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RESUMO

Introducdo: Artrite reumatoide e osteoartrite sdo doencas crénicas que se manifestam por
alteracdes articulares inflamatdrias, estruturais e funcionais. No ambiente sinovial, 0s
fibroblastos sinoviais estdo implicados no ciclo sinovite-dano estrutural, através da producéo
de citocinas inflamatdrias e de enzimas degradadoras de cartilagem, as metaloproteinases
(MMPs).

Objetivos: Avaliar a producéo de IL-6, MMP-1 e MMP-3 e a ativacao das vias de sinalizacdo
intracelular apds estimulo por IL33, TNF-alfa e IL-1 beta em fibroblastos sinoviais de
pacientes com artrite reumatoide, osteoartrite e grupo controle sem atrite.

Metodologia: Fibroblastos sinoviais foram cultivados de tecido e de liquido sinovial de
pacientes com artrite reumatoide, osteoartrite e grupo controle sem atrite. Ap6s 22 horas de
estimulo com TNF-alfa 1; 5; 10 e 50 ng/ml, IL-1beta 0,1; 0,2; 0,3; 0,5 e 1 ng/ml e IL-33 1; 3;
10; 30; 100 ng/ml, procedeu-se dosagens de IL-6, MMP-1 e 3, por ELISA. No lisado celular
as MAPKs foram avaliadas pela fosforilacdo quinases JNK, p38, ERK1/2 e o fator de
transcricdo: NF-xB estimulados com TNF-alfa 10 ng/ml, IL-1beta 0,1 ng/ml e IL-33
100ng/ml por 15 e 30 minutos através da técnica de Western Blot.

Resultados: As culturas de fibroblastos sinoviais de pacientes com artrite reumatoide,
osteoartrite e grupo controle sem atrite ndo estimuladas tiveram producdo basal de MMP -1,
MMP-3 e IL-6, e nas células estimuladas em concentracBes crescentes com 0s agonista TNF-
alfa e IL-1beta induziram a producdo de MMP -1, MMP-3 e IL-6 ap0s 22 horas. Apos a
estimulacdo por TNF-alfa e IL-1beta foi observada fosforilacdo de ERK1/2 e NF-kB. O
estimulo com IL-33 ndo induziu a producdo de IL-6, MMP-1 e -3 em pacientes com artrite
reumatoide, osteoartrite e grupo controle sem atrite, mesmo em concentractes até 100 ng/ml.
O seu discreto aumento na fosforilagdo de ERK1/2 e NF-«B em artrite reumatoide e
osteoartrite, ndo foi suficiente para induzir a producdo de metaloproteinases e IL-6.
Conclusoes: Fibroblastos sinoviais exerceram papel efetor na sinovite e no dano estrutural da
artrite reumatoide e osteoartrite. O comportamento dos fibroblastos sinoviais humanos em
resposta ao estimulo com IL-1beta e TNF-alfa pareceu ser mediado pelas vias ERK1/2 e NF-

kB, representando oportunidade de estudos sobre novos alvos terapéuticos.

Palavras chaves: artrite reumatoide, osteoartrite, fibroblastos, cultura de células,

fisiopatologia, sinalizagdo intracelular.



ABSTRACT

Introduction: Rheumatoid arthritis and osteoarthritis are chronic joint diseases that are
manifested by inflammatory, structural and functional articular changes. In synovial
environment, synovial fibroblasts are involved in estrututal-synovitis damage cycle through
production of inflammatory cytokines and cartilage degrading enzymes, metalloproteinases
(MMPs).

Objectives: To evaluate the production of IL-6, MMP-1 and MMP-3 and the activation of
intracellular signaling pathways after stimulation by I1L33, TNF-alpha and IL-1 beta in
synovial fibroblasts of patients with rheumatoid arthritis, osteoarthritis and control group
without arthritis.

Methodology: Fibroblasts were cultured synovial tissue and synovial fluid of patients with
rheumatoid arthritis, osteoarthritis and controls without arthritis. After 22 hours of stimulation
with TNF-alpha 1; 5; 10 and 50 ng/ml, IL-1beta 0.1; 0.2; 0.3; 0.5 and 1 ng/ml and IL-33 1; 3;
10; 30; 100 ng/ml proceeded dosages of IL-6, MMP-1 and 3 by ELISA. The cell lysate of
MAPK was evaluated by the phosphorylation kinases JNK, p38, ERK1/2 and transcription
factors (NF-kB) stimulated with TNF-alpha 10 ng/ml, IL-1beta 0,1 ng/ml and IL-33 100
ng/ml for 15 and 30 minutes by Western blot technique.

Results: Cultures of synovial fibroblasts of patients with rheumatoid arthritis, osteoarthritis
and control group without arthritis, the non-stimulated cells had basal production of MMP-1,
MMP-3 and IL-6, and the stimulated cells with increasing concentrations of TNF-alpha and
IL-1beta agonists induced production of MMP-1, MMP-3 and IL-6 after 22 hours. After
stimulation by TNF-alpha and IL-1beta was observed phosphorylation of ERK1/2 and NF-kB.
Stimulation with IL-33 did not induce IL-6, MMP-1 and -3 production in patients with
rheumatoid arthritis, osteoarthritis and control group without arthritis, even at concentrations
up to 100 ng/mL. In addition, this slight increase in the phosphorylation of ERK1/2 and NF-
kB in rheumatoid arthritis and osteoarthritis, was not sufficient to induce the production of
metalloproteinase and IL-6.

Conclusion: Synovial fibroblasts exert effector role in synovitis and structural damage of
rheumatoid arthritis and osteoarthritis. The behavior of human synovial fibroblasts in
response to stimulation with IL-1beta and TNF-alpha seems to be mediated by pathways
ERK1/2 and NF-kB, representing opportunity to study of new therapeutic targets.

Key words: rheumatoid arthritis, osteoarthritis, fibroblasts, cell culture, pathophysiology,

intracellular signaling.
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1. CONSIDERACOES INICIAIS

A artrite reumatoide (AR) é uma doenca sistémica cronica de origem auto-imune que acomete
preferencialmente as articulagdes sinoviais, em geral, com padrdo simétrico. As manifestacdes
extra-articulares ndo sdo incomuns e incluem anemia, nédulos subcutaneos, ceratoconjuntivite
seca, vasculite cutanea e fibrose pulmonar.’? Acomete 0,5% a 2% da populacdo, tem
distribuicdo mundial e ocorre em ambos 0s sexos, com predominancia feminina (2-4 mulheres
para cada homem). Pacientes com AR apresentam morbidade e mortalidade aumentadas em
relacdo a populacdo geral, sendo que um tergo dos pacientes ndo se encontrardo aptos ao
trabalho ap6s 10 anos de doenca e estima-se que a sobrevida esteja diminuida em uma década.
Pacientes com AR apresentam risco aumentado para o desenvolvimento de doenca
cardiovascular, em parte explicado pelo processo inflamatério sistémico persistente.? Diversos
mediadores inflamatérios se correlacionam de modo que a via final leva a inflamacédo
persistente que causa a destruicdo de cartilagem e do tecido 6sseo.! Manifestacdes ao longo
do curso da doenca podem levar a deformidade articular, gerando a incapacidade funcional e
acometimento hematolégico, neurolégico, pulmonar ou cardiovascular.*

A osteoartrite (OA) é a doenca articular mais frequente e comum na popula¢do mundial. Ela
pode causar incapacidade funcional, onerando sobremaneira os sistemas de salde,
acrescentando-se o fato de que o fenbmeno de envelhecimento mundial aumenta sua
prevaléncia, representando 30% a 40% das consultas.” Fatores de risco como género, idade,
trauma, uso excessivo, genética e obesidade contribuem para iniciar o processo de lesdo nos
diferentes componentes da articulacdo.® J4 é bem estabelecido que a membrana sinovial, o
0ss0 subcondral e a cartilagem sdo os trés principais tecidos atingidos pelos mecanismos
patoldgicos da OA.” Eventos chave que ocorrem na cartilagem incluem o desbalanco
metabdlico e o surgimento de sinalizadores de degradacdo, estimulados por cascatas de
citocinas, e a producdo de mediadores inflamatérios.” Estudos epidemiolégicos se concentram
basicamente na analise de prevaléncia e incidéncia de OA de maos, joelhos e quadris. Em
geral, pode-se dizer que OA de méos e joelhos € mais frequente em mulheres e de quadris é
mais prevalente em homens, embora pareca progredir mais rapidamente nas mulheres.? Suas
manifestacdes clinicas incluem edema articular, limitagdo dos movimentos, rigidez e
deformidade na articulacdo.®**** Diferentemente AR, a inflamac#o sinovial na OA geralmente
¢ encontrada proxima a areas com 0sso e cartilagem patologicamente danificados. Esta

inflamacéo pode liberar proteinases e citocinas capazes de acelerar a destruicdo articular.®
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Os fibroblastos sinoviais (FS) sdo células mesenquimais com caracteristicas distintas de
outras linhagens de fibroblastos.”® Nas articulaces sinoviais, essas células asseguram a
integridade estrutural e dindmica, controlando a composi¢do do fluido sinovial e da matriz
extracelular. Entretanto, na AR, FS sofrem hiperplasia e assumem comportamento
patogénico, tornando-se importante componente do pannus reumatoide. O pannus é um tecido
de granulacdo vascular composto de células de proliferacdo sinovial, pequenos vasos
sanguineos e células inflamatdrias. Ele causa destruicdo do tecido articular localizado entre a
membrana sinovial e cartilagem.*®

Os FS séo as principais produtoras locais de interleucina 6 (IL-6) e potenciais produtores de
IL-33. Da mesma forma, produzem grandes quantidades de metaloproteinases (MMPS),
enzimas proteoliticas ativadas nos processos de remodelamento tecidual de natureza
fisiolégica e patoldgica. As MMPs mais importantes no dano articular da AR sdo as
colagenases (MMP-1, MMP-13) e a estromelisina (MMP-3)."> Os fatores indutores da
producdo de MMPs incluem citocinas, fatores de crescimento, ligantes dos receptores Toll-
simile (Toll-like receptors — TLR), e espécies reativas de oxigénio. Os estimulos para a
producdo das MMPs sdo transmitidos ao ndcleo através da via de sinalizacdo das MAP
quinases (MAPKS), para as quais pelo menos trés grupos foram identificados em mamiferos:
proteina quinase de regulacdo de sinal extracelular (ERK) 1 e 2, c-Jun N-terminal
quinase/proteina quinase ativada por estresse (JNK/SAPK) 1 ¢ 2, e proteinas p38 a, B, y ¢ 8.1°
O fator de transcricdo NF-kB esta envolvido na regulacdo das respostas inflamatérias em
pacientes com AR, também é um importante contribuinte para a producdo de IL-6 e
interleucina-8 (IL-8) em fibroblastos. Uma vez demonstrada a presenca do receptor ST2 em
fibroblastos e sabendo-se que a ligacdo ao seu receptor deflagra a ativacdo das vias
intracelulares de sinalizacdo, via MAPKs — p38, ERK e JNK, hipotetiza-se que a producéo de
MMPs e citocinas por fibroblastos ativados por I1L-33 possa ser um importante mecanismo
fisiopatoldgico em AR e que isso se faca através da ativacio dessas vias de sinalizac&o.'’

As alteracbes histologicas observadas na membrana sinovial na OA incluem geralmente,
caracteristicas indicativas de uma "sinovite inflamatéria de baixo grau", tais como a
hiperplasia sinovial, infiltragdo de macréfagos e linfécitos, neoangiogénese e fibrose.™
Embora a patogénese da OA ndo seja totalmente compreendida, e sua fisiopatologia como em
AR é multifatorial e complexa, a invaséo dos FS na sinovia parece ser uma das caracteristicas
da doenca®®, desempenhando um papel essencial como células efetoras na destruicdo da
articulacdo através da producédo de metaloproteinases.?’ Estudos indicam o importante papel

do FS na degradacdo da cartilagem desta doenca através da producdo de mediadores
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inflamatérios e catabdlicos.'** O fator de necrose tumoral alfa (TNF - ) e interleucina- 1
beta (IL - 1p) estéo elevados em OA e desempenham importantes papéis na sua patogénese.?
Alteracdes de eventos apoptoticos em células sinoviais, regulam a composicao do tecido e da
homeostase. Estas alteracbes levam a ativacdo de células sinoviais e contribuem para a
inflamacéo e hiperplasia sinovial.*

Um estudo demonstrou que os niveis de IL-33 no soro e liquido sinovial na AR foram
maiores do que na OA.?® Estes achados sugerem que a IL-33 possa ser um bom biomarcador
para a AR, como também um potencial alvo terapéutico devido seu papel pré-inflamatério.*
Cria-se, entretanto, grande expectativa no caso da AR, visto que as evidéncias relacionam
potencial participacdo da 1L-33 na fisiopatologia da doenca, mas por outro lado, também

apontam para uma conexdo com a aterosclerose, ainda com resultados controversos.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

O presente trabalho teve por objetivo avaliar a producdo de IL-6, MMP-1 e MMP-3 e a
ativagdo das vias de sinalizagdo intracelular apds estimulo em diferentes concentragdes de
IL33, TNF-alfa e IL-1 beta em fibroblastos sinoviais de pacientes com artrite reumatoide
(AR), osteoartrite (OA) e grupo controle sem atrite (SA).

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Avaliar a produgdo basal de IL-6, MMP-1 e -3 em culturas de fibroblastos sinoviais nio

estimuladas de pacientes com AR, OA e SA.

e Avaliar a curva dose-resposta da producao de IL-6, MMP-1 e -3 apés estimulo com
IL33, TNF-alfa e IL-1 beta em culturas de fibroblastos sinoviais de pacientes com AR,
OA e SA;

e Avaliar a ativacdo da MAP quinase, ERK1/2 e do fator de transcricdo, NF-xB, ap6s
estimulo com IL33, TNF-alfa e IL-1 beta em culturas de fibroblastos sinoviais de
pacientes com AR, OA e SA;

e Comparar a producdo de IL-6, MMP-1 e -3 e a ativacdo de ERK1/2 e NF-xB ap0s
estimulo com 1L33, TNF-alfa e IL-1 beta em fibroblastos sinoviais de membrana e

liquido sinovial provenientes de pacientes com OA.
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3. JUSTIFICATIVA

Os mecanismos envolvidos na ativacdo de FS na AR e OA, na producdo e secrecdo de
citocinas e metaloproteinases ainda ndo sdo bem compreendidos. Este projeto prentende
contribuir para a elucidacdo dos mecanismos que participam da producéo de citocina IL-6 e
metaloproteinases em FS humanos em cultura através da estimulagéo in vitro com TNF-alfa e
IL-1 beta recombinates e o estimulo com IL-33. O estudo visa determinar se os FS de
pacientes com AR, OA e SA respondem de maneira semelhante. O melhor entendimento
dessas repostas pode abrir novas perspectivas terapéuticas em AR. Toda esta metodologia ja
vem sendo utilizada no Laboratorio Lineu Freire-Maia. Recentemente a aluna de mestrado,
Rafaela Bicalho Viana Macedo apresentou dissertacdo de mestrado que padronizou e
caracterizou as culturas de FS. Outro estudante de mestrado, Gustavo Gomes Resende, esta
estudando os FS na artrite psoriasica.

Em continuidade a essa linha de pesquisa, pretende-se contribuir para o conhecimento dos
mecanismos fisiopatoldgicos da doencga reumatoide e outras doengas articulares inflamatérias,
permitindo a identificacdo de biomarcadores e potenciais alvos terapéuticos. Acreditamos que
a elucidagdo das vias reguladoras sera parte importante do plano de desenvolvimento futuro
de terapias mais eficazes, especificas e seguras.

De acordo com as diretrizes do Programa de Pds-graduacdo em Ciéncias Clinicas Aplicadas a
Saude do Adulto da Faculdade de Medicina da UFMG, a dissertacdo sera apresentada sob a
forma de artigo cientifico. A formatacdo da dissertacdo segue as orientacGes contidas no

. ~ ~ : ~ 25
“Guia para redagdo e apresentacdo de monografias, dissertacdes e teses”.
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RESUMO

Introducgdo: Artrite reumatoide e osteoartrite sdo doencas crénicas que se manifestam por
alteracdes articulares inflamatdrias, estruturais e funcionais. No ambiente sinovial, 0s
fibroblastos sinoviais estdo implicados no ciclo sinovite-dano estrutural, atraves da producéo
de citocinas inflamatdrias e de enzimas degradadoras de cartilagem, as metaloproteinases
(MMPs).

Objetivos: Avaliar a producéo de IL-6, MMP-1 e MMP-3 e a ativacao das vias de sinalizacdo
intracelular apo6s estimulo por 1L33, TNF-alfa e IL-1 beta em fibroblastos sinoviais de
pacientes com artrite reumatoide, osteoartrite e grupo controle sem atrite.

Metodologia: Fibroblastos sinoviais foram cultivados de tecido e de liquido sinovial de
pacientes com artrite reumatoide, osteoartrite e grupo controle sem atrite. Ap6s 22 horas de
estimulo com TNF-alfa 1; 5; 10 e 50 ng/ml, IL-1beta 0,1; 0,2; 0,3; 0,5e 1 ng/ml e 1L-33 1; 3;
10; 30; 100 ng/ml, procedeu-se dosagens de IL-6, MMP-1 e 3, por ELISA. No lisado celular
as MAPKs foram avaliadas pela fosforilagdo quinases JNK, p38, ERK1/2 e o fator de
transcricdo: NF-xB estimulados com TNF-alfa 10 ng/ml, IL-1beta 0,1 ng/ml e IL-33
100ng/ml por 15 e 30 minutos através da técnica de Western Blot.

Resultados: As culturas de fibroblastos sinoviais de pacientes com artrite reumatoide,
osteoartrite e grupo controle sem atrite ndo estimuladas tiveram producdo basal de MMP -1,
MMP-3 e IL-6, e nas células estimuladas em concentragdes crescentes com 0s agonista TNF-
alfa e IL-1beta induziram a producdo de MMP -1, MMP-3 e IL-6 apds 22 horas. ApoOs a
estimulacdo por TNF-alfa e IL-1beta foi observada fosforilacdo de ERK1/2 e NF-kB. O
estimulo com IL-33 ndo induziu a producdo de IL-6, MMP-1 e -3 em pacientes com artrite
reumatoide, osteoartrite e grupo controle sem atrite, mesmo em concentra¢des até 100 ng/ml.
O seu discreto aumento na fosforilagio de ERK1/2 e NF-xB em artrite reumatoide e
osteoartrite, ndo foi suficiente para induzir a producdo de metaloproteinases e IL-6.
Conclusoes: Fibroblastos sinoviais exerceram papel efetor na sinovite e no dano estrutural da
artrite reumatoide e osteoartrite. O comportamento dos fibroblastos sinoviais humanos em
resposta ao estimulo com IL-1beta e TNF-alfa pareceu ser mediado pelas vias ERK1/2 e NF-

kB, representando oportunidade de estudos sobre novos alvos terapéuticos.

Palavras chaves: artrite reumatoide, osteoartrite, fibroblastos, cultura de células,

fisiopatologia, sinalizacdo intracelular.
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ABSTRACT

Introduction: Rheumatoid arthritis and osteoarthritis are chronic joint diseases that are
manifested by inflammatory, structural and functional articular changes. In synovial
environment, synovial fibroblasts are involved in estrututal-synovitis damage cycle through
production of inflammatory cytokines and cartilage degrading enzymes, metalloproteinases
(MMPs).

Objectives: To evaluate the production of IL-6, MMP-1 and MMP-3 and the activation of
intracellular signaling pathways after stimulation by I1L33, TNF-alpha and IL-1 beta in
synovial fibroblasts of patients with rheumatoid arthritis, osteoarthritis and control group
without arthritis.

Methodology: Fibroblasts were cultured synovial tissue and synovial fluid of patients with
rheumatoid arthritis, osteoarthritis and controls without arthritis. After 22 hours of stimulation
with TNF-alpha 1; 5; 10 and 50 ng/ml, IL-1beta 0.1; 0.2; 0.3; 0.5 and 1 ng/ml and IL-33 1; 3;
10; 30; 100 ng/ml proceeded dosages of IL-6, MMP-1 and 3 by ELISA. The cell lysate of
MAPK was evaluated by the phosphorylation kinases JNK, p38, ERK1/2 and transcription
factors (NF-kB) stimulated with TNF-alpha 10 ng/ml, IL-1beta 0,1 ng/ml and IL-33 100
ng/ml for 15 and 30 minutes by Western blot technique.

Results: Cultures of synovial fibroblasts of patients with rheumatoid arthritis, osteoarthritis
and control group without arthritis, the non-stimulated cells had basal production of MMP-1,
MMP-3 and IL-6, and the stimulated cells with increasing concentrations of TNF-alpha and
IL-1beta agonists induced production of MMP-1, MMP-3 and IL-6 after 22 hours. After
stimulation by TNF-alpha and IL-1beta was observed phosphorylation of ERK1/2 and NF-kB.
Stimulation with IL-33 did not induce IL-6, MMP-1 and -3 production in patients with
rheumatoid arthritis, osteoarthritis and control group without arthritis, even at concentrations
up to 100 ng/mL. In addition, this slight increase in the phosphorylation of ERK1/2 and NF-
kB in rheumatoid arthritis and osteoarthritis, was not sufficient to induce the production of
metalloproteinase and IL-6.

Conclusion: Synovial fibroblasts exert effector role in synovitis and structural damage of
rheumatoid arthritis and osteoarthritis. The behavior of human synovial fibroblasts in
response to stimulation with IL-1beta and TNF-alpha seems to be mediated by pathways
ERK1/2 and NF-kB, representing opportunity to study of new therapeutic targets.

Key words: rheumatoid arthritis, osteoarthritis, fibroblasts, cell culture, pathophysiology,

intracellular signaling.
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INTRODUCAO

Artrite reumatoide (AR) é uma doenca inflamatoria sistémica cronica de etiologia autoimune.
Afeta cerca de 1% da populacdo mundial. Apesar dos avancos terapéuticos, a AR continua
apresentando necessidades ndo atendidas.* Na AR, a membrana sinovial (MS) é sede das
alterac6es anatémicas e onde os fibroblastos e macréfagos sinoviais compdem a camada mais
superficial de revestimento (lining cell layer).!

Na AR, os fibroblastos sinoviais (FS) ativados sdo detectados precocemente na camada de
revestimento da MS, sendo um dos tipos celulares dominantes nos locais de invaséo da
cartilagem e do osso adjacente, apresentando um fendtipo caracterizado por baixa
susceptibilidade & apoptose e crescimento independente da ancoragem.®*

Na membrana sinovial reumatoide, as camadas superficiais passam das usuais trés a quatro
camadas de células para até dez, onde macrofagos e fibroblastos sdo células inflamatérias
efetoras, produzindo citocinas, quimiocinas e metaloproteinases (MMPs). Agregados
linfoides e proliferacdo vascular (angiogénese) séo comumente encontrados.” A divisdo do
trabalho celular no processo destrutivo articular ndo é bem definida. Embora as citocinas
classicas em AR, IL-1 e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), sejam produzidas por
macréfagos ativados, os fibroblastos sdo principal fonte de MMPs e IL-6.> Os FS apresentam
caracteristicas Unicas, com capacidade invasiva nao vista em outras linhagens de fibroblastos,
explicada em parte pelo forte estimulo inflamatério local. Em culturas de FS, a producéo de
IL-6 aumenta consideravelmente com estimulo por IL-1 e TNF-a de maneira dependente de
NFk-B.* Os FS exercem papel crucial na lesdo articular na AR ao produzirem grandes
quantidades de colagenases (MMP-1, MMP-13) e a estromelisina (MMP-3).°

Estudos comparando AR e OA, relataram niveis mais elevados de 1L-33 no soro e no liquido
sinovial de AR, comparando-se com pacientes com OA.%" No entanto, em outro estudo, a
expressao local de IL-33 na sindvia foi bastante variada em AR e OA, ndo se observando
diferenca de expressdo de IL-33 no tecido entre os grupos, sugerindo que a sinovia
reumatoide inflamada ndo representa a principal fonte de niveis elevados de IL-33 no soro e
na articula(;éto.8 Alem dos FS poderem constituir fonte importante de IL-33 na sindvia
reumatoide, esses células também expressam o, receptor ST2. Até 0 momento ha poucos
trabalhos disponiveis comparando as respostas in vitro de FS provenientes de pacientes com
AR e OA, assim como a influéncia da IL-33 na resposta dos FS nas diferentes doencas.

Os mecanismos envolvidos na ativacdo de FS na AR e OA, na producdo e secrecdo de

citocinas e metaloproteinases ainda ndo sao bem compreendidos. Este trabalho visa contribuir
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para a elucidacdo dos mecanismos que participam da produgdo de citocina IL-6,
metaloproteinases, e ativacdo das vias de sinalizacdo intracelular (MAP quinases) em FS
humanos em cultura através da estimulacdo in vitro com TNF-alfa e IL-1beta recombinantes,
e IL-33. Além de determinar se os fibroblastos sinoviais de pacientes com AR, OA e controles

respondem de forma semelhante ou diferente com e sem estes estimulos.
METODO
Culturas de fibroblastos sinoviais humanos

Foram obtidos fibroblastos sinoviais a partir de amostras de liquido sinovial de pacientes com
AR que preenchiam os critérios do Colégio Americano de Reumatologia de 1987 ou do
Colégio Americano de Reumatologia/Liga Europeia contra 0 Reumatismo de 2010. **** Para
a comparacao dos resultados de liquido e membrana sinovial foram obtidas de pacientes com
OA diagnosticados seguindo ACR de 1986.* Pacientes sem doenca reumatica, submetidos a
procedimentos ortopédicos para correcdes de lesbes ligamentares agudas nas articulacdes dos
joelhos formaram o grupo controle (SAM).

As amostras obtidas foram de pacientes com diagndstico de artrite reumatoide e osteoartrite
na faixa etaria acima dos 40 anos de ambos 0s sexos, que apresentaram com doenga em
atividade e que tiveram indicacdo de submeter-se a infiltracdo intra-articular e a artroplastia.
N&o estabilizamos uma faixa etaria minima para o grupo controle. Ndo houve distin¢do de
raca, cor ou nivel socioeconémico. Ndo foram admitidos pacientes em que se suspeitasse de
artrite séptica ou que tinham alguma condicdo que contraindicasse o procedimento (ex:
infeccdo de pele em local proximo a articulacdo afetada, uso de anticoagulantes orais ou
conhecida presenca de disturbios de coagulacdo). Também ndo foram admitidos pacientes
com articulacdes que ja tivessem sido submetidos a artroplastia total ou outro procedimento
intra-articular nos ultimos 12 meses.

Os pacientes envolvidos no estudo assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido,
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (n° ETIC 0637.0.203.00-10), antes de qualquer
procedimento do estudo.

Para a obtencdo de amostras de liquido sinovial de AR (ARL), pacientes com indicagédo de
artrocentese para infiltragédo de corticoides foram convidados a ceder o material aspirado
previamente & infiltracdo para realizacdo dos experimentos.

A coleta do aspirado foi feita em seringas estéreis heparinizadas (Heparina sodica 5000Ul/
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0,25mL) e, imediatamente apds a coleta, 0 material foi encaminhado de forma asséptica para
0 Laboratério Lineu Freire Maia (LabLFM) na Faculdade de Medicina da Universidade
Federal de Minas Gerais.

No LabLFM as amostras foram diluidas em meio de cultura Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM, Gibco, n° cat.12800-017) e centrifugadas na velocidade de 1200 rotagdes
por minuto (rpm), por 15 minutos. Apos centrifugacdo, o sobrenadante foi desprezado. O
material depositado, constituido por diversos tipos celulares, incluindo fibroblastos sinoviais,
foi acondicionado em frascos para culturas de células juntamente com meio DMEM acrescido
de 10% de soro fetal bovino (Fetal Bovine Serum, Sigma n° cat. F-0643), 1% de solugéo
estreptomicina/penicilina/anfotericina B (Gibco, n° cat. 15245-012) e 1% de amino&cidos ndo
essenciais (Gibco, n° cat. 11140-050). Toda a manipulacdo foi feita em capela de fluxo
laminar (VECO) empregando-se técnica asséptica.

Para a obtencdo das amostras de tecido/membrana sinovial, pacientes com OA e 0s SA
submetidos a artroplastia de joelho ou quadril doaram o excedente sinovial ressecado. Para as
amostras de OA de liquido e membrana, logo antes de comecar a artroplastia recolheu-se o
liquido e no momento da cirurgia, recolheu-se a membrana, ou seja, células provenientes dos
mesmos pacientes. Apos a coleta, o fragmento removido tanto de amostras com OA como de
controles, foi transportado ao laboratério imerso em meio DMEM, em frascos estéreis a 4°C.
Na amostra cirdrgica, a sindvia foi separada das estruturas cartilaginosas e adiposas
adjacentes e o contetdo sinovial foi cortado em pedacos de dois milimetros com uma tesoura
cirdrgica esterilizada. Apo6s, seguiu-se incubacdo com colagenase tipo IV (Sigma n° cat.
C5138) a 0,1% em meio DMEM overnight em agitacdo de 100 rpm a 37°C. Ao término da
digestdo com colagenase, o material foi centrifugado e o sedimento transferido para garrafa de
cultura imerso em meio DMEM enriquecido com 10% de soro fetal bovino, 1% de solucdo
estreptomicina/penicilina/anfotericina B e 1% de aminoacidos ndo essenciais. Toda a

manipulacdo foi feita em capela de fluxo laminar (VECO) empregando-se técnica asséptica.
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Cultivo celular

As células foram cultivadas em frascos para cultura em meio DMEM enriquecido com 10%
de soro fetal bovino, 1% de solucdo estreptomicina/penicilina/anfotericina B e 1% de
amino&cidos ndo essenciais. As culturas foram mantidas em estufa de cultura de células a
37°C e 5% de CO, com troca do meio de cultura a cada trés dias e sempre que se detectava
alteracdo no pH, traduzido por mudanca na cor do meio.

Apds atingir confluéncia, as células foram lavadas com PBS, submetidas a remocéo
enzimética com solucdo de tripsina a 0,05 % em EDTA 0,02 % (Trypsin-EDTA, Gibco n° cat.
25300-062) a 37°C durante quatro minutos e semeadas em quatro garrafas de mesmo
tamanho. Esse processo foi realizado de quatro a oito vezes para as culturas humanas.

As culturas foram avaliadas por microscopia invertida diariamente para avaliacdo do
crescimento e morfologia celular, além da averiguacéo do estado de contaminacao.

Para os experimentos, foram utilizadas culturas humanas na 92 passagem.
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Figura 1. Analise por microscopia Optica e de inversdo de cultura de fibroblastos sinoviais de paciente com
artrite reumatoide na sétima passagem. a) Coloracdo por Hematoxilina e Eosina. Aumento de 10 vezes. b)
Fibroblastos sinoviais sem colora¢do. Aumento 40 vezes.

Estimulo

As células foram transferidas as placas de cultura (150.000 células/poco) com 24 pocgos e
mantidas por 24 horas imersas em meio DMEM enriquecido com 1% de soro fetal bovino e
1% de solucdo estreptomicina/penicilina/anfotericina B e mantidos na incubadora a 37°C e
5% de CO; para, entdo, serem estimuladas com IL-33, TNF-alfa e IL-1 beta.
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Para cada experimento foram preparadas quatro placas de cultura de células de 24 pocos cada.
Alguns pocos foram utilizados para o grupo controle, sem estimulacdo, na qual foi feita
apenas a troca do meio. O processo de estimulacdo teve inicio com a retirada do meio DMEM
em cada pogo seguido pela lavagem com PBS por duas vezes com substituicdo por novo
DMEM enriquecido com 1% de soro fetal bovino e 1% de solugéo
estreptomicina/penicilina/anfotericina B. A escolha das doses de cada agonista (TNF-alfa, IL-
1 beta e IL-33) para a construcdo da curva dose-resposta baseou-se em dados da literatura
(1314.1516) o experimentos prévios realizados no nosso laboratorio. Além das células sem
estimulo (NS), cada pogo recebeu IL-33 nas concentragdes de 1, 3, 10, 30 e 100 ng/mL, TNF-
alfa nas concentragdes 1; 5; 10 e 50 ng/mL e IL-1 beta nas concentragdes 0,1; 0,2; 0,3; 0,5; 1
ng/ml. Apds 22 horas de estimulo com estes agonistas, o sobrenadante foi colhido para a
deteccdo da IL-6, MMP 1 e 3. As amostras foram estocadas em freezer -80°C até 0 momento
das dosagens. Todas as dosagens foram feitas através da técnica de ELISA.

Para a deteccdo da ativacdo das vias de sinalizacdo, os estimulos foram realizados com as
seguintes doses de TNF-alfa 10 ng/ml, IL-1 beta 1 ng/ml e IL-33 100 ng/ml, durante 15 e 30
minutos e células ndo estimuladas (NS). Ap6s o tempo de estimulagdo, as culturas foram
lavadas com solucéo de PBS, pH 7,4 a 4° C e submetidas a lise celular, por 3 minutos, pela
adicéo de 400 pL de solugdo de tampdo de lise (25mM Tris [2-Amino-2hidroximetil-propano-
1,3-diol], pH 7,5; 150 mM NaCl; 1% Nonidet P-40; 5 mM pirofosfato de sodio; 1 mM
ortovanato de sodio; 10 mM fluoreto de sddio; 10% glicerol; 1 mM PMSF [fluoreto de
fenilmetilsulfonilo]; 25 mcg/ml leupeptina; 25 mcg/ml aprotinina; 2 mcg/ml pepstatina; 1
tablete de inibidor de protease — Complete (Roche) a 4° C. Apos a lise celular, as placas
foram raspadas com a ajuda de uma espatula de borracha para remoc¢édo dos fragmentos das
células aderidas ao fundo de cada poco. A seguir, foi realizado a determinacdo da
concentracdo de proteinas nas amostras pelo método de Bradford e carregado em cada poco
dos géis a quantidade de 45 mcg de proteina para eletroforese.

No lisado celular foram determinadas por Western Blotting (Invitrogen) as proteinas
fosforiladas: ERK1/2 e o fator de transcri¢cdo: NF-«B.
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ELISA

As concentracbes de IL-6, MMP-1 e -3 no sobrenadante das células foram medidas pela
técnica de ELISA de acordo com o seguinte protocolo. Inicialmente uma placa de 96 pocos
(Mikrotestplat 96 well, Sarstedt, catadlogo 821581) foi sensibilizada com um anticorpo
primario por 18 horas a temperatura ambiente. Toda a solugdo dos pogos foi aspirada e a placa
foi lavada 3 vezes com o tampdo de lavagem. A seguir foi adicionado o tampao diluente
padrdo (Soro fetal bovino a 1% em PBS 1X (Albumin, bovine serum, Fraction V, approx.
99%)) por 1 hora. Realizou-se novamente o processo de lavagem. Em seguida o padréo e as
amostras foram colocados em seus respectivos pocgos e a placa foi incubada a temperatura
ambiente por 2 horas. Repetiu-se o processo de lavagem. Logo, adicionou-se a anticorpo
conjugado com biotina em cada pogo com excecdo dos pocos do blank e a placa foi
novamente incubada por 2 horas a temperatura ambiente. Realizou-se novamente 0 processo
de lavagem. Em seguida, adicionou-se a solugéo de streptavidina-HRP em cada poco e a placa
foi incubada por 30 minutos a temperatura ambiente. Repetiu-se o processo de lavagem. O
cromageno foi adicionado e a incubacéo foi realizada por 30 minutos a temperatura ambiente
no escuro. Neste momento foi adicionado a solugdo de &cido sulfurico 2 N para parar a
reacdo. A espectofotometria foi realizada em um leitor de placas com um filtro de
comprimento de onda calibrado a 450 nm. Com os valores fornecidos pelo leitor foi possivel
determinar a concentracdo de cada proteina nas amostras. Todas as dosagens foram feitas

conforme recomendacdes do fabricante (R&D System).

Western Blotting

A dosagem das proteinas fosforiladas ERK 1/2 e o fator de transcricdo NF-kB foram
realizadas pela técnica de Western Blotting. Foram utilizados géis de SDS-poliacrilamida
(NUPAGE 4-12% Bis-Tris Gel 1.0X12 well, Invitrogen, catalogo NP0322BOX) nas quais as
amostras ja prontas foram carregadas juntamente com o padrdo de peso molecular. Apos a
eletroforese, as proteinas foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose
(Nitrocellulose Membrane Filter Paper Sandwich, 0,45um Pore Size, Invitrogen, catalogo
LC2001) e incubada com o tampdo de bloqueio (TBS 1X com tween 20 e leite em pb 4 %)
por 1 hora a temperatura ambiente, logo foi realizada a lavagem com TBS 1X com 0.1% de
tween 20 (TBST) por 3 vezes a cada 5 minutos. Adicionou-se o0 anticorpo primario anti-fosfo-

tirosina sob baixa agitacdo permanecendo pernoite a 4°C. Repetiu-se 0 processo de lavagem e
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logo incubou-se a membrana com o anticorpo secundario anti-rabbit IgG sob baixa agitacdo a
temperatura ambiente por 1 hora. Novamente repetiu-se o processo de lavagem e a leitura foi

realizada através do Kodak Image Station 4000R.

Anélise Estatistica

As analises estatisticas foram realizadas pelo programa SPSS 19.0. Os casos em que houve
distribuicdo normal para a diferenca das producdes de MMP-1, -3 e IL-6 de cada estimulo
(TNF-alfa, IL-1 beta e 1L-33) com as amostras ndo estimuladas utilizou-se o teste T-student, e
para os casos em que a distribuicdo das diferengas ndo foi normal, utilizou-se o teste
Wilcoxon. Para a andlise da producdo basal, utilizou-se o teste de Kruskal-Wallis. Para todos

0s casos considerou-se o nivel de significancia igual a 0,1.

RESULTADOS

Apbs o cultivo celular e os estimulos com TNF-alfa, IL-1beta e 1L-33 avaliamos a producéo
de IL-6, MMP-1, -3 e a ativagéo das vias de sinalizacdo. Para a realizagdo dos experimentos
para as dosagens de citocinas, foram utilizadas amostras de onze pacientes: quatro com OA,
quatro controles e trés com AR. Para avaliar a ativacao das proteinas fosforiladas da MAPK,
ERK1/2 e do fator de transcricdo (NF-kB) em fibroblastos sinoviais, utilizamos no total de

nove pacientes, trés com OA, trés controles e trés com AR.

Producdo de metaloproteinases -1, -3 e IL-6 e vias de sinalizacdo ativadas em

fibroblastos sinoviais humanos de OAM

Na Tabela 1 e na Figura 2 esta demonstrada a producdo de MMP-1, MMP-3 e IL-6 apds
estimulacdo da cultura de fibroblastos sinoviais humanos de OAM com TNF-alfa, IL-1 beta e
IL-33 apds 22 horas. Observa-se que concentracdes crescentes de TNF-alfa e IL-1 beta
induziram a produgdo de MMP-1, MMP-3 e IL-6 de uma maneira dose-dependente. E
importante destacar que mesmo os fibroblastos sinoviais ndo estimulados produzem MMP-1,
MMP-3 e IL-6 (Tabela 1), e que o estimulo com TNF-alfa e IL-1 beta foi capaz de aumentar

esta liberacdo para concentrages muito elevadas. Comparando-se os estimulos de TNF-alfa e
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IL-1 beta, IL-1 beta induziu uma maior liberagdo de MMP-1, MMP-3 e IL-6, em
concentragOes de até 0,1 ng/ml (Figura 2). A producdo de MMP-3, basal e apds estimulo, foi
maior em relacdo a producdo de IL-6 e de MMP-1. O estimulo com IL-33 ndo induziu a
producdo de IL-6, MMP-1 e -3. No entanto, observamos uma reducdo da producéo de IL-6
com concentragdes de IL33 iguais ou superiores a 10 ng/ml.

Na figura 3, observa-se a fosforilagdo da MAPK ERK 1/2 (Fig. 3a), e do fator de transcrigéo
NF-kB (Fig. 3b), ap6s estimulo com TNF-alfa, IL-1beta, e IL-33 nas concentracfes de 10, 1 e
100 ng/ml. Na figura 3a, observa-se aumento na fosforilacdo de ERK 1/2 apds 15 (aumento de
1,7 vezes) e 30 min (aumento de 4 vezes) de estimulo com TNF-alfa em relacdo ao controle
ndo estimulado. IL-1beta ativou a fosforilagdo de ERK1/2 mais intensamente que TNF-alfa,
com aumento da fosforilacdo apds 15 e 30 min, de 5,2 e 6,2 vezes, respectivamente. Estes
dados de ativacdo sdo compativeis com uma maior producao de metaloproteinases e IL-6 apds
estimulo com IL-1beta. IL-33 aumentou discretamente a fosforilagdo de ERK1/2 aos 30 min,
1,4 vezes maior em relacdo ao controle, mas esta ativacdo nao foi suficiente para induzir a
producdo de metaloproteinases e IL-6.

A fosforilacdo de NF-kB aumentou ap6s estimulo com TNF-alfa (15 min, 10,1 vezes e 30
min, 15 vezes), com IL-1beta (15 min, 11,1 vezes e 30 min 14,8 vezes), e 1L-33 (15 min, 2,1
vezes e 30 min, 4,7 vezes) (Fig. 3b). O pico de ativagdo de NF-«xB foi maior com 15 min ap6s
estimulo com TNF-alfa, diferentemente de ERK1/2 (Fig. 3b). A ativacdo do fator de
transcricdo NF-xB por IL-33 ndo traduziu em aumento de producdo de metaloproteinases e
IL-6.
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Tabela 1. Concentragdo de MMP -1, MMP-3 e IL-6 apds estimulacdo de cultura de

fibroblastos sinoviais humanos de membrana sinovial de osteoartrite na nona passagem
com TNF-alfa, IL-1beta e 1L-33 por 22 horas.

Concentragado média [ng/ml]

Amostra MMP-1 MMP-3 IL-6
OAM Média Sd/n wvalorp Média Sdin valorp Média Sdin valorp
NS 2,6 0,7 - 8,7 3,6 - 2,1 0,6 -
TNF-alfa 1ng/ml 12,3 41  ooeg* 208 88 0,068 51 1,6 0,224
TNF-alfa5ngml 180 42 (194 366 133 0246 118 26 0091
TNF-alfa 10ng/ml 20,1 4,0 0,086 46,7 17,9 0,068* 16,0 3,7 0,110
TNF-alfa50ng/ml 222 40 g5 808 281 0238 297 108 (e
NS 2,1 0,6 - 7,3 2,8 - 4,6 1,1 -
IL-1beta 0,1 ng/ml 26,7 5,5 0,094 2855 53,7 0,074 947 15,8 0,055
IL-1beta 0,2 ng/ml 26,2 58 0109 3846 834 0102 1186 24,0 0,089
IL-1beta 0,3 ng/ml 28,5 4,8 0,055 466,3 871 0,073 1733 224 0,029
IL-1beta 0,5 ng/ml 25,2 51 0,088 548,3 942 0,060 2269 271 0,024
IL-1beta 1 ng/ml 27,5 59 0,107 6851 1221 0,066 3474 21,9 0,004
NS 2,6 0,9 - 7,3 3,0 - 2,0 0,4 -
IL-33 1 ng/ml 2,3 0,7 0,636 6,0 24 0,144 18 0,5 0,207
IL-33 3 ng/ml 2,4 0,2 0,715* 13,7 3,7 0,292 1,7 0,6 0,147
IL-33 10 ng/ml 2,1 0,5 0,603 6,8 2,6 0,538 15 0,5 0,071
IL-33 30 ng/ml 2,2 0,6 0,546 6,2 24 0,273* 14 0,5 0,016
IL-33 100 ng/ml 1,9 0,5 1* 7,6 33 0,715 16 0,5 0,073

OAM= membrana sinovial osteoartrite;

*= teste Wilcoxon

NS= ndo estimulado;
metaloproteinase 1 e 3; IL-33= interleucina 33; IL-1 beta= interleucina 1 beta;

IL-6= interleucina 6; MMP 1le -3=



37

a
40+ ) 50+ d)
40-
= 301 —_
E E
B S 30-
c [
= 20 -
a %20-
E s
104 104
c T T L] T T 0 L] L] 1 T T T
ns 1 5 10 50 ns 01 02 03 05 1.0
TNF-a ng/ml IL1 ng/ml
150~ -
— b 1000
e)
= 800-
E 1004 =
B E |
2 ) E 600
(v}
I o?
n_ -
S 50 g 400
= =
1 200-
0 Ll T 1 ! L 0 P T T T T T
ns 1 5 10 50 ns 041 02 03 05 1.0
TNF-a ng/ml IL1-8 ng/ml
60- 500-
- 9
400- f)
= 40+ =
E E 300+
2 ) 2
320_ 3200-
100-
n L] T L L] L] o - L] T T T T
ns 1 5 10 50 ns 01 02 03 05 1.0
TNF-a ng/ml IL1 ng/ml

Figura 2. Producdo de MMP -1, MMP-3 e IL-6 ap0s estimulacdo de cultura de fibroblastos sinoviais humanos
de OAM na nona passagem com TNF-alfa e IL-1beta por 22 horas.

IL-6: interleucina 6; MMP 1e -3: metaloproteinase 1 e 3; IL-1 beta: interleucina 1 beta; IL-33: interleucina 33;
TNFa: fator de necrose tumoral a; ns: ndo estimulado; OAM: membrana sinovial de osteoartrite.
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Figura 3. Ativacdo das proteinas fosforiladas de ERK 1/2 (a) e NF-xB (b) apds estimulacdo de cultura de
fibroblastos sinoviais humanos de OAM na nona passagem com TNF-alfa, IL-1beta e 1L-33 por 15 e 30 minutos.
IL-1 beta: interleucina 1 beta; IL-33: interleucina 33; TNFa: fator de necrose tumoral o; ns: ndo estimulado

Producdo de metaloproteinases -1, -3 e IL-6 e vias de sinalizacdo ativadas em
fibroblastos sinoviais humanos de OAL

Na Tabela 2 e figura 4, observa-se a producdo de MMP -1, MMP-3 e IL-6 ap0s estimulacdo
de cultura de fibroblastos sinoviais humanos de OAL com TNF-alfa, IL-1beta e 1L-33 por 22
horas. As liberagfes de MMP-1, -3 e IL-6 foram induzidas por concentragOes crescentes de
TNF-alfa até 10 ng/ml de maneira dose-dependentes. Entretanto na concentracdo de 50 ng/ml,
TNF-alfa reduziu a producéao de 1L-6. Comparando-se os estimulos de TNF-alfa e IL-1beta, a
IL-1beta induziu uma maior producdo de MMP-1, -3 e IL-6 com concentracfes de até 0,3
ng/ml (Fig. 4). Na tabela 2, observa-se que mesmo os fibroblastos sinoviais ndo estimulados

produzem MMP-1, MMP-3 e IL-6, e que o0 estimulo com TNF-alfa e IL-1beta foi capaz de
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aumentar esta liberagdo para concentracbes muito elevadas. A produgdo de MMP-3, basal e
apos estimulo, foi maior em relagdo a producédo de IL-6 e de MMP-1. O estimulo com 1L-33
ndo induziu a producao de IL-6, MMP-1 e -3, mesmo utilizando-se concentracdes elevadas de
até 100ng/ml.

A figura 5 representa a fosforilagdo da MAPK ERK 1/2 (Fig. 5a) e do fator de transcricdo NF-
kB (Fig. 5b) apds o estimulo com TNF-alfa, IL-1beta e IL-33 (concentragdes de 10, 1 e 100
ng/ml). Observa-se um pequeno aumento da fosforilacdo de ERK1/2 apds o estimulo com
TNF-alfa por 30 min, 1,1 vezes em relacdo ao controle NS (Fig. 5a). A IL-1 beta ativou mais
intensamente a fosforilacdo de ERK1/2 que TNF-alfa apds o estimulo, com 15 min aumentou
5,3 vezes e 30 min, 3,1 vezes. A 1L-33 ndo aumentou a fosforilagio de ERK1/2, como
também ndo induziu a producdo de metaloproteinases e 1L-6. Na figura 5b, o estimulo com
TNF-alfa apds 15 min aumentou a fosforilacdo de NF-xB 1,7 vezes e a IL-1 beta apds 15 min,
3,9 vezes. O pico de ativacdo de NF-kB foi maior com 15 min apés estimulo com TNF-alfa,
diferentemente de ERK1/2 (Fig. 5b). A IL-33 ndo ativou o fator de transcricdo NF-«B, como

também ndo manifestou aumento de producdo de metaloproteinases e I1L-6.
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Tabela 2. Concentragdo de MMP -1, MMP-3 e IL-6 apds estimulacdo de cultura de
fibroblastos sinoviais humanos de liquido sinovial de osteoartrite na nona passagem com
TNF-alfa, IL-1beta e IL-33 por 22 horas.

Concentragado média [ng/ml]

Amostra MMP-1 MMP-3 IL-6
OAL Média Sd/n wvalorp Média Sdin valorp Média Sdin valorp
NS 6,7 2,2 - 34,1 9,5 4,7 0,8 -

TNF-alfa Ingml 95 22 0084 3662 1614 0144* 310 75 0,146
TNF-alfabngml 106 2,2 0116 2648 1118 0144* 575 128 0,119
TNF-alfa 10ngml 125 25 0090 4642 2070 0273* 744 176 0,133
TNF-affa50ng/ml 125 25 0,068* 13261 6504 0465* 484 160 0,248
NS 81 27 - 1531 494 60 14 -

IL-lbetaO,1ng/ml 126 30 0056 5815 1589 0,153 985 144 0,068*
IL-lbeta0,2ngml 129 26 0079 5351 1086 0065 1175 173 0,043
IL-lbeta03ngml 106 3,2 0174 5846 1135 0070 1496 226 0,048
IL-lbeta05ngml 118 24 ggege 7571 1511 0080 2035 286 0,039
IL-lbetalngml 107 23 0405 6453 441 0001 2774 631 0121

NS 106 39 - 1014 367 - 130 43 .
IL-331ngm 86 29 0344 787 280 0285 107 34 0,287
IL-333ngml 99 36 gquqx 963 31,8 0730 107 36 0216

IL-33 10 ng/ml 8,5 2,8 0,398 1013 396 099 10,2 3,5 0,180
IL-33 30 ng/ml 8,8 3,1 0,322 1152 458 0,543 8,9 3,0 0,205

IL-33 100 ng/ml 8,2 2,6 0,412 1139 474 0648 10,3 3,8 0,196

OAL-= liquido sinovial de osteoartrite; NS= ndo estimulado; IL-6= interleucina 6; MMP 1e -3= metaloproteinase
1 e 3; IL-33= interleucina 33; IL-1 beta= interleucina 1 beta; TNFa: fator de necrose tumoral a.
*= teste Wilcoxon
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Figura 4. Producdo de MMP -1, MMP-3 e IL-6 ap0s estimulacdo de cultura de fibroblastos sinoviais humanos

de OAL na nona passagem com TNF-alfa e IL-1beta por 22 horas.
IL-6: interleucina 6; MMP 1e -3: metaloproteinase 1 e 3; IL-1 beta: interleucina 1 beta; IL-33: interleucina 33;
TNFa: fator de necrose tumoral a; ns: ndo estimulado; OAL.: liquido sinovial de osteoartrite.
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Figura 5. Ativacdo das proteinas fosforiladas de ERK 1/2 (a) e NF-kB (b) ap0s estimulagdo de cultura de
fibroblastos sinoviais humanos de OAL na nona passagem com TNF-alfa, IL-1beta e IL-33 por 15 e 30 minutos.
IL-1 beta: interleucina 1 beta; IL-33: interleucina 33; TNFa: fator de necrose tumoral o; ns: ndo estimulado

Producdo de metaloproteinases -1, -3 e IL-6 e vias de sinalizacdo ativadas em
fibroblastos sinoviais humanos de ARL

Na tabela 3 e na figura 6 estd demonstrada a producdo de MMP-1, MMP-3 e IL-6 apés
estimulacdo da cultura de fibroblastos sinoviais humanos de ARL com TNF-alfa, IL-1beta e
IL-33 apds 22 horas. Observa-se que concentracdes crescentes de TNF-alfa e IL-1 beta
induziram a producdo de MMP-1, MMP-3 e IL-6 de maneira dose-dependentes, com excecdo
da producéo de MMP-1 que foi induzida por IL-1beta na concentracdo de até 0,1 ng/ml. Além
disso, mesmo os fibroblastos sinoviais ndo estimulados produziram MMP-1, MMP-3 e IL-6
(Tabela 3), e 0 estimulo com TNF-alfa e IL-1beta aumentou esta liberacdo para concentracfes
muito elevadas. A producdo de MMP-3, basal e apo6s estimulo, foi maior em relacdo a

producéo de IL-6 e de MMP-1. O estimulo com IL-33 ndo induziu a producéo de IL-6, MMP-
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1 e -3. No entanto, observamos uma redugdo da producdo de IL-6 em concentracdes de 3
ng/ml e 10 ng/ml de 1L33.

Na figura 7, observa-se a fosforilagdo da MAPK, ERK 1/2 (Fig. 7a), e do fator de transcricéo,
NF-kB (Fig. 7b), ap6s estimulo com TNF-alfa, IL-1beta, e IL-33 nas concentragdes de 10, 1 e
100ng/ml. Na figura 7a, observa-se aumento na fosforilacdo de ERK1/2 ap6s o estimulo de
TNF-alfa com 15 (aumento de 1,9 vezes) e 30 min (aumento de 3,8 vezes) em relacdo ao
controle ndo estimulado. A IL-1beta ativou fosforilacdo de ERK1/2 mais intensamente que
TNF-alfa, com aumento da fosforilagdo apds 15 min de 8,1 vezes e 30 min, 12,7 vezes. Estes
dados de ativagdo sdo compativeis com uma maior produgdo de metaloproteinases e I1L-6 ap0s
estimulo com IL-1beta. A IL-33 aumentou discretamente a fosforilagdo de ERK1/2 (15 min,
1,2 vezes e 30 min, 1,05 vezes) em relacdo ao controle, mas esta ativacdo nao foi suficiente
para induzir a producdo de metaloproteinases e I1L-6.

Na figura 7b, a fosforilacdo do fator de transcricdo NF-kB aumentou ap6s ativacdo com TNF-
alfa (15 min, 9,2 vezes e 30 min, 7,9 vezes), com IL-1beta (15 min, 38 vezes e 30 min, 47
vezes). O pico de ativacdo de NF-xB foi levemente maior com 15 min apos estimulo com
TNF-alfa diferentemente de ERK1/2 (Fig. 7b). A IL-33 ndo ativou o fator de transcricdo NF-
kB, como também ndo manifestou aumento de producdo de metaloproteinases e 1L-6.
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Tabela 3. Concentracdo de MMP -1, MMP-3 e IL-6 apds estimulacdo de cultura de
fibroblastos sinoviais humanos de liquido sinovial de artrite reumatoide na nona
passagem com TNF-alfa, IL-1beta e IL-33 por 22 horas.

Concentracdo media [ng/ml]

Amostra MMP-1 MMP-3 IL-6
ARL Média Sd/n valorp Média Sd/in valorp Média Sdin valorp
NS 2,5 0,8 - 17,0 4,8 6,6 15 -

TNF-afaingm 35 08 0085 204 70 0629 95 25 0,229
TNF-alfa5ngml 91 19 0109 326 11,1 0337 159 41 0,174
TNF-affa1Ongml 11,2 21 0116 374 114 0239 198 52 0,177
TNF-alfa50ngml 128 22 0093 556 189 0275 384 119 0,220

NS 20 07 - 127 38 - 68 12 -
IL-lbetaO,1ngm 116 25 0132 1343 241 0075 774 74 0,030
IL-lbeta02ngml 127 25 0110 1970 39,8 0098 993 99 0,029
IL-lbeta03ngml 122 24 0112 2325 480 0,104 1170 102 0,020
IL-lbeta05ngml 121 22 0107 2653 567 qqog+ 1540 133 0,021

IL-lbetalngml 131 23 0091 4086 1092 0162 2343 196 0,109*

NS 2,2 0,9 - 13,5 3,8 - 6,3 1,5 -
IL-33 1 ng/ml 2,0 0,8 0,312 13,0 3,8 0,684 6,0 1,6 0,285
IL-33 3 ng/ml 1,6 0,8 0,127 11,7 3,7 0,457 5,6 1,4 0,053

IL-33 10 ng/ml 2,0 0,7 0,627 111 3,7 0,426 5,2 1,5 0,001
IL-33 30 ng/ml 15 08 gogsx 101 3,3 0,276 5,7 1,7 0,285
IL-33 100 ng/ml 2,0 0,5 0,750 111 3,8 0,489 59 1,8 0,555

ARL= liquido sinovial de artrite reumatoide; NS= ndo estimulado; IL-6= interleucina 6; MMP 1le -3=
metaloproteinase 1 e 3; IL-33= interleucina 33; IL-1 beta= interleucina 1 beta; TNFa: fator de necrose tumoral a.
*= teste Wilcoxon
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Figura 6. Producéo de MMP -1, MMP-3 e IL-6 apds estimulagdo de cultura de fibroblastos sinoviais humanos

de ARL na nona passagem com TNF-alfa e IL-1beta por 22 horas.
IL-6: interleucina 6; MMP 1e -3: metaloproteinase 1 e 3; IL-1 beta: interleucina 1 beta; IL-33: interleucina 33;

TNFa: fator de necrose tumoral a; ns: ndo estimulado; ARL: liquido sinovial de artrite reumatoide.
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Figura 7. Ativacdo das proteinas fosforiladas de ERK 1/2 (a) e NF-kB (b) ap0s estimulagdo de cultura de
fibroblastos sinoviais humanos de ARL na nona passagem com TNF-alfa, IL-1beta e IL-33 por 15 e 30 minutos.
IL-1 beta: interleucina 1 beta; IL-33: interleucina 33; TNFa: fator de necrose tumoral a; ns: ndo estimulado

Producdo de metaloproteinases -1, -3 e IL-6 e vias de sinalizacdo ativadas em

fibroblastos sinoviais humanos de SAM

De acordo com a tabela 4 e figura 8, observa-se a producdo de MMP -1, MMP-3 e IL-6 ap6s
estimulagdo de cultura de fibroblastos sinoviais humanos do grupo controle SAM com TNF-
alfa, 1L-1beta e IL-33 por 22 horas. As liberacdes de MMP-1, -3 e IL-6 foram induzidas por
concentragOes crescentes de TNF-alfa até 10 ng/ml de maneira dose-dependentes (Fig. 8),
entretanto na concentracdo de 50 ng/ml, TNF-alfa reduziu a producdo de MMP-1 e IL-6.
Comparando-se os estimulos de TNF-alfa e IL-1 beta, a IL-1 beta induziu uma maior
producdo de MMP-1, -3 e IL-6 com concentracGes de até 0,1 ng/ml (Figura 8). Na tabela 4,
observa-se que mesmo os fibroblastos sinoviais ndo estimulados produzem MMP-1, MMP-3 e
IL-6, e que o estimulo com TNF-alfa e IL-1 beta foi capaz de aumentar esta liberacdo para

concentracdes muito elevadas. A producdo de MMP-3, basal e ap6s estimulo, foi maior em
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relagdo a producgdo de IL-6 e de MMP-1. O estimulo com IL-33 néo induziu a producéo de
IL-6, MMP-1 e -3, mesmo utilizando-se concentracGes elevadas de até 100ng/ml. No entanto,
observamos uma reducdo da producao de IL-6 com concentracdo de 3 ng/ml de 1L33.

Na figura 9, observa-se a fosforilacdo da MAPK, ERK 1/2 (Fig. 9a), e do fator de transcricéo,
NF-«B (Fig. 9b), apds estimulo com TNF-alfa, IL-1beta, e IL-33 nas concentragdes de 10, 1 e
100ng/ml. Na figura 9a, observa-se aumento na fosforilacdo de ERK 1/2 ap6s 15 (aumento de
1,9 vezes) e 30 min (aumento de 6 vezes) em relacdo ao controle (ndo estimulado). A IL-
1beta ativou a fosforilacdo de ERK1/2 mais intensamente que TNF-alfa, com aumento da
fosforilacdo apos 15 e 30 min, de 14,2 e 25,7 vezes, respectivamente. Estes dados de ativagdo
sdo compativeis com uma maior producdo de metaloproteinases e IL-6 ap6s estimulo com IL-
1beta. A 1L-33 aumentou discretamente a fosforilacdo de ERK1/2 aos 15 min e 30 min, de 1,2
vezes e 3 vezes maior em relacdo ao controle, mas esta ativacao ndo foi suficiente para induzir
a producdo de metaloproteinases e IL-6.

A fosforilacdo de NF-kB aumentou apds estimulo com TNF-alfa (15 min, 3,1 vezes e 30 min,
3,5 vezes), com IL-1beta (15 min, 8,2 vezes e 30 min 4,9 vezes) (Fig. 3b). O pico de ativacdo
de NF-xB foi maior com 15 min ap6s estimulo com TNF-alfa diferentemente de ERK1/2
(Fig. 3b). A IL-33 ndo ativou o fator de transcricdo NF-xB, como também ndo manifestou

aumento de producdo de metaloproteinases e IL-6.
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Tabela 4. Concentracdo de MMP -1, MMP-3 e IL-6 apds estimulacdo de cultura de

fibroblastos sinoviais humanos de membrana sinovial do grupo controle sem artrite na

nona passagem com TNF-alfa, IL-1beta e 1L-33 por 22 horas.

Concentragado média [ng/ml]

Amostra MMP-1 MMP-3 IL-6
SAM Média Sd/n wvalorp Média Sdin valorp Média Sdin valorp
NS 5,0 1,0 - 24,0 52 - 59 1,3 -
TNF-alfa 1ng/ml 13,3 2,8 0,137 68,9 18,8 0,246 243 84 0,068*
TNF-alfa 5ng/ml 19,7 3,0 0,066 931 21,0 0,122 59,9 199 0,255
TNF-alfa 10ng/ml 19,8 2,5 0,037 1154 222 0,075 73,6 23,7 0,239
TNF-alfa 50ng/ml 16,9 1,7 0,033 164,1 50,2 0,068* 39,6 6,5 0,066
NS 3,5 0,5 - 19,9 58 - 3,4 0,7 -
IL-1beta 0,1 ng/ml 24,5 4,7 0,102 2931 270 0,010 1249 288 0,124
IL-1beta 0,2 ng/ml 20,9 34 0079 3516 27,7 (peg+ 1476 286 0,086
IL-1beta 0,3 ng/ml 17,7 2,8 0,083 4974 686 0,033 1805 30,2 0,060
IL-1beta 0,5 ng/ml 16,5 2,7 0,083 5033 595 0021 2279 36,2 0,053
IL-1beta 1 ng/ml 15,2 2,2 0,065 6834 747 0,017 3053 425 0,037
NS 2,6 0,5 - 17,6 4,4 - 3,2 0,6 -
IL-33 1 ng/ml 2,7 05 0325 16,3 45 0,185 3.2 06 0964
IL-33 3 ng/ml 24 05 ggog+ 168 52 0702 17 05 gqggx
IL-33 10 ng/ml 2,2 04 0,152 16,1 50 0,472 3,1 0,6 0,547
IL-33 30 ng/ml 2,6 0,4 0,970 157 4,8 0,244 2,8 0,6 0,248
IL-33 100 ng/ml 2,7 0,5 0,740 155 4,0 0,171 3,2 0,6 0,878

SAM= membrana sinovial do grupo controle sem artrite; NS= ndo estimulado; IL-6= interleucina 6; MMP 1le -
3= metaloproteinase 1 e 3; IL-33= interleucina 33; IL-1 beta= interleucina 1 beta; TNFa: fator de necrose

tumoral a.
*= teste Wilcoxon
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Figura 8. Producdo de MMP -1, MMP-3 e IL-6 apds estimulacdo de cultura de fibroblastos sinoviais humanos
de SAM na nona passagem com TNF-alfa e IL-1beta por 22 horas.

IL-6: interleucina 6; MMP 1e -3: metaloproteinase 1 e 3; IL-1 beta: interleucina 1 beta; IL-33: interleucina 33;
TNFa: fator de necrose tumoral a; ns: ndo estimulado; SAM: membrana sinovial do grupo controle sem artrite
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Figura 9. Ativacdo das proteinas fosforiladas de ERK 1/2(a) e NF-kB (b) ap0s estimulagdo de cultura de
fibroblastos sinoviais humanos de SAM na nona passagem com TNF-alfa, IL-1beta e IL-33 por 15 e 30 minutos.
IL-1 beta: interleucina 1 beta; IL-33: interleucina 33; TNFa: fator de necrose tumoral o; ns: ndo estimulado

Producdo de metaloproteinases -1, -3 e IL-6 e vias de sinalizacdo ativadas em

fibroblastos sinoviais humanos de OAM versus OAL

A figura 10 e a tabela 5 estd demonstrada a comparacdo das produ¢des de MMP-1, MMP-3 e
IL-6 apés estimulagdo da cultura de fibroblastos sinoviais humanos de OAM e OAL com
TNF-alfa, IL-1beta e 1L-33 ap0s 22 horas. Observa-se que as concentragfes crescentes de até
10 ng/ml de TNF-alfa induziu a producdo de MMP-1, MMP-3 e IL-6 de uma maneira dose-
dependente nas duas amostras, 0 estimulo com a IL-1beta induziu uma maior liberacdo de
MMP-1, MMP-3 e IL-6, em concentracdes de até 0,1 ng/ml (Figura 10). Tanto em OAM
como em OAL, os fibroblastos sinoviais ndo estimulados produziram MMP-1, -3 e IL-6, e 0
estimulo com TNF-alfa e IL-1beta foi capaz de aumentar esta liberacdo para concentraces
muito elevadas. A IL-33 nédo induziu a producdo de IL-6, MMP-1 e -3, mesmo utilizando-se
concentracdes de até 100ng/ml nas duas amostras. A producdo em OAM e OAL de MMP-3,
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basal e apds estimulo, foi maior em relacdo a IL-6 e MMP-1. Além disso, observa-se que a
producdo das metaloproteinases e IL-6 no basal e quando induzidas por TNF-alfa e IL-1beta é
maior em liquido que em membrana nos fibroblastos sinoviais de OA, mas sem significancia
estatistica (p>0,05).

Na figura 11, observa-se a fosforilacdo da MAPK, ERK 1/2 de OAM (Fig. 11a) e de OAL
(Fig. 11b), e do fator de transcri¢cdo, NF-xkB, de OAM (Fig. 11c), e de OAL (Fig. 11d), ap6s
estimulo com TNF-alfa, IL-1beta, e IL-33 nas concentracbes de 10, 1 e 100ng/ml,
respectivamente. Na figura 11a, a fosforilacdo de ERK1/2 por TNF-alfa ap6s 15 e 30 min em
OAM, foi 1,8 vezes e 3,6 vezes, respectivamente, maior que em OAL. A IL-1beta ativou a
fosforilacdo de ERK1/2, mais intensamente que TNF-alfa, tanto em células de membrana
como de liquido sinovial (Fig. 11a e Fig. 11b). Ap6s 15 min, a IL-1beta, ativou a fosforilacdo
de ERK1/2 em OAM e OAL de forma semelhante e ap6s 30 min a fosforilacdo aumentou
duas vezes em OAM. Estes dados de ativacdo sdo compativeis com uma maior producdo de
metaloproteinases e IL-6 apos estimulo com IL-1beta. A IL-33 aumentou discretamente a
fosforilacdo de ERK1/2 em OAM e em OAL nao houve aumento, mas esta ativacdo nao foi
suficiente para induzir em nenhum dos dois tipos de células a producdo de metaloproteinases
e IL-6.

Comparando-se a fosforilagdo de NF-kB em OAM (Fig. 11c) e OAL (Fig. 11d), sua ativacédo
por TNF-alfa apds 15 e 30 min, foi 5,9 vezes e 8,3 vezes respectivamente maior em OAM. O
estimulo de IL-1beta aumentou ainda mais a fosforilacdo de NF-xB em OAM apéds 15 e 30
min (2,8 vezes e 18,5 vezes), em relacdo a OAL. Apesar da IL-33 ndo ativar o fator de
transcricdo NF-xB em células de OAL, e ativar razoavelmente em OAM, estas células ndo

manifestaram aumento de producdo de metaloproteinases e IL-6.
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Tabela 5. Concentracao média de MMP -1, MMP-3 e IL-6 apds estimulacdo de cultura
de fibroblastos sinoviais humanos de membrana sinovial e liquido sinovial de

osteoartrite na nona passagem com TNF-alfa, IL-1beta e IL-33 por 22 horas.

Concentragdo média [ng/mi]

Estimulos MMP-1 MMP-3 IL-6
OAM OAL Valor p OAM OAL Va'or p OAM OAL Valor p
NS 260 6,69 0,291 8,66 34,09 0,248 2,12 4,65 0,068

TNF-alfa Ing/ml 12,32 950 (go2 20,79 366,23 (144 506 31,03 (120
TNF-alfa5ng/ml 17,97 10,57 (3gg 36,59 264,78 144+ 11,77 57,53 (135
TNF-alfa 10ng/ml 20,15 12,54 432 46,74 464,20 (144> 16,03 7443 (166
TNF-alfa 50ng/ml 22,20 12,50 397 80,83 1326,09 45+ 29,75 4839 (203
NS 206 808 (o57 732 15305 203 459 600 (197
IL-1beta 0,1 ng/ml 26,71 12,62 (g1 28550 581,46 164 9473 9852 (915
IL-1beta 0,2 ng/ml 26,24 12,89 (35 384,58 53515 (147 118,60 117,52 (gg5
IL-1beta 0,3 ng/ml 28,47 10,56 (346 466,30 584,65 (o259 173,25 149,63 (711
IL-1beta 0,5 ng/ml 25,19 11,85 (57 548,26 757,13 (110 226,94 203,53 (752
IL-1beta 1 ng/ml 27,50 10,70 (o4 68506 64534 (gg3 347,43 277,41 (656
NS 2,60 10,63 poegx 7.26 10139 (o258 2,01 13,05 (249

IL-33 1 ng/ml 234 857 144 602 7866 (o252 1,76 10,68 (222
IL-33 3 ng/ml 243 990 o273+ 13,73 9632 ogp 166 1075 (274
IL-3310ng/ml 206 852 o275 6,79 101,33 292 146 1018 o5y
IL-3330 ng/ml 216 877 gog7 615 11516 (298 141 890 (246
IL-33100 ng/ml 192 819 233 7,59 11390 (144* 165 10,33 0 144*

OAM= membrana sinovial osteartrite; OAL= liquido sinovial osteoartrite NS= ndo estimulado; IL-6=
interleucina 6; MMP le -3= metaloproteinase 1 e 3; IL-33= interleucina 33; IL-1 beta= interleucina 1 beta; IL-
33: interleucina 33; TNFa: fator de necrose tumoral o.

*= teste Wilcoxon
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Figura 10. Producdo média de MMP -1, MMP-3 e IL-6 ap6s estimulacdo de cultura de fibroblastos sinoviais
humanos de OAM e OAL na nona passagem com TNF-alfa e IL-1beta por 22 horas.

IL-6: interleucina 6; MMP 1e -3: metaloproteinase 1 e 3; IL-1 beta: interleucina 1 beta; IL-33: interleucina 33;
TNFa: fator de necrose tumoral a; ns: ndo estimulado; OAM: osteartrite membrana; OAL: osteoartrite liquido
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Figura 11. Ativacéo das proteinas fosforiladas de ERK ¥z de cultura de fibroblastos sinoviais humanos na nona
passagem de OAM (a) e OAL (b), e NF-xB em OAM (c) e OAL (d), apds estimulacdo com TNF-alfa, IL-1beta e

IL-33 por 15 e 30 minutos.

IL-1 beta: interleucina 1 beta; IL-33: interleucina 33; TNFa: fator de necrose tumoral o; ns: ndo estimulado



55

Producéo basal de metaloproteinases -1, -3 e IL-6

Na tabela 6 e figura 12 comprovam a producao basal de MMP-1, MMP-3 e IL-6 da cultura de
fibroblastos sinoviais humanos de SAM, ARL, OAM e OAL (p<0,05). Observa-se que a
producdo de MMP-3 foi maior em relacdo a IL-6 e MMP-1. Além disso, em células ndo
estimuladas de OAL, a liberacdo de MMP-1 (Fig. 12a) foi 3,5 vezes maior que em OAM, e
3,8 vezes maior que ARL. Em relacdo a producdo de MMP-3 (Fig. 12b), as células de OAL
produziram 10,8 vezes e 6,2 vezes a mais que em OAM e ARL, respectivamente. A producao

de IL-6 em OAL (Fig. 12c) foi maior que em OAM, e ARL (2,7 vezes e 1,2 vezes).

Tabela 6. Concentracdo basal média de MMP -1, MMP-3 e IL-6 de cultura de
fibroblastos sinoviais humanos de OAM, OAL, ARL e SAM na nona passagem.

A e NINVIP-T NINVIP-3 TG
mostras ndo estimuladas (NS) o il sdin Medialng/ml] _Sdin__ Médialng/ml] __ Sdin
OAM 242 0.22 775 0,95 201 0.26
OAL 8,06 113 91,01 10,67 7.90 0,86
ARL 225 0.23 14,39 121 6,54 0.41
SAM 3,70 0,23 20,48 158 453 0,32

Valor p P=0.241 P= 0,241 P=0.111

IL-6: interleucina 6; MMP le -3: metaloproteinase 1 e 3; IL-1 beta: interleucina 1 beta; OAM: membrana
sinovial osteoartrite; OAL: liquido sinovial osteoartrite; ARL: liquido sinovial artrite reumatoide; SAM:
membrana sinovial grupo controle sem artrite.
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Figura 12. Producdo basal de MMP -1 (a), MMP-3 (b) e IL-6 (c) sem estimulacdo de cultura de fibroblastos
sinoviais humanos de SAM, ARL, OAM e OAL.

IL-6: interleucina 6; MMP le -3: metaloproteinase 1 e 3; OAM: membrana sinovial osteoartrite; OAL: liquido
sinovial osteoartrite; ARL: liquido sinovial artrite reumatoide; SAM: membrana sinovial grupo controle sem
artrite
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DISCUSSAO

Os fibroblastos sinoviais tém rendido importantes estudos sobre 0s mecanismos patogénicos
da artrite reumatoide e osteoartrite. Avaliacdes anteriores demonstraram que essas células
humanas se tornam quiescentes e pouco adequadas para estudo ap6s a nona passagem,'’ deste
modo, as avaliagdes funcionais dos FS neste trabalho ocorreram na nona passagem.

Os primeiros estudos com estas células datam do inicio da década de 70 e, logo a seguir,
surgiram as primeiras observacdes da atividade dessas células na AR.*®*° Os FS s&o as células
mais comuns nos locais de erosdo articular, sabidamente detentores de grande capacidade
destrutiva sobre a cartilagem, invadindo o tecido 6sseo e cartilaginoso através da producéo de
MMP. Na AR, essas celulas adquirem fendtipo autbnomo, se tornam resistentes a apoptose e
contribuem para a hiperplasia sinovial, além de produzir citocinas e quimiocinas, exacerbando
o processo inflamatério local.?°

Conforme foi observado, estas células se comportaram como expressivos produtores de IL-6,
citocina central na AR.**?> O bloqueio da IL-6 nessa doenca tem se mostrado efetivo na
reducdo dos sintomas e das deformidades articulares.”® Ao contrario & IL-6, cuja agdo no
ambiente inflamatdrio da AR j& foi amplamente demonstrada, recentemente a IL-33 tem
despertado atencdo como uma possivel citocina chave na fisiopatologia da AR e mediadora do
processo inflamatério desta doencga.?* Observacdes em humanos e em estudos experimentais
tém demonstrado o potencial papel da IL-33 e de seu receptor ST2 como mediadores da

R.2>% Estudos evidenciaram niveis séricos de IL-33 e sST2

patogénese da A
significativamente maiores em pacientes com AR em relacdo a controles saudaveis.”’ Ja foi
demonstrado que IL-33, agindo através da ligacdo ao receptor ST2, participa da ativacdo de
macrofagos, atua sobre a migracdo de neutrofilos e promove a degranulacdo de mastdcitos
mediada por autoanticorpos in vitro e na sindvia reumatoide in vivo.”®?° Recentemente, um
estudo mostrou que a 1L-33 atua como um repressor de transcri¢ao e citocinas extracelulares
em fibroblastos sinoviais de pacientes com artrite reumatoide.®* De acordo com 0s nossos
resultados o estimulo com IL-33 reduziu a producéo de IL-6 em pacientes com AR e OA.
Demonstrando-se que talvez essa citocina ndo seja um mero reflexo do ambiente inflamatorio
da ambas doencas mas que, pelo o contrario, possa exercer um papel ativo na reducédo da
sinovite. Esses resultados corroboram a importancia dos FS na AR e fornecem indicios de que
a atuacdo sobre o complexo FS-IL-33 pode favorecer o controle dos sintomas e do dano
estrutural, além de vislumbrar um possivel alvo terapéutico no tratamento desta grave doenca.

Contrariamente a redugdo da producdo da IL-6, o estimulo com a IL-33 ndo alterou a
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producdo de MMP-1 e -3 em pacientes com AR, OA e controles. Além disso, o discreto
aumento na fosforilacdo de ERK1/2 e NF-kB em AR e OA foi insuficiente para induzir a
producdo de metaloproteinases e IL-6. Apesar deste resultado, ndo existem estudos
relacionados ao efeito prolongado da IL-33 em fibroblastos sinoviais. Os efeitos cronicos
dessa citocina em mastdcitos humanos e de murinos parecem desempenhar um papel de
protecdo através desta ativacdo celular.®® A exposicdo a longo prazo de mastécitos de
humanos e murinos saudaveis com IL-33 resulta em uma reducdo de substancias geradas na
ativacdo dos mastocitos. Além disso a capacidade da IL-33 em modificar a ativacdo dos
mastdcitos tem sido recentemente um tema de investigacdo devido a relatos de elevados
niveis de IL-33 nos pulmdes de asmaticos e tecidos afetados de pacientes com artrite
reumatoide. ™

Os fibroblastos sinoviais apresentam caracteristicas inflamatorias e estdo envolvidas em
varios aspectos fisiopatoldgicos da AR e OA. Elas secretam enzimas envolvidas na
degradacéo de cartilagem (MMP-1 e MMP-3) e citocinas como a IL-6 na qual possui efeitos
estimulantes em células do sistema imune.®* Além disso essas células respondem a varias
citocinas incluindo a IL-1beta e TNF-alfa.®® Este estudo confirma a producdo de MMP-1, -3 e
IL-6 em pacientes com AR e OA, fortalecendo o papel determinante exercido por essas
celulas na sinovite e no dano estrutural. E a partir do momento em que essas células foram
estimuladas com concentragdes crescentes de TNF-alfa e IL-1 beta, ocorreu-se um aumento
da producdo de MMP-1, -3 e IL-6. A maior producdo da MMP-3 em relacdo a MMP-1 torna
provavel que esta enzima tenha papel mais relevante na inflamacéo e destruicdo articular. Em
OAL e SAM, o estimulo com concentracdo mais elevada de TNF-alfa mostrou uma baixa
producdo de IL-6. Sabe-se que TNF-alfa tem multiplas funcGes em controlar imunidade e
inflamag@o® e, como um de seus efeitos é a mediacdo da morte celular por apoptose,®® é
possivel que nesta concentracdo, o TNF-alfa tenha induzido a apoptose celular nestes FS,
explicando-se a baixa producéo de IL-6.

Os FS respondem a citocinas através da ativacdo de multiplas vias de sinalizagéo intracelular,
incluindo ERK, JNK e p38 e o fator de transcricdo NFk-B.***" As ativac6es destas vias podem
resultar na proliferacdo e expressdo exagerada de mdltiplas citocinas incluindo IL-1 p %39
IL-6 “° e TNF-alfa ***' bem como a secregdo de metaloproteinases, que contribuem para a
destruicio de tecidos.** Da mesma forma, nosso estudo confirma que o aumento da producéo
de MMP-1, -3 e IL-6 nas culturas de fibroblastos sinoviais de AR, OA e controles, parecem
ser mediadas pela ativacdo de ERK1/2 e NF-kB, ap0s a estimulagdo por TNF-alfa e IL-1 beta.

A semelhanca ultraestrutural entre os FS humanos de liquido e tecido AR foi demostrada pelo
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nosso grupo através da identificagdo de corpusculos lamelares no citoplasma dos FS humanos
oriundos de liquido e de tecido sinovial. Esses corpusculos sdo estruturas especificas dos
fibroblastos da membrana sinovial, encontrados somente nas células da camada intima, e
representam organelas de armazenamento de substancia surfactante, importante componente

do liquido sinovial.*

A andlise morfoldgica comparativa mostrou que fibroblastos sinoviais
humanos provenientes do tecido e do liquido articular exibiam morfologia semelhante as
microscopias oOptica e eletronica. Observou-se, além da presenca dos corpusculos lamelares,
citoplasma rico em reticulo endoplasmatico rugoso e complexos de Golgi exuberantes,
caracterizando-as como células com alta atividade funcional e grande capacidade adesiva.*

A andlise funcional através do nivel de expressdo de metaloproteinases -1, -3 e IL-6 quando
induzidas por IL-1 beta, foram semelhantes funcionalmente em ambas as células de AR.**
Da mesma forma, o estudo mostrou a semelhanca funcional entre as células de liquido e
membrana sinovial de pacientes com OA através da producdo de MMP-1, -3, IL-6 e ativacdo
das vias fosforiladas, ERK1/2 e NF-kB.

Os FS da AR mostraram ter um comportamento bem reprodutivo e consistente na producéo
das metaloproteinases 1, -3 e IL-6 como também na ativacdo das proteinas fosforiladas,
ERK1/2 e NF-kB. Além disso, na doenga reumatoide as células demonstraram desempenho
semelhante nas producgdes de IL-6, MMPs 1 e 3 em relacdo aos estimulos de TNF-alfa e IL-1
beta. Estudos apontam que estes FS apresentam caracteristicas Unicas, com capacidade
invasiva ndo vista em outras linhagens de fibroblastos, explicada em parte pelo forte estimulo
inflamatério local* Deste modo, acredita-se que a eficiéncia destes estimulos esteja
relacionada com o comportamento mais inflamatorio e agressivo desta doenca.

Nosso estudo tem limitagfes, o tamanho amostral faz com que os resultados obtidos ainda

aguardem possivel generalizacdo.

Concluséao

Os fibroblastos sinoviais exercem papel efetor na sinovite e no dano estrutural da AR e OA. O
comportamento dessas células em resposta ao estimulo com IL-1beta e TNF-alfa pareceu ser
mediado pelas vias ERK1/2 e NF-kB, representando oportunidade de estudos sobre novos
alvos terapéuticos.

A anadlise funcional de fibroblastos sinoviais de pacientes com OA demonstraram que
membrana e liquido sinovial sdo semelhantes.

A IL33 participa da fisiopatologia da AR provocando reducdo da producdo de IL-6 pelas
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celulas estimuladas com IL-33. Esses dados auxiliam no entendimento da fisiopatologia dessa
doenca e fornecem novas perspectivas de tratamento para esses pacientes.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo representa importante passo para o fortalecimento da linha de pesquisa

“Estudo de Mediadores e Requladores da Sindrome de Resposta Inflamatoria Sistémica”.

Propiciou a ampliacdo dos estudos com cultura de células, com foco voltado para a artrite
reumatoide e osteoartrite.

O estudo ampliou o conhecimento sobre a funcionalidade dos FS. Através da avaliacdo
funcional, a dosagem de IL-6 e MMP 1e 3 confirmou o estado ativo e central dessas células
na artrite reumatoide e osteoartrite, e 0 comportamento destas células em resposta ao estimulo
com IL-1beta e TNF-alfa mostrou ser mediado pelas vias ERK1/2 e NF-kB, representando
oportunidade de estudos sobre novos alvos terapéuticos.

O desafio atual é ampliar essas dosagens nos FS de todas as fontes aqui discutidas, para maior
robustez no estudo das produ¢des de MMP-1, -3 e IL-6 e da ativacdo das vias de sinalizacao
celular, avaliar os efeitos de inibidores farmacoldgicos das vias de sinalizacdo das MAP
quinases, JAK/STAT, PI3 quinase e dos fatores de transcricdo (NF-xB, ATF e AP1) em
fibroblastos sinoviais de pacientes com artrite reumatoide e osteoartrite, a fim de detectar
potenciais alvos terapéuticos. E estudar os efeitos da exposicdo prolongada da IL-33 em
fibroblastos sinoviais de pacientes com AR e OA na producdo de IL-6, MMP -1 e -3 e nas
vias de sinalizacdo ativadas.

Pretende-se contribuir com a elucidacdo dos mecanismos fisiopatoldgicos das doencas
articulares crénicas para que, no futuro, esses dados possam ser utilizados para o

desenvolvimento de terapias mais eficazes e especificas.
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