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RESUMO

A osteoartrite (OA) € uma doenga cronica e debilitante que afeta grande parte da
populagdo mundial, com maior prevaléncia entre os idosos. A inflamag&o e o
dano estrutural na OA s&o progressivos e estdo relacionados com fatores
genéticos e ambientais, como o estresse biomecanico. Entretanto, as opgdes
atuais de terapia ainda nao sao eficientes para evitar a progressdo da doenga.
Atualmente, alguns tratamentos farmacologicos disponiveis para a OA se limitam
ao controle de sintomas, principalmente da dor. Assim, € especulado que futuros
medicamentos modificadores do curso da OA estejam relacionados com o
controle da atividade destas células sinoviais. Neste trabalho, consideramos que
a proteina Anexina A1, uma potente molécula envolvida na resolugdo da
resposta inflamatoria, possa controlar os danos articulares da osteoartrite.
Utilizando um modelo experimental, identificamos que camundongos deficientes
para a Anexina A1, apresentaram uma piora do quadro da osteoartrite nos
parametros dor e les&o articular quando comparados com animais selvagens.
De maneira interessante, animais tratados com o peptideo mimético da Anexina
A1, o Ac2-26, demostraram redugao na progressao da lesdo e dor na OA
experimental, mesmo quando esse tratamento se iniciou em tempos mais
tardios. Além disso foi demostrado que o tratamento melhorou os niveis de MMP-
3 E de forma similar outro parametro de lesao que utilizamos, a analise de RANK-
L também demostrou a reducéo apos o tratamento. Por fim, os niveis de II-10
aumentaram com o tratamento. Esses dados sugerem um papel promissor da
Anexina A1 e do peptideo Ac2-26 para reduzir os danos e sintomas da OA.

Palavras Chave: Osteoartrite do Joelho, Inflamagao, Mediadores Lipidicos Pré-
Resolucao Especializados.



ABSTRACT

Osteoarthritis (OA) is a chronic and debilitating disease that affects a large part
of the world population, with a higher prevalence among the elderly. Inflammation
and structural damage in OA are progressive and are related to genetic and
environmental factors, such as biomechanical stress. However, current
therapeutic options are not yet effective in preventing disease progression.
Currently, some pharmacological treatments available for OA are limited to
controlling symptoms, mainly pain. Thus, it is speculated that future drugs that
modify the course of OA may be related to controlling the activity of these synovial
cells. In this study, we consider that the protein Annexin A1, a potent molecule
involved in the resolution of the inflammatory response, may control joint damage
in osteoarthritis. Using an experimental model, we identified that mice deficient in
Annexin A1 presented a worsening of the osteoarthritis condition in the
parameters of pain and joint damage when compared to wild-type animals.
Interestingly, animals treated with the Annexin A1 mimetic peptide, Ac2-26,
demonstrated reduced lesion progression and pain in experimental OA, even
when treatment was initiated at a later time point. In addition, treatment was
shown to improve MMP-3 levels. Similarly, another lion parameter we used,
RANK-L analysis, also demonstrated a reduction after treatment. Finally, IL-10
levels increased with treatment. These data suggest a promising role for Annexin
A1 and the Ac2-26 peptide in reducing the damage and symptoms of OA.
Keywords: Knee Osteoarthritis, Inflammation, Specialized Pro-Resolving Lipid
Mediators.
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1.INTRODUGAO
1.1. Osteoartrite: Aspectos Gerais e Epidemiologia

A osteoartrite (OA) € uma doenga crbnica que afeta as articulagbes e suas
tecidos, resultando principalmente em danos progressivos na cartilagem articular,
seguidos de alteragbes nos ossos subcondrais e nas estruturas articulares (1). A OA
€ uma das causas mais importantes de limitacdo funcional e incapacidade motora,
sendo responsavel por aproximadamente 2% da populagdo mundial, causando um
grande impacto na vida das pessoas afetadas, como dificuldades na participagao das
atividades diarias e reduzindo a qualidade de vida (2). E a forma mais comum de
artrite, afetando 1 em 3 pessoas com mais de 65 anos de idade, sendo mais comum
em mulheres do que nos homens (3).

Em 2021, um estudo global mostrou que ocorreram aproximadamente 46,6
milhées de casos incidentes de osteoartrite, um aumento de 123,11% em relacéo a
1990. A taxa de incidéncia padronizada por idade aumentou de 489,78 por 100.000
habitantes em 1990 para 535, 00 por 100.000 em 2021. Esses dados nao indicam
apenas um aumento significativo no numero de casos, mas também sugerem a
necessidade de abordagens de prevencéao e tratamento mais eficazes, considerando
o impacto crescente da OA na populagéo global (4). Na América do Sul, houve um
crescimento de 3,45 milhdes para 6,52 milhdes de casos neste mesmo intervalo de
tempo, um aumento de mais de 89% (5,6). De acordo com a carga global de doenca
de 2015, aproximadamente 85% da carga de OA em todo o mundo esta relacionada
a OA do joelho (6). A prevaléncia global da OA do quadril e joelho é estimada em
3.754,2 casos por 100.000 habitantes. Nos paises de baixa e média renda, essa
prevaléncia varia em torno da média global e tem mostrado um aumento significativo.
Entre 2010 e 2017, a OA na Africa do Sul, Brasil e Nepal apresentaram crescimentos
de 9%, 14% e 20%, respectivamente. No mesmo periodo, as estimativas de anos
vividos com incapacidade (YLD) devido a OA aumentaram globalmente em 10%, com

variagdes de 9% na Africa do Sul, 15% no Brasil e 21% no Nepal (7).

Além de ocasionar problemas fisicos aos pacientes, a OA leva uma quantidade
substancial de custos de saude. Para estimar estes custos, estes foram divididos em
custos diretos (econdmicos) e indiretos (relacionados a perda de treinamento entre
adultos empregados em idade ativa). Os custos diretos estdo relacionados aos
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recursos gastos em gestdo, como medicamentos, hospitalizagdo, consultas
ambulatoriais, testes de diagnadstico, fisioterapia, dispositivos de assisténcia e terapias
alternativas (8). No total, os custos anuais com a OA € estimado em aproximadamente
US$ 45 bilhdes para os Estados Unidos. Os custos totais anuais com saude entre
adultos americanos com OA em relagéo aqueles sem OA foram de US$ 1.778 e US$
189 por pessoa, respectivamente (9).
No entanto, a perda de trabalho e a aposentadoria prematura entre adultos
empregados em idade produtiva representam custos indiretos que sao
frequentemente mais dificeis de mensurar. Neste contexto, o absenteismo descreve
o tempo gasto longe do trabalho devido a problemas associados a uma doenga ou
tempo gasto buscando tratamento para aliviar os sintomas (10). Esses numeros
claramente indicam que a OA nao representa apenas um problema de saude, mas
também um problema socioeconémico (11).

As articulagdes afetadas pela OA sao os quadris, os joelhos, as maos, os pés e
a coluna, com alta prevaléncia de envolvimento poliarticular (12—14). O joelho é a
maior articulag&o sinovial em humanos e consiste em estruturas osseas (fémur distal,
tibia proximal e patela), cartilagem (menisco e cartilagem livre), ligamentos, almofada
de gordura infrapatelar e tecido sinovial. O tecido sinovial & responsavel pela produgéo
de fluido sinovial que lubrifica e nutre a cartilagem avascular (15). O desenvolvimento
da OA se caracteriza por perda progressiva de cartilagem, remodelagdo de ossos
adjacentes e inflamagao local concomitante de baixo grau. O avancgar da idade, as
lesdes anteriores no joelho, a obesidade (aumento do indice de massa corporal (IMC),
o desalinhamento articular e a instabilidade resultam no aumento do estresse
mecanico e seu desgaste (16,17). As agdes repetitivas, como muitas vezes ajoelhar e
levantar peso, juntamente com atividades esportivas profissionais com maior impacto,
como corrida de longa distancia, futebol, handebol e hoquei, estdo associadas a um
maior risco de desenvolver OA, principalmente devido a lesdes mais frequentes,
causando lesdes de cartilagem, no menisco e no ligamento cruzado anterior (LCA)
(18,19). Por estes motivos, a etiologia da OA parte do conceito das consequéncias de
um processo de desgaste mecanico da articulagao (20,21).

Apesar da inatividade fisica e a obesidade estarem altamente relacionadas com
o desenvolvimento da OA, dois subgrupos estdo em maior risco de OA: 1) individuos
< 65 anos de idade com IMC > 32,5 kg/m?e 2) individuos > 65 anos de idade que

estavam tipicamente acima do peso ou obesos com IMC < 35 kg/m?(22). O aumento
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da idade e do IMC podem contribuir para o aparecimento de OA através de vias
relacionadas a hiperglicemia e inflamagdo elevada (23-26). Em uma revisao
sistematica recente contendo 40 estudos que correlacionou doengas cronicas
metabdlicas com a OA, concluiu-se que diferentemente da sindrome metabdlica
(agrupamento de trés fatores como hipertensdo, obesidade e hiperglicemia), que ndo
mostrou correlagcdo direta com a OA, pacientes com hipertensédo arterial de forma
isolada estavam mais propensos a desenvolver OA de joelho (27). Outro fator
importante € a maior incidéncia de OA no sexo feminino (28) onde as diferengas
anatédmicas dos ossos do fémur das mulheres em relagdo aos dos homens, sendo
mais estreitos, com patelas mais finas, angulos maiores de quadriceps e diferengas
no tamanho dos cdéndilos tibiais, levando a uma cinematica diferente, pode influenciar
o sexo feminino a ser mais propenso a desenvolver OA, levando a uma maior

prevaléncia de OA em mulheres (29).

1.2 Alteragoes antatomicas e histolégicas na OA

A cartilagem articular € um tecido avascular, alinfatico e aneural, sendo os
condroécitos como os unicos tipos de células no tecido (31,32). Além dos condrocitos,
a cartilagem é formada pela matriz extracelular (ECM), composta de agua (mais de
70%) e componentes organicos, como colageno tipo Il, I, VI, IX e Xl, agrecano, outros
proteoglicanos (decorina, biglicano e fibromodulina) e glicosaminoglicanos (31,33). A
OA ¢é caracterizada por alteragdo da estrutura articular, incluindo destruigcao
progressiva da cartilagem, inflamacéo sinovial, alteragdes no osso subcondral,
menisco, membrana sinovial e gordura infrapatelar. As caracteristicas estruturais
comuns da OA incluem ainda, formacao de ostedfitos (novas formagdes Osseas) e
alteragdes na sindvia e na capsula articular (28,30).

A cartilagem articular pode ser dividida em quatro camadas: zona superficial
(tangencial), zona média (transicional), zona profunda (radial) e uma zona altamente
mineralizada de cartilagem calcificada. Esta zona calcificada é separada das camadas
superiores de cartilagem n&o mineralizadas por uma zona histologicamente definida,
chamada marca de mareé, e divide a cartilagem do osso subcondral subjacente
(31,34,35). As camadas s&o caracterizadas pela forma e posicionamento dos
condrocitos, bem como pela orientacdo das fibrilas de colageno (36,37). Na zona
superficial, os condrocitos sdo em forma de disco e as fibrilas de colageno s&o

orientadas horizontalmente. As fibrilas de colageno na zona média s&o direcionadas
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diagonalmente e os condrdcitos de forma redonda séo localizados aleatoriamente. A
zona profunda é definida por colunas verticais de condrdcitos juntamente com fibrilas
de colageno alinhadas radialmente. Na cartilagem calcificada, as fibrilas de colageno
sdo dispostas perpendicularmente a superficie articular (38). A populagdo de
condrocitos é escassa nesta zona e eles tém uma forma arredondada sem
posicionamento especifico (39).

Sobre as alteragbes observadas na OA, a matriz da cartilagem parece ser
alterada precocemente e sofre varias alteragdes patoldgicas. A medida que os
mecanorreceptores detectam forgas fisicas, os condrdcitos respondem com uma
adaptacao de sua atividade metabdlica. Uma das primeiras mudancgas, que resulta de
carga mecanica excessiva, € um aumento do teor de agua na zona superficial da
cartilagem articular, com a perda de glicosaminoglicanos (GAG) e degradacéo de
proteoglicanos. A medida que a OA avanca, um processo conhecido como inchago da
matriz se expande para a zona profunda (16). (Figura 1)

No estagio inicial da OA, quando as alteragdes das articulagdes macroscépicas
ainda nao sao vistas, a matriz da cartilagem passa por mudancgas através de enzimas
degradantes. Durante este estagio, as agressbées de ADAMTS (uma desintegrina e
metaloproteinase com motivos de trombospondina), particularmente ADAMTS-4 e
ADAMTS-5, clivam a proteina do nucleo agrecano da espinha dorsal do acido
hialurénico (40). O local de clivagem esta localizado abaixo da parte rica em GAG do
agrecano, o que leva o descolamento do agregado de proteoglicanos. Como as
moléculas GAG sao responsaveis pelas propriedades osmadticas da matriz da
cartilagem, sua funcdo é interrompida. Com isso, os condrocitos aumentam sua
atividade sintética, como em uma tentativa de compensar a degradagao de agrecano.
Esta degradacgéo € vista primeiramente na camada superficial, apresentando-se como
fibrilacdo superficial da cartilagem (41). Outra familia de enzimas degradantes da
matriz sdo as metaloproteinases de matriz (MMP). Estas participam da degradacao
da matriz, sendo a MMP-13 uma das mais expressas na OA (42). Sua fung&o, como
de outras MMP (MMP-1 e MMP-3), € uma interrupgéao da rede de colageno. Embora
o MMP-13 possa degradar varios colagenos e até mesmo o agrecano e outras
proteinas, o alvo principal do MMP-13 é o colageno tipo Il, que € o tipo mais comum
de colageno na estrutura da cartilagem (43). Assim, o desequilibrio entre processos
anabolicos e catabdlicos leva a novas mudancas estruturais e progressao da OA (21).
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Além das mudangas na matriz extracelular, a matriz pericelular também sofre
degradacéao pelo aumento da ativagao de proteinases. Durante a tentativa de reparo
do dano da matriz da cartilagem induzidos por carga mecanica excessiva, 0S
condrdcitos se reunem para aumentar ainda mais sua atividade sintética. Para manter
a alta atividade metabdlica, os condrdcitos experimentam uma resposta proliferativa,
mas também se ajustam passando por diferenciagdo hipertréfica (39). Estas
alteragdes superficiais, como as fibrilagdes, se estendem distalmente no tecido,
formando fissuras profundas, levando a delaminagéo da cartilagem, evidenciando a
calcificacdo da cartilagem e exposi¢cdo do osso subcondral (31). O afinamento da
cartilagem articular hialina € acompanhado pela expansdo da cartilagem calcificada
subjacente, o que também contribui para o aumento do estresse mecanico e a
producédo adicional de fatores catabdlicos (1). Além disso, um aumento da camada de
cartilagem calcificada avancga para a cartilagem articular sobrejacente (44) .

Mesmo que o dano progressivo a cartilagem e sua eventual perda tenham sido
as caracteristicas mais mencionadas da OA no passado, agora é bem aceito que as
alteragdes Osseas subcondrais e a inflamagao sinovial também influenciam todas as
outras estruturas da articulagdo. Os osteoclastos desempenham um papel
fundamental na OA ao contribuir para a redugcéo da massa 6ssea subcondral e a perda
da estrutura trabecular por meio da reabsorgédo 6ssea. Além disso, eles estimulam o
crescimento de nervos e vasos sanguineos no 0sso subcondral, o que intensifica a
dor e promove a progressdao da doenca. Em contrapartida, os osteoblastos, sob
condi¢cbes normais, sao responsaveis pela formacao de novo tecido ésseo. No inicio
da OA, porém, esses osteoblastos liberam niveis elevados de RANKL, TGF-3 e fator
de crescimento endotelial vascular (VEGF), os quais tém fungdes relevantes no
desenvolvimento e progresséo da OA (45). Essas moléculas desencadeiam uma série
de efeitos em cascata: o RANKL promove a maturacdo dos osteoclastos, o VEGF
estimula a angiogénese anormal, e o TGF-B esta associado ao desenvolvimento de
osteosclerose nos estagios mais avangados da doencga. Dessa forma, a atividade
desregulada entre osteoclastos e osteoblastos contribui para a progressdo da OA,
exacerbando tanto a degeneragéo 0ssea quanto os sintomas de dor cronica (46).

As mudancgas estruturais dos ossos proximos as articulagdes séo caracteristicas
importantes da doenca, confirmando que a OA é uma doenca articular completa. Em
relagdo a taxa de remodelagdo mais lenta da cartilagem articular, o osso subcondral

sofre modelagem e remodelag&o mais rapidas em resposta a mudangas no ambiente
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mecanico (46). O osso subcondral consiste em duas camadas: a camada em forma
de placa de osso cortical abaixo da cartilagem calcificada, também conhecida como
placa 6ssea subcondral, e a camada mais profunda de osso trabecular (47,48). A
estrutura do osso subcondral depende principalmente de dois tipos de células que
sintetizam o osso novo e reabsorvem o antigo em resposta ao ambiente local:
osteoblastos e osteoclastos (46).

As lesdes da medula éssea representam microdanos ao 0sso e sao
caracterizadas por fibrose localizada, cistos e um aumento local no remodelamento
0sseo que resulta em microfraturas do osso trabecular (49). Essas caracteristicas s&o
comumente associadas a erosdo e fissuras da cartilagem sobrejacentes,
particularmente com o osso subcondral exposto (50). Também foi descoberto que o
aparecimento de lesbes da medula 6ssea e areas desnudadas do osso subcondral
estdo relacionados a sintomas clinicos, particularmente a dor (51). Com o aumento
iniciado do turnover 6sseo e a neovascularizagao do osso subcondral, vasos recém-
formados, juntamente com os nervos, se infiltram no osso, invadem o tecido
cartilaginoso sobrejacente, formando um canal de comunicagcéo para a troca de
fatores biologicos (46). Este processo € outro mecanismo que causa dor na OA. O
desenvolvimento de cistos dsseos subcondrais, uma caracteristica importante da OA
avancada, depende da reabsorcdo éssea mediada por osteoclasto, um processo
iniciado por dano O0sseo e necrose nos locais de lesdes antigas (16). Como um
mecanismo adaptativo adicional, os osteofitos se formam nas margens articulares via
ossificacdo endocondral (21).

Outra estrutura importante no complexo articular do joelho que também sofre
alteragdes na progressao da OA é a gordura infrapatelar ou gordura de Hoffa. Este
tecido esta localizado no compartimento anterior do joelho, entre a sindvia e a capsula
articular. Possui fungcdo de amortecedor para reduzir o impacto do peso, protegendo
o joelho de danos mecanicos (52). Este € um tecido muito sensivel, que contém
adipdcitos, fibroblastos, macrofagos e outras células imunes (53). Ele € inervado por
nociceptores, como as fibras C, que produzem e liberam a substancia P na articulagéo
de pacientes osteoartriticos (52). Em pacientes com OA, foram encontrados um
aumento do numero de macrofagos na gordura infrapatelar e seus marcadores foram
semelhantes aos macréfagos do sindvia do tecido adiposo subcuténeo,
caracterizados pela expressédo de CD11c e CD206 (54). O complexo da gordura
infrapatelar € um potente produtor de adipocinas e citocinas, o que torna essa regiao
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um orgao endocrino ativo (55). Em pacientes com OA, é relatado que a gordura
infrapatelar e fluido sinovial contém quantidades significativas de fator de crescimento
fibroblastico (FGF-2), VEGF, Fator de necrose tumoral (TNF) e Interleucina -6 (IL-6).
Além disso, a gravidade da OA do joelho parece estar associada a concentragao de
leptina (uma adipocina) no liquido sinovial (56). Coletivamente, alteragdes na
almofada de gordura infrapatelar podem ser uma possivel causa de dor crénica no
joelho em OA (57,58).

Outro importante risco para o desenvolvimento de OA do joelho sédo as lesdes
de menisco, devido a reducdes na resisténcia a forcas mecanicas, como tensao,
compresséo e tensao de cisalhamento (59). A perda da fungédo do menisco leva a OA
devido a instabilidade articular e a distribuigdo anormal de peso no tecido meniscal
(60,61). Além disso, em pacientes com OA confirmada radiograficamente, o dano ao
menisco esta quase sempre presente, causando em perdas de suporte de carga,
absorcdo de choque, lubrificacdo e instabilidade, o que pode levar a alteracdes
estaticas na articulacdo tibiofemoral, levando a danos na cartilagem articular, bem
como no 0sso subcondral, contribuindo para a progress&o da OA do joelho (60,63).

Alteracdes na musculatura esquelética também mostraram ter relacdo com o
desenvolvimento da OA. Uma das principais limitagdes funcionais na OA do joelho é
a disfungdo do musculo quadriceps, isquiotibiais e musculos do quadril (62). A
fraqueza dos musculos periarticulares tem um impacto significativo na biomecanica
do joelho. No entanto, n&o esta claro se a fraqueza muscular esta associada ao inicio
da OA ou a progressao da OA (63,64).

Em um conceito mais atual sobre a progressao da OA, tem relacionado a sinovite
com principal responsavel pelo seu progresso e degeneragcdo. A membrana sinovial,
juntamente com o fluido sinovial, constitui a sinévia (65). O fluido desempenha um
papel crucial na nutricdo da cartilagem. A cartilagem avascular utiliza o fluido sinovial
como fonte de nutrientes, mas também como reservatoério para seus produtos
degradantes (66). A membrana sinovial consiste em camada intima (revestimento) e
subintima (de sublinhamento) de até 5 mm de espessura em individuos saudaveis
(67,68). Duas a trés camadas de células metabolicamente altamente ativas
(sinoviocitos) ficam sobre o tecido conjuntivo solto vascularizado para formar o
subintimo, com muitos fibroblastos secretores de colageno (65,67,68). Dois tipos de
macrofagos foram encontrados na sindvia: M1 e M2 que desempenham um papel vital
na regulagao precisa da inflamacgao e regeneracéo tecidual.(69). Na OA do joelho, os
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macrofagos sdo mediadores importantes, pois produzem fator de crescimento
endotelial vascular, que pode ser um possivel mecanismo que causa sinovite e

inflamagéao (70).
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Figura 1: Representagao esquematica das alteragoes no complexo articular do

joelho saudavel e com osteoartrite. Hunter & Bierma - Zeiinstra, 2019.

A sindvia articular é composta por uma camada de revestimento sinovial e um
compartimento subjacente. Os macréfagos, uma das células imunes mais abundantes
na sindvia, estao localizados principalmente na camada de revestimento sinovial junto
com os fibroblastos e desempenham um papel critico na manutengcao da homeostase
dos tecidos sinoviais saudaveis (71). Ambos os macrofagos sinoviais residentes em
tecidos (isto é, derivados embrionarios) e os macrofagos sinoviais nao residentes em
tecidos (isto é, derivados da medula Ossea/mondcitos) s&o capazes de
autorrenovagao, embora os macréfagos sinoviais residentes em tecidos possam
persistir independentemente da hematopoiese da medula 6ssea por periodos

prolongados (595).

Os monocitos e macréfagos sao fundamentais na sinovite relacionada a OA,
pois atuam como células inflamatérias que liberam uma variedade de fatores

neurotroéficos, citocinas, padrées moleculares associados a danos e quimiocinas.
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Esses mediadores podem ativar neurdnios locais, estimulando a nocicepg¢ao e
sensibilizando as células nervosas, além de desencadear processos inflamatorios
(72).

Foi demonstrado que macréfagos néo residentes em tecidos se diferenciam em
fendtipos pro-inflamatorios semelhantes a M1 ou anti-inflamatérios semelhantes a M2
apos retornarem aos tecidos, regulando a inflamacg&o e a cicatrizagdo (73). Além
disso, os macrofagos que se desenvolvem apds o nascimento geralmente
representam um fenoétipo misto (F4/80*/CD11b*), dificultando ainda mais a distingao
entre precursores embrionarios e derivados da medula 6ssea (74-76). Na tentativa de
elucidar a origem dessas populagdes diferenciais de macrofagos, Culemann e
colaboradores examinaram a composi¢do dos macrofagos na sindvia. O grupo
identificou dois subtipos distintos de macrofagos sinoviais: CX3CR1- intersticial e
CX3CR1" macrofagos de revestimento (camada sinovial intima). Curiosamente, os
macréfagos de revestimento CX3CR1* também exibiram uma resposta limitada a
estimulagao inflamatoria, conservaram seu estado naive e restringiram a progresséo
inflamatoria através da formag&o de uma barreira (77). Ainda, macrofagos e monécitos
também foram detectados no liquido sinovial das articulagdes OA(78).

Independentemente de sua origem, € bem reconhecido que os macréfagos
sinoviais sao uma importante fonte de moléculas de sinalizagao pro-inflamatérias pds-
lesdo articular, incluindo alarminas (por exemplo, a proteina da familia S100) (79) e
citocinas como IL-1B, IL-6 e TNF (80). Além disso, macréfagos sinoviais CD14*
humanos sao relatados por ativarem a produ¢cao de MMPs pelos fibroblastos sinoviais
(81). Embora alguns macroéfagos, particularmente o fenaétipo tipo M2, possam liberar
citocinas anti-inflamatorias, incluindo IL-4 e IL-10, essas moléculas anti-inflamatérias
muitas vezes ndo sao suficientes para controlar a resposta inflamatéria catabdlica,
particularmente devido a presenga de um alto numero de macrofagos com perfil M1
(82). Como resultado, essas MMPs e mediadores inflamatérios mudam o perfil de
citocinas do liquido sinovial articular em favor da inflamag&o com altos niveis de IL-
18, IL-6 e CXCLS8/IL-8, estimulando os condrécitos a produzir mais enzimas
degradativas da matriz extracelular e agravando ainda mais destruicdo da matriz da
cartilagem.

Embora a fungdo de mondcitos e macrofagos seja bem compreendida, o papel
das células T, mastécitos e fibroblastos na dor e na progressdo da OA, ainda esta
sendo explorado. Um estudo realizado por Rosshirt e colaboradores (83) revelou uma
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infiltracdo de células T CD4+ na sindvia, que apresentou niveis elevados dos
receptores CCR5 e CXCR3, correlacionando-se especificamente com a dor nas
articulagcdes. Além disso, niveis aumentados de interleucina-17 (IL-17), foram
detectados apds a indugao experimental de OA e no fluido sinovial de pacientes com
OA, revelando que a IL-17 seja um mediador da dor tanto no nivel local (sindvia)
quanto central (cérebro) (84)(85).

Estruturalmente relacionada aos interferons, a IL-10 exerce seu efeito ao se ligar
ao receptor IL-10R, um heterodimero composto pelas subunidades IL-10R1 e IL-
10R2. Embora seja produzida principalmente por células do sistema imunoldgico, a
IL-10 também é sintetizada por condrdcitos, desempenhando um papel crucial na
renovagao da matriz extracelular da cartilagem. Apds a ligagdo ao receptor, a via
intracelular da cinase JAK-STAT é ativada, levando a expressdo de genes
dependentes da IL-10. Isso resulta em um efeito condroprotetor, antiapoptético de
condrocitos e anti-inflamatorio, mediado pela estimulagdo da sintese de colageno tipo
Il e agrecano, além da inibigdo da produgdo de metaloproteinases da matriz (MMPs)
(86). Aleém disso, a IL-10 manifesta suas propriedades anti-inflamatérias ao estimular
a produgcdo de antagonistas da IL-1B pelos macrofagos e inibir citocinas pro-
inflamatdrias como TNF, IL-6 e IL-12. Estudos in vitro demonstraram que o tratamento
com IL-10 em modelos de lesdo da cartilagem resulta em efeitos condroprotetores e
aumento do conteudo de GAGs. Ainda, implantes de condrdcitos autdlogos tratados
com IL-10 mostraram melhora na diferenciacdo dos condrécitos e na formacgao da
matriz da cartilagem. (87)
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Figura 2: Representagdo esquematica da relacdo da sinovite com o
desenvolvimento da osteoartrite. Destacando o papel das metaloproteinases,
populacdées de macréfagos e citocinas pré inflamatérias. Imagem criada pela
autora pelo App BioRender

A IL-1B esta envolvida em uma série de eventos que estdo relacionados a
destruicdo da cartilagem. A IL-1p induz a sintese da MMP-1, MMP-3, MMP-9 e MMP-
13 pelos condrdcitos, que, por sua vez, destroem a cartilagem articular, reduzindo a
producdo de colageno tipo Il e causando a apoptose de condrécitos (3,30,88). Esta
relacao se explica devido a expressao dos receptores de |IL-1 expressos em muitos
tipos de células diferentes, incluindo condrdcitos tato em articulagbes saudaveis (89).

Outra citocina que possui efeitos deletérios na lesdo da OA é o TGF-B. Estudos
mostraram que o TGF-3 tém um conjunto diverso de efeitos nos processos celulares,
incluindo a proliferagdo celular, reconhecimento, diferenciacdo, morfogénese,
apoptose, homeostase do tecido e regeneracédo (90). O aumento da atividade de TGF-
B pode aumentar a expressédo de enzimas degradativas da cartilagem, como MMP-
13. Por exemplo, o TGF- diminui a atividade miR-140 em condrécitos humanos, um
microRNA originalmente encontrado na cartilagem e que regula negativamente a
expressao de genes conhecidos por desempenhar papéis prejudiciais na cartilagem

OA, como a propria MMP-13 (91).
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Além de citocinas, padrées moleculares enddgenos (DAMPs — danger-
associated molecular patterns) também participam das lesées da OA, como
representantes da familia S100 (ROSENBERG JH, et al 2017). S100A8 e S100A9 sao
proteinas de baixo peso molecular e sdo 100 % soluveis em amdnia. Quando
liberadas, S100A8/9 se ligam predominantemente a TLR4, seu principal receptor em
monaocitos e condrécitos humanos. De maneira interessante, camundongos
deficientes para S100A9 apresentaram significativa redu¢ao da inflamacé&o sinovial e
degeneracgao da cartilagem articular em um modelo de OA induzido por colagenase
(92,93). A Figura 1 mostra, de maneira esquematica, as alteragdes que ocorrem na
articulacdo com OA em relagdo a uma articulacdo saudavel.

A sindvia desempenha um papel central nos processos relacionados a
patogénese da OA. Caracteriza-se por alteragdes como hiperplasia tecidual, infiltrado
inflamatorio e fibrose, predominantes na sinovite. Essa condi¢cdo patolégica ocorre
tanto em estagios iniciais quanto avangados da OA, correlacionando-se diretamente
com a gravidade dos sintomas clinicos e o grau de degeneragédo articular. A
transformagcdo da membrana sinovial e a resposta dos fibroblastos sinoviais as
mudangas no microambiente articular sdo evidentes, embora ainda ndo esteja claro
se essas alteragdes agem como mecanismo inicial ou perpetuador da doencga (94).

Os fibroblastos sinoviais produzem mediadores como IL-1, IL-6 e TNF-q,
citocinas fundamentais na patogénese da OA. Além disso, secretam quimiocinas
como IL-8/CXCL8 e RANTES/CCL5, que recrutam linfocitos, macrofagos e
granulécitos . Outros mediadores incluem fatores de crescimento, Oxido nitrico,
prostaglandina E2 (PGEZ2) e enzimas como metaloproteinases de matriz (MMPs 1, 3,
9 e 13) e proteases extracelulares da familia ADAMTS (39,94). Esses agentes
promovem o recrutamento de leucocitos, prejudicam a viabilidade dos condrécitos,
favorecem a angiogénese e a destruicdo da matriz extracelular, alimentando um ciclo
de retroalimentagdo que intensifica a destruig&o articular (18,94).

Existem, no entanto, dois subconjuntos principais diferentes de FLS na
membrana sinovial. A proteina de ativacao de fibroblastos alfa + (FAPa + ) antigeno
de célula do timo 1+ (THY1+) FLS, localizada no sub-revestimento sinovial, promove
seletivamente a inflamacédo na artrite com pouco efeito na destruicdo Ossea e da
cartilagem e o FAPa+THY1-FLS, localizado na camada de revestimento sinovial, que

promove seletivamente o comprometimento 6sseo e da cartilagem com pouco efeito
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na inflamacdo. Assim, os dois subtipos de FLS n&o sobrepostos explicam os

processos inflamatorios e destrutivos que fundamentam a OA-FLS(95).

1.3 Ador na OA

A OA é uma das principais causas de dor crénica e dificuldade de locomogao em
idosos. A dor da OA é tipicamente agravada pelo movimento articular e aliviada com
0 repouso. Esta dor tende a ser localizada na(s) articulagao(s) afetada(s), mas em
casos mais avangados da doencga esta dor por ser irradiada para outras regides devido
ao comprometimento neuronal. Nos estagios iniciais da doenga, a dor ocorre de
maneira intermitente, tornando-se mais frequentes e graves a medida que a doenga
progride (96). Embora a perda de cartilagem seja uma caracteristica estrutural
importante, ela ndo € inervada e, portanto, ndo pode ser uma fonte direta de dor em
doencas leves a moderadas. Dentro da articulagdo ha neurdnios sensoriais
associados com a percepgao de dor (nociceptores) em muitos dos tecidos anatdbmicos
afetados pela OA, incluindo o peridésteo e o osso subcondral, tecidos moles, incluindo
insercdes ligamentares menisco e sindvia (96).

O osso € um tecido mecanorresponsivo com multiplas alteragcdes durante a OA.
A nova formagédo éssea (osteofitose) se forma inicialmente como um condrofita e
ocorre em varios locais da articulagdo, provavelmente como uma resposta
mecanoadaptativa e, dependendo da localizagao, contribuem para experiéncia de dor
nos pacientes com OA (97). Os nociceptores inervam diferentes tecidos no joelho,
incluindo a sindvia, o tecido adiposo intrapatelar, a capsula articular, as margens do
menisco e os locais de insergéo dos ligamentos cruzados (98).

A dor da OA é classicamente considerada uma condigdo de dor nociceptiva
decorrente do excesso de peso em uma articulagdo em processo de desgaste. A
medida que a articulacdo OA se decompde, os nervos do osso subcondral ficam
expostos ao meio intra-articular, que € rico em mediadores inflamatorios. Os nervos
sensoriais em outros tecidos articulares, como o tecido sinovial e de meniscos,
também estdo em contato com essas moléculas pro-algésicas, levando a
sensibilizagao periférica e a geracéo de dor inflamatéria (99,100).

Ao contrario da dor nociceptiva, que € causada por danos teciduais reais ou
estimulos potencialmente prejudiciais aos tecidos, a dor neuropatica ocorre por danos
ao proprio sistema nervoso. A definicdo de dor neuropatica é "dor causada por uma

lesdo ou doencga do sistema somatossensorial”, que inclui fibras nervosas periféricas
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(fibras AB, Ad e C) (101,102) e nervos no sistema nervoso central (103). Durante o
desenvolvimento da OA, foi demonstrado que o dano neuronal pode ocorrer na
articulagao lesada, nos ganglios da raiz dorsal e na medula espinhal (100).

A articulagéo do joelho € inervada por fibras nervosas periféricas sensoriais e
simpaticas, que realizam agbes como nocicepgao, vasorregulagao e propriocepgao.
Os nervos sensoriais consistem em fibras finas Ad mielinizadas (grupo llI; condugéo
rapida) e fibras ndo mielinizadas C (grupo IV; conduc¢ao lenta), que inervam a capsula
articular, sindvia, ligamentos, meniscos, periosteo e osso subcondral. As fibras AR
mielinizadas espessas (grupo IlI) que inervam a membrana sinovial, a capsula
articular, as bolsas periarticulares, o coxim adiposo, os ligamentos, os meniscos e o
periosteo 6sseo adjacente s&o os principais responsaveis pela mecanossensibilidade
nao nociva e pela propriocep¢do. Como a cartilagem articular ndo € inervada e é
avascular em condi¢des fisiologicas normais, os tecidos ricamente inervados descritos
acima sao a fonte de nocicepg¢ao na OA. Os nervos sensitivos e simpaticos podem
aparecer na cartilagem articular na OA leve e grave através de canais vasculares. As
fiboras AP sao ativadas pelo movimento articular, enquanto as fibras Ad e C sao
ativadas por estimulos mecanicos, térmicos e quimicos nocivos, como mediadores
inflamatorios. As fibras Ad se projetam da periferia para as laminas | e V do corno
dorsal da medula espinhal, enquanto as fibras C fazem sinapse com neurdnios de
segunda ordem na lamina Il do corno dorsal (96,104).

Os corpos celulares dos nervos aferentes que inervam o joelho residem nos
ganglios da raiz dorsal (DRG), niveis lombares 3-5 (L3-L5). Uma extensa literatura
documenta profundas alteracbes moleculares e celulares nos DRGs em uma
variedade de modelos experimentais de dor inflamatdria crbnica e neuropatica,
incluindo alteracdes na excitabilidade neuronal, produgdo de quimiocinas e citocinas
e presenca de células inflamatérias (105,106). A ideia de que a sinovite pode conduzir
ao inicio inflamatdrio da dor, inclusive, contribuindo para a intensidade, tem sido alvo
de pesquisas. A quimiocina CCL2 também foi relacionado na sensibilizagdo a dor em
OA experimental em camundongos, causando aumento da infiltragdo de macréfagos
nos ganglios da raiz dorsal e retardando o desenvolvimento de comportamento
semelhante a dor (nocicepgéo) (106). Outra quimiocina relacionada a dor na OA ¢é a
CCL17, juntamente com as citocinas TNF e (Fator Estimulante de Colbnias de
Granulécitos-Macrofagos) GM-CSF.  Foi  relatado que pode haver uma
interdependéncia de TNF e GM-CSF levando a ativagao do eixo GM-CSF-CCL17, o
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que pode ajudar a explicar algumas das fun¢des algicas e pré-inflamatérias do TNF.
Curiosamente, esta via do GM-CSF-CCL17 também parece regular a dor e a doenca
da OA experimental induzidas por colagenase (107). De forma interessante, o mMRNA
de CCL17 foi altamente expresso no osso e na cartilagem durante a dor no modelo
de OA induzida por iodoacetato monossodico em ratos (108).

1.4. O Controle da Resposta Inflamatoéria: Papel da Anexina A1

A inflamacao € uma resposta de defesa que ocorre quando os tecidos do corpo
sdo invadidos ou danificados e tem por finalidade a restauragdo da homeostase
tecidual (109). Por outro lado, evidéncias indicam que a inflamagdo descontrolada &
um componente proeminente de muitas doengas comuns, incluindo doengas
inflamatdrias bem conhecidas, como artrites e doencga periodontal, bem como doenca
inflamatoria intestinal, doenga cardiovascular, doengas neurodegenerativas, asma,
cancer, sindromes metabdlicas diabetes e doengcas autoimunes (110). A OA é
caracterizada por uma inflamagdo moderada na membrana sinovial (sinovite), com
aumento de atividade pro-inflamatoria de células residentes nesta regido, como os
fibroblastos e macrofagos sinoviais. Com a identificagdo das fungdes destas células
na patogénese da OA, é sugerido que farmacos anti-inflamatérios que reduzam suas
atividades possam ser utilizados para o tratamento da OA (111).

Diferentemente dos mecanismos anti-inflamatorios, a resolugao da inflamacao é
um processo controlado e ativo que potencializa a eliminagao de estimulos incitantes,
promovendo a apoptose e eferocitose de células polimorfonucleares (PMN),
estimulando o recrutamento nao flogistico de macréfagos e a reprogramagao de
macroéfagos (Serhan et al., 2007; Perretti, & Teixeira, 2019). Esses eventos favorecem
o fim da inflamacéo e a restauragdo da homeostase do tecido. Inicialmente ocorre uma
fase de resolugdo se expandindo do pico do acumulo de PMN até seu declinio
completo no tecido afetado. Embora estes processos possam parecer simplistas,
esses sistemas sao eficazes, permitindo a identificagdo de moléculas enddgenas pro-
resolucao e sua clareza ao longo das diferentes fases da inflamagéo, bem como suas
principais fontes (112).

Terapeuticamente, compostos  anti-inflamatérios tém  sido  usados
extensivamente por séculos, e avangos continuos tém sido feitos para desenvolver
agentes inovadores, melhorando sua farmacologia, reduzindo efeitos colaterais e

descobrindo novos alvos. Embora o uso de medicamentos anti-inflamatoérios a curto
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prazo seja relativamente seguro, seu uso prolongado, como em doengas inflamatérias
cronicas, € comumente acompanhado por efeitos colaterais notaveis (por exemplo,
densidade mineral reduzida e risco aumentado de fratura éssea; efeitos metabdlicos,
como metabolismo de glicose prejudicado e resisténcia a insulina; efeitos
gastrointestinais, como sangramento e dores de estdbmago; e problemas
dermatoldgicos, incluindo atrofia da pele e cicatrizagcdo de feridas perturbada) e um
risco aumentado de imunossupressao (113,114).

O conhecimento dos mecanismos de pré-resolutivos foi adquirido principalmente
por meio de modelos inflamatérios agudos de auto-resolugédo, onde a resolugao
completa é simplificada pela analise da depuracéao total do acumulo de PMN no local
inflamatdrio, com a fase de resolugao se expandindo do pico do acumulo de PMN até
seu declinio completo no tecido afetado. Esses sistemas sao eficazes, permitindo a
identificacdo de moléculas endoégenas de pro-resolugao principais e sua correlagao
ao longo das diferentes fases da inflamacdo (112). E importante ressaltar que as
moléculas de pro-resolutivas também podem apresentar efeitos anti-inflamataérios, por
exemplo, bloqueando sinais pro-inflamatérios e recrutamento de PMN.

No entanto, as moléculas anti-inflamatérias ndo necessariamente exibem
propriedades de pro-resolugdo, por exemplo, induzindo a reprogramacédo de
macrofagos e aumentando a eferocitose. Além disso, ja foi descrito que a terapia anti-
inflamatdria precoce, administrada durante as etapas iniciais da inflamacéo, pode
afetar a producido de mediadores pro-resolugao, especialmente aqueles derivados de
acidos graxos poli-insaturados (mediadores pro-resolugado especializados, SPMs)
(115).

O controle da inflamacdo é uma necessidade para o tratamento de variadas
doengas com as mais diversas etiologias. Utilizando modelos de inflamag&o aguda e
autorresolutiva, varios mediadores enddgenos anti-inflamatoérios e pré-resolutivos
foram identificados em diferentes momentos da inflamacéo, os quais controlam a
intensidade da inflamacgao e iniciam programas para sua resolu¢ado. Dos mediadores
pro-resolutivos ja conhecidos, € possivel citar a Anexina A1 (AnxA1), a lipoxina A4,
a Resolvina D1 (RvD1), dentre outros (116). Os mediadores pro-resolutivos possuem
algumas propriedades que os qualificam durante o processo de resolugédo da
inflamacgé&o. A etapa 1 consiste em interromper o recrutamento de células do sistema

imune com propriedades pré-inflamatérias derivadas do sangue, como os neutroéfilos
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(uma marca registrada da inflamagdo aguda); a etapa 2 ele ira promover o
recrutamento nao flogistico de mondcitos; na etapa 3 ele sera capaz de induzir a
apoptose de células imunes extravasadas; na etapa 4, o pré-resolutivo podera
aumentar o engolfamento de células apoptéticas por células residentes (denominadas
eferocitose), normalmente por macréfagos, o que previne a necrose e a liberagao de
fatores inflamatorios, incluindo IL-1[3, IL-6, TNF-a e espécies reativas de oxigénio
(ROS).

Os mediadores enddgenos da inflamag&do, como a AnxA1, tém potencial como
ferramentas terapéuticas para tratar doengas inflamatorias. Embora o uso clinico de
estratégias pro-resolugcdo ainda necessite de mais evidéncias sobre eficacia e
possiveis efeitos adversos, acredita-se que essas abordagens sejam promissoras,
com menos efeitos colaterais, por mimetizarem vias naturais de resolugédo da
inflamagéo (117,118).

A AnxA1 pertence a superfamilia de anexinas (13 membros) que se ligam a
superficies de membrana carregadas negativamente via ions de Ca**. Esta € uma
proteina de 37 kDa, possui uma regido central homoéloga que compreende 90% da
estrutura e um dominio N-terminal bioativo unico. Essa conformagao permite a ligagcéo
a receptores especificos, como os receptores de peptideos formil (FPRs). Sua
atividade pro reslosutiva atua como um inibidor da fosfolipase A2 (PLA2) e da sintese
de eicosanoides, a AnxA1 também modula a resposta inflamatéria, regulando
processos celulares por meio de interagdes com FPRs.. Em ambientes inflamatérios,
a AnxA1 intacta (37 kDa) pode ser clivada por proteinase-3 e elastase neutrofilica,
gerando uma isoforma de 33 kDa (inativa) e peptideos derivados do N-terminal (117—
119). (Figura 3)
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Neutrophil adhesion
and migration

Figura 3. Representagcado esquematica da Anexina A1 na inibigao da inflamacgao.
Zhibin Yan, Xurui Cheng, Tao Wang, Xiangyu Hong, Gang Shao, Caiyun Fu, 2022.

A AnxA1 possui importantes caracteristicas como um mediador pré-resolutivo,
incluindo a indugédo da apoptose de granuldcitos, a eferocitose, a diferenciagdo de
macréfagos para um perfil M2/Mres e a promogao do de reparo tecidual (118). Em
condigdes fisiologicas, a AnxA1esta presente em granulos de neutrdfilos, eosindfilos,
mondcitos e em alguns subtipos de linfocitos (121,122). Esta proteina atua como um
potente modulador enddégeno da inflamacao, inibindo a atividade de enzimas que
atuam na produgédo de mediadores pro-inflamatorios e interferindo no processo de
transmigracao dos leucdcitos (121,123) (124) (125,126).

As agbes anti-inflamatérias e pro-resolutivas da AnxA1locorrem através da
interacdo com o receptor de peptideos formilados FPR2/AXL, o quais sao receptores
acoplados a proteina G com sete dominios transmembrana (127). Apds essa

interacao, a porgao a da Proteina G S (estimulatéria) se liga e ativa a adenilato ciclase,
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a qual aumenta os niveis de Adenosina mofosfato ciclica (CAMP) pela conversao de
ATP para cAMP. As elevagdes nos niveis intracelulares do cAMP ativam a proteina
quinase A (PKA) e a proteina de troca diretamente ativada por vias dependentes do
cAMP (Epac). A PKA fosforila o fator de transcricdo Proteina de ligagao ao elemento
de resposta ao AMPc (CREB), levando a transcrigao de citocinas anti-inflamatérias e
a producdo de mediadores pro-resolugao, como a propria AnxA1 e a 5-lipoxigenase
(Alox5), enzima que leva a produgéo de 15-epi-lipoxina A4. Além disso, a PKA inibe a
proteina cinase GSK3 (Glicogene Sintase Kinase 3), a via PI3K/Akt e NF-kB,
diminuindo a secregéo de citocinas pro-inflamatorias e sinais pro-sobrevivéncia (128).

Experimentalmente, camundongos deficientes para AnxA1 desenvolveram
doenga articular mais grave (caracterizada por aumento da destruigdo da cartilagem
e um tecido mais espesso no dia sete) do que camundongos de tipo selvagem em um
modelo de artrite monoarticular induzida por antigeno. Niveis aumentados de mRNA
de IL-1 e IL-6 também foram detectados nas articulagbes desses camundongos (129).
Em modelo de artrite gotosa aguda, camundongos deficientes para AnxA1
apresentaram maior numero de neutréfilos acumulados na articulagdo quando
comparados com animais selvagens. De maneira interessante, a expressao de AnxA1
esta aumentada no tecido articular em fases envolvidas com a resolugédo da
inflamagé&o da gota experimental, indicando que a AnxA1é importante para o controle
dessa inflamac&o articular (130).

Considerando o papel relevante da AnxA1para o controle da inflamagéao, é
esperado o desenvolvimento de farmacos que desempenham suas fungdes para o
tratamento de doencas inflamatdérias. No entanto, existem varias barreiras fisiologicas
relacionadas com a farmacocinética e farmacodindmica da droga proteica (AnxA1
intacta), como sua degradacgéo por multiplas enzimas. O Ac2-26 € um peptideo que
mimetiza as acdes anti-inflamatérias e pré-resolutivas da AnxA1. E derivado da porcéo
N terminal da AnxA1 e que pode ser formado via sintese em fase solida. Devido ao
seu baixo peso molecular e estrutura simples, o peptideo Ac2-26 possui melhor
estabilidade e menor imunogenicidade do que a AnxA1 (131). Como um mediador
pré-resolutivo, o peptideo Ac2-26 pode inibir o trafico de granulécitos e aumentar a
eferocitose de células apoptdéticas por macréfagos in vivo (132), exercendo assim o
efeito da resolucdo da inflamagao e do reparo do tecido.

A eficacia farmacolégica do peptideo Ac2-26 vem sendo demostrada em

diferentes tipos de modelos experimentais de doencas agudas e cronicas, onde foram
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mostradas a reducdo do acumulo de leucdcitos tecido inflamado, reducéo de danos
teciduais, aumento da apoptose de neutrofilos e eferocitose, (131,133-136)
mostrando ser uma interessante molécula que possa ser utilizada para o controle de
respostas inflamatorias.

Alguns estudos tem demostrado o potencial farmacologico da AnxA1 e também
do seu pepitideo para minimizar a dor, demostrando sua importéncia no controle da
inflamagéo. Em 2020, Zhenzhao Luo e colaboradores sugeriram que o Ac2-26 atenua
a dor ao inibir a ativacao dos astrécitos induzida por LPS e a produgao de mediadores
inflamatorios (137).

Em um outro estudo, foi demostrado o mecanismo da anexina A1 para modular
TRPV1 e nocicepgao em neurdnios do ganglio da raiz dorsal. Em animais deficientes
de AnxA1, foi demostrado um aumento do calor nocivo ou a nocicepg¢ao induzida por
capsaicina e o Ac2-26 aumentou o Ca 2+ intracelular , dessensibilizou TRPV1 por
meio de FPR2 e, assim, reduziu a transmissdo nociceptiva e exercendo efeitos

analgeésicos (138).
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2 JUSTIFICATIVA

Como a forma mais prevalente de doenca articular, a OA esta intimamente
associada a sérios problemas de incapacidade funcional, dor e elevados custos
pessoais e publicos para tratamento. A gestdo abrangente da OA envolve
intervengdes nao farmacoldgicas, como controle de peso, pratica de atividades fisicas,
artroplastias de joelho, além de op¢des farmacoldgicas. Pacientes com sintomas leves
geralmente respondem bem a essas intervengdes ndo farmacoldgicas, enquanto
aqueles com formas mais avancadas da doenga podem necessitar de uma
abordagem combinada. No entanto, ainda ndo existe um tratamento eficaz que altere
de fato o curso da doenga, sendo que 0s objetivos terapéuticos atuais se concentram
principalmente em reduzir a dor e minimizar a perda funcional nas articulagdes.

Embora estudos tenham demonstrado que o acumulo de leucdcitos no tecido
articular da OA nao é tao acentuado quanto em casos de artrite reumatoide, ha um
consenso de que a inflamagdo em grau moderado esta presente na OA. Assim, é
fundamental investigar moléculas que possam modular essa inflamag&do. Neste
estudo, estamos avaliando o papel da AnxA1 e de seu receptor AXL/FPR2 no controle
da inflamacéo, lesdo e disfuncao tecidual associada a OA, dada sua capacidade de
promover a resolugao inflamatéria e melhorar o quadro degradativo da doenga. A
hipétese central deste trabalho € que a AnxA1 desempenha um papel crucial no
controle da resposta inflamatoria, nociceptiva e na prevengao dos danos estruturais

em um modelo experimental de osteoartrite em camundongos.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL:

Estudar o papel da AnxA1 na inflamagdo, lesdo e nocicepcao da osteoartrite
experimental.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Avaliar se a AnxA1 enddgena e seu receptor controlam a resposta nociceptiva,
inflamacéo e dano articulares dos animais com osteoartrite;

2. Investigar se o tratamento com Ac2-26 reduz a resposta nociceptiva articular
dos animais com osteoartrite;

3. Investigar se o tratamento com Ac2-26 reduz a resposta inflamatoria e dano
articulares dos animais com osteoartrite;

4. Investigar se o tratamento com Ac2-26 regula a expressao génica e a atividade
de sinovidcitos presentes na osteoartrite.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

Os camundongos das linhagens BALB/c e C57BL/6 foram obtidos no Biotério
Central da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), Brasil. Camundongos
deficientes para a AnxA1(AnxA17- - Balb/c) e camundongos deficientes para o receptor
FPR2/3 (Fpr2/3’- - C57BI/6) foram mantidos no biotério do Departamento de
Bioquimica e Imunologia do ICB/UFMG, em microisoladores alocados em estantes
para animais com filtros de entrada e saida de ar, em condi¢cdes de temperatura e luz
controladas, com livre acesso a agua e ragéo, e em um ciclo de 12h claro/escuro. O
biotério possui autorizagdo para criagdo de animais geneticamente modificados
emitida pela Comissao de Biosseguranga do ICB/UFMG (CQB: 038/97). Ao final dos
experimentos, os animais foram sacrificados por meio de anestesia, seguido de

deslocamento cervical.

4.2 Modelo experimental de Osteoartrite induzida por colagenase (CiOA)

A OA foi induzida através da injecédo de colagenase do tipo VIl (Sigma-Aldrich;
C0773) dentro da cavidade articular (modelo de CiOA — para a degradacgéo direta da
cartilagem) e as analises foram avaliadas nos tempos de 7, 21 e 42 apds a indugéo
(139). Este projeto foi aprovado pelo CEUA/UFMG sob o numero de protocolo
240/2020 (Anexo 1). Os animais foram anestesiados com isoflurano inalatério e foram
realizadas duas injegcbes com 1 unidade de colagenase em 10 ul de solugéo salina
por joelho, com intervalo de 48 horas entre as duas injegbes. Como padronizacgao,
utilizamos sempre o joelho direito com a injecdo de colagenase e no joelho
contralateral foi aplicada solugao salina, utilizada para diluir a colagenase.

4.3 Teste de nocicepg¢ao mecanica:

Para a determinagdo da nocicepg¢do articular, foi utilizado um algesimetro
eletrénico de von Frey (INSIGHT Instruments, Ribeirdo Preto, SP, Brasil) (140). Os
animais foram distribuidos em caixas de acrilico acomodadas sobre uma estante cujo
assoalho é composto por uma rede 38 de malha que permite a utilizagdo de um
espelho acoplado 25 cm abaixo das caixas com inclinagdo de aproximadamente 35

graus possibilitando a visualizagdo das patas dos animais. Apos a ambientagdo dos
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animais por 30 min, a medi¢cdo da nocicepgao foi realizada utilizando um transdutor
de forga portatil, com uma ponteira de polipropileno (4,15 mm), foi aplicada uma forga
vertical e constante na superficie plantar central da pata do camundongo. Este
procedimento tinha como objetivo produzir um estimulo mecanico articular para a
flexdo do joelho. A forga suficiente em gramas (g) para desencadear um movimento
de retirada da pata, o comportamento aversivo carateristico para evitar o stress
incidente, foi registada por um componente eletrénico do aparelho. O limiar de retirada
foi calculado através da repeticdo do procedimento em triplicado para cada
camundongo (e as meédias foram expressas em valores absolutos) (140). Os
resultados foram expressos pela como o limiar de retirada da pata (em gramas) e
através do calculo da area sob a curva, utilizado o programa GraphPad Prisma 9.

4.4 Tratamento intra-articular com Ac2-26 (i.a)

Camundongos selvagens da linhagem Balb/c foram submetidos a tratamento
semanal com injecao intra-articular de peptideo de Ac-2-26 com concentragcédo de 10

MM em volume de 10 pL.

Os grupos foram divididos da seguinte forma (Figura 4):

o tratamento iniciado a partir 7° dia de indugao (>7)
o tratamento iniciado a partir 14° dia de indugao (>14)
o tratamento iniciado a partir 21° dia de indugao (>21)

Antes de cada aplicagdo, os animais foram anestesiados com isoflurano
inalatorio. Animais n&o tratados receberam injecao salina no joelho contralateral. A
avaliacao da nocicepgéo foi realizada semanalmente, sempre antes da aplicagdo do
tratamento. Os animais foram eutanasiados no 42° dia apdés a indugao por
deslocamento cervical apds serem anestesiados com solug&o de cetamina (80 mg/Kg)
e xilazina (10 mg/Kg) através de injecao intraperitoneal.
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Figura 4: Representagao esquematica do tratamento i.a com Ac2-26, medidas de

nocicepgao e eutanasia.

4.5. Tratamento oral com Ac2-26 (p.o.)

Camundongos selvagens da linhagem Balb/c desafiados com colagenase foram
submetidos a um protocolo de tratamento com o peptideo mimético Ac2-26,
administrado por gavagem oral, semanalmente. O tratamento foi iniciado a partir do

21° dia ap6s 150 pM/animal.
Cronograma e Avaliagao da Nocicepgao:

e Trés aplicagdes nos dias: 21, 28 e 35 .
« As medidas de nocicepcéao foram realizadas:
1. Uma hora depois (Figura 5A)
2. Uma semana apds o tratamento (Figura 5B)

Esse protocolo foi desenhado para avaliar tanto os efeitos imediatos quanto
prolongados do Ac2-26 na modulagdo da dor associada a OA, além de observar a

progresséo do quadro nociceptivo ao longo das semanas de intervengéo.
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Figura 5: Representacdo esquematica do tratamento i.0 com Ac2-26, medidas de
nocicepgao e eutanasia. (A) Avaliagdo da nocicepgdo apdés uma hora apdés o

tratamento. (B) Avaliacdo da nocicepgado apos uma semana do tratamento.

4.6 Estudo morfolégico

As articulacdes tibiofemorais dos animais foram coletadas apds eutanasia e
acondicionadas em cassetes para histologia, onde permaneceram por 48 horas em
solugéo de formol tamponado 10 %. Em seguida, os cassetes foram transferidos para
solugdo de EDTA (acido etilenodiaminotetraacético) a 14 % para descalcificagéo
ossea por 30 dias. Neste periodo, foi feita a troca da solucdo de EDTA a cada 48
horas. O processamento da amostra foi realizado no Laboratorio de Patologia
Experimental da Faculdade de Odontologia da UFMG onde os tecidos foram
submetidos a etapas de desidratagdo em etanol com diferentes concentragdes (80 %,
90 %, absoluto 1 e 2 — 30 minutos cada) e diafinizagado em xilol (1 e 2—-20 a 30 minutos
cada). As amostras incluidas em parafina foram cortadas em micrétomo (5 ym de
espessura) e fixadas em laminas histolégicas. As laminas foram coradas em duas
técnicas de coloragdo: hematoxilina e eosina (H&E) (Anexo 2) e também Safranina O
fast green (Anexo3) Com a coloragdo de H&E, foi realizado um escore histopatologico
baseado no infiltrado de leucdcitos, hiperplasia da membrana sinovial. A coloragao
de Safranina O fast green foi utilizada para avaliar a perda de proteoglicano na
cartilagem, indicativo de lesdo da cartilagem, estrutura Ossea, erosdo Ossea e
formacgao de osteofitos. As analises das |aminas foram realizadas em microscopio
optico com aumento de 40 e 400 vezes para avaliacdo dos parametros inflamatorios
através de um score articular. A degeneracédo articular foi entdo avaliada usando o

escore histopatologico OARSI.
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4.6.1. Escore Inflamatorio

Para refletir melhor o grau de inflamacéo e as alteragdes histopatoldgicas observadas
no tecido o score utilizou os seguintes critérios. Intensidade de infiltrado inflamataorio:
(0) ausente, (1) infiltrado minimo, (2) infiltrado leve, (3) infiltrado moderado, (4)
infiltrado intenso, (5) infiltrado muito intenso) Hiperplasia da membrana sinovial: (0)
sem alteragdes, (1) minima, (2) leve, (3) moderada, (4) extensa, (5)
generalizada/perda. Reabsorgéo 6ssea: (0) sem alteracdes, (1) escassas lacunas de
reabsorcgéo, (2) area significativa de perda 6sseal/cartilagem. Esses critérios somados
sdo representados em um score total que podem totalizar até 12 pontos (0 a 1:
ausente, 2 a 4: leve, 5 a 7 moderado, 8 a 10: intenso, 11 a 12: severo). Este escore
foi realizado por um patologista especializado e de forma cega

4.6.2 Score de OARSI (Osteoarthritis Research Society International)

Para avaliagdo do grau de lesdo articular foi utilizado um escore semi-
quantitativo através da analise da colocardo faz cartilagens com SafraninaO/Fast
green em 3 campos randomizados de acordo com a Osteoarthritis Research Society
International (OARSI)

Em cada articulacdo, foram pontuadas as trés sec¢des que pareciam mais
danificadas. Todas as seg¢des foram pontuadas em uma ordem cega e aleatoria. Uma
pontuacgao de O representa cartilagem normal, (1) fibrilagdo superficial sem perda de
cartilagem, formagé&o de sulcos verticais, edema focal, ou generalizado da cartilagem,
proliferagdo e hipertrofia dos condrdocitos, com formagcdo de aglomerados
denominados clusters, perda da orientacdo normal das células, podendo haver
também necrose e apoptose de condrocito. (2) fissuras verticais e perda de lamina
superficial, redugcdo da coloragdo da matriz pela Safranina-O, refetindo a perda de
proteoglicanos nas regides superficiais da cartilagem. (3) fissuras /erosdo para a
cartilagem calcificada que se estende até <25% da superficie articular, ocorre
coloracédo heterogénea da matriz pela Safranina -O, com areas de intensa deplecéo
do corante. Alteragcdes dos condrécitos sdo mais evidentes, com maior proliferagao
em regides proximas as fissuras. (4) lesao atinge a cartilagem calcificada por 25-50%
da superficie articular, aparecem areas de delaminacdo e areas de escavacao na
cartilagem, com erosbes profundas e por vezes coalescentes, associadas a
proliferagdo e morte de condrécitos. Ocorre intenso esmaecimento de coloragéo pela
Safranina -O. Fragmentos que se despreendem da cartilagem podem ser vistos como
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corpos livres (5) lesdo atinge a cartilagem calcificada por 50-75% da superficie
articular, caracteriza por areas de desnudamento da superficie cartilaginosa, com
exposicdo do osso subcondral subjacente e deformidade do osso subcondral,
podendo haver microfaturas com reparo fibrocartilaginoso e 6sseo. (6) a lesdo atinge
a cartilagem calcificada por mais de 75% da superficie articular (141).

4.7 Western Blotting:

A quantidade de proteina do tecido periarticular do modelo experimental de OA
foi determinada pelo reagente de ensaio de Bradford. Os extratos (20 pg) foram
separados por eletroforese em SDS-PAGE a 10% e eletrotransferidos para
membranas de nitrocelulose. As membranas serao bloqueadas durante a noite a 4°C
com PBS contendo 5% (p/v) de leite desnatado e 0,1% de Tween 20, lavadas 3 vezes
com PBS contendo 0,1% de Tween 20 e depois incubadas com anticorpos anti-AnxA1,
e anti-B-actina em PBS contendo 5% (p/v) de BSA e 0,1% de Tween 20. Apos a
lavagem, as membranas foram incubadas com anticorpo secundario conjugado com
peroxidase. As bandas imunorreativas serédo visualizadas utilizando um sistema de
detecgdo de ECL. Os valores de AnxAlou p-AnxA1foram quantificados usando
software de analise de densitometria (Imaged, National Institutes of Health, Bethesda,
MD). As alteragdes nos niveis de proteina foram estimadas pelo controle (células ndo
ativadas) e os resultados foram expressos como aumento das unidades arbitrarias de

AnxA1ou p- AnxATnormalizadas para os valores de 3-actina na mesma amostra.

4.8 Citometria de fluxo

Animais com OA tratados ou ndo com Ac2-26 foram eutanasiados 42 dias apos
o desafio e o tecido sinovial da articulagao tibiofemoral de foi coletado e incubado em
100 pL de 10 mg/ L de colagenase VIII (Sigma-Aldrich) em meio DMEM por 1 hora a
37 °C em agitagdo constante, para digestdo enzimatica do tecido. As células foram,
entdo, isoladas com auxilio de um filtro Cell Strainer 70 ym, em seguida foram
centrifugadas (2000 rpm / 10 minutos / 4 °C) e o sobrenadante descartado. O pellet
foi ressuspenso em 100 yl de BSA 1 % em Phosphate-Buffered Saline (PBS), sendo
10 uL dessa suspensao diluido em solugdo Turk (Renylab) para contagem do numero
de células totais por amostra em camara de Newbauer e os 90 mL restante transferido
para placa de 96 pocos de fundo em V. Para a preparacao das células para marcacéo,
inicialmente as células na placa foram centrifugadas (2000 rpm / 10 minutos / 4 °C), o
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sobrenadante descartado e, entédo, foi bloqueada com Fc-block 20 uL/pogo por 30 min
ao abrigo da luz e temperatura a 4 °C. Em sequéncia, a placa foi lavada com 200 uL
de BSA 1 % em PBS por pogo, centrifugada (2000 rpm / 10 minutos / 4 °C), o
sobrenadante descartado e adicionado mix de anticorpos monoclonais conjugados a
fluorocromos para marcagdo de subpopulagdes celulares (20 uylL/pogo), conforme
descrito anti-CD45 PercP (Biolegends #103131), anti-CD11b APC-Cy7 (BD
Pharmingen #562127), anti-F4/80 FITC (Biolegends #123107), e anti-CX3CR1+
PECy7 (Biolegends #149015), foram usados para identificacdo dos macréfagos. Anti-
CD90 PE (Biolegends #109006) e anti-FAP BV421 (eBioscience #BMS168) foram
usados para fibroblastos sinoviais. Outro marcador utilizado foi: anti-RANKL PE (BD
Pharmingen #560295). Todos os anticorpos usados foram adquiridos da BD
Biosciences e preparados seguindo recomendagdes do fabricante. Adicionado mix, a
placa foi incubada por 30 minutos ao abrigo da luz e temperatura a 4 °C, lavada com
200 pL de BSA 1 % em PBS por pogo, centrifugada (2000 rpm / 10 minutos / 4 °C), o
sobrenadante foi descartado e as amostras fixadas por 30 min com 100 uL / pogco de
formaldeido 4 % em PBS 1X. Por fim, a placa foi novamente centrifugada (2000 rpm /
10 minutos / 4 °C), o sobrenadante descartado e foi adicionado 200 yL/po¢o de BSA
1 % em PBS para ressuspensédo das células e, entdo, passagem dessas amostras
para tubos de fundo redondo especificos para citdmetro. A leitura foi realizada em um
citbmetro de fluxo (FACScanto Il, BD Biosciences, USA) no dia seguinte a marcagéo
e os dados adquiridos foram avaliados no programa FlowJo v10.7.1 (Tree Star
Company).

4.9 Quantificagcao da expressao de mRNA por qRT-PCR

O RNA total foi extraido e isolado do tecido ao redor da articulagdo dos
camundongos usando o reagente Trizol (Invitrogen Life Technologies Corporation -
Carlsbad, CA, EUA) de acordo com as instru¢des do fabricante. A pureza do RNA total
foi determinada utilizando um espectrofotometro Nanodrop 1000 (Thermo Scientific-
Waltham, MA, EUA). Para a transcrigdo reversa de 500 ng de RNA total isolado em
cDNA, foi utilizada uma mistura contendo a transcriptase de reserva, SuperScript I,
um inibidor de ribonuclease recombinante (RNAse Out; Invitrogen Life Technologies
Corporation) e ditiotreitol (DTT; 1 mM). A etapa de transcri¢do reversa foi realizada
em duplicata e a concentragdo total de cDNA foi semelhante em todas as amostras.
Para qPCR quantitativo em tempo real, o reagente Power SYBR Master Mix
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(Invitrogen Life Technologies Corporation) e os primers pars (Integrated DNA
Technologies - Coralville, IA, EUA) mais cDNA foram colocados em uma placa de 96
pocos, em duplicata, em um volume total de reacdo de 10 uL, utilizando o sistema
StepOneTM (Applied Biosystems, Waltham, MA, EUA) em reagdo programada:
aquecimento inicial a 95 °C por 10 min, seguido de 40 ciclos a 95 °C por 60 s e 48 °C
por 1 minuto. Os dados foram analisados utilizando o software StepOneTM System e
processados pelo método 2*-ACT. Este método utiliza diretamente as informagdes de
CT (ciclo limite) geradas por um sistema qPCR para calcular a expresséo relativa de
genes nas amostras alvo e de referéncia, usando um gene de referéncia para
normalizar o RT-qPCR. As sequéncias de pares de primers utilizadas foram:
- Gene MMP3 (metaloproteinase de matriz 3):

Forward Primer: CACTCACAGACCTGACTCGGTT

Reverse Primer: AAGCAGGATCACAGTTGGCTGG
- Gene IL-10 (interleucina 10):

Forward Primer: TCTGGCTCTGCTACTGGTCT

Reverse Primer: CTCCAGGCTCCCTCTGTTG

As sequéncias do iniciador e da sonda foram verificadas com o software
BLAST™. O 18s foi utilizado como gene de controle de referéncia e os resultados
foram expressos como "Aumento de dobra" em comparagdo com os grupos de

controle negativo injetados com solugao salina.

4.10 Analise estatistica:

Os resultados serao apresentados como a média £ EPM. Os resultados foram
analisados estatisticamente utilizando o teste ndo paramétrico ou a analise de
variancia a um critério (ANOVA ONE-WAY) seguido de comparagdes multiplas de
Newman-Keuls ou ANOVA TWO-WAY seguido de comparagdes multiplas de Tukey.
Os niveis de significancia serédo estabelecidos em p<0,05.
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5. RESULTADOS
5.1 A auséncia de AnxA1 ou de seu receptor mantem a maior resposta

nociceptiva articular apés inje¢cao de colagenase

Inicialmente foi avaliada a cinética da resposta nociceptiva articular em animais
em animais deficientes para anexina A1 e para o seu receptor FPR2. As medidas
foram realizadas antes da indugdo do modelo e semanalmente apos a injegéo intra-
articular de colagenase (contada a partir da primeira injegao de colagenase) até a 62
semana (42 dias) (Figura 6A). Nossos resultados mostraram que a injegao de
colagenase reduziu o limiar de retirada da pata (associado com maior resposta
nociceptiva) em todos os grupos apods 7 dias da injecdo de colagenase (Figura 6B e
D). Como caracteristica deste modelo de OA, a resposta nociceptiva nos animais WT
reduzem ao longo das semanas subsequentes (142). Os animais AnxA1”- reduziram
o limiar de retirada de pata de maneira similar aos animais WT apds 7 dias da injegc&o
de colagenase até o dia 28 em relagdo aos valores antes da indu¢gdo do modelo.
Porém, nos dias 35 e 42 dias apds a inje¢do de colagenase, os animais AnxA1”
mantiveram a resposta nociceptiva maior (Figura 6B). Por outro lado, os animais
FPR2/37 apresentaram maior resposta nociceptiva em relacdo aos animais WT 7 dias
apos a injecéo de colagenase. Os valores permaneceram semelhantes nos dias 14 e
21. Porém, os animais FPR27- mantiveram maior resposta nociceptiva nos dias 28 a
42 em relagdo aos animais selvagens (Figura 6D). Além disso, a area sob a curva
avaliada ao longo de toda a cinética evidencia uma maior resposta nociceptiva nos
animais AnxA1”- e FPR2/3"- em relagéo aos seus respectivos controles WT (Figura 6
CekE).
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FIGURA 6. Animais deficientes para AnxaA1 e FPR2/3 apresentam aumento e
persisténcia da nocicepgao mecanica apdés injegcao de colagenase. (A)
Camundongos selvagens (WT) e deficientes para Anexina A1 (AnxA17) ou FPR2/3
(FPR2/3") foram desafiados com injegao intra-articular de colagenase VII nos dias 1
e 3 e a medida de nocicepgdo mecanica avaliada semanalmente até o dia 42. (B-C)
Comparagao da resposta nociceptiva entre animais selvagens (Balb/c) e AnxA1” (D-
E). Comparagao da resposta nociceptiva entre animais selvagens (C57BI/6) e FPR2
. As barras representam a média + desvio padrdo de 5 camundongos por grupo. *
representa p<0,05 para a comparagéo entre animais WT desafiados com colagenase
e animais deficientes de anexina ou de seu receptor (AnxA1”- e FPR2/3"), conforme
avaliado pelo teste estatistico ANOVA two-way seguido pelo pos teste Tukey.
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A partir deste momento consideramos analisar as articulagdes tibiofemorais de
animais selvagens e deficientes para AnxA1 no 42° dia de inducédo para analise
histoldgica. Consequentemente, todos os animais selvagens utilizados nos préximos
experimentos serao Balb/c e serdo identificados apenas como WT. De acordo com a
Figura 7, a indugdo de OA por colagenase VII induziu edema e infiltrado celular na
articulagdo de ambos os grupos. Porém, estes parametros inflamatorios foram
menores nos animais WT no 42° dia, mas mantendo importantes sinais de inflamacéo,
como hiperproliferacdo da membrana sinovial (Figura 7A e B). Em relag&o aos animais
deficientes de AnxA1, pode ser observado uma intensa perda da arquitetura tecidual
e um importante infiltrado apos o desafio com colagenase. Diferentemente dos
animais selvagens, em animais deficientes de AnxA1 ndo foi observada uma melhora
dos sinais inflamatérios no decorrer dos dias, sendo este fator perceptivel com a
presenca de edema apds 42 dias de indugao.
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FIGURA 7: Camundongos deficientes de Anexina A1 apresentam maior
inflamacgao articular apés indugao de osteoartrite. Camundongos selvagens (WT
— Balb/c) e deficientes para Anexina A1 (AnxA17) foram desafiados com injeg&o intra-
articular de colagenase VIl nos dias 1 e 3 e a analise histopatologica avaliada nos dias
7, 21 e 42. (A) Coloragdo de hematoxilina e eosina (H&E) de animais selvagens
(Balb/c) e (B) AnxA17-. B) Escore inflamatério. Todos os dados s&o apresentados
como média + desvio padréo (n = 5). Analise estatistica: (*) Comparado ao Ctrl WT (#)
Comparado ao Ctrl AnxA17-, (%0) Comparado ao WT OA. As barras representam a
média + desvio padrdo de 5 camundongos por grupo. (*) para p<0,05 quando
comparado a média do grupo controle (ANOVA seguida pelo pos-teste Tukey).

Como a destruigao da cartilagem é a principal caracteristica histologica da OA,
a gravidade dos danos da cartilagem foi avaliada usando a coloragédo de Safranina
-O fast green no modelo de OA induzido por Colagenase. A gravidade da OA foi
pontuada usando o sistema de pontuacdo de OARSI (Figura 8A,B). Foi possivel
observar a presenca de fissuras e perda do proteoglicano na superficie. Portanto,
quanto ao dano articular, areas de perda éssea e de cartilagem foram observadas
em ambos os grupos (Figura 8A). Apés 42 dias, é possivel observar alteragdes na
superficie cartilaginosa sugerindo processo de degeneragao articular com presenga
de fissuras. Em conjunto, um escore moderado total foi observado em ambos os
grupos desafiados. Ainda, os animais deficientes de AnxA1 apresentaram maior

dano quando comparado aos animais selvagens.
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FIGURA 8: Camundongos com OA tem piora progressiva do dano articular
apos indugao de osteoartrite. Camundongos selvagens (WT — Balb/c) e
deficientes para Anexina A1 (AnxA17) foram desafiados com injegao intra-articular
de colagenase VIl nos dias 1 e 3 e a analise histopatologica avaliada nos dias 7, 21
e 42. (A) Coloragao Safranina-O-fast Green dos animais selvagens (Balb/c) e
AnxA17-. (B) Escore histopatologico OARSI de animais selvagens (Balb/c) e
AnxA17-Todos os dados s&do apresentados como média + desvio padrdo (n = 5).
Andlise estatistica: (*) Comparado ao Ctrl WT (#) Comparado ao Ctrl AnxA17. As
barras representam a média + desvio padrao de 5 camundongos por grupo. (*) para
p<0,05 quando comparado a média do grupo controle (ANOVA seguida pelo pés-
teste Tukey).
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5.2 O aumento da expressao de AnxA1 no tecido sinovial é transiente apo6s a
injecao de colagenase

Apos a indugdo da OA experimental em animais selvagens, o tecido articular foi
removido para a avaliar a expressao de AnxA1. Como observado na Figura 9, houve
um aumento dos niveis de AnxA1 intacta, nos dias 7 e 21, com o retorno aos niveis
basais no dia 42. Esse aumento nas fases inicial e intermediaria da cinética de OA
podem estar associados com a presencga de infiltrado celular observado na Figura 7,
pois os leucécitos sdo importantes células produtoras de AnxA1. Esta diminuicdo da
expressao de AnxA1 esta associado a um elevado escore inflamatério e maior dano

na superficie articular.
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FIGURA 9: Expressao de AnxA1 no tecido articular no modelo de osteoartrite
induzida por colagenase. Camundongos selvagens (Balb/c) foram desafiados com
injecdo intra-articular de colagenase VIl nos dias 1 e 3 e o tecido peri-sinovial foi
coletado nos dias 7, 21 e 42 para avaliacdo da expressao de AnxA1 por Western blot,



53

com analise de densitometria quando normalizado pela expresséo de 3-actina. (*) para
p<0,05 quando comparado a média do grupo controle. N=5. ANOVA seguida pelo pos-
teste Tukey.

5.3. O tratamento com o peptideo mimético de AnxA1, Ac2-26, melhora a
nocicepgao e o dano articular na osteoartrite experimental

De acordo com os resultados anteriores, a auséncia de AnxA1 resulta em uma
piora de parametros comuns observados na OA experimental, como nocicepg¢ao
mecanica e inflamacdo articular. Assim, o préximo passo foi avaliar se animais
tratados com o peptideo Ac2-26, derivado na porcdo N-terminal da AnxA1 e que
mantém as acgdes anti-inflamatorias e pro-resolutivas da proteina intacta, poderia
reverter ou reduzir os parametros até aqui analisados. Para isso, animais selvagens
(Balb/c) foram desafiados com colagenase VII e receberam o tratamento com Ac2-26
intra-articular em diferentes momentos apos a indugao da OA (Figura 10A). De acordo
com Figura 10B, uma semana apos o inicio de cada tempo de tratamento, pode ser
observada uma redugao da resposta nociceptiva quando comparado com o grupo OA
nao tratado. Para uma melhor visualizacdo desta resposta e também para ter uma
analise continuada da resposta nociceptiva, foi calculada a area sob a curva do limiar
de retirada de pata, baseando-se nas medidas de nocicep¢ao avaliadas 7 dias apds
o inicio de cada tratamento e semanalmente até o ultimo ponto analisado (42° dia).
Conforme observado nas Figuras 10C-E, tanto o tratamento mais inicial quanto o mais
tardio foram eficazes em reduzir a resposta nociceptiva em relagdo aos grupos néo
tratados nos respectivos tempos de analises.

Este resultado também se repetiu com os animais tratados a partir do 21° dia
apos indugao por colagenase. Demonstrando que independente do tratamento iniciar
em fase aguda ou cronica da doencga, ha melhora do perfil nociceptivo dos animais.
(Figura 10E)
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FIGURA 10: O tratamento com peptideo mimético de AnxA1, Ac2-26, reduz a
nocicepg¢ao mecanica induzida por colagenase. Camundongos selvagens (Balb/c)
foram desafiados com injecdo intra-articular de colagenase VIl nos dias 1 e 3. (A)
Grupos de animais receberam o tratamento com Ac2-26 (10 uM/10 pl/cavidade
articular, 1x/semana) a partir do dia 7, 14 ou 21 apds a 12 injecdo de colagenase. O
ultimo dia de tratamento foi no 35° dia, sendo a ultima medida de nocicepg¢ao no 42°
dia. (B) Cinética do limiar de retirada de pata dos animais. (C-E) Area sob a curva do
limiar de retirada de pata apos o inicio de cada tratamento. As barras representam a
meédia * desvio padrdo de 5 camundongos por grupo. * representa p<0,05 para a
comparagao entre animais controle, enquanto # representa p<0,05 para a
comparagao entre animais desafiados e tratados, conforme avaliado pelo teste
estatistico ANOVA two-way (B) ou one-way (C-E) seguido pelo pds teste Tukey.
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Ao final da ultima medida de nocicepgao, os animais foram eutanasiados e as
articulagdes removidas para analises histopatoldgicas. Primeiramente, foi avaliado o
escore inflamatdério através da coloragao por HE. Como pode ser observado na Figura
11, a injecdo de colagenase causou um aumento em todos os paréametros
inflamatdrios infiltrado celular, hiperplasia, reabsor¢cao além do escore total. Porém, o

tratamento com Ac2-26 n&o reduziu nenhum desses parametros (Figura 11).
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Figura 11: O tratamento com peptideo mimético de AnxA1, nao reduz
marcadores de inflamagao na osteoartrite experimental. Camundongos selvagens
(Balb/c) foram desafiados com injecao intra-articular de colagenase VIl nos dias 1 e 3.
Grupos de animais receberam o tratamento com Ac2-26 (10 uM em 10 pul/cavidade
articular, 1x/semana) a partir do dia 7°, 14° ou 21° apds a 12 injecao de colagenase.
O ultimo dia de tratamento foi no 35° dia, com a eutanasia e coleta da articulagao no
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42° dia. (A) Imagens representativas da coloragdo de H&E para os escores
inflamatorio. (B) Escore histopatologico inflamatério total. (C) Score de hiperplasia
celular (D) Score de infiltrado. As barras representam a meédia + desvio padréo de 5
camundongos por grupo. * representa p<0,05 em relagdo aos animais controle
(injecao de salina), conforme avaliado pelo teste estatistico One-way ANOVA seguido

pelo poés teste Tukey.

Para realizar uma analise com foco nas alteragdes 6sseas e cartilagineas, foi
utilizada a coloragao por Safranina-O Fast green e aplicacdo do escore OARSI. Apos
42 dias da inducdo de OA por colagenase, as analises histologicas do grupo sem
tratamento mostraram sinais graves de caracteristicos da OA, como perda extensa de
proteoglicano, fibrilagdo grave e erosao da cartilagem no osso subcondral em toda a
parte da cartilagem articular. Em contrapartida, os grupos tratados com Ac2-26
apresentaram um menor escore OARSI independente da estratégia terapéutica
utilizada quando comparado com o grupo OA n&o tratado (Figura 12A,B).

As metaloproteinases de matriz (MMPs) desempenham um papel crucial na
manipulagéo da cartilagem, especialmente na OA (42). A MMP3, também conhecida
como estromelisina-1, € uma das principais enzimas envolvidas na manipulacdo da
matriz extracelular, impactando diretamente componentes como colageno e
proteoglicanos. Esse processo acelerado de manipulagdo influencia o
comprometimento da integridade articular e pode afetar indiretamente o osso
subcondral, contribuindo para a progresséo da doenga (143). Diante disso, foi avaliada
a expressao da MMP3 em modelos experimentais de OA, comparando animais
tratados e ndo tratados com o peptideo Ac2-26. O resultado mostra os grupos tratados
com Ac2-26 tiveram expressdo de MMP3 em relagcdo ao grupo OA nao tratado,
independente do momento em que o tratamento foi iniciado (Figura 12C), indicando
um importante efeito do Ac2-26 mitigar a destruicdo tecidual e a progressdo da OA

Com base nos resultados apresentados até aqui, pode-se sugerir duas possibilidades
sobre o efeito terapéutico do Ac2-26 no modelo de OA induzido por colagenase:
prevencgao dos danos causados pela injegao de colagenase VIl ou reparacéo desses
danos, principalmente quando o tratamento se iniciou em tempos mais tardios, como
no 21° dia.
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Figura 12: O tratamento com peptideo derivado de AnxA1, Ac2-26, reduz o
escore histopatolégico OARSI na osteoartrite experimental. Camundongos
selvagens (Balb/c) foram desafiados com injegao intra-articular de colagenase VIl nos
dias 1 e 3. Grupos de animais receberam o tratamento com Ac2-26 (10 uM em 10
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ul/cavidade articular, 1x/semana) a partir do dia 7, 14 ou 21 apds a 12 injecéo de
colagenase. O ultimo dia de tratamento foi no 35° dia, com a coleta da articulagédo no
42° dia. (A) Imagens representativas da coloragcéo de Safranina-O-fast Green para os
escores OARSI. (B) Escore histopatolégico OARSI. (C) Expressdo de MMP3 no tecido
periarticular por qRT-PCR. As barras representam a média + desvio padrdao de 5
camundongos por grupo. * p<0,05 em comparagdo com o grupo controle (sem OA);
# p<0,05 em comparagédo com o grupo OA sem tratamento, conforme avaliado pelo
teste estatistico One-way ANOVA seguido pelo pos teste Tukey.

A inflamagdo da membrana sinovial (sinovite) esta intimamente associada com
a progressao da OA, com aumento da hiperplasia e atividade de seus constituintes,
os sinoviocitos (144). Desta forma, foi analisado se o tratamento com Ac2-26 também
interferiu na atividade de macrofagos e fibroblastos sinoviais presentes nesta regiao.
Considerando que o tratamento com Ac2-26 iniciado apds 21 dias da injecdo de
colagenase foi eficaz na redugdo dos principais parametros histopatoldgicos e da
expressao de MMP3 no tecido sinovial, foi escolhido apenas este tempo de tratamento
para a avaliagao da atividade dos sinoviécitos. Como pode ser observado na Figura
13, houve um aumento do numero de macrofagos totais (CD45*CD11b*F4/80%)
(Figura 13C) e sinoviais (CD45*CD11b*F4/80*CX3CR1*) (Figura 13D) apos 42 dias
da inducéo da injecdo de colagenase em relagdo ao grupo controle. De maneira
interessante, o grupo tratado com Ac2-26 apresentou menor numero dessas células
(Figura 13C, D). Além disso, a indugdo do modelo causou um aumento das células
expressando RANKL, um importante regulador da osteoclastogénese (Figura 13E)
(145,146). Novamente, o tratamento com Ac2-26 resultou em um menor numero de

macrofagos RANKL" em relag&o ao grupo OA néo tratado (Figura 13E).

De maneira similar, a indugdo da OA por colagenase causou um aumento do
numero de fibroblastos sinoviais em relagdo ao grupo controle bem como um maior
numero de células expressando RANKL (Figura 14). Novamente, o tratamento com
Ac2-26 resultou em um menor numero de fibroblastos sinoviais e expressao de

RANKL quando comparado com o grupo OA n&o tratado.
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Figura 13: O tratamento com peptideo mimético de AnxA1, Ac2-26, reduz a
quantidade e ativacao de macréfagos sinoviais. Camundongos do tipo selvagem
(Balb/c) foram desafiados com injecao intra-articular de colagenase VIl nos dias 1 e 3.
O grupo de animais tratado recebeu 10 uM de Ac2-26 a 10 uL/ cavidade articular,
1x/semana a partir do dia 21 apds a 12 inje¢do de colagenase, o grupo nao tratado
recebeu injegdo com o diluente (salina). Os animais foram eutanasiados no 42° dia
para coleta de tecido sinovial para a marcagao para citometria. (A) Analise de
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citometria de fluxo (B) células CD45+ (C) células F4/80+ CD11b+ CD45+, (D) células
CX3CR1+ F4/80+ CD11b+ CD45+, (E) células RankL+ CX3CR1+ F4/80+ CD11b+
CD45+ (F) MFI RankL+ CX3CR1+ F4/80+ CD11b+ CD45+. As barras representam a
média + desvio padrdo de 5 amostras por grupo. * p<0,05 em relagdo ao grupo
controle (salina); # p<0,05 em relag&o ao grupo OA sem tratamento conforme avaliado
pelo teste estatistico One-way ANOVA seguido pelo pos-teste de pos-teste Tukey.
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Figura 14: O tratamento com peptideo derivado de AnxA1, Ac2-26, reduz a
quantidade e ativacao de fibroblastos sinoviais. Camundongos do tipo selvagem
(Balb/c) foram desafiados com injecao intra-articular de colagenase VIl nos dias 1 e 3.
O grupo de animais tratado recebeu 10 uM de Ac2-26 a 10 uL/ cavidade articular,
1x/semana a partir do dia 21 apds a 12 inje¢do de colagenase, o grupo nao tratado
recebeu injegdo com o diluente (salina). Os animais foram eutanasiados no 42° dia
para coleta de tecido sinovial para a marcagao para citometria. (A) células FAP+ e
CD90+ C45- (B) células FAP+ CD90- CD45- (D) células RankL+ FAP+ e CD90+
CD45-. (E) RankL+ FAP+ e CD90- CD45, (F) MFI RankL+ FAP+ CD90+, (G) MFI
RankL+ FAP+ CD90. As barras representam a média + desvio padrao de 5 amostras
por grupo. * p<0,05 em relagdo ao grupo controle (salina); # p<0,05 em relagdo ao
grupo OA sem tratamento conforme avaliado pelo teste estatistico One-way ANOVA
seguido pelo pos-teste de pos-teste Tukey.
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5.4 O tratamento Ac2-26, aumenta a expressao de IL-10 na osteoartrite

experimental em periodos tardios.

Além de avaliar se o tratamento com Ac2-26 foi eficaz em reduzir fatores
associados com o dano tecidual da OA (sinoviocitos, MMP3 e RANKL), também
avaliamos se ele poderia aumentar a expressdao de uma importante molécula que
desempenha um papel central na regulagao das respostas inflamatorias, a interleucina
10 (IL-10). No modelo utilizado, ndo houve uma diferenga da expressao de IL-10 entre
o grupo controle e OA n&o tratado. Por outro lado, o tratamento com Ac2-26 aumentou
a expresséo de IL-10 apenas no grupo onde o tratamento foi iniciado apos 21 dias da
inducao da OA em relagdo ao grupo OA n&o tratado, ndo apresentando diferengas
nos outros tempos de tratamento. (Figura 15).

25= #
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Figura 15 O tratamento com peptideo derivado de AnxA1, Ac2-26, aumenta a
expressao de IL-10 na osteoartrite experimental. Os camundongos da linhagem
Balb/c com 8 semanas de idade foram desafiados com inje¢ao intra-articular de
colagenase VIl nos dias 1 e 3 (i.a). Grupos de animais receberam o tratamento com
Ac2-26 (10 uM em 10 pl/cavidade articular, 1x/semana) a partir do dia 7, 14 ou 21
apos a e os niveis de IL-10, no tecido periarticular foram analisados por qRTPCR
durante a cinética do tratamento. Os resultados foram expressos como fold change
(2- A ACT). Os resultados foram expressos como média + SEM. * p <0,05 quando
comparado com camundongos controle, enquanto # representa p<0,05 para a
comparagao entre animais desafiados conforme avaliado pelo teste estatistico
ANOVA one-way seguido pelo pos teste Tukey.
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5.5 Tratamento oral com Ac2-26 reduziu parcialmente a nocicep¢cao em OA
experimental.

Considerando que o tratamento intra-articular com Ac2-26 apresentou uma
importante reducao dos parametros inflamatérios, nocicepcéo e dano articulares, foi
utilizada uma estratégia de tratamento oral com o Ac2-26. Optamos pela estratégia de
iniciar o tratamento apds 21 dias da indugcdo da OA, levando em consideragao os
resultados obtidos neste mesmo tempo de tratamento pela via intra-articular. A
nocicepgao mecanica foi avaliada de duas formas diferentes: apos 1 hora (Figura
16A) e apos 1 semana apos o tratamento oral (Figura 17A).

Considerando a analise da resposta nociceptiva 1 h apds o tratamento oral com
Ac2-26, houve uma reducao da nocicepg¢ao quando o tratamento foi realizado no dia
21 apos o desafio com colagenase (Figura 16B). Porém, esta redug¢ao da nocicepgéo
em relagdo ao grupo nao tratado n&o foi diferente quando o tratamento ocorreu nos
dias 28 (Figura 16C) ou 35 (Figura 16D)..
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Figura 17 O tratamento oral com peptideo derivado de AnxA1, Ac2-26, reduziu
parcialmente a nocicepgcao mecanica induzida por colagenase apés uma hora
de tratamento. Camundongos selvagens (Balb/c) foram desafiados com inje¢ao intra-
articular de colagenase VIl nos dias 1 e 3. (A) Grupos de animais receberam o
tratamento i.o por gavagem com Ac2-26 150 yg/animal, 1x/semana) a partir do dia 21
apos a 12 injegao de colagenase. O ultimo dia de tratamento foi no 35° dia, sendo a
primeira medida de nocicepgao no dia 21 e ultima medida no 35° dia. (B) Cinética do
limiar de retirada de pata dos animais. (C) Analise do limiar de retirada de pata no 21°
dia. (D) Analise do limiar de retirada de pata no 28° dia. (E) Analise do limiar de retirada
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de pata no 35° dia. As barras representam a média + desvio padrao de 5 camundongos
por grupo. * representa p<0,05 para a comparagdo entre animais desafiados e
controle, enquanto # representa p<0,05 para a comparacgao entre animais desafiados
e tratados, conforme avaliado pelo teste estatistico ANOVA two-way (B) ou one-way

(C-E) seguido pelo pos teste Tukey

Em relacdo a medida de nocicepgao realizada 1 semana apds cada tratamento, mas
antes dos animais serem tratados novamente, ndo houve diferenga entre o grupo

tratado em relagdo ao grupo OA n&o tratado (Figura 17).
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Figura 17: O tratamento oral com peptideo derivado de ANXA1, Ac2-26, reduziu
parciamente a nocicepgao mecanica induzida por colagenase apés uma semana
de tratamento. Camundongos selvagens (Balb/c) foram desafiados com inje¢ao intra-
articular de colagenase VIl nos dias 1 e 3. (A) Grupos de animais receberam o
tratamento i.o por gavagem com Ac2-26 150 uM, 1x/semana) a partir do dia 21, apos
a 12 injecao de colagenase. O ultimo dia de tratamento foi no 35° dia, sendo a primeira
medida de nocicepg¢ao no dia 28 e ultima medida no 42° dia. (B) Cinética do limiar de
retirada de pata dos animais. (C) Analise do limiar de retirada de pata no 28° dia. (D)
Analise do limiar de retirada de pata no 35° dia. (E) Analise do limiar de retirada de
pata no 42° dia. As barras representam a média + desvio padrdo de 5 camundongos
por grupo. * representa p<0,05 para a comparagdo entre animais desafiados e
controle, enquanto # representa p<0,05 para a comparagao entre animais desafiados
e tratados, conforme avaliado pelo teste estatistico ANOVA two-way (B) ou one-way
(C-E) seguido pelo pos testeTukey.
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6. DISCUSSAO

Este trabalho explorou o papel da AnxA1 no tratamento da OA, destacando seu
potencial para reduzir a inflamag&o e promover o reparo da cartilagem. A resolu¢ao
da inflamacgao é um processo ativo que restaura a homeostase tecidual, mediado por
moléculas como AnxA1, Lipoxina A4 e Resolvinas (147). A utilizgdo de pro resolutivos,
no tratamento da OA oferece uma abordagem inovadora que se estende além das
limitagbes das terapias tradicionais. Embora os tratamentos convencionais, como
AINEs e corticosteroides, se concentrem em fornecer alivio sintomatico, eles nao
conseguem abordar as causas subjacentes da OA ou promover o reparo da cartilagem
(148). Alem disso, estes medicamentos estdo associados a varios efeitos adversos
(125,149). Em muitos casos, principalmente para o tratamento de doengas crénicas,
€ necessario o uso prolongado deles e com dosagens altas o que pode resultar em
intolerancia, e, muitas vezes, é necessario o ajuste de doses (150).

Diferentes trabalhos mostram que terapias baseadas no peptideo mimético da
AnxA1, o Ac2-26, tém potencial regenerativo, pois sao capazes de reduzir a
inflamacéao e estimular a regeneracgao do tecido (131,133,151,152). Nossos principais
achados foram: 1) Animais deficientes para AnxA1 ou FPR2/3 apresentaram aumento
e persisténcia da nocicepgao mecanica apods injecao de colagenase; 2) Camundongos
deficientes de AnxA1 apresentam maior inflamacdo articular apds inducdo de
osteoartrite; 3) Camundongos deficientes de AnxA1 tem piora progressiva do dano
articular apos indugéo de osteoartrite; 4) O tratamento com peptideo derivado de
AnxA1, Ac2-26, reduz a nocicepgdo mecanica induzida por colagenase; 5) O
tratamento com o Ac2-26 reduziu o escore histopatolégico OARSI na osteoartrite
experimental; 6) O tratamento com o Ac2-26 reduziu a expressao de ativadores da
reabsorcgédo cartilaginea e 6ssea, como MMP-3 e RANKL e aumentou a citocina IL-10
no tecido articular. Esses resultados apontam um potencial efeito benéfico da AnxA1
para o controle da inflamacao, lesdo e nocicepgao articulares caracteristicos da OA.

Um esforco significativo tem sido feito no sentido de caracterizar modelos
animais que mimetizem a doenga humana. Partindo do conceito que o
desenvolvimento da OA em humanos € lento, os outros modelos descritos na
literatura tém a progresséo da doenga de forma rapida. No modelo OA induzida por
colagenase (CiOA), o dano articular se desenvolve devido a desestabilizacdo da
articulagdo do joelho, com isso, este método induz alteragbes progressivas
osteoartriticas desencadeadas pela luxacao patelar, incluindo formacao de ostedfitos,
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alteragdes estruturais trabeculares oOsseas subcondrais e perda de cartilagem
(142,153). Para isso utilizamos injegdes intra-articulares com colagenase da bactéria
Clostridium histolyticum (tipo |, Il e VII) visando tecidos contendo colageno tipo I, como
tenddes e ligamento. Embora um modelo que permita um rapido desenvolvimento de
uma doencga seja favoravel para estudos experimentais, um equilibrio entre um tempo
experimental adequado e uma taxa de progressao da doenca que permita uma
reprodugdo mais proxima da progressao clinica da OA é desejavel. Alteragbes
significativas correspondentes a descricdo da OA humana foram observadas apos
seis semanas (154).

Uma das caracteristicas mais marcantes nos pacientes com OA € a presenca de
dor em todos os estagios da doenca, o que acarreta diminuicdo da capacidade
funcional e piora da qualidade de vida (155). A resposta nociceptiva também & comum
em todos os modelos experimentais de OA, como detectada pela redugao do limiar
de retirada de pata apds a estimulacdo da movimentacédo da articulagdo acometida
através do uso do von Frey eletronico (156). Embora a inflamacéao esteja fortemente
associada a dor na OA, os mecanismos exatos ainda n&o sao totalmente
compreendidos. Alguns trabalhos ja demonstraram efeitos antinociceptivos da AnxA1
ou do Ac2-26. Por exemplo, animais deficientes para AnxA1 apresentaram nocicepgao
exacerbada em um modelo murino de contor¢gdes abdominais induzidas por acido
acético em relagdo aos animais selvagens, com aumento da expressdo de COX2 na
medula espinal. Ainda neste trabalho, o tratamento intraperitoneal com Ac2-26 reduziu
a nocicepgao, associado com a redugdo de COX2 na medula espinal (157). Em outro
trabalho, no qual foi utilizado um modelo de inflamagdo e nocicepgao através da
injecdo de adjuvante completo de Freund (CFA) na pata de ratos, o tratamento
intratecal com Ac2-26 reduziu a resposta nociceptiva avaliada por estimulos térmicos
e mecanicos (filamentos de von Frey), fato revertido com o tratamento intratecal prévio
de um antagonista do receptor FPR2/3, o N-t-Boc-Phe-Leu-Phe-Leu-Phe (Boc1)
(158). Estes dados corroboram nossos dados, onde foi mostrado que a auséncia da
AnxA1 ou de seu receptor diminuem o limiar nociceptivos dos animais, enquanto o
tratamento intra-articular de Ac2-26 reduziu a nocicepgao mecanica.

Tradicionalmente, as terapias anti-inflamatérias concentraram-se em estratégias
que inibem ou neutralizam mediadores proé-inflamatoérios, bem como ativagado e o
recrutamento de leucécitos. Os anti-inflamatorios n&o esteroidais e os glicocorticoides
sintéticos, os quais inibem a producédo local de quimiocinas e moléculas de adesao,
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resultam em uma diminui¢do do influxo de leucécitos para os tecidos (159)Em trabalho
prévio, nosso grupo avaliou efeitos protetores da AnxA1 em modelo de artrite gotosa
aguda induzida pela injec&o de cristais de acido urico na articulag&o tibiofemoral de
camundongos, quando a administragao do Ac2-26 reduziu significativamente o influxo
de neutrdfilos, niveis de IL-1B e nocicepg¢ao articular (130). Em um estudo mais
recente em modelo de artrite induzida por adjuvante em ratos, onde a inflamacéo foi
mais persistente que o modelo de gota, o tratamento de nanoparticulas carregadas
com peptideo Ac2-26 também foi eficaz de reduzir o escore histopatolégico da
articulagéo e outros parametros de inflamagao, como edema e a citocina IL-17 (136).
E importante ressaltar que no modelo de OA utilizado neste estudo, assim como na
OA humana, a sinovite ndo é tao evidente e intensa quando outros tipos de artrite,
como a Artrite Reumatoide e Gota (130). Um desses parametros que diferem a OA de
outras artrites € a baixa frequéncia de neutréfilos no tecido articular. Além disso,
muitas das ag¢des de moléculas pro-resolutivas para o controle da inflamacéo se
baseiam na redugao migragao, ativagéo e viabilidade de neutréfilos (117,159). Porém,
ha outras funcbes importantes desta classe de moléculas, como a modificacdo do
perfil de ativagcdo de macréfagos, o que poderia controlar a inflamacéo da OA e
promover o reparo tecidual e controle da disfungdo tecidual. Aqui, a AnxA1 e
especialmente o Ac2-26 demostram um grande potencial para tratamento de doencgas
crénicas, mesmo com o tratamento sendo realizado localmente, em concentracoes
baixas e com baixa frequéncia, oferecendo beneficios com menor risco de efeitos
colaterais em comparagao aos anti-inflamatorios tradicionais(147).

O peptideo Ac2-26, tem demonstrado beneficios significativos em diversos
modelos experimentais de doengas inflamatorias agudas. Porém, sdo poucos estudos
que discutem seu papel terapéutico para condicbes em que a inflamagao crénica
desempenha um papel central. Um estudo em modelos de indugdo de diabetes, o
tratamento com Ac2-26 acelerou o reparo de feridas diabéticas, favorecendo a
regeneracao tecidual. O uso deste peptideo promoveu a cicatrizagdo ao reduzir a
inflamacgéo e estimular a polarizagdo de macrofagos para um perfil anti-inflamatorio
(M2) (152). Outra importante evidéncia é a agdo do Ac2-26 no reparo de lesao
muscular, que foi eficaz em aumentar significativamente os niveis de CDZ206,
marcador de macréfagos M2, destacando o potencial regenerativo desse peptideo.
Esses achados reforczam o papel da AnxA1 como uma estratégia terapéutica
promissora para a regeneragao e recuperagao de tecidos lesionados (160).
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Atualmente, a literatura cientifica tem se concentrado no desenvolvimento de
estratégias para regeneragcdo da cartilagem, um tecido notoriamente dificil de
cicatrizar e para o qual ainda nao existem tratamentos efetivos na pratica clinica. No
contexto da osteoartrite, a cartilagem articular sofre danos continuos devido a fatores
intrinsecos, como sobrepeso e envelhecimento, agravando sua degradagao
progressiva (6,17). Tradicionalmente, o manejo clinico inclui injegdes intra-articulares
de acido hialurénico, destinadas a melhorar a lubrificacdo da articulagado e reduzir o
atrito entre as superficies 0sseas. No entanto, além de ser um tratamento oneroso,
essa intervengao tem demonstrado eficacia limitada e, em alguns casos, pode até
agravar a degeneragao articular. Um estudo de Woo et al. (2020) destacou que, em
vez de promover a regeneragao da cartilagem, o acido hialurénico pode contribuir para
o aumento do desgaste, especialmente em quadros mais avangados de osteoartrite
(161). Esses dados reforcam a necessidade de novas abordagens terapéuticas,
voltadas ndo apenas para o alivio sintomatico, mas para estimular a regeneracéo
tecidual e melhorar a qualidade de vida dos pacientes com OA.

Entre as novas abordagens para regeneragédo da cartilagem destacam-se a
terapia com exossomas, o uso de células-tronco mesenquimais alogénicas e
biomateriais hibridos. Essas estratégias representam avangos importantes, pois visam
superar os desafios da cicatrizagdo natural da cartilagem e minimizar os efeitos
adversos dos tratamentos convencionais, como as inje¢des de acido hialurdnico. A
terapia com exossomas, por exemplo, utiliza vesiculas extracelulares para entregar
sinais bioativos e promover a regeneracao tecidual. Paralelamente, biomateriais
hibridos estdo sendo projetados para mimetizar a estrutura da matriz extracelular e
criar ambientes propicios a regeneragao celular. Ja as células-tronco mesenquimais
alogénicas, por sua vez, combinam propriedades imunomoduladoras e regenerativas,
facilitando a formacgado de novo tecido cartilaginoso com menor risco de rejeicao e
inflamagdo (161-163). No nosso estudo, o tratamento com Ac2-26 reduziu
consideravelmente o dano da cartilagem. Embora o tratamento tenha sido iniciado em
fases mais avancadas da doenga, especialmente apds 21 dias da injegao de
colagenase, ainda n&o é possivel afirmar se os efeitos do Ac2-26 estdo associados
em evitar a progressédo da doenga ou promover o reparo da cartilagem lesada.

Diferentes citocinas proé-inflamatodrias s&o detectadas na articulagdo com OA,
as quais tém acgdes prejudicais na progressao da doenga, como a IL-1p e a IL-6, que

atuam, por exemplo, em sinoviocitos, os quais secretam enzimas que causam danos
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da cartilagem e 6sseos (124). Por outro lado, algumas citocinas podem apresentar
efeitos benéficos para a articulagdo com OA, como as citocinas IL-4 e IL-10. A IL-4
atua inibindo a atividade das metaloproteinases da matriz (MMPs), enzimas que
degradam componentes da matriz extracelular (MEC), e previne a apoptose de
condrocitos e sinovidcitos semelhantes a fibroblastos (164). Ja a IL-10 tem um papel
fundamental na manutengéo da cartilagem, estimulando a produgéo de colageno tipo
Il e agrecano, componentes essenciais da MEC, além de reduzir a atividade das
MMPs e prevenir a morte celular dos condrécitos. (34). Estudos sugerem que niveis
aumentados de IL-10 podem modular a resposta imune em articulagdes afetadas por
OA, reduzindo a inflamagédo e a degradacgédo da cartilagem (145,146,165). Nossos
dados sugerem que o tratamento com Ac2-26 foi capaz de aumentar a expressao de
IL-10, reforgando seus efeitos condroprotetores.

A MMP3 desempenha um papel fundamental na OA, contribuindo para a
degradagao da matriz extracelular da cartilagem e facilitando a progresséo da doenca.
Seus niveis aumentam tanto nos estagios iniciais quanto avangados da OA,
degradando a cartilagem e promovendo inflamagao sinovial. Além disso, a MMP3
pode ativar outras enzimas degenerativas e inibir a diferenciagdo de células-tronco
mesenquimais em condrécitos, dificultando a regeneragao tecidual. Isso destaca a
importancia de abordagens terapéuticas visando controlar sua expressao para evitar
a progressao da OA(42). Além da MMP3, enzimas como MMP1, MMP9 e MMP13
também participam desse processo, mas a MMP3 se destaca como a mais potente
no contexto da OA, desempenhando um papel central na destruicido da matriz
cartilaginosa (42,166). Em nossos experimentos, observamos uma redugdo
significativa na expressdo da MMP3 em camundongos tratados com o peptideo Ac2-
26, independente do inicio do tratamento.

Atualmente, muitas pesquisas apontam que o controle da atividade de
sinoviocitos, como fibroblastos e macrofagos, pode ser uma nova abordagem
terapéutica para o controle da OA. Nossos dados mostraram que ha um aumento do
numero e atividade dessas células e que o tratamento com o Ac2-26 foi eficaz em
reverter este fendtipo. Além disso, o aumento do numero de sinoviécitos positivos para
RANKL neste modelo foi revertido com o Ac2-26. O sistema RANK/RANKL/OPG
desempenha um papel essencial na patogénese da OA ao regular o equilibrio entre a
formacgao e a reabsorgéo 0ssea. Esse eixo esta envolvido na ativagdo de osteoclastos
e contribui para alteragdes patoldgicas, como manipulagdo da cartilagem e esclerose
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do osso subcondral. Nos modelos de OA, o aumento dos niveis de RANKL promove
a perda de estrutura 0ssea e a inflamacéo articular, piorando a degeneragéo articular
(145,146). Novamente, a AnxA1 e especialmente o Ac2-26 podem ser consideradas

importantes moléculas que controlam a atividade pré-osteoartritica dos sinovidcitos.

7.CONCLUSAO

Nossos estudos demostraram que a auséncia da AnxA1 ou de seu receptor
FPR2 acarretam piora do quadro de dano, lesdo e nocicep¢ao em animais com OA
induzida por colagenase. Ainda, o tratamento local com Ac2-26 foi bastante eficaz em
controlar esses parametros, mostrando-se um grande potencial para controlar os
danos da OA. Esses achados indicam que a AnxA1 ou o Ac2-26 também exercem
importante atividade em modelo de inflamagao crénica, em um modelo que nao possui
participagdo efetiva de neutrofilos no curso da doenga. Ainda ndo € possivel
estabelecer que a AnxA1 ou o Ac2-26 exer¢gam as potentes atividades pré-resolutivas
neste modelo, como bem estabelecido em outras inflamagdes, principalmente agudas
e dependentes do papel de células polimorfonucleares. Porém nossos resultados
indicaram uma significativa melhora na degeneracdo articular em animais tratados
com Ac2-26, evidenciando o importante papel da AnxA1 na preservacido da

inflamacéao, dano e nocicepcgao caracteristicas da OA.
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Anexo 1: Protocolo do CEUA
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Flavio Almeida Amaral que envolve a produgdo, manutengdo e/ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo
Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem) para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo
com os preceitos da Lei n° 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899 de 15 de julho de 2009, e com as
normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi aprovado pela
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS, em

reuniao de 11/01/2021.
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grupos  experimentais, contendo 32 animais
(camundongos isogénico- macho) cada, para a
realizacdo de ensaios de imunofluorescéncia da
articulagdo e PCR para identificagdo de fatores
inflamatoérios e lesao tecidual.

11/01/2021

Aprovado na reunido on-line do dia 11/01/2021.
Validade: 11/01/2021 a 10/01/2026

Belo Horizonte, 14/10/2024.
Atenciosamente,

Sistema Solicite CEUA UFMG
https://aplicativos.ufmg.br/solicite_ceua/

Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Anténio Carlos, 6627 — Campus Pampulha
Unidade Administrativa Il — 2° Andar, Sala 2005
31270-901 — Belo Horizonte, MG — Brasil
Telefone: (31) 3409-4516
www.ufmg.br/bioetica/ceua - cetea@prpg.ufmg.br
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Anexo 2: Descrigao do processo de por HE

1. Xilol 5 min.

2. Xilol 5 min.

3. Aicool 100% 5 min.

4. Alcool 96% 5 min.

5. Aicool 70% 5 min.

6. Hematoxilina 10 min.

7. Lavar em agua corrente 10 min.
8. Eosina 45 sec.

9. Mergulhar em alcool 70%
10. Alcool 96% 5 min.

11. Alcool 100% 5 min.

12. Xilol 5 min.

13. Xilol 5 min.

14. Montar a lamina com balsamo de fischer
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Anexo 3: Descrigao do processo de coloragao por Safranina o- fast green
Preparo das solugoes

o Acido acético 1%

1 ml — acido acético glacial

99 ml — agua destilada

e Fast green 0,01%

0,1 g —fast green

100 ml — agua destilada.

Dissolver sob agitacdo. Deixar agitando por 1 hora. Filtrar com 2 papeis de filtro.

Armazenar em frasco ambar.
e Safranina 0 0,01%

0,19 — Safranina o

100 ml — agua destilada

Dissolver sob agitacdo. Deixar agitando por 1 hora. Filtrar com 2 papeis de filtro.

Armazenar em frasco ambar.
Processo de coloracgao:

1. Xilol'i— 10 passagens

2. Xilolii— 10 passagens

4.  Alcool absoluto i - 10 passagens
5.  Alcool absoluto ii — 10 passagens

6. Alcool 90% - 10 passagens



7.

8.

9.

10.

11

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19

Alcool 70% - 10 passagens

Agua ultrapura — 10 passagens
Escorrer a lamina

Fast green — 3min
. Acido acético 1% - passagem rapida — 10 a 15 segundos
Safranina o — 5 min
Alcool 70% - 10 passagens
Alcool 90% - 10 passagens
Alcool absoluto i — 10 passagens
Alcool absoluto ii -10 passagens
Xilol — 10 passagens
Xilol — 10 passagens

. Montar a lamina
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