiS.,
receptor (RPTPo) essencial para regular a ativagdo de células imunes, 2018

producéo de citocinas e inflamacéo.

Um modelo de inflamac&o de OA estimulado com peroxido de hidrogénio (H205)
para induzir apoptose em cultura primaria de condrdcitos foi desafiada com CS do 0sso
do esturjdo. Os resultados demonstraram que o CS aumentou a viabilidade celular,
diminuiu a taxa de fragmentos de DNA e apoptose, bem como protegeu a mitocondria e
reduziu a expressao da caspase-3 e caspase-9. Esses resultados sugerem que CS do 0sso
do esturjio melhora o dano a matriz da cartilagem via inibicdo de apoptose em
condrécitos (LIU et al., 2019). Durante a progressao da OA, a apoptose de condrocitos
estd implicada com vérios eventos, incluindo diminuicdo do numero de condrdcitos,
reducdo da sintese de MEC, expressdo génica alterada com producéo de citocinas pro-
inflamatdrias (ex. interleucina (IL) -1pB, IL-6, fator de necrose tumoral (TNF) -a) e
aumento de fosfatase alcalina que resulta em calcificacdo anormal no osso subcondral
(KUNWAR et al., 2017; LIU et al., 2019).

O CS do osso do esturjdo foi investigado em um modelo animal de OA induzido
por injecdo IA de iodoacetato monossodico (MIA). O CS reduziu significativamente o
edema articular e a lesdo patoldgica das articulacdes, bem como os niveis de IL-1, TNF-
a e PGE 2 no liquido sinovial. Também, foi capaz de diminuir a reversdo do suporte da
pata traseira e o limiar mecanico de retirada da pata causado pelo MIA. Além disso, 0 CS
regulou negativamente o conteudo de MMP-1 e MMP-13 e positivamente TIMP-1 em
relacdo ao grupo controle com MIA (SUN et al., 2018).

Os macrofagos sdo considerados atores chaves na patogénese da OA, uma vez que
eles podem ser ativados em um fendtipo pro-inflamatério (M1) ou em um fendtico anti-
inflamatdrio (M2). Um estudo investigou um scaffold de colageno funcionalizado com
sulfato de condroitina em macrofagos derivados da medula 6ssea em condicOes
fisiologicas e inflamadas por LPS. O scaffold foi capaz de modular o fenotipo de
macrofagos inibindo a cascata LPS / CD44 / NF-kB. Como consequéncia, uma regulacao
positiva de marcadores anti-inflamatérios (TGF-B, Arg, MRCL1 e IL-10) foi encontrado
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concomitante a uma diminuicdo na expressdo de marcadores pro-inflamatorios
(iNOS, TNF-q, IL-1p, IL-12B). Quando o scaffold foi avaliado in vivo, os dados
confirmaram os achados in vitro, demonstrando uma reducao significativa no nimero de
celulas infiltrantes ao redor e dentro dos implantes associado a uma regulagdo negativa
da expressdo de genes pro-inflamatdrios, sugerindo uma modulag¢do imune de macr6fagos
para reparo tecidual (TARABALLI et al., 2016).

Em um modelo de inflamacao patogénico usando linhagem de macréfagos THP-1
ativadas, o pCS inibiu significativamente a atividade de IL-1p e fatores de transcrigdo
NF-kB candnico, p65, p50, c-Rel e RelB, sugerindo que a inibi¢éo da inflamacdo induzida
por LPS e fragmentos de HA, estava ocorrendo possivelmente no nivel de ativacdo da via
NF-xB, consistente com uma diminuigdo geral na atividade dos fatores de transcri¢cdo no
citoplasma (STABLER et al., 2017).

Um modelo de osteoporose diabética induzida por estreptozotocina, o CS (500 mg
kg "' d ') administrado por via oral melhorou os sintomas do diabetes, aumentou o peso
corporal, diminuiu a ingestdo de 4gua e comida, reduziu a glicose no sangue, aumentou a
densidade mineral 0ssea, corrigiu a morfologia 6ssea e diminuiu 0 numero de osteoclastos
femorais e adipdcitos da tibia. O CS também regulou os pardmetros histomorfométricos
0sseos e reduziu os niveis séricos de citocinas pro-inflamatérias (IL-1p, IL-6 e TNF-a) ¢
aumentou as atividades séricas de SOD, GPX, CAT e MDA. Além disso, houve reducéo
dos niveis séricos de ALP, CTX-1, TRACP 5b, osteocalcina e RANKL, e aumentou 0s
niveis séricos de RUNX2 e OPG, sugerindo que o CS pode prevenir a osteoporose
diabética induzida por estreptozotocina pela reducdo da glicose no sangue, reducdo do
estresse antioxidante, inducdo da atividade anti-inflamatoria e regulacdo da expressédo de
OPG / RANKL (ZHENG et al., 2020).

Em outro modelo de OA induzido por ACLT, o CS de Scophthalmus maximus
apresentou efeito protetor na cartilagem articular, reduzindo a taxa de apoptose dos
condrdcitos e o conteudo de IL-1B, TNF-a, e PGE2 no liquido sinovial. O estudo mostrou
gue o CS regulou negativamente a expressao de MMP-1 e positivamente a expresséo do
inibidor tecidual da MMP-1, sugerindo atividade anti-inflamatéria promissora no
tratamento de OA (REN et al., 2017). Usando um modelo de ratas ovariectomizadas,
Teréncio et al. (2016) demonstraram que a administracdo combinada de CS + glicosamina
diariamente protegeu a degradacdo da cartilagem e reduziu os niveis de mediadores

inflamatdrios incluindo IL-1B ¢ TNF-a. Além disso, houve reducdo significativa de outros
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biomarcadores de inflamacéo e degradacdo como MMP-3, C-telopeptideo de colageno

tipo Il e ativador do receptor do ligante kB/osteoprotegerina.

Efeitos contraditdrios do sulfato de condroitina na osteoartrite

As informacgdes atuais baseadas em evidéncias demonstram que o pCS tem um bom
perfil de seguranca, porém relatam EAG semelhante ao colecoxibe, comumente associado
a EAG quando usado em longo prazo pelos pacientes com OA (PELLETIER et al., 2016;
HOCHBERG et al., 2016). Estudos de meta-analises recentes sdo controversos em
relacgdo a efichcia do CS no alivio da dor em pacientes com OA
(VASILIADIS; TSIKOPOULOS, 2017. ROJAS-BRIONES et al., 2017; MANTOVANI
et al., 2018; KNAPIK et al., 2019). Em virtude disso, a ACR e Arthritis Foundation
recomenda fortemente contra o uso de CS em pacientes com OA de joelho e/ou quadril,

assim como produtos de combinacao que incluem CS e G (KOLASINSKI et al., 2020).

Eficacia e seguranca da glicosamina na osteoartrite

A glicosamina (G) é um amino acgUcar com peso molecular de 197,2 Da, utilizado
na biossintese de proteoglicanos, responsavel por manter a integridade e a funcdo da
cartilagem articular (HENROTIN et al., 2014). Veronese et al. (2020), em um estudo de
revisao da literatura, 0 GS modificou positivamente a estrutura da cartilagem, melhorou
a funcdo fisica e reduziu a dor do WOMAC e EVA, demontrando seguranca na dose de
1500 mg / diaria. Contudo, esses efeitos clinicos do GS foram observados principalmente
em individuos com OA de joelho (OGATA et al., 2018; VERONESE et al., 2020).
Gregori et al. (2018), em uma meta-anélise de rede usando medicamentos para o controle
da dor a longo prazo na OA de joelho, verificou que a formulacdo patenteada de sulfato
de glicosamina cristalino (pCGS) foi a uUnica que teve um efeito significativo
concomitante na melhora da estrutura articular e da dor em 12 meses.

Sobre o potencial do GS superativar a via da hexosamina, responsavel pela
resisténcia a insulina, um estudo em 2017 incluindo 407 mulheres com sobrepeso e obesas
ndo mostrou efeito significativo do nivel medio da hemoglobina glicosilada, durante o
periodo de 2,5 anos com uso de GS (GOMMANS et al., 2017). Esses resultados
corroboram com um grande estudo que analisou 404.508 participantes do UK Biobank,
mostrando que 0 uso do GS em OA esta associado a uma menor incidéncia de DM2 ao
longo de 8 anos de acompanhamento (MA et al., 2020). Usando essa mesma base de
dados, o GS reduziu a incidéncia de doencas cardiovasculares (MA et al., 2019) e
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diminuiu a mortalidade geral e especificas por doencas cardiovasculares, cancer, doencas
respiratorias e digestivas atraves de um grande estudo de coorte prospectivo durante um
acompanhamento médio de 8,9 anos (LI et al., 2020). Esses efeitos protetores estdo
associados as propriedades anti-inflamatdrias da G, embora a base molecular ndo esteja
totalmente esclarecida (HERRERO-BEUAMONT; LARGO, 2020).

Evidéncias de ensaios clinicos de longo prazo mostram que pCGS pode atrasar
mudancas estruturais articulares e reduzir a necessidade de analgesia adicional com
AINEs. Além disso, pCGS pode reduzir significativamente mais de 50% dos custos
associados a medicamentos, consultas e exames de salde ao longo de 12 meses
(BRUYERE et al., 2016). O grupo de trabalho da ECSEO apoiada por diferentes graus
de certeza de evidéncia, recomenda fortemente o uso de pCGS de grau farmacéutico como
Etapa 1 da terapia de base para OA de joelho, e desencoraja o0 uso de outras formulacbes
de G (BRUYERE et al., 2019). A ARC e Arthritis Foundation também recomenda
fortemente o uso de G em pacientes com OA de joelho, quadril e / ou m&o (KOLASINSKI
et al., 2020).

Farmacocinética e formulagdes da glicosamina

As preparacdes de glicosamina séo extraidas da quitina (casca de crustaceos) por
hidrolise acida ou sintetizada quimicamente em laboratorio. Devido ser uma base
organica fraca que deve ser inicialmente estabilizada como um sal. Existem trés formas
comuns de G no mercado: cloridrato de glicosamina (da casca de carangueijo), sulfato de
glicosamina (da casca de camardo) e N-acetil glicosamina (sintetizado quimicamente)
(NAGAOKA et al., 2012). As dosagens de G diaria recomendada geralmente variam de
1250 mg a 1500 mg. A farmacocinética do sulfato de glicosamina (GS) em voluntarios
saudaveis foi linear no intervalo de dose de 750-1500 mg, mas ndo na dose de 3.000 mg,
devido ndo haver aumento da concentracdo plasmatica com bases no aumento
proporcional da dose. A absorcdo ocorre rapidamente com um tmax de cerca de 3h, e
a meia-vida de eliminacédo foi estimada em 15h apds a dosagem oral (PERSIANI et al.,
2005).

Em voluntarios saudaveis uma dosagem oral Unica de 1500 mg de pCGS produz
aproximadamente uma concentracdo plasmatica de 10 uM (KUCHARZ et al., 2016),
enguanto hidréxido de G na dose de 1500 mg produz 2,7 uM, e tomando-se 3 doses de
500 mg/dia produz uma concentracdo plasmatica de 1,2 uM (SAENGNIPANTHKUL et
al., 2017). A farmacocinética clinica da administracdo de dose oral de cloridrato de G
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demonstrou ser biodisponivel na sindvia e no soro de beagles e cavalos (ADEBOWALE
et al., 2002; LAVERTY et al., 2005). O GS radiomarcado em humano foi estimado em
88,7% (v. 0.) de absorc¢do, encontrando 11,3% da radioatividade nas fezes. Especulou-se
que o efeito de primeira passagem causaria a perda pré-sistémica do composto, resultando
em uma biodisponibilidade do produto em 26-44% (SETNIKAR et al., 1993). No entanto,
estudos posteriores demonstram que o intestino é responsavel pela perda pré-sistémica da
G, apresentando apenas 19% de biodisponibilidade apds administracdo usando rato como
modelo de estudo (IBRAHIM et al., 2012).

Dentro das células epiteliais intestinais, a glicosamina é fosforilada para formar
glicosamina-6-fosfato, que posteriormente entra na via biosintética da hexosamina para
formar proteoglicanos, glicoproteinas e glicolipidios (ANDERSON et al., 2005). Os
estudos in vitro sobre a absorcdo intestinal do acido glicurénico revelaram que 0s
transportadores envolvidos séo aqueles que facilitam a absorcdo de glicose (GLUTL, 2 e
4), sendo a absor¢do com GLUT2 com afinidade 20 vezes maior para G do que para
glicose (ULDRY et al., 2002; JUNG et al., 2016), embora apresente capacidade de

transporte limitada do composto em altas concentracdes (PERSIANI et al., 2005).

Mecanismo de acdo da glicosamina na osteoartrite

A G é um constituinte natural dos GAGs da cartilagem e liquido sinovial e quando
administrado exogenamente pode exercer efeitos anti-inflamatorios na cartilagem
articular (BRUYERE et al., 2016). O principal efeito da G ocorre pela reducio da
translocagdo nuclear de NFkB e pela inibi¢ao da transcri¢do de genes proteoliticos e alvo
pré-inflamatorios. Sao relatados varios mecanismos que contribuem para o declinio
induzido por G em NF-kB (SOUICH, 2014; AL-SAADI et al., 2019). A diminuicdo da
ativacdo de NF-xkB aumenta a metilagdo do promotor de genes pro-inflamatérios levando
a reducdo da sua transcri¢do (GIRIDHARAN; SRINIVASAN, 2018). A G também induz
a sintese de HA e C4S e C6S, o que contribui indiretamente para as propriedades anti-
inflamatorias da G na OA. Devido a presenga de transportadores GLUT na membrana
celular, a G pode ser capaz de penetrar em sinoviocitos, osteoblastos e osteoclastos para
mediar seus efeitos anti-inflamatérios (SOUICH, 2014).

Estudos relatam que a G é capaz de reduzir a expressdo de metaloproteinases
(MMPs) em linhagens celulares de condrdcitos e osteossarcoma (IGARASHI et al., 2016;
POHLIG et al., 2016), aumentar a expressao de colageno tipo 11 (COL2A1) e a proteina
SIRT1, um gene regulador de COL2A1 (IGARASHI et al., 2016). O COL2A1 é o
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principal componente da matriz da cartilagem e sua degradacdo e diminuicdo pode
resultar na progressdo da OA, acelerando a hipertrofia de condrocitos no processo
fisiopatoldgico da OA (IGARASHI et al., 2016). Evidéncias apontam que o cloridrato de
G oral suprimiu o inflamassoma NLRP3 e o precursor IL-1p, contribuindo para a redugéo
da producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e ativacdo de NF-kB em macrofagos
de camundongos e humanos ativados por polissacarideos (LPS). Além disso, a G
interferiu na ligacéo da proteina quinase (PKR) ativada por RNA de fita dupla, proteina
quinase 7 (NEK7) envolvida na ativacdo de NLRP3 e na formacdo do complexo
NLRP3/ACS. O efeito anti-inflamatério da G também foi constatado pela reducdo do
influxo de neutréfilos peritoneais e reducéo das concentrag@es de IL-1B, IL-6 MCP-1 e
TNF-a em modelo de camundongo de peritonite mediada por cristal de 4cido trico (CHIU
etal., 2019).

A G é capaz de promover autofagia de condrocitos como mecanismo reparador
natural durante o dano celular para remover células defeituosas da cartilagem. Embora as
evidéncias da G sobre a autofagia de condrdcitos sejam escassas, estudos mostram que a
G induz autofagia em condrécitos primarios da cartilagem humana normal (LUO et al.,
2019) e em osteoblastos da linhagem hFOB1.19 (CHEN et al., 2018a). Em condrdécitos
humanos quando a G € exposta por curto prazo (2h), ativa autofagia; porém, quando
exposta por um longo prazo (24h), altera a resposta autofagica e induz apoptose (KANG
et al 2015). Por sua vez, em linhagem celular de osteoblasto (hFOB1.19) foi demonstrado
que a G em baixas concentracgdes (<0,6 mM) induziu a proliferacéo celular, enquanto em
concentracdes mais altas (>0,8 mM) induziu apoptose. Esse mesmo estudo sugeriu que a
G induziu a autofagia da linhagem hFOB1.19 em paralelo com a fosforilacdo de m-TOR
e pela ativacdo da proteina quinase ativada por 5 'adenosina monofosfato (AMPK) e
inibicdo pela via mTOR em células epiteliais de pigmento retinal humano (CHEN et al.,
2018b).

A sinalizacdo da resposta proteica ndao dobrada (UPR) apresenta um papel
fisiologico implicando na maturacdo normal de condrdcitos, osteoblastos e na patogénese
da OA. Estudos relatam que a inducdo de estresse no RE pode ser citoprotetora ou
citotoxica pela ativacdo de apoptose em doencas renais. Dessa forma, a apoptose pode
interagir de maneira coordenada com a autofagia para aliviar o dobramento incorreto de
proteinas (CYBULSKY et al., 2017). Até o momento nenhum estudo demonstrou o papel
do estresse do RE induzido pela G ou da sinalizagcdo de UPR na OA. Contudo, estudos
tém mostrado que induzir o estresse do RE pode ser benéfico para atrasar o inicio da OA.
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No entanto, quando a doenca esta estabelecida, o estresse do RE ndo desempenha papel
importante no prognostico da OA (KUNG et al., 2019). Um estudo relatou que niveis
elevados de G (5 mM) induz o estresse no RE por interferirem com a biossintese de
oligossacarideos ligados a lipidios e N-ligados de glicosilacdo. Contudo, essa via pode
estar relacionada com complicacdes diabéticas, incluindo aterosclerose e esteatose
hepatica (BERIAULT et al., 2017). Diante disso, sdo necessarios mais estudos
investigando o efeito da G no eixo UPR/ estresse do ER/ autofagia, uma vez que eles
podem ser futuros alvos terapéuticos para os pacientes com OA.

A G e seus derivados podem inibir a diferenciagdo osteoclastica (TAKEUCHI et
al., 2017; LAMBERTINI et al., 2021), aumentar a diferenciagédo condrogénica (YAO et
al., 2017; KASHIUCHI et al., 2019) e a proliferacdao de células-tronco (AGRAWAL et
al., 2018). Uma modificacdo do grupo amino da G para produzir N-acriloil-acido
glicurdnico (AGA) demonstrou superar a toxicidade da G em altas concentragfes (2 e 5
mM) e aumentar os efeitos positivos na diferenciacdo condrogénica em linhagem celular
ATDCS5. Um hidrogel a base de polietileno glicol enxertado com N-acriloil-glicosamina
desempenhou um papel importante na diferenciacdo condrogénica de células-tronco
mesenquimais de 0osso humano (hBMSCS) e aumentou significativamente marcadores de
COL 1l e agrecamo (proteina central de proteoglicano especifico da cartilagem) (YAO et
al., 2017).

Um produto de hidrélise composto principalmente por G (80,00%) e quito-
oligassacarideos (9,80%) denominado “GC”, foi investigado nas concentracgdes de 40, 80
e 160 mg/kg por 15 dias em um modelo animal de OA. Os resultados mostraram uma
reducdo significativa da expressdo serica de citocinas pro-inflamatoria IL-1p, IL-6, TNF-
a, e aumento significativo da citocina anti-inflamatoria IL-2 em comparagdo com o grupo
controle. Também, houve reducéo dos niveis de proteina C reativa (PCR), diminuicéo do
inchaco das articulagcdes e melhora dos sintomas tipicos da doenca no grupo tratado com
o produto de hidrolise, sugerindo forte efeito anti-inflamatorio e potencial como agente
terapéutico contra OA (LI et al., 2018). O pCGS foi investigado em um sistema de co-
cultura 2D/3D com osteoclastos primarios humanos (hOCS) e osteoblastos (hOBs) de
pacientes com OA e individuos suadaveis. Os resultados mostraram que o tratamento com
pCGS exibiu um efeito positivo na atividade de osteoblastos. Os hOCS isolados de
pacientes com OA foram mais sensiveis em comparacdo com aqueles de doadores

suadaveis. Além disso, G exibiu efeitos anabolicos em hOCS tanto em cultura de células
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convencionais 2D quanto em co-cultura dinamica hOC / hOB 3D (LAMBERTIN et al.,
2021).

Alguns estudos usando modelos animais (WALY et al., 2017; SANCHES et al.,
2018) e humanos (CEN et al., 2018) reportaram efeitos anti-inflamatérios da G na
osteoartrite. A G administrada em diferentes concentragGes reduziu significativamente a
expressdo sérica de citocinas pro-inflamatdrias como IL-1B, IL-6, TNF-a, TGF f-1,
proteina C reativa (PCR) e aumentou niveis de citocinas anti-inflamatéria IL-2 e I1L-10
em modelos animais de OA (WALY et al., 2017; LI et al., 2018). Em um ECR por
placebo, pacientes com OA de joelho foram randomizados em um grupo controle tratado
com colecoxibe (200 mg / kg / dia) e um grupo de estudo tratado com GS (500 mg / kg)
durante 8 semanas. O grupo de estudo teve niveis séricos de TNF-a, IL-1 e PGE2
significativamente reduzidos comparado com o grupo controle. Além disso, a atividade
de SOD foi significativamente maior em pacientes que receberam GS e o0s escores de
EVA e WOMAC estiveram baixos, sugerindo beneficios do GS na reducdo do dano

oxidativo na cartilagem e melhora da dor (GANG et al., 2019).

Efeitos contraditérios da glicosamina na osteoartrite

Estudos de meta-analise mostram que a G promove efeito insignificante na OA
(HARRISON-MUNOZ et al., 2017; RUNHAAR et al., 2017) ou pequeno efeito da G no
alivio da dor em pacientes com OA (GREGORI et al., 2018; LIU et al., 2018). Em um
ECR a terapia combinada (CS 1200 mg/dia + GS 1500 mg/dia) ou (CS 1200 mg/dia +
cloridrato de G 1500 mg/dia) ndo previnem o dano estrutural nem reduzem a expresséo
de mediadores pro-inflamatérios e degradativos da matriz em tecidos articulares, assim
como a densidade mineral 6ssea subcondral em coelhos com OA (ROMAN-BLAS et al.,
2017). Simental-Mendia et al. (2018) em um ECR mostrou que a terapia combinada
CS/GS néo foi superior ao placebo no controle da dor e limitagdo funcional em pacientes
com OA de joelho por mais de 6 meses de tratamento. Além disso, nenhuma das terapias
ou sua combinagdo tiveram efeitos positivos significativos no WOMAC total e seus
subescores comparado ao placebo. Apesar da suplementagdo oral com G e/ou CS
demonstrar reducdo da dor na OA do joelho, ainda ndo existe comprovacdo de efeito
adicional usando ambos 0s agentes terapéuticos no tratamento da OA sintomatica do
joelho. Em virtude disso, a ACR e a Fundacdo de Artrite recomendam fortemente contra
0 uso da combinacéo CS e G (KOLASINSKI et al., 2020).
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Efeito de SYSADOAs em vias inflamatorias da OA

A ativacdo de interleucina 1 beta (IL-1 B) em condrdécitos, por exemplo, leva a
fosforilacéo e ativacdo da quinase 1/2 regulada por sinal extracelular (ERK1/2), proteina
quinase ativada por mitdgeno p38 (p3BMAPK) e c-Jun N-quinases terminais
(JNK) (ZHOU et al., 2020). Estas proteinas quinases fosforilam a IxB quinase (IKK) que
ird fosforilar e inativar o inibidor kBa (IkBa) que estd formando um complexo com
0 heterodimero p65/p50 ou fator nuclear-kB (NF-xB) no citosol. Como consequéncia da
inativacao de IkBa, o NF-«kB ¢ liberado e inicia a translocacao para o nucleo. O dimero
NF-xB liga-se aos sitios kB dentro dos promotores/potenciadores de genes alvos,
regulando a transcri¢do de uma variedade de genes envolvidos na inflamagé&o, imunidade,
apoptose, proliferacdo e diferenciacdo celular (SOUICH; VALLIERES, 2010). Os
SYSADOAs atuam principalmente por meio da reducédo da translocacdo nuclear de NF-
kB. Em virtude dessa reducdo, as expressdes de muitas proteinas sao reduzidas, como
interleucina-13 (IL-1pB), interleucina-6 (IL-6), tumor fator de necrose-a (TNF-a) e
enzimas, como fosfolipase A2 (PLA2), 6xido nitrico sintetase-2 (NOS2), ciclooxigenase
2 (COX-2), e metaloproteases de matriz (MMPs) (Figura 1).

Fig. 1. Mecanismo de atividade anti-inflamatéria de SYSADOASs com vias inflamatorias da OA. [Espécie
reativa de oxigénio (ROS), prostaglandina E2 (PGE2), C-telopeptideo (CTX-1), fosfatase alcalina (ALP),
molécula de adesdo intercelular 1(ICAM1), proteina quimiotatica de mondcitos—1 (MCP-1),
metaloproteinases de matriz-3 (MMP-3), proteina C-reativa (PCR), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a),
fragmentos de matriz extracelular (EMFs), fragmentos de fibronectina (Fn-f), proteinas de choque térmico
(SHps), I-kappa quinase (IKK) (IxkBa)]
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Novas Perspectivas de tratamento

Devido a natureza crénica da OA os estudos prospectivos com farmacos capazes de
modificar a estrutura articular, reduzir a dor e aumentar a funcédo da articulacdo de forma
segura, continua sendo medidas desejadas para 0 manejo da OA, especialmente, nos
estagios iniciais da doenca, antes de grandes alteragdes estruturais e funcionais na unidade
osteocondral (GOLDRING; GOLDRING, 2016). Até o momento a farmacoterapia para
OA apresentou pouca progressdo, principalmente para o paracetamol, AINEs (topicos e
orais) e opioides, que sdo amplamente usados para alivio dos sintomas da OA. Além
disso, nenhum desses medicamentos se mostraram capazes de modificar a progresséo da
OA e prevenir a incapacidade de longo prazo. Por essa razdo, a Food and Drug
Administration (FDA) considerou a OA como uma doenca grave com necessidades
médicas ainda ndo atendida (LATOURTE et al., 2020). Dentre as novas abordagens para
a OA, destacam-se as terapias apresentadas na tabela 1.

O fator de crescimento nervoso (NGF) estimula o crescimento de fibras nervosas
nociceptivas e a expressdo de receptores nociceptivos de superficie celular, promovendo
maultiplas vias de sinalizacdo da dor que leva a dor nociceptiva (SHANG et al., 2017).
Tanezumab é um anticorpo monoclonal IgG tipo 2 humanizado produzido pela Pfizer e
Eli Lilly com alta especificidade de ligacdo para NGF (CHEN et al., 2017). Ja o
Fasinumab é um anticorpo monoclonal recombinante, totalmente humano, 1gG4 anti-
NGF, desenvolvido para o tratamento da dor na OA.

A capsaicina € um alcaloide pungente da pimenta (Capsicum annuum) usada como
terapia tdpica para tratamento de dor que se origina da atividade anormal da fibra
nociceptiva (fibra da dor) ao nivel da pele (CAMPBELL et al., 2021). CNTX-4975 ¢
uma trans-capsaicina sintética altamente purificada que demonstrou melhorar a dor, a
rigidez do joelho e a funcdo fisica em individuos com dor moderada a grave OA no joelho.
Os testes de fase 111 da capsaicina estdo em andamento (STEVENS, 2018a e b).

Sprifermina ou fator de crescimento de fibroblasto humano recombinante-18
(rhFGF18) tem como alvo os receptores FGFR3 na cartilagem articular, demontrando
aumentar a espessura da cartilagem em algumas sub-regides especificas da cartilagem
femorotibial e melhorar as lesdes da medula 6ssea (ROEMER et al., 2016). Investigacfes
tem relatado Sprifermina como potencial medicamento modificador da doenca para a
osteoartrite (REKER et al., 2016; GHOURI; CONAGHAN, 2020). Atualmente, estudos

em fase 111 séo aguardados.
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A via de sinalizagdo Wnt na cartilagem foi associada a progressao da patogénese
da OA em estudos pré-clinicos, demonstrando modular tanto a diferenciacdo de
osteoblastos e condrocitos quanto a producéo de proteases catabolicas. Um novo inibidor
da via Wnt, Lorecivivint (anteriormente conhecido como SMO04690) induziu a
condrogénese e demonstou inibir a destruicdo da articulagdo em um modelo de OA
(DESHMUKH et al., 2018). Testes de fase 11l ainda estdo em andamento para avaliacdo
de resultados clinicos e radiograficos de lorecivivint.

FX006 ¢ uma formulacdo de triancinolona de acetonida de liberacdo estendida a
base de microesferas (TA-ER) proposta para manter analgesia prolongada na OA de
joelho. TA-ER proporcionou melhora significativa em 12 semanas na intensidade média
de dor diaria, com um perfil de seguranca comparado a placebo (CONAGHAN et al.,
2018). As injecdes de corticosteroides intra-articular apresentam eficécia, contudo os
beneficios sdo de curta duracdo. Recentemente o TA-ER foi licenciado pela FDA
(GHOURI A.; CONAGHAN, 2020).

A interleucina-1 (IL-1) é um indutor altamente potente da degradacdo da
cartilagem, mediando a biodisponibilidade de proteases como ADAMTS5 e MMP13.
Além disso, pode estimular a sinovite e induzir genes relevantes no processo
fisiopatologico da OA (VINCENT, 2019). O lutikizumabe (anteriormente, ABT-981) é
uma imunoglobulina humana de dominio variavel duplo direcionado a interleucina-1 e
IL-1 (KLOPPENBURG et al., 2017). Porém, ainda ha incerteza quanto a eficécia clinica
do lutikizumab na OA de joelho.

O aumento da idade configura um dos fatores de risco mais proeminente para o
desenvolvimento da OA (LOESER et al., 2016). No estudo da UNITY biotechnology em
2020, UBX0101 apesar de segura, em estudo de fase Il, ndo apresentou nenhuma
alteracdo da linha de base nos escores de funcdo, que é uma medida estabelecida de dor
na OA. A terapia genética é proposta como um método alternativo para a entrega
direcionada e sustentada de agentes terapéuticos, genes e componentes reguladores como
microRNAs em células na sindvia e/ou cartilagem (GROL; LEE, 2018). Condrdcitos
humanos halogénicos geneticamente modificado que expressam TGF-B1 (TissueGene-C
ou TG-C) foi associado a uma melhora significativa comparado ao placebo na pontuacéo
total do Comité Internacional de Documentacdo do Joelho (IKDC) e categorias
individuais, e na pontuacdo da Escala Visual Analdgica (EVA) em 26, 39 e 52 semanas.
Além disso, os escores WOMAC e a Pontuacdo de Resultado de Les6es no Joelho e
Osteoartrite também melhoraram com TG-C em relagdo ao placebo (KIM et al., 2018).
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6. CONCLUSOES FINAIS

Em conclusdo, o CS-A (100 mg/kg), CS-C (100 mg/kg) e FCS (100 mg/kg)
conseguiram induzir analgesia, aumentaram a atividade motora e reduziram a migracéo
de leucdcitos de camundongos osteoartriticos de forma significativa em relacdo ao grupo
controle. Além disso, a andlise histopatoldgica e morfométrica revelaram um aumento
significativo da cartilagem sobre a tibia, mas ndo sobre o fémur. Com base no Score
OARSI, o CS-A e FCS foram capazes de reduzir a gravidade da OA, e o CS-A ainda foi
capaz de aumentar significativamente a expressdao de IL-10 na cartilagem articular.
Assim, o FCS de H. grisea provou ser um excelente candidato ao tratamento da OA. De
acordo com os resultados obtidos foi verificado que o padrdo de sultafagéo dos diferentes
condroitins sultafato influenciam na sua atividade anti-inflamatoria, analgésica e
condroprotetora na osteoartrite. Contudo mais estudos devem ser realizados para melhor
elucidar os mecanismos de acdo dessas moléculas na patogenia da osteoartrite.

As evidéncias sobre eficacia e seguranca desses SYSADOAs na OA sdo
satisfatorias, especialmente para preparacdes altamente purificadas de pCS, pCGS e HA.
As variagbes na composicdo e/ou pureza de formulacGes comerciais podem justificar a
falta de eficicia de algumas preparacBes. Dessa forma, € recomendado o uso de
preparacOes altamente purificadas em testes pré-clinicos e clinicos. Contudo, estudos
com qualidade de evidéncia continuam sendo fatores limitantes para recomendacdo
desses SYSADOASs no tratamento da OA. Atualmente, novos medicamentos promissores
incluindo abordagens direcionadas a dor, ao 0sso e cartilagem, imunomoduladoras,
visando a senescéncia e o envelhecimento, e terapia genética, estdo no rol de novas
perspectivas terapéuticas contra OA, porém, faz-se necessario estudos clinicos
posteriores para comprovacdo da eficdcia e seguranca desses medicamentos no

tratamento farmacolégico da OA.
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ANEXO A - CODIGO DE ETICA DA FIOCRUZ
O protocolo deste estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica em Uso Animal
(CEUA) da Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) processo n° 0087/2019.
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ANEXO B - SUMULA CURRICULAR

Curso de Interpretacdo de Exames Laboratoriais - Aplicacdo Clinica da Seérie.
(Carga horéria: 5h). Liga Académica de Oncologia e Hematologia da Unigranrio, LAOH,
Brasil;

1° minicurso online sobre Introducdo a procedimentos experimentais em anim.
(Carga horaria: 3h). Fiocruz (PE), FIOCRUZ (PE), Brasil,

PCR e Marcadores Moleculares. (Carga horaria: 2h). Universidade Federal de
Pernambuco, UFPE, Brasil;

Especializacdo em Saude Publica. (Carga Horaria: 360h). Faculdade Unyleya,
UNYLEYA, Brasil.Titulo: Saude Publica.
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