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RESUMO

Este estudo objetivou avaliar o papel das enzimas-conversoras de angiotensina (ECAS) na
osteoartrite (OA) de joelho. Para tal, primeiramente, foi realizada a padronizacdo do
modelo de OA - induzida com monoiodoaceto de sédio (MIA) em ratos, quanto aos
parametros inflamatdrios e histopatoldgicos. Para induzir a OA foi feita uma Unica injecao
intra-articular no joelho esquerdo de 2mg de MIA dissolvido em salina estéril (~50uL). Os
animais controles (CTL) receberam apenas uma injecdo de salina. As medidas de
hiperalgesia e edema de joelho foram realizadas antes e ap6s os tempos de 6, 12, 24, 48 e
72 horas, 7, 14, 21 e 28 dias. Foram utilizados 8 animais em cada tempo de avaliacao,
sendo 4 animais CTL e 4 animais MIA. Nesses tempos os animais foram eutanasiados e foi
realizado o lavado articular, utilizado para a verificacdo da cinética de migracdo celular e
andlise de citocinas. O joelho foi retirado para processamento histopatolégico. O papel das
ECAs foi avaliado ap6s 28 dias de inducdo da OA, utilizando os seguintes tratamentos por
8 semanas (n=7 por grupo): Salina, Captopril [inibidor da ECA (iECA), 30mg/kg/dia],
Losartan [bloqueador do receptor AT;, 30mg/kg/dia], Aceturato de diminazeno (DIZE)
(ativador da ECA2), 1mg/kg/dia] ou [Captopril, 30mg/kg/dia + L-NAME (inibidor da
Oxido nitrico sintase), 15mg/kg/dia]. Os mesmos parametros avaliados na padronizacéo do
modelo foram utilizados nos grupos de tratamento, acrescentando a mensuracdo da pressao
arterial média (PAM) e imunohistoquimica para IL-10 e TNF-a. Os resultados da
padronizacdo mostraram que a hiperalgesia foi significativamente maior nos animais MIA
em todos os tempos de medicdo (6h - 28 dias). A cinética de migracdo celular evidenciou
que o pico de leucdécitos ocorre no tempo de 72h, sendo o macrofago a principal célula
responsavel por esse pico. A diferenca significativa dos macréfagos manteve-se em todos
os tempos avaliados, exceto na medida de 21 dias. J& os neutréfilos tiveram o pico no
tempo de 24h, sendo que nesse tempo também houve um aumento significativo no nivel de
IL-10. Observamos diferenca estatisticamente significativa em relagdo ao CTL nos tempos
de 12h e 24h no que se refere ao edema de joelho. Também no tempo de 12h ocorreu o
pico de IL-6. A perda de proteoglicanos iniciou a partir do 7° dia, mas foi a partir do 14°
dia que ela se tornou significativa ficando ainda maior nas avaliagdes dos dias 21 e 28 pos-
inducdo. A avaliacdo do tecido de granulacdo presente entre 0 0sso subcondral e a

cartilagem mostrou que a alteracdo na celularidade inicia-se com 72 horas, mas apenas no



tempo de 21 dias que se torna significativa. Nao houve correlagcdo entre o infiltrado
inflamatorio no 0sso e na cartilagem e a perda de proteoglicanos. Além disso, na avaliacao
das alteracbes morfologicas da cartilagem observou-se desorientacdo dos condrons,
formacéo de clusters e atrofia de condrécitos a partir do dia 14 e de fissuras verticais e
hipocelularidade a partir do dia 21. No dia 28 todas estas alteragdes encontram-se mais
pronunciadas. Com relacdo a avaliagdo das ECAs na OA, os resultados mostraram que o
Captopril e o Losartan foram capazes de reduzir de forma significativa o ndmero de
leucdcitos totais e macrdéfagos na cavidade articular do joelho dos animais MIA. Além
disso, o efeito do Captopril foi parcialmente bloqueado pelo L-NAME. Também houve
aumento da area marcada para IL-10 na cartilagem dos animais controle tratados com
Captopril. Por ultimo, o iECA promoveu um pequeno efeito condroprotetor na cartilagem.
Ja o perfil inflamatério dos animais MIA tratados com DIZE ndo alterou
significativamente, sendo o resultado similar ao dos animais tratados com salina. O
tratamento com DIZE reduziu a intensidade de marcagéo de I1L-10 e TNF-a na cartilagem,
sindvia e 0sso subcondral dos animais MIA. Entretanto, o uso do ativador da ECA2 néo
impediu a perda de cartilagem nos animais MIA. Na avaliacdo histopatologica apds 12
semanas de inducdo da OA foi visto que as alteracbes osteoartriticas foram muito
pronunciadas, uma vez que havia grande perda de cartilagem e de proteoglicanos, com
deformacdo do osso subcondral e presenca de tecido fibrocartilaginoso na articulagéo.
Houve uma tendéncia de reducdo da PAM nos animais MIA, mesmo quando tratados com
salina. Concluindo, a inibicdo da ECA possui efeito anti-inflamatério na OA de joelho e
um pequeno efeito condroprotetor. Esses resultados foram, possivelmente, limitados pela
dose de MIA usada para induzir a OA e pelo longo tempo p6s-inducdo da OA para o inicio

dos tratamentos.



ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the role of angiotensin-converting enzymes (ACES)
in osteoarthritis (OA) of the knee. Firstly, the standardization of the OA model by sodium
monoiodoaceto (MIA) in rats, in relation to inflammatory and pathological parameters,
was performed. Male Wistar rats (n=4 per group) were submitted to intra articular injection
of 2mg (~50uL) of MIA in the knee joint in order to induce OA. Control animals were
injected with saline alone (~50uL). Paw hyperalgesia and swelling of the knee before and
after the intervals of 6, 12, 24, 48 and 72 hours and 7, 14, 21 and 28 days were evaluated.
After these periods, the animals were euthanized and the knee joint lavage was performed
and used to analyze the Kinetics of cell migration and cytokines. Also, the knee was
collected for histological analysis. The role of the ACEs was evaluated 28 days after
induction of OA using the following orally treatment for 8 weeks (n=7): saline; Captopril
[ACE inhibitor, 30mg/kg/day]; Losartan [AT1 receptors antagonist, 30mg/kg/day];
[Diminazene aceturate (DIZE) (ACE2 activator, 1mg/kg/day) or [Captopril, 30mg/kg/day
+ L-NAME (nitric oxide synthase inhibitor), 15mg/kg/day]. The parameters evaluated in
the treatment groups were similar to those performed in the standardization protocol added
to the measurement of mean arterial pressure (MAP) and immunohistochemistry for IL-10
and TNF-a. The results of the standardization of the experimental model showed that the
hyperalgesia was significantly higher in MIA animals at all times points (6 hours to 28
days). The kinetics of cell migration revealed that the leukocyte peak occurred at the time
of 72 hours and the macrophage was the main cell responsible for this peak. This
difference remained at all times evaluated, except to 21 days. Neutrophils peak happened
at 24h and, in this time point, there was also a significant increase in the level of IL-10. It
was observed that the swelling of the knee occurred at the time of 12h and 24h and the
peak of IL-6 happened at the time of 12h. The loss of proteoglycans started in the 7th day,
becoming more significant in the days 14, 21 and 28 post-induction. The evaluation of the
granulation tissue present between the subchondral bone and cartilage showed that the
change in the cellularity began at 72 hours, but only at the time of 21 days it is statistically
different. No significant correlation was viewed between the inflammatory infiltrate in the
bone and cartilage and the loss of proteoglycans. Furthermore, the evaluation of the

morphological changes in the cartilage revealed disorientation of condrons, clustering and



atrophy of chondrocytes starting at the day 14 and vertical fissures and hypocellularity
starting at the day 21. On the day 28, all these changes were more pronounced. Regarding
to the role of the ACEs in OA, the results showed that Captopril and Losartan were able to
significantly reduce the number of total leukocytes and macrophages in the knee joint
cavity of the MIA animals. Also, the effect of Captopril was partially blocked by L-
NAME. There was a marked increase in the area of IL-10 labeling in the cartilage of
control animals treated with Captopril. In addition, ACE inhibition led to a small
chondroprotective effect in cartilage. However, the inflammatory profile of the DIZE
treated MIA animals did not change significantly. Treatment with DIZE reduced the
intensity staining of IL-10 and TNF-a in the cartilage, subchondral bone and synovium of
MIA rats. Nevertheless, the ACE2 activator did not preserve the cartilage of MIA animals.
After 12 weeks of the induction of OA, the histopathological analysis showed that the
osteoarthritic changes were more pronounced with great loss of cartilage and
proteoglycans, deformation of the subchondral bone and presence of fibrocartilaginous
tissue in the joint. There was a trend of reduction in MAP in MIA animals, even when
treated with saline. In conclusion, inhibition of ACE has anti-inflammatory effects in the
knee of OA rats, as well as a small chondroprotective effect. Likely, these results were
limited by the dose of MIA used to induce OA and by the duration of the post-induction

period before the evaluation of the parameters.
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INTRODUCAO

1 INTRODUCAO

1.1 Sistema Renina Angiotensina (SRA)

Ha mais de um século Robert Tigerstedt e Bergman comecaram a elucidagédo o
Sistema Renina-Angiotensina (SRA) e ainda hoje pesquisas sobre os SRA permanece forte
(Zhuo & Li, 2011). Alem de ser primordial na regulagdo da pressdo arterial e na
homeostase dos eletrolitos, ele também interfere em vias metabdlicas relacionadas a
inflamacdo e ao crescimento e desenvolvimento tecidual (Kalupahana & Moustaid-
Moussa, 2012; Garcia et al, 2010).

A ativacdo do SRA comega com a conversdo do angiotensionogénio em
angiotensina I (Ang 1) pela renina (Figura 1). A enzima conversora da angiotensina (ECA)
converte Ang I, que é um decapeptideo inativo, em angiotensina Il (Ang II), um
octapeptideo ativo, cujas acfes sdo mediadas pelos receptores AT1 e AT2 (Paul et al,
2006; Ferreira et al, 2011). Esses receptores apresentam algumas similaridades, mas 0s
genes codificadores, suas localizacGes e funcBes sdo diferentes (Paul et al, 2006). A
ativacdo do AT1 induz a vasoconstricdo, fibrose, proliferacdo e hipertrofia celular e
retencdo de fluido. J& a ativacdo do AT2 induz a efeitos contra regulatérios ao do AT1
(Ferreira et al, 2011). O peptideo Ang Il também pode ser substrato da enzima conversora
de angiotensina 2 (ECAZ2), produzindo a angiotensina-(1-7) [Ang-(1-7)], a qual se liga ao
receptor Mas promovendo varios efeitos, como, por exemplo, vasodilatacdo, anti-fibrose,
anti-hipertrofia e anti-inflamacéo (Cat & Touyz, 2011; Ferreira et al, 2012).

O SRA possui agdes locais em diversos tecidos corporais de forma especifica,
desempenhando um papel importante na mediacdo da inflamacdo, angiogénese,
proliferacdo e morte celular (Garcia et al, 2010; Cat & Touyz, 2011). Essas acdes sao
mediadas, principalmente, pela Ang Il no receptor AT1 (Figura 1). Essa é reconhecida
como uma molécula pré-inflamatéria (Ferreira et al, 2011) em razdo de sua ativacdo
dependente do receptor de NF-kB, um fator de transcricdo envolvido em varios processos
inflamatorios (Ruiz-Ortega et al, 2000). A acdo local do SRA pode ocorrer de forma
independente do SRA circulante, podendo ser ativado tanto em situagcdes em que o SRA
circulante € normal quanto em situacdes em que € suprimido (Cat & Touyz, 2011). A
ampla distribuicdo dos componentes do SRA e seus aspectos funcionais no corpo tém sido
intensamente investigados (Garcia et al, 2010; Cat & Touyz, 2011). SRA locais tém sido
identificados em sistemas organicos, como o digestorio, respiratorio, nervoso, reprodutor

18



INTRODUCAO

masculino e feminino, linfatico, tegumentar, adiposo, e também em &érgdos como coracao,
rins, 0sso e sindvia do joelho (Cobankara et al, 2005; Paul et al, 2006; Pattacini et al, 2007;
Garcia et al, 2010; Cat & Touyz, 2011; Zhuo & Li, 2011; Kalupahana & Moustaid-
Moussa, 2012).

A recém-descoberta de outros peptideos ativos do SRA, como a Ang-(1-7) que
possui efeitos contra regulatérios aos produzidos pela Ang |1, sugere que o equilibrio do
SRA depende do balanco entre seus componentes (Cat & Touyz, 2011; Ferreira et al,
2012). Além disso, alguns componentes do SRA, bem definidos anteriormente quanto a
suas funcgdes, estdo em redefinicdo. Por exemplo, a renina que além de ser a protease
responsavel pela clivagem do angiotensionogénio ela também pode se ligar, de forma
especifica, em receptores de renina gerando efeitos similares ao da Ang Il (Cat & Touyz,

2011). Diversas drogas utilizadas na clinica tém como alvos componentes do SRA,

— ( ((P)RR) ( «— Renina ——> l

Angiotensina |

ECA
NEP

l

ECA
—>

Bradicinina

\L <«— ECA —>

PE
NEP

Inativos

S
\ Vasodilatagio /\
\

~
[ Metabolitos

\

Vasoconstriccao Vasodilatacdo
- Fibrose Anti-fibrose
- Hipertrofia Anti-hipertrofia
Apoptose Anti-inflamacéo
Estrese
oxidativo
Inflamacéo

Figura 1: Representacdo esquematica do Sistema renina-angiotensina. (P)RR), receptores (pro)rening;
ECA, enzima conversora de angiotensina; NEP, endopeptidase neutra; PEP, prolyl endopeptidase; AT1R,
receptor tipo 1 da Ang Il; AT2R, receptor tipo 2 da Ang Il; Mas, receptor da Ang-(1-7). Fonte: Adaptado

de Cat & Touvz. 2011.
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INTRODUCAO

modulando suas agbes. O Captopril, inibidor da enzima conversora de angiotensina
(iECA), foi o primeiro agente bioquimico utilizado para modular o SRA (Figura 2). Sua
acao leva ao bloqueio da ECA com consequente reducdo na producao de Ang Il (Norris et
al, 2009). Ja foi evidenciado que a reducdo na formacdo da Ang Il pelos IECAs tem
diversos efeitos benéficos, destacando-se a diminuicdo da pressdo arterial e acgdo
antioxidante (Dandona et al, 2007; Bian et al, 2010), além de efeitos anti-inflamatdrios e
anti-fibréticos (Martin et al, 1984; Tikiz et al, 2005; Flammer et al, 2008; Peters et al,
2009; Mannistd et al, 2001; Jarveldinen et al, 2009). Essas acdes sdo benéficas na
recuperacdo cardiaca pos-infarto, fibrose hepética e renal e na remodelagéo e cicatrizagdo
0ssea (Cruz et al, 2000; Ramos et al, 1994; Garcia et al, 2010; Kma et al, 2012).
Entretanto, o uso dos iECAs traz um efeito colateral que é o aumento de bradicinina na
arvore brénquica (Norris et al, 2009).

Outra classe importante de drogas baseadas no SRA é composta pelos bloqueadores
do receptor AT1 (BRASs) (Norris et al, 2009). O resultado deste bloqueio é a menor
ativacdo do eixo vasoconstrictor do SRA (Price et al, 2007). O Losartan foi o primeiro
dessa classe disponivel comercialmente (Norris et al, 2009). Além dos -efeitos
cardiovasculares, o Losartan também possui efeito anti-fibrético, sendo esse ja evidenciado
no figado, pulmao, rins, pancreas, coracdo e musculatura estriada esquelética (Yoshiji et al,
2001; Liu et al, 2008; Podowski et al, 2012; Guerrot et al, 2012; Arnold et al, 2012;
Teekakirikul et al, 2010; Burks et al, 2011).

Nos ultimos anos tem sido demonstrado que a estimulagdo do eixo vasodilator do
SRA pode ser uma estratégia viavel para a modulacéo deste sistema. A ativacdo da ECA2
leva ao aumento da producdo de Ang-(1-7) e concomitante degradacdo da Ang II,
resultando em varios efeitos regulatérios. Por exemplo, a utilizacdo de ativadores da ECA2
em modelos animais leva a uma diminuicdo da pressdo intraocular (Foureaux et al, 2013) e
reducdo do dano cerebral pés isquemia (Mecca et al, 2011). O uso de analogos da Ang-(1-
7) causam varios efeitos benéficos em diferentes modelos patologicos, como a modulagéo
de parametros inflamatorios em modelo de artrite induzida por antigeno (Silveira et al,
2010), reducéo do estresse oxidativo e atenuagdo da apoptose neuronal em cérebros de
ratos hipertensos (Jiang et al, 2013) e restauracdo do microambiente gastrico e modulacao
de vias de estresse em ratos com les&o gastrica induzida pelo frio (Zhu et al, 2013). Além
disso, parte dos efeitos benéficos dos IECAs e dos BRAs podem ser mediados pelo
aumento dos niveis plasmaticos de Ang-(1-7) (Ishiyama et al, 2004; Coutinho et al, 2013).
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Figura 2: Representacdo esquematica, mostrando as estratégias terapéuticas para modular a atividade do
SRA. (P)RR), receptores (pro)renina; iECA, inibidores da enzima conversora de angiotensina; NEP,
endopeptidase neutra; PEP, prolyl endopeptidase; BRAS, bloqueadores do receptor AT1; AT1R, receptor
tipo 1 da Ang Il; AT2R, receptor tipo 2 da Ang Il; Mas, receptor da Ang-(1-7). Fonte: Adaptado de Cat &

Touyz, 2011.
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1.2 Osteoartrite

A osteoartrite (OA), antes denominada como osteoartrose, é a forma mais comum
de artrite (Felson, 2000; Lawrence et al, 2008). Ela é caracterizada por degeneragédo
crénica do tecido cartilaginoso hialino, inflamacao local, remodelacdo do osso subcondral,
formagdo de ostedfito e de cisto subcondral, além de enfraquecimento dos musculos
periarticulares (Pereira et al, 2011; Litwic et al, 2013; Berenbaum, 2013) (Figura 3). A
maioria das articulacbes que podem desenvolver OA sdo sinoviais. De forma geral, as
articulacbes mais comumente afetadas sdo quadril, joelho e méo (Felson, 2000; Lawrence,
2008). Pode acometer mais de uma articulagdo, mas sua manifestacdo ndo é sistémica. A
dor, a rigidez articular e a limitagdo ao movimento s&o os sintomas mais significativos da
doenca e estdo associados ao processo de lesdo articular permanente e ao surgimento de
incapacidade, sobretudo em idosos (Puett & Griffin, 1994; Jordan et al, 2003; Litwic et al,
2013). Com o envelhecimento da populacdo mundial, é de extrema importancia a
compreensdo sobre a patogénese e os fatores ligados a progressdo da OA, pois descobertas
nessa linha ajudam na definicdo de diretrizes de enfrentamento da doenca, que podem
resultar em uma melhora na qualidade de vida para os pacientes (Symmons et al, 2000;
Pelletier et al, 2001; WHO, 2004; Zhang & Jordan, 2010).

Enfraguecimento e contratura de musculos

Inflamag&o do tecido sinovial

Perda e dano na cartilagem —

Remodelacdo do osso subcondral e
formacéo de osteofitos

Cistos no osso subcondral

Figura 3: Desenho esquematico das alteracBes osteoartriticas em uma articulacéo.
Adaptado de Bijlsma et al, 2011

A OA é considerada a principal causa de dor e incapacidade em idosos, sendo uma
das principais causas de reducdo da expectativa de vida devido a incapacidade (March &
Bagga 2004; Michaud et al, 2006; Losina et al, 2011). Além disso, a OA gera gastos

onerosos para o sistema de saude, atribuidos principalmente ao uso de medicamentos para
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o controle do quadro &lgico e a realizacdo da artroplastia do quadril e do joelho (Bitton,
2009; Losina et al, 2009). No Brasil, ndo ha estudos epidemioldgicos de grande amplitude
que mostre o impacto da OA na sociedade, mas o Ministério da Saude aponta que as
doencas reumaticas ja afetam aproximadamente 12 milhdes de brasileiros e constituiu a
segunda causa de gastos em beneficios de auxilio-salde concedidos & populacdo em 2008
(Brasil, 2011). Além disso, o Brasil esta entre os 10 paises com a maior populacdo idosa do
mundo e projeta-se um salto dos 1,6 milhdes de pessoas com 80 anos de idade ou mais no
ano 2000 para 13,8 milhdes de pessoas em 2050 (Brasil, 2008).

A Organizacdo Mundial de Salude estima que no mundo haja 9,6% dos homens e
18% das mulheres acima de 60 anos com OA (WHO, 2013). A alta prevaléncia da OA é
atribuida, principalmente, ao envelhecimento e ao aumento da prevaléncia da obesidade da
populacdo (Neogi & Zhang, 2013). Entretanto, a prevaléncia da OA pode ser bem variavel,
dependendo da definicdo utilizada, idade, sexo e area geogréafica estudada (Litwic et al,
2013). De forma geral, as articulagbes mais comumente afetadas sdo quadril, joelho e mao
(Lawrence et al, 2008), apesar da analise epidemioldgica por sexo revelar que os homens
tem OA com maior frequéncia na coluna e quadril e as mulheres no joelho e maos (Felson,
2000; Neogi & Zhang, 2013).

A OA é uma doenca multifatorial (Neogi & Zhang, 2013), uma interacdo complexa
de fatores genéticos, metabdlicos, bioquimicos e biomecanicos seguida pela ativacdo da
resposta inflamatdria que leva a degeneracdo cronica do tecido cartilaginoso (Haseeb &
Haqqi, 2013). Em outras palavras, a OA é uma manifestacdo fenotipica de uma série de
diferentes vias que levam ao desenvolvimento da doenca (Figura 4). Fatores pessoais e
fatores articulares especificos podem aumentar a susceptibilidade ao desenvolvimento da
doenca, mas a interacao entre eles ainda ndo é bem compreendida (Neogi & Zhang, 2013).
Dentre esses fatores, o peso corporal elevado e a idade sdo os mais fortemente associados
ao desenvolvimento e a progressé@o da OA de joelho (Cecil, 2005; Grotle et al, 2008).
Entretanto, ndo é incomum o diagndstico de OA em pacientes com menos de 45 anos
(Murphy et al, 2008). Danos no tecido cartilaginoso por um unico evento de trauma ou
microtraumas repetidos devido a sobrecarga mecénica na articulacdo sdo tidos como
causas mais provaveis para os pacientes sem uma forte predisposicdo genética (Haseeb &
Haqqi, 2013).
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Idade Sexo Obesidade Genética Raga/etnia Dieta Metabolismo désseo

N

Susceptibilidade individual

+ Susceptibilidade OA

Susceptibilidade articular

AN

Injuria Atividade Ocupacgao Osso/articulagdo Forga Alinhamento

Figura 4: Fatores de risco para susceptibilidade de desenvolvimento da OA. DCP, desigualdade no
comprimento da perna. Fonte: Adaptado de Neogi & Zhang, 2013.

A sequéncia das alteracBes patoldgicas na OA pode variar de acordo com a
etiologia da doenca. Por exemplo, em lesbes traumaticas, como lesdo do ligamento cruzado
anterior, tem-se a inflamacdo articular aguda seguida por sinovite e destruicdo da
cartilagem e alteracdes dsseas. Ja em um individuo obeso, a alteracdo priméria pode ser a
formacdo Gssea aumentada, seguida pela destruicdo articular e sinovite (Loeser, 2009). A
resposta inicial do tecido cartilaginoso aos estresses fisico e quimico é a proliferacdo dos
condrdcitos e maior atividade metabolica desses (Dijkgraaf et al, 1995; Krasnokutsky et al,
2007; Loeser, 2009). Os condrocitos aumentam a sintese dos componentes da matriz
extracelular (MEC), dos proteoglicanos e dos colagenos. Entretanto, a sintese e a atividade
de proteases, como as metaloproteinases de matriz (MMPSs) e as colagenases, sobressaem
sobre a tentativa de reparacdo celular, ocorrendo, assim, deplecdo dos proteoglicanos e
clivagem das fibras colagenas (Dijkgraaf et al, 1995). A perda da capacidade de manter a
homeostase pelos condrdcitos € o que da inicio ao estado patoldgico da cartilagem (Loeser,
2005; Strobel et al, 2010). A intensa acédo das proteases é estimulada, principalmente, pelas
citocinas pro-inflamatdrias (Abramson & Krasnokutsky, 2006). Assim, a manutencdo do
quadro inflamatorio contribui para a degradagdo progressiva do tecido cartilaginoso (Dean
& Sansom, 2000; Strobel et al, 2010).

Das citocinas envolvidas na patogénese da OA, a interleucina (IL)-1p e o fator de

necrose tumoral alfa (TNF-a) séo tidos como os principais responsaveis pelas alteraces na
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homeostase da cartilagem, no sentido de estimular o catabolismo e a degeneracdo desse
tecido (Haseeb & Haqqi, 2013). O aumento dessas citocinas estimula a producéo de outros
mediadores, tais como as interleucinas IL-6 e IL-8 e dxido nitrico (ON), bem como o
aumento da expressdao das MMPs 1, 3 e 13 e inibicdo da expressao do colageno tipo Il
(Haseeb & Haqgi, 2013; Pelletier et al, 2001). A dosagem desses mediadores inflamatérios
e de marcadores da degradacdo da cartilagem, como a proteina oligomérica da matriz
cartilaginosa (COMP), telopeptideos C-terminal do colageno tipo Il (CTX-Il) e acido
hialurdnico tem propiciado o acompanhamento mais preciso de terapéuticas e da
progressdo da OA em estudos clinicos e experimentais, tendo em vista as limitagdes
temporais do exame radiografico para acompanhar a evolucdo das alteragdes da OA
(Gordon et al, 2008, Abramson & Krasnokutsky, 2006; Kraus et al, 2010; Attur et al 2013).

A inflamacgdo € uma resposta protetora do corpo, associada ao processo de cura e
reparacdo tecidual (Medzhitov, 2008). Entretanto, a superproducdo de citocinas em
resposta ao estimulo flogogénico pode trazer danos ao organismo (Takeuchi & Akira,
2010). No caso das doencas crénicas, a inflamacéo é causada por uma grande variedade de
condicdes adversas que alteram a homeostase entre mediadores pro e anti-inflamatérios
(Medzhitov, 2008). O consenso para a utilizacdo do sufixo ite em osteoartrite no lugar do
sufixo ose (osteoartrose) ocorreu apds a compreensao de que o componente inflamatério da
doenca € determinante para a degradacdo da matriz cartilaginosa (Berenbaum, 2013;
Loeser, 2009). No entanto, a cartilagem danificada ndo produz uma resposta inflamatéria
convencional, pois o tecido € desprovido de vascularizacdo e inervacdo. A complexa
resposta inflamatéria da OA comecou a ser entendida com a identificacdo de varios
mediadores inflamatdrios, como as interleucinas IL-18, IL-6, IL-7 e IL-8, 0 TNF-qa, 0
oxido nitrico (ON) e prostaglandinas nas articulacdes afetadas (Berenbaum, 2013; Katz et
al, 2010; Pelletier et al, 2001). Estes mediadores estdo envolvidos com o processo de dor e
degeneracgédo da cartilagem e podem ter origens diferentes, podendo ser produzidos pelos
proprios condrocitos, pelos sinovidcitos, bem como pelos ostedcitos do osso subcondral
(Berenbaum, 2013). Além desses tipos celulares, ha de se ressaltar o papel dos leucécitos
na OA, especialmente os macréfagos. Eles sdo considerados a principal célula responsavel
pela producdo de citocinas na OA (Haseeb & Haqqi, 2012). As diferentes fontes e o tipo de
mediador podem interferir no fenotipo da doenca (Berenbaum, 2013).

A sinovite é caracterizada por hiperplasia do revestimento sinovial, infiltrado de
macrofagos e linfocitos, neoangiogénese e fibrose (Scanzello, 2012). Destaca-se a ativagao
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dos macrofagos no processo de inflamagdo da sindvia, pois eles medeiam o processo de
angiogénese e de dor na OA (Berenbaum, 2013). A sinovite esta presente em um tergo dos
pacientes que avancam para cirurgia de substituicdo do joelho. Contudo, mesmo em
estagios iniciais da OA a sinovite pode estar presente e ela relaciona-se com a gravidade
das lesBes na progressdo da doenca (Loeser, 2009). H& diferentes hipdteses para explicar a
sinovite na OA, sendo que a mais aceita € que catabolitos provenientes da degradacdo da
matriz cartilaginosa, além de sua convencional renovacdo, estimulam os sinovidcitos a
produzir mediadores inflamatorios, desencadeando um ciclo de retroalimentacdo de
inflamacéo-degeneracdo (Berenbaum, 2013).

Sendo a cartilagem desprovida de inervacdo, muitas vezes é necessario que o dano
articular esteja em um estdgio avancado, com comprometimento de estruturas
periarticulares, para que o sintoma algico venha a ser percebido pelo individuo (Loeser,
2009). No entanto, alguns individuos experimentam dor significativa com subsequente
comprometimento da qualidade de vida mesmo antes da OA ter progredido o suficiente
para produzir alteracdes radiograficas (Chan & Wu, 2012). Isso acontece porque a
experiéncia da dor ndo é simplesmente uma resposta as mudancas estruturais, outros
fatores, como o0s aspectos psicoldgicos, também desempenham um importante papel na sua
percepcéo (Litwic et al, 2013).

Um problema importante que surge da relacdo entre OA e o envelhecimento é a
presenca de comorbidades, que é a existéncia de dois ou mais problemas de salde em uma
pessoa (Chan & Wu, 2012). Doencas cardiovasculares, incluindo hipertensdo arterial
sisttmica (HAS), doenga arterial coronariana, diabetes mellitus e doenca renal crénica séo
comumente encontradas em pacientes idosos com OA, sendo a HAS a mais prevalente
(Singh et al, 2002; White, 2009). N&o é bem claro o porqué desta associacdo, mas a OA e a
HAS partilham fatores de risco importantes, como a obesidade, o envelhecimento e o
sedentarismo (Zhuo et al, 2012). Ja foi evidenciado que a co-administracdo de drogas anti-
inflamatdrias ndo esteroidais ou inibidores de ciclooxigenases com agentes anti-
hipertensivos pode alterar os valores de pressdo sanguinea (White, 2004). Além disso, a
disfungéo do sistema do ON nos vasos tem sido apontada como uma via comum para a OA
e a HAS (Findlay, 2007; Katz et al, 2010). Entretanto, até o0 momento, esta relacéo foi
estabelecida apenas para a articulacdo do quadril, ndo sendo possivel generalizar essa
observacdo. A relacdo entre OA e HAS necessita de muito mais estudo para o seu pleno

entendimento.
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1.2.1 Modelos Experimentais de Osteoartrite de Joelho

Modelos animais de osteoartrite sdo utilizados, principalmente, para a compreensdo
da patogénese da doenca e para avaliacio do potencial terapéutico de farmacos
antiartriticos (Bendele, 2001). Muitos animais podem ser usados para o estudo da
osteoartrite, entre eles pode-se citar cavalo, cachorro, camundongo, rato, porco, galinha,
coelho. Alguns animais como o porco da Guiné e algumas linhagens de camundongos
desenvolvem OA espontaneamente (Kraus et al, 2010). Ha também os modelos
transgénicos. Tanto na OA que ocorre naturalmente como no caso de animais
geneticamente modificados a doencga ocorre de forma lenta e progressiva e, portanto, o
periodo para testes de drogas ou estudo da patogénese € longo (Bendele, 2001). A inducéo
mecanica, pela lesdo cirtrgica do menisco e ou ligamento cruzado anterior se da em menor
tempo, porém tempo necessario ainda é longo, cerca 12 semanas (Gerwin et al, 2010). Em
funcéo do fator tempo a inducdo quimica, principalmente, atraves do monoiodoacetato de
sodio (MIA) tem sido comumente realizada (Guingamp et al, 1997; Thakur et al, 2011). O
modelo é geralmente avaliado entre 14 e 28 dias apds inducdo, mas avaliagdes podem se
estender para além de dois meses, dependendo dos objetivos do estudo (Dunhan et al,
1993; Guingamp et al, 1997; Fernihough et al, 2004, Thakur et al 2011).

A lesdo por MIA ocorre pela inibicdo da atividade de enzimas glicoliticas e
oxidativas nos condrdécitos, as desidrogenases apos 4 de semanas indugdo da OA tem uma
inibicdo quase completa, com destaque para gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
(Dunhan, 1993; Guzman et al., 2003). Fragmentos da degradacdo de proteoglicanos e
colagenos em OA induzida com MIA mostrou similaridade nos mecanismos de
degeneracédo da cartilagem aos observados a cartilagem articular com OA (Janusz et al,
2004). Diferentes quantidades de MIA e de solvente (salina estéril) podem ser usados para
inducdo da OA 0,8mg/50uL, 1mg/50uL, 2mg/50uL, 2mg/25uLl, 3mg/50uL, 4,8mg/60uL
(Dunhan et al, 1993; Guzman et al, 2003; Bar-Yehuda et al, 2009; Fernihough et al, 2004;
Lee et al, 2011; Liu et al, 2011). O modelo animal escolhido para as inducGes desses
estudos foi o rato, sendo das linhagens Wistar ou Sprague-Dawley. Mas outras espécies
animais séo utilizadas para inducdo da OA com MIA, como camundongo, porco da Guine,

galinha e cavalo (Guingamp et al, 1997).
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1.3 Caracterizagao da cartilagem hialina articular

A cartilagem hialina articular ¢ um tipo de tecido conjuntivo especializado,
constituido por condrocitos e MEC (Dijigraaf et al, 1995; Horton et al, 2006; Helenius et
al, 2008). A MEC é composta por &gua, colageno, proteoglicanos, glicoproteinas
estruturais e pequenas quantidades de lipideos (Dijigraaf et al, 1995). A cartilagem hialina
aparece como um dos componentes determinantes do sistema articular movel ao
proporcionar uma superficie de baixa friccdo durante o0 movimento, distribuindo as cargas
mecanicas aplicadas a articulacdo em ortostatismo e na locomocéo e, assim, minimizando
0s estresses no 0sso subcondral (Cecil, 2005; Espanha, 2010). A cartilagem é aneural, de
modo que a percepcdo algica e proprioceptiva é dependente do tecido sinovial, capsula,
mausculos e tecido 6sseo subcondral. Também é avascular e alinfatica, sendo que a nutricdo
e eliminacdo de residuos se da através de difusdo na matriz cartilaginosa com o fluido
sinovial (Dijigraaf et al, 1995).

A cartilagem hialina normal € estruturalmente dividida em zonas, sendo que cada
zona tem forma e orientacdo caracteristicas (Figura 5). Na zona superficial, as células sdo
pequenas, possuem forma alongada e paralela a superficie e matriz pericelular reduzida.
Essa zona é especializada no deslizamento, consequentemente o contetdo de colageno é
elevado, onde as fibras de colageno encontram-se densamente compactadas na superficie.
Entretanto, o nivel de proteoglicanos € reduzido. A zona intermediaria é distinguivel por
apresentar células arredondadas, que ndo apresentam uma orientacdo organizada em
relagdo a superficie. O conteudo de proteoglicanos é alto e estes se encontram distribuidos
de forma homogénea e suas fibras de colageno dispdem-se obliqguamente em relacdo a
superficie. Na zona profunda, os condrécitos organizam-se em condrons, grupos de trés ou
mais células perpendiculares a superficie. As fibras de colageno formam uma rede de
malha, com direcdo perpendicular a superficie articular. Nesta zona, os proteoglicanos tém
uma distribuicdo mais variavel. Apos a zona profunda ha uma clara separagdo entre a
cartilagem ndo calcificada e calcificada, sendo que esta separacdo é denominada de “Tide
mark” ou “linha de maré”. Na cartilagem calcificada, a matriz encontra-se mineralizada e
os proteoglicanos em quantidade reduzida. Esta é a camada de transicdo entre o tecido
0sseo subcondral e tecido cartilaginoso (Lotz et al, 2010; Espanha,2010).

Os condrdcitos correspondem a 2-5% do volume da cartilagem e possuem tanto
atividade anabdlica quanto catabdlica (Lundon & Waker, 2007). Os condrdcitos mantém a
MEC estavel porque além de produzir as fibras colagenas e os proteoglicanos também
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produzem fatores de crescimento, como TGF-B1 e IGF-I, e MMPs, responsaveis pelo
equilibrio entre a sintese e degradacdo da MEC no estado fisioldgico (Dean et al, 1989;
Loeser, 2006; Lundon & Waker, 2007). As citocinas e os fatores de crescimento
produzidos pelos condrocitos possuem acgdo paracrina e autdcrina (Lundon & Waker,
2007). O desequilibrio entre as vias anabdlicas e catabdlicas leva a alteragdes das
propriedades da cartilagem articular, comprometendo e prejudicando suas funcoes
(Garnero et al, 2002; Horton et al, 2006; Strobel et al, 2010).

A B

Zona Superficial

Zona intermedidria

Zona profunda

“Tide mark”

Cartilagem calcificada

Osso subcondral

Osso trabecular

Figura 5: Desenho esquematico das zonas da cartilagem (A) e corte histolégico representativo (B).
Coloracéo de azul de toluidina e aumento de 20x. Fonte: Adaptado de Pritzker et al, 2005.

Proteoglicanos sdo polimeros lineares de dissacarideos que, por definicdo, possuem
pelo menos um glicosaminoglicano (GAG) como componente de suas cadeias laterais
(Helenius et al, 2008). Os GAGs controlam as funcdes bioldgicas dos proteoglicanos
através de ligacOes de estabilizacdo com os componentes da superficie celular, fatores de
crescimento e outros constituintes da MEC. Os proteoglicanos estdo constantemente sendo
renovados e possuem uma meia-vida de semanas (Cecil, 2005; Lundon & Waker, 2007).
Os GAGs possuem alta densidade de cargas negativas, 0 que atrai cations, especialmente
de Na*. Como consequéncia, a 4gua é osmoticamente atraida para dentro da matriz. Este
gel altamente hidratado tem importantes funcgdes, pois permite que a matriz resista a forgas
de compressdo e favorece a rapida difusdo de nutrientes, metabolitos e hormonios entre o
sangue e as células do tecido. A matriz de cartilagem que reveste a articulacdo do joelho,
por exemplo, pode suportar pressdes por este motivo (Helenius et al, 2008).

As fibras colagenas correspondem a 95% do volume da cartilagem (Lundon &

Waker, 2007). O principal colageno presente na cartilagem é o tipo Il, mas pequenas
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guantidades dos colagenos tipos IlI, V, VI, IX, X, Xl e XIV também sdo encontradas
(Espanha, 2010; Garnero et al, 2000). O colageno tem importante funcdo estrutural de
organizar os demais componentes da MEC e os condrdcitos. Além disso, também oferece
resisténcia mecanica as forcas de tensao na cartilagem (Wilson et al, 2005). O colageno da
cartilagem articular é considerado muito mais estavel do que os proteoglicanos e sua
renovacao é bem mais lenta (Lippiello et al, 1977).
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2 JUSTIFICATIVA

A OA esté associada com varias doencas cardiovasculares, incluindo HAS, doenca
arterial coronariana, diabetes e doenca renal cronica (White, 2009). Dentre essas, a
comorbidades mais comum em pacientes idosos com OA é a HAS (Singh et al, 2002;
White, 2009). Pacientes com OA tem uma prevaléncia aumentada de HAS, em torno de
40%, enquanto na populacdo geral este indice estd em torno de 25% (Singh et al, 2002).
Em idosos com mais de 85 anos, a HAS e a OA séo as doencas mais prevalentes (Collerton
et al, 2009).

Do ponto de vista da patogénese, pode haver mecanismos patogénicos comuns que
afetam tanto o sistema vascular quanto as articulacGes, contribuindo para a coexisténcia da
OA e HAS (Katz et al, 2010). A disfuncao do sistema do ON nos vasos tem sido apontada
como uma via comum para a OA e a HAS. Danos celulares e disfuncdo endotelial,
atribuidos a HAS, parecem conduzir a alteragGes vasculares periféricas, incluindo o tecido
0sseo (Findlay, 2007; Katz et al, 2010). Entretanto, até o momento, esta relacdo foi
estabelecida apenas para a articulacdo do quadril, ndo sendo possivel generalizar essa
observacao.

A coadministracdo de drogas anti-inflamatorias ndo esteroidais ou inibidores de
ciclooxigenase com agentes anti-hipertensivos é comum (White, 2004). InvestigacGes
clinicas demostraram que tais administragdes conjugadas destes medicamentos resultam
em resisténcia na diminuicdo da reducdo da pressdo arterial sistolica em pacientes idosos
com OA (Whelton et al, 2001; White, 2009). Estudos posteriores veem sendo realizados
para determinar as melhores classes de anti-inflamatério a ser usados por pacientes com
OA.

Apesar do exposto acima, ainda ha muito para se entender a respeito da relagédo
entre OA e HAS. O joelho é uma das articulagcBes mais frequentemente acometida pela OA
(Parmet et al, 2003). Ha a presenca de renina e ECA no fluido sinovial (Cobankara et al,
2005) e o tecido sinovial, mais especificamente os sinoviocitos, expressam 0s receptores
AT1, indicando, assim, a presen¢a de um SRA local no joelho (Pattacini et al, 2007). O
macrofago, principal célula imune associada a patogénese da OA (Haseeb & Haqgi, 2013),
também expressa componentes do SRA (Okamura et al, 1999). Apesar da expressdo da
ECA e do AT1 néo estarem aumentados na OA, o fato de haver um SRA local no joelho
precisa ser considerado e investigado na patogénese da doenca. Os iIECAs sdo uma classe
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de drogas amplamente utilizada na medicina cardiovascular (Garcia et al, 2010). Logo,
investigar se os IECAsS, classe comumente utilizada por pacientes com HAS, pode modular
parametros inflamatdrios e histopatoldgicos na OA é importante. Embora haja poucas
evidéncias da presenca e funcdo dos componentes do eixo vasadilatador do SRA, ou seja,
ECA2/Ang-(1-7)/Mas, no sistema articular do joelho (Silveira et al, 2010), a averiguacgao
dos efeitos do uso de um ativador da ECA2 pode permitir um entendimento mais amplo do

eixo vasodilatador do SRA sobre no sistema articular do joelho.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o papel das ECAs nos efeitos inflamatérios e nas mudancas

histopatol6gicas observadas na OA.

3.2 Objetivos especificos

1.

Padronizar o modelo experimental de OA em ratos por MIA quanto aos parametros
inflamatorios e as alteracdes histopatolégicos nos tempos de 6 horas, 12 horas, 24
horas, 48 horas, 72 horas, 7 dias, 14 dias, 21 dias e 28 dias.

Avaliar a contribuicdo do SRA na OA em ratos, através do uso de Captopril, DIZE
e Losartan, na modulacdo da inflamacao.

Avaliar se a inibicdo da produgédo de ON interfere nos efeitos do Captopril na OA,
utilizando-se L-NAME.

Analisar a expressdo de IL-10 e TNF-a ap0s tratamento crénico com inibidor da
ECA ou com estimulador da ECA2 em ratos com OA.

Avaliar os efeitos da inibicdo da ECA pelo Captopril e estimulacdo da ECA2 pelo

DIZE na cartilagem hialina de ratos induzidos com MIA.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos, com peso corporal entre 180 e 280g, com
idade média de 12 semanas. Os animais foram fornecidos pelo CEBIO (Centro de
Bioterismo do ICB/UFMG) e foram mantidos em biotério apropriado, onde receberam
racdo comercial para roedores (Nuvilab) e agua ad libitum durante o periodo do
experimento. O numero de animais por grupo foi determinado pelo calculo amostral:
X=T.S/VR. J& o desvio padrdo foi calculado a partir de dados preliminares (Sampaio,
1998). Para a padronizagdo do modelo de OA foram utilizados 72 animais e para 0S grupos
de tratamento foram utilizados 70 animais (Figura 6). O estudo foi submetido ao Comité de

Etica em Experimentacdo Animal (CETEA) e a sua aprovagao encontra-se em anexo.

n=142 Ratos Wistar machos

(n=72) (n=70)
— Padronizac¢éo do modelo de OA por MIA — Auvaliacdo da contribuicdo do SRA na OA
— | 6 Horas - CTL (n=4) e MIA (n=4) — | Salina - CTL (n=7) e MIA (n=7)
— | 12 Horas - CTL (n=4) e MIA (n=4) —— | Captopril - CTL (n=7) e MIA

Captopril + L-NAME - CTL (n=7)
e MIA (n=7)

—— | 24 Horas - CTL (n=4) e MIA (n=4)

— | 48 Horas - CTL (n=4) e MIA (n=4)

— | DIZE - CTL (n=7) e MIA (n=7)

——> | 72 Horas - CTL (n=4) e MIA (n=4)

— | Losartan - CTL (n=7) e MIA (n=7)

—— | 7 Dias- CTL (n=4) e MIA (n=4)

——> | 14 Dias- CTL (n=4) e MIA (n=4)

—— | 21 Dias- CTL (n=4) e MIA (n=4)

— | 28 Dias - CTL (n=4) e MIA (n=4)

Figura 6: Fluxograma ilustrando desenho do estudo
CTL.: controle: MIA: monoiodoacetato de sédio: LN: L-NAME: DIZE: aceturato de diminazeno.
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4.2 Inducéo da OA no joelho

Os ratos foram anestesiados com 100mg/kg de ketamina e 15mg/kg de xilazina. O
joelho esquerdo foi depilado e limpo com alcool etilico a 70% (Clarke et al, 1997). Para
induzir OA foi feita uma Unica injecdo intra-articular no joelho esquerdo de 2 mg de
monoiodoacetato de sddio (MIA) dissolvido em 50 pL de solucdo salina estéril (Bar-
Yehuda et al, 2009). A solucdo de MIA foi injetada através do ligamento patelar usando
uma agulha para insulina 29G X 1/2 (BD Ultra-Fine™) com o joelho em 90° de flexo
(Figura 7). Ja nos animais controles (CTL) foi injetado apenas a salina estéril no mesmo

volume dos induzidos, ou seja, 50 pL.
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Figura 7: Representa¢do da técnica de inducéo de OA em joelhos de ratos.

4.3 Grupos experimentais

Para a padronizagdo do modelo de OA, quanto aos parametros inflamatorios e
histopatol6gicos, foram utilizados 8 animais em cada tempo de avaliacéo, sendo 4 animais
CTL e 4 animais induzidos com MIA. Antes da inducdo da OA, foram realizadas as
medidas de hiperalgesia e edema correspondendo a medida basal. No tempo zero foi
realizada a inducdo da OA e ao completar os tempos de 6 horas, 12 horas, 24 horas, 48
horas, 72 horas, 7 dias, 14 dias, 21 dias e 28 dias foram novamente realizadas as medidas
de hiperalgesia e edema nos animais (Figura 8A). Em seguida, eles foram eutanasiados
para realizacdo do lavado articular, utilizado posteriormente para a verificacdo da cinética
de migracédo celular e analise de citocinas. O joelho foi armazenado em solugéo fixadora
para ser processado para posterior analise histopatologica.

Para avaliar a influéncia das ECAs nos efeitos inflamatorios e mudancas
histopatolégicas nos animais com OA, primeiramente foi realizada a medida basal da
pressdo arterial media (PAM) dos animais e, logo apoés, foi realizada a inducdo da OA

(Figura 8B). Passados os 28 dias de inducdo da doenga, a PAM foi novamente medida e
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foram realizadas as medidas de hiperalgesia e edema nos animais. Neste momento, deu-se
inicio aos tratamentos (Tabela 1) e estes foram mantidos por um periodo adicional de 8
semanas. Depois de quatro semanas de tratamento as medidas de PAM, hiperalgesia e
edema foram realizadas. Ao fim do periodo de tratamento essas medidas foram novamente
realizadas. Na sequéncia, os animais foram eutanasiados e foi realizado o lavado articular
no joelho, que foi utilizado posteriormente para a verificagdo do perfil inflamatorio, e o
joelho foi armazenado em solucdo fixadora para ser processado para posterior analise

histopatoldgica.

A
Inducdo
OA-MIA
Hiperalgesia 0 12h  24n 48h 72h 7d
Perimetria 4 1 1 1 1
basal ] 1 1 1 1 1
Hiperalgesia 14d
Perimetria
Eutanésia
Lavado articular 21
Histopatologia a
Em todos os 28d
pontos apds }
inducédo da OA.
B
0 4 semanas 8 semanas 12 semanas
| | | | | |
PAM —1 T T | I |
Indugéo ~ PAM ~ PAM PAM Eutanasia
OA - MIA Hiperalgesia Hiperalgesia Hiperalgesia Lavado articular
Perimetria Perimetria Perimetria  Histopatologia
1 1
I 1
Tratamentos
Salina; DIZE; Losartan; Captopril; Captopril+L-NAME

Figura 8: Representacdo esquematica dos protocolos de experimentacdo animal. (A) Padronizagdo do
modelo e (B) tratamentos realizados
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Tabela 1: Tratamentos, concentracdes das drogas e via de administragéo.

Tratamentos Concentracéao Via de administracéo
Salina 0,9% per os (gavagem)
Captopril - Inibidor da ECA 30mg/kg/dia per os (gavagem)
Losartan - Blogueador do receptor AT;  30mg/kg/dia per os (gavagem)
DIZE - Ativador da ECA2 1mg/kg/dia per os (gavagem)
Captopril - Inibidor da ECA + 30mg/Kg/dia + per os (gavagem)
L-NAME - Inibidor da ONS 15mg/kg/dia

ECA: enzima conversora de angiotensina; DIZE: aceturato de diminazeno; ECAZ2: enzima conversora de
angiotensina 2; L-NAME: Nw-Nitro-L-Arginina metil éster hidrocloreto; ONS: dxido nitrico sintase.

4.4 Avaliacéo da hiperalgesia

Utilizou-se o analgesimetro digital INSIGHT® para medir a hiperalgesia nos
animais. O aparelho registra digitalmente a pressdo oferecida pela pata do animal em
gramas (g) e sua precisdo para registrar uma forca maxima é no intervalo entre 0,19 -
150,0g. Os ratos foram colocados individualmente em caixas de acrilico, com medidas de
12 x 20 x 17cm, sendo que a sua parte inferior € composta de uma malha de arame, ndo
maleavel, com espacos regulares de l1cm? para proporcionar acesso a pata do animal
(Figura 9). Espelhos angulados abaixo das caixas de acrilico facilitam a visualizacdo da
mesma. O transdutor de pressdo foi acoplado a uma ponteira de polipropileno para o
estimulo na pata do animal. Todos 0s animais passaram por um tempo minimo de 15

minutos de aclimatizacdo e posterior a este tempo foram realizadas trés medidas.

Figura 9: llustracdo do procedimento de avaliacdo da hiperalgesia.
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A resposta de retirada da pata pelo estimulo da ponteira gera menos pressao no
transdutor quando comparado com o animal que apresenta maior limiar de resposta,
indicando dor. Para os animais da padronizacdo, as medidas foram realizadas ao completar
os tempos de inducdo (6 horas, 12 horas, 24 horas, 48 horas, 72 horas, 7 dias, 14 dias, 21
dias e 28 dias). Ja nos animais dos grupos de tratamento foram feitas quatro medidas, ou
seja, basal, apds 4, 8 e 12 semanas da inducdo. Todos 0s experimentos seguiram as hormas
e principios éticos estabelecidos para experimentacdo com animais conscientes

recomendadas pela International Association for the Sdudy of Pain (Zimmermann, 1983).

4.5 Avaliagéo de edema

O edema do joelho foi medido com auxilio de um paquimetro digital (Mitutoyo,
Suzano, Sao Paulo, Brasil) (Figura 10). Para medir o didametro do joelho, os bicos fixo e
moével do paquimetro foram posicionados no sentido medial-lateral do joelho. A medida
foi realizada em todos os animais CTL e MIA do estudo nos tempos de 6 horas, 12 horas,
24 horas, 48 horas, 72 horas, 7 dias, 14 dias, 21 dias e 28 dias nos animais da
padronizacdo. Ja& nos animais dos grupos de tratamentos, foram feitas quatro medidas,

basal, apds 4, 8 e 12 semanas da indugéo.

Mituto 0

Figura 10: llustracdo do procedimento de avaliacdo do edema de joelho.

4.6 Cinética de migracao celular - perfil inflamatdrio

Ap0s os tempos de 6 horas, 12 horas, 24 horas, 48 horas, 72 horas, 7 dias, 14 dias,
21 dias, 28 dias e 12 semanas da inducdo da OA, os animais foram eutanasiados e foi
realizado o lavado articular no joelho esquerdo. Primeiramente, foi realizada higienizacao
com alcool a 70% do joelho, a pele foi cortada e realizou-se uma incisdo no tendao patelar

com uma lamina de bisturi. Em seguida, procedeu-se com a lavagem da cavidade articular
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do joelho utilizando uma micropipeta monocanal LABMATE®. Apés trés lavagens com
20uL de PBS 3%, o lavado foi acondicionado em eppendorfs de 0,5mL que ja continham
140uL de PBS 3%. Os eppendorfs foram centrifugados por 5 minutos a 1200 rpm a 4°C. O
sobrenadante (x 170 upL) foi retirado, acondicionado em eppendorfs de 0,5mL e
congelados para posterior dosagem de citocinas. Para ressuspender e homogeneizar o0
pellet, foi adicionado 100uL de BSA 3% (Bovine Serum Albumin) resultando na solucéo
de células. Pipetou-se 20uL dessa solucdo transferindo-a para eppendorfs (0,5mL) com
180uL da solucdo de Turck. Desta segunda solugdo foram pipetados 10uL e aplicado a
camara de Neubauer para realizacdo da contagem total das células. O valor obtido foi
multiplicado por 10* e expresso em leucécitos x 10°/cavidade. O restante da solucdo de
celulas foi pipetado em suportes do citospin no qual foi adicionado mais 90uL de BSA 3%
e colocado em laminas histoldgicas. A preparacdo foi centrifugada por 5Sminutos a 450rpm.
Apo6s secagem natural das laminas, procedeu-se com o meétodo de coloracdo May-
Grunwald-Giemsa. As laminas foram usadas para fazer a contagem diferencial dos
leucdcitos em microscépio Optico utilizando-se uma objetiva de 100x. Posteriormente,
foram contadas 100 células por lamina, diferenciando-as em 3 tipos celulares, ou seja,
macrdfagos, neutrofilos e linfocitos. O numero obtido de cada tipo celular foi utilizado
para calcular a percentagem do tipo celular em relacdo a quantidade de células obtida na
contagem total. Os resultados foram expressos como unidades relativas de

macrdfagos/neutrofilos/linfécitos.

4.7 Quantificacdo de citocinas

O ensaio imunoenzimatico (ELISA) foi realizado a partir do lavado articular para
avaliagdo das concentragfes de IL-10 e IL-6 nos animais da padronizagdo e de IL-1p,
TNF-a e IL-10 nos animais tratados.

Os kits foram preparados de acordo com as instrucdes do fabricante. No primeiro
dia, a placa de ELISA foi sensibilizada com 100uL de anticorpo de captura por pogo na
concentracédo de 5,6pg/mL diluido em solugéo salina tamponada com fosfato (PBS) estéril.
A placa foi vedada e incubada a 4°C overnight. No segundo dia, a placa foi lavada quatro
vezes utilizando solucdo de lavagem constituida de PBS com 0,05% de Tween 20 (Sigma,
St. Louis, MO, USA) no lavador automatico de placas de ELISA (ELx50 Auto Strip
Washer). Posteriormente, foram adicionados 300uL por pogo da solugéo de bloqueio BSA

a 1% em PBS e incubada em temperatura ambiente por uma hora sob agitacéo constante no
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agitador automatico de placas de ELISA (Titer Plate Shaker, Lab. Line Instruments, INC).
A placa foi novamente lavada quatro vezes com solugdo de lavagem. Em seguida, foram
adicionados em duplicata 100uL das amostras, dos padrdes e do branco (solugéo diluente
das amostras, BSA 0,1%) e, apds vedamento da placa, ela foi novamente incubada a 4°C
overnight. No terceiro dia, a placa foi lavada quatro vezes com solucdo de lavagem e foram
adicionados 100uL por poco do anticorpo de deteccdo biotinilado na concentracdo de
5,6ug/mL diluido em BSA 1%. Em seguida, a placa foi incubada em temperatura ambiente
por duas horas sob agitacdo constante. Apds este periodo, a placa passou pelo processo de
lavagem quatro vezes, sendo entdo, adicionados 100uL por pogo de solucéo estreptavidina
conjugada a peroxidase e mantida em temperatura ambiente por 30 minutos no agitador de
placas. A placa foi novamente lavada e foram adicionados 100uL por poco da solucéo
cromégeno/substrato contendo 4mg/mL de solugdo substrato OPD (o-fenilenodiamina
dihidroclorido) (Sigma, St. Louis, MO, USA) em 10mL de tampéo citrato e 2uL de H,0,
(perdxido de hidrogénio) por 15 a 20 minutos e abrigado da luz. A reacédo foi interrompida
com a adi¢cdo de 50uL por poco da solucdo stop (1M de H,SO,). A leitura da placa de
ELISA foi realizada em espectofotdmetro com filtro de referéncia de 492 nm (Spectra Max
250, Molecular Devices, Minneapolis, MN, USA), sendo determinadas as concentracfes
dos marcadores a partir da curva-padrdo através do programa Soft Max Pro versdo 3.1.1

(Molecular Devices, Minneapolis, MN, USA). Os resultados foram expressos em pg/mL.

4.8 Mensuracdo da pressao arterial média

Os animais dos grupos de tratamento tiveram a pressdo arterial média (PAM)
aferida pela pletismografia de cauda através do pletismégrafo RTBP 2000 (Kent-Scientific,
Litchfield, USA). Foram realizadas quatro aferi¢des, ou seja, basal, apds 4, 8 e 12 semanas
da inducdo. O programa Windaqg Acquisition 1.58 foi utilizado para registro e anélise dos

dados.

4.9 Avaliacdo das alteracdes histopatologicas

Apos o sacrificio por injecdo intramuscular de 300mg/kg de Ketamina e 45mg/kg
de xilazina, os tecidos moles e a patela da perna esquerda foram removidos cirurgicamente
e a articulacdo tibio-femoral foi seccionada, sendo os cortes realizados £ 2cm acima e

abaixo da linha média do joelho. As pecas permaneceram trés dias em solucdo de

40



MATERIAL E METODOS

formalina neutra tamponada a 10%. Em seguida, elas foram lavadas com agua deionizada e
colocadas em solucdo de EDTA (&cido etilenodiamino tetra-acético) a 10% para
descalcificacdo. Quando ja em descalcificacdo adiantada, as pe¢as foram cortadas em duas
metades, aproximadamente iguais, seguindo a orientacdo do plano sagital ou ao longo dos
ligamentos cruzado anterior e cruzado posterior do joelho, formando, assim, uma metade
latero-lateral e outra latero-medial. Essas metades permaneceram mais uma semana na
solucdo descalcificadora para finalizacdo do processo. As pecas dos animais da
padronizacdo permaneceram 3-4 semanas na solucdo de EDTA e as pecas dos animais de
tratamento 5-6 semanas.

Na sequéncia do preparo histoldgico, realizou-se a inclusdo em parafina das pecas.
Apds serem retiradas da solucdo de EDTA, as pecas foram lavadas com agua deionizada e
passaram por um processo de desidratacdo gradual em etanol (2 x 70%, 2 x 80%, 90%,
95%, 3 x 100% - 30 minutos cada banho). Na sequéncia, elas foram diafanizadas em xilol
(3 x 20 minutos), impregnadas em parafina (3 x 40 minutos) e incluidas em parafina com o
plano do corte para baixo.

Utilizando o microtomo Leica RM2255, cada bloco de parafina foi cortado no
plano sagital gerando trés sec¢bes de 6um de cada metade. Todas as laminas utilizadas
passaram previamente pelo processo de silanizagéo, para melhor aderéncia dos cortes. As
seccOes histoldgicas seguiram para a remocao inicial da parafina e fixacdo em placa de
aquecimento onde, apds atingir 58°C, esperava-se 5 minutos e desligava-se a placa para o
resfriamento gradual das seccOes. Para a analise histopatoldgica da cartilagem, as laminas

foram coradas com azul de Toluidina e tricromico de Gomori.

4.9.3 Reacdo imunohistoquimica

A imunohistoquimica foi utilizada para avaliar a expressdo de 1L-10 e TNF-a nos
animais tratados. A preparagdo inicial das secg¢des foi idéntica a da analise histopatoldgica.
No primeiro dia, as laminas histologicas foram desparafinizadas em xilol (2 x xilol I - 30
minutos e xilol Il - 15 minutos). Na sequéncia, os tecidos foram hidratados em solugdes de
etanol em concentragdes decrescentes (100%, 90%, 80%, 70% e 50%) e foi finalizada com
banho em agua deionizada por 5 minutos. O material seguiu para a recuperacdo antigénica
em solucéo de tampéo citrato 0,1 M (300mL) na panela de presséo por 20 minutos a 82 °C.
As laminas permaneceram no tampdo citrato por mais 20 minutos para seu resfriamento e,
ao término, 5 banhos em agua deionizada foram realizados. Procedeu-se com o bloqueio da
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peroxidase endégena com H,0; a 10% em metanol por 30 minutos. As laminas foram
lavadas com PBS (3 X 5 minutos). Na continuacdo, realizou-se o blogueio de ligagdes
inespecificas com BSA 2% Tween 20 0,1% por 1 hora em camara Umida. Finalizando o
primeiro dia, foi feita a incubacdo das ldaminas com anticorpo primario diluidos em 0,1%
PBS overnight a 4 °C. As diluigdes e concentracOes adotadas foram, respectivamente, de
1:25 e 0,44pg/mL para o rat anti-TNF-alpha (R&D Systems) e 1:50 e 0,50ug/mL para o
anti-riL-10 (R & D Systems). No segundo dia, foi realizada uma lavagem rapida dos cortes
com PBS puro com piceta e lavagem em solucbes de PBS (3 X 5 minutos). Em seguida,
realizou a incubagdo com o anticorpo secundario conjugado com biotina. Este
procedimento foi realizado inclusive no corte do controle negativo que ndo recebeu
anticorpo priméario. As laminas foram incubadas por 1 hora em cdmara Umida em
temperatura ambiente. Logo apos, realizou-se a lavagem rapida dos cortes com PBS puro
com piceta e lavagem em solucdes de PBS (3 X 5 minutos) e seguiu-se com a amplificagdo
do sinal utilizando a streptavidina-biotina-peroxidase do kit LSAB/DAKO durante 1 hora
em camara Umida. Os cortes foram lavados com PBS puro e passaram por lavagem em
solucdes de PBS (3 X 5 minutos). Procedeu-se, entdo, com a revelacdo, ou seja, o material
foi colocado em uma solugdo contendo DAB chromogen 0,025% em PBS e H,0,. Essa
etapa foi finalizada em agua corrente por 5 minutos. Foi realizada a contra-coloracdo com
hematoxilina de Harris (6 segundos), lavagem em &gua corrente por 5 minutos e hidratacéo
em concentracBes crescentes de etanol (70%, 90%, 2 x 100% - as duas primeiras diluicdes
por 5 minutos cada e quando em etanol absoluto 10 minutos cada banho). O material
seguiu para diafanizagéo (2 x xilol I - 15 minutos e xilol Il - 10 minutos). Ao fim foi feita

montagem das laminas com Entellan.

4.9.4 Avaliacdo morfométrica

Para digitalizacdo das imagens utilizou-se a microcamera (Q-Color3,0lympus Latin
America Inc.) acoplada ao Microscopio (BX53, Olympus Latin America Inc.). Os
parametros morfométricos foram analisados apenas na cartilagem tibial devido a
inviabilidade de digitalizar imagens do fémur, pois apresenta area de superficie mais
extensa. Para avaliagdo do infiltrado celular, em cada animal foi feita varredura de toda
superficie da tibia, entre a cartilagem e 0 0sso subcondral, sendo obtidas 20 imagens por
animal, digitalizadas através da objetiva de 40x. O infiltrado também foi analisado na
sindvia, mas neste tecido foram capturada 5 imagens por animal. Para as demais analises

42



MATERIAL E METODOS

foi realizada varredura linear na superficie tibial, sendo digitalizadas entre 5-8 imagens por
animal, atraves da objetiva de 20x. Posteriormente, utilizou-se o software KS300 (Carl
Zeiss, Oberkochen, Germany) para analise morfométrica das imagens, ou seja,
quantificacdo das areas de tecido de granulacdo, cartilagem hialina e fibrocartilagem, de
erosdo, numero total de nucleos presentes no tecido de granulagdo e sindvia, mensuragdo
das regibes com alteracbes histopatoldgicas (irregularidade ou descontinuidade da
superficie articular; alteracGes na celularidade, como apoptose e formacdo de clusters; e
alteracdes no tamanho e forma dos condrdcitos) e quantificacdo da marcacdo imuno-
histoquimica e da perda de proteoglicanos através do calculo de densidade 6ptica (DO)
expresso na unidade Grey. O célculo de DO foi baseado em uma funcdo algoritmica (-
LOG I/lp). Assim, os valores de DO proximos de zero corresponderam a uma intensa

marcacdo pelo azul de toluidina (Costa et al, 2010).

4.10 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média de 3-4 animais
na padronizacdo do modelo de OA e de 6-7 animais nos grupos de tratamento. Utilizou-se
a analise de variancia pelo one-way ANOVA sendo que nos dados com distribuicdo nédo
paramétrica aplicou-se o teste de Kruskal-Wallis e nos dados de distribuicdo normal o p6s-
teste de Newman-Keuls. Para as andlises que envolviam duas variaveis foi utilizado o two-
way ANOVA e o pos-teste de Bonferroni. O nivel de significancia considerado para todos
os testes foi de p<0,05. Todas as analises foram realizadas com o auxilio o software
GraphPad Prism 5.
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5 RESULTADOS

5.1 Padronizacdo do modelo de OA - Parametros inflamatorios

A hiperalgesia foi significativamente maior nos animais induzidos em todos 0s
tempos de medicdo (6h - 28 dias) (Figura 11), indicando que a inje¢do de 2mg de MIA
produz e mantém a alteracdo na percepgdo &lgica nos animais. O edema articular foi
observado nos animais induzidos nos tempos de 12 e 24 horas, de forma significativa, em
relacdo ao controle (Figura 12).

A cinética de migracao celular no modelo de OA induzida por MIA evidenciou que
0 pico de leucdcitos ocorre no tempo de 72h, sendo o macréfago a principal célula
responsavel por esse pico (Figura 13A). A diferenca significativa dos macrofagos é
mantida até a medida do no tempo de 28 dias, mas na medida de 21 dias ndo houve
significancia estatistica (Figura 13C). Os linfocitos foram evidenciados a partir do tempo
de 24 horas, porém com valores bem baixos, ndo sendo verificada diferenca estatistica dos
animais induzidos em relacdo aos animais controles (dados ndo apresentados). Ja 0s
neutrofilos tiveram o pico no tempo de 24h (Figura 13B). Neste tempo também houve um
aumento significativo no nivel de IL-10 (Figura 14A), sugerindo, assim, ser esta uma
resposta contra-regulatoria do animal para a estimulacdo flogogénica realizada. Ainda
nessa figura é possivel observar que no tempo de 7 dias ndo foi detectado a IL-10 nos
animais MIA. Finalizando esta parte da padronizacdo do modelo, na Figura 14B pode-se
observar que 0s animais tiveram um pico de IL-6 no tempo de 12 horas. Este dado sugere
que esta citocina influenciou na formacdo do edema nos joelhos dos ratos induzidos com
MIA.
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Figura 11: Hiperalgesia em ratos pos-indugdo da OA. Animais induzidos com monoiodoacetato de sodio
(MIA) e controles (CTL). Os valores sdo apresentados como média e SEM (n = 3 - 4 animais por grupo). *p
< 0,05 vs. controle em todos os tempos de medig&o.
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Figura 12: Diametro do joelho de ratos pos-inducdo da OA. Animais induzidos com monoiodoacetato de
sodio (MIA) e controles (CTL). Os valores sdo apresentados como média e SEM (n = 3 - 4 animais por
grupo). *p < 0,05 vs. controle.
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Figura 13: Cinética de migracdo celular pds-inducdo da OA. Leucdcitos totais (A), neutrofilos (B) e
macrdfagos (C) em Ratos com OA induzida com monoiodoacetato de sédio (MIA) e em ratos controle
(CTL). Os valores séo apresentados como média e SEM (n = 3 - 4 animais por grupo). Em (A) *p < 0,05 vs.
controle no tempo de 72 horas, 7, 14, 21 e 28 dias (B) *p < 0,05 vs. controle apenas no tempo de 24 horas e
(C) *p < 0,05 vs. controle apenas para os tempos 72 horas, 7, 14 e 28 dias.
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Figura 14: Niveis de IL-10 (A) e IL-6 (B), determinados a partir do lavado articular, p6s-indugdo da OA. Os
valores sdo apresentados como média e SEM (n = 3 -4 animais por grupo). Em (A) *p < 0,05 vs. controle no
tempo de 24 horas e de 7 dias e em (B) *p < 0,05 vs. controle no tempo de 12 horas.

5.2 Padronizacéo do modelo de OA — Paréametros histopatoldgicos
A progressdao da perda dos proteoglicanos estd evidenciada na Figura 15. Ela
mostra que esta perda se inicia a partir do 7° dia, sendo que € a partir do 14° dia que ela se

torna significativa, ficando ainda maior nos dias 21 e 28 pdés-inducdo. As imagens
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histoldgicas (Figura 16) ilustram este processo de perda dos proteoglicanos ao longo do
tempo.

Apesar da perda de proteoglicanos iniciar ao 7° dia de inducdo as alteracdes na
morfologia da cartilagem s6 séo evidentes no 14° dia ap6s a indugdo da OA, no qual é
observada formagéo inicial de clusters, atrofia de condrdcitos e desorientagdo dos condrons
(Figuras 17A e B). Com 21 dias de indugdo é visto lacunas vazias, pinocitose de
condrécitos e nucleos fragmentados, além de hipocelularidade e fibrilagdo
(descontinuidade da matriz cartilaginosa na zona superficial) (Figuras 17C e D). No 28° dia
apos a inducdo as alteragBes dos tempos anteriores encontrarem-se mais pronunciadas
(morte celular é mais profusa), sendo acrescida escavagdo da matriz cartilaginosa, em areas
focais (Figuras 17E e F).

A avaliacdo do tecido de granulagéo entre o osso subcondral e a cartilagem (Figura
18A) mostrou que a alteragdo na celularidade inicia-se com 72 horas, mas s6 no tempo de
21 dias que aparece diferenca estatistica, que se torna ainda mais expressiva no tempo de
28 dias (Figura 19A). Apesar de ser observado que a perda de proteoglicanos também é
mais intensa nesses dois Ultimos tempos (Figura 15) e que as alteragcdes osteoartriticas sao
mais pronunciadas na regido de infiltrado (Figura 20), ndo foi verificado correlacdo
significativa da evolucdo do infiltrado inflamatdrio no osso e cartilagem com a perda de
proteoglicanos. A andlise de area do infiltrado teve resultado similar a avaliagdo do nimero
de nucleos nos tecidos (Figura 19B). Ja quanto ao tecido sinovial (Figura 18B) houve
aumento significativo do infiltrado inflamat6rio no tempo de 72 horas (Figura 19C).
Mesmo tempo em que ocorreu 0 pico de leucdcitos no lavado articular (Figura 13A),
indicando que migraram a partir do tecido sinovial para a cavidade articular. O numero de
células na sindvia volta aumentar, significativamente, no tempo de 28 dias. Na avaliacédo
da area na sindvia houve significancia a partir do tempo de 14 dias, sendo mais expressiva

no tempo de 28 dias (Figura 19D).
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Figura 15: Progressdo da perda de proteoglicanos na cartilagem hialina pés-inducdo da OA. Animais
induzidos com monoiodoacetato de sodio (MIA) e controles (CTL). Os valores sdo apresentados como média

e SEM (n = 3 -4 animais por grupo). *p < 0,05 vs. controle nos tempos de 14, 21 e 28 dias.
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Figura 16: Fotomicrografias representativas de cartilagem hialina coradas com azul de Toluidina.
A marcacdo em azul indica a presenca de proteoglicanos e a menor marcacao indica perda, o0 que
pode ser observada a partir do 7° dia pés-inducdo da OA nos animais MIA. Barra: 100um.
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Figura 17: Fotomicrografias representativas das alteracdes histopatoldgica nos animais MIA até 28 dias.
Na figura A (7D) observa-se arquitetura normal da matriz cartilaginosa. Na B (14D) nota-se a formacdo de
cluster e desorientagdo dos condrons. Na C (21D) setas indicam lacuna vazia e pinocitose; na D (21D) as
setas indicam fibrilagdo e morte celular, além disso, h4 hipocelularidade. Por ultimo, nas figuras E (28D),
barra indica regido de escavacdo na matriz cartilaginosa, abaixo da barra é observado infiltrado
inflamatorio; e na F (28D) morte de condrdcito e redugdo da celularidade. Barra: 100pum.
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Figura 18: Fotomicrografia representando as areas de analise do infiltrado celular. Em A anélise de
infiltrado (A2) entre a cartilagem hialina (A1) e o osso subcondral (A3). E em B tecido sinovial com
infiltrado celular. Barra: 100um.

e

A -
Osso subcondral / Cartilagem B 0sso subcondral / Cartilagem
25001
50+ *
*
2000 40-
8 ~
= 15004 b 4
8 1000 E 20
o &)
s k=)
500 104
C T T T T T T T O T ,-\_\ T T T T T
24h  48h 72h  7d 14d 21d 28d 24h  48h 72h  7d 14d 21d 28d
Tempo Tempo
C P
Sindvia D Sinévia
2500~ 50-
2000 40-
8 ~
> = )
2 1500 . o 301
O * x *
% 1000- g 20- * %
=} o
S T T ﬂ & -
G T T T T T T T 0 T T T T T T T
24h  48h 72h 7d 14d 21d 28d 24h  48h 72h  7d 14d 21d 28d
Tempo Tempo

Figura 19: Infiltrado celular p6s-indugdo da OA com MIA. Em (A) Infiltrado celular no osso subcondral, *p
< 0,05 nos tempos (21d vs. 24h) e (28 vs. 24h, 48h, 72h, 7d, 14d e 21d). Em (B) area de infiltrado celular no
0sso subcondral, *p < 0,05 nos tempos (21d vs. 24h, 48h, 72h e 7d) e (28 vs. 24h, 48h, 72h, 7d, 14d e 21d).
Em (C) Infiltrado celular na sindvia, *p < 0,05 tempos de (72 vs. 24h) e (28d vs. 24h). Em (D) Area de
infiltrado na sindvia, *p < 0,05 nos tempos (14d vs. 24h); (21d vs. 24h) e (28 vs. 24h, 48h, 72h, 7d, 14d e
21d). Os valores sao apresentados como média e SEM (n = 3 - 4 animais por grupo). *p < 0,05 vs. controle
nos tempos de 14, 21 e 28 dias.
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Figura 20: Fotomicrografias representando diferencas nas alteragGes osteoartriticas em regido com
infiltrado inflamatorio. As fotos sdo da superficie da tibia de um animal MIA, no 14° dia ap6s inducéo.
Pode-se observar diferenca entre Al e A3 em relacéo ao nivel de proteoglicanos (marcagdo em azul), a
celularidade (seta apontando condrdcito na lacuna em Al e lacuna vazia em A3), e a ndo visualizacéo da
“tide mark™ entre a cartilagem calcificada e a cartilagem ndo calcificada. Em A2, regido subjacente a
A3, observa-se uma regido de infiltrado celular. Barras: 100um.

5.3 Pressao arterial média durante os diversos tratamentos
A PAM reduziu significativamente na 42 semana ap0s o inicio dos tratamentos (82

semana pos-induc¢do) nos animais MIA+salina e MIA+Captopril, ou seja, nesse tempo de 8
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semanas houve reducdo significativa na PAM nos animais induzidos (MIA) tratados ou
ndo com Captopril. O L-NAME bloqueou o efeito do Captopril nos animais
MIA+Captopril, mas ndo nos animais MIA+salina (Figura 21A). Os resultados do
tratamento com DIZE foram similares ao tratamento com o Captopril, ou seja, na 8@
semana houve uma reducdo significativa na PAM nos animais induzidos (MIA) tratados ou
ndo com o DIZE (Figura 21B). Por ultimo, o tratamento com Losartan levou a uma
diminuicdo na PAM nos animais controles na 8 semana e nos animais MIA na 122 semana
(Figura 21C).
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Figura 21: Pressdo arterial média (PAM) durante 8 semanas de tratamento com drogas moduladoras do
SRA. Os valores sdo apresentados como média + SEM (n = 7 animais por grupo). Em (A) no tempo de 8
semanas *p < 0,05 (MIA/SAL vs. CTL/SAL); °p < 0,05 (MIA/CAP vs. CTL/SAL); 4 e 8 semanas “p < 0,05
(MIA/SAL vs MIA/CAP+LNAME). Em (B) no tempo de 8 semanas *p < 0,05 (MIA/SAL vs. CTL/SAL); *p
< 0,05 (MIA/DIZE vs. CTL/SAL). Em (C) no tempo de 8 semanas “p < 0,05 (CTL/LOS vs. CTL/SAL), *p <
0,05 (MIA/SAL vs CTL/SAL); no tempo de 12 semanas *p < 0,05 (MIA/LOS vs CTL/LOS), *p < 0,05

(MIA/LOS vs MIA/SAL).
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5.4 Efeitos dos tratamentos no processo inflamatdrio
Os tratamentos nos animais MIA ndo alteraram a percep¢do dolorosa, de forma

significativa. Houve apenas uma reducdo, ndo significativa, no limiar de retirada da pata

dos animais controle tratado com Captopril (Figura 22).
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Figura 22: Hiperalgesia apds 8 semanas de tratamentos. Tratamentos: salina (SAL), aceturato de diminazeno
(DIZE), Losartan (LOS), Captopril (CAP), Captopril mais L-NAME (CAP+LN). Animais induzidos com
monoiodoacetato de sédio (MIA) e controles. Os valores sdo apresentados como média + SEM (n = 7
animais por grupo). *p < 0,05 grupos MIA vs. seu respectivo controle.

O diametro médio-lateral do joelho, medida usada para avaliacdo de edema no joelho,
ndo apresentou diferenca significativa na comparacdo entre os grupos apds o periodo de 12

semanas de indugdo e 8 semanas de tratamento (Figura 23).
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Figura 23: Didmetro do joelho ap6s 8 semanas de tratamentos. Tratamentos: salina (SAL), aceturato de
diminazeno (DIZE), Losartan (LOS), Captopril (CAP), Captopril mais L-NAME (CAP+LN). Animais
induzidos com monoiodoacetato de sddio (MIA) e controles. Os valores sdo apresentados como média +
SEM (n =7 animais por grupo). Nao ha diferenca estatistica na comparagéo entre 0s grupos.

O tratamento dos animais MIA com Captopril ou Losartan foi capaz de reduzir a
populacdo de leucdcitos totais e macrofagos, de forma significativa, em relacdo aos
controles (Figuras 24A e B). E este efeito do Captopril foi, parcialmente, bloqueado pelo
L-NAME (Figuras 24A e B). Ja o tratamento com DIZE néo alterou o perfil inflamatorio,
quanto a avaliacdo da contagem total de leucdécitos e macro6fagos, mas levou a um aumento
na populacdo de neutrdfilos (Figuras 24A, B e C). Nenhum tratamento alterou

significativamente a populacédo de linfécitos na cavidade articular (Figura 24D).
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Figura 24: Perfil Inflamatdrio apds 8 semanas de tratamentos. Tratamentos: salina (SAL), aceturato de
diminazeno (DIZE), Losartan (LOS), Captopril (CAP), Captopril e L-NAME (CAP+LN). Induzidos com
monoiodoacetato de sddio (MIA). Os valores sdo apresentados em média £ SEM (n = 7 animais por grupo).
Em (A), contagem total, em (B, C e D) contagem diferencial, expressa como unidades relativas, *p < 0,05
grupos MIA vs. seu respectivo controle e #p < 0,05 vs. MIA/SAL.

A quantificacdo das citocinas pelo ensaio de ELISA nos animais dos tratamentos
ndo funcionou muito bem. Na leitura do ensaio de IL-10 os valores apresentaram-se bem
oscilantes, alguns muito altos, outros muito baixos. Ambos os ensaios de TNFa e de IL-1
produziram valores muito baixos e similares entre os animais induzidos e controles. No
Tabela 2 estdo evidenciadas os valores de média £ SEM dos ensaios imunoenzimatico para
cada um dos grupos de tratamento quanto a citocinas avaliadas. Os valores obtidos no
ensaio mostra diferenca significativa apenas para IL-10 na comparagéo entre os induzidos

e 0s controles, estando IL-10 reduzida nos animais MIA.
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Salina 290,4 + 25,44 15,86* + 15,86
DIZE 156,6 + 36,38 36,31* + 15,13
Captopril 142,6 £ 39,28 42,68* £ 27,95
Salina 0,30 £ 0,01 0,27 £ 0,03
DIZE 0,29 £ 0,01 0,24 £ 0,01
Captopril 0,26 £ 0,02 0,25+0,01
Salina 0,22 £ 0,01 0,22 £ 0,01
DIZE 0,22+0,01 0,20+ 0,01
Captopril 0,21 £0,01 0,20+ 0,0

Tabela 2: Niveis de IL-10, IL-1p ¢ TNFa determinados a partir do lavado articular usando o ELISA.
*p < 0,05 na comparacédo entre controle e induzido. MIA: monoiodoacetato de sédio.

Na Figura 25, é exposto fotomicrografias da reacdo imunohistoquimica para 1L-10
na cartilagem e 0sso subcondral. Pode-se observar na imagem CTL/SAL marcagéo foi
positiva, principalmente, nas zonas superficial e intermediaria da cartilagem, e também nos
ostedcitos do osso subcondral. Na imagem MIA/SAL esta reduzida a intensidade de
marcacao e a a&rea com marcacao, essa devido a uma parte da cartilagem esta desprovida de
condrdcitos. Na imagem CTL/DIZE observa-se reducdo da intensidade de marcacdo e
menos células positivas. E na MIA/DIZE reducdo da intensidade de marcacdo. Ja na
CTL/CAP observa-se aumento da intensidade de marcacdo de area marcada. E no
MIA/CAP menor area marcada.

Na Figura 26, é exposto fotomicrografias da reacdo imunohistoquimica para TNF-a
na cartilagem e 0sso subcondral. O padrdo de expressao nos grupos foi similar ao anterior
apresentado. Porém, houve reducdo na intensidade de marcacdo, comparado com as
fotomicrografias da reacdo para IL-10, que esta bem evidente no grupo MIA/DIZE.

As Figuras 27 e 28 apresentam fotomicrografias da reacdo imunohistoquimica para
IL-10 e TNF-a, respectivamente, no tecido sinovial. Na figura 27, CTL/SAL, a marcacdo
no tecido sinovial foi bem forte na regido revestimento sinovial (intima), indicado com

uma seta, ja no substrato de tecido conjuntivo (a subintima) a marcacgdo foi menos intensa,
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indicado com uma barra. Em MIA/SAL, apesar do espessamento do revestimento sinovial,
observa-se intensidade de marcacédo reduzida nesse. Nas imagens CTL e MIA/DIZE pode-
se notar intensidade mais fraca da marcacdo imunohistoquimica, em relacdo aos grupos
SAL. Por ultimo, as imagens CTL e MIA/CAP também parecem ter uma marca¢do um
pouco mais fraca em relacdo aos grupos salina. Na Figura 28, observa-se, que o padréo de
expressao no revestimento sinovial para os grupos CTL/SAL e MIA/SAL foi o oposto do
descrito para IL-10 na Figura 27, pois ha aumento da expressdo na fotomicrografia do
animal MIA em relacdo ao CTL. Os demais grupos tiveram padréo de expressdo do TNF-a
similar ao apresentado em IL-10.

A Figura 29 mostra a quantificagdo dos ensaios realizados quanto & area marcada e
intensidade de marcacdo. A analise morfométrica da imunohistoquimica para IL-10
demonstrou que o tratamento do controle com Captopril resultou em um aumento da area
marcada (Figura 29A). A porcentagem da &rea positiva para esta citocina estava inalterada
tanto nos animais OA ndo tratados quanto naqueles tratados com Captopril ou DIZE
(Figura 29A). Nenhuma alteracdo significativa foi observada na area marcada com TNF-a
nos diferentes grupos (Figura 29E). J4 em relacdo a intensidade da marcacao, o tratamento
com DIZE reduziu a intensidade de marcagdo da IL-10 e TNF-a nos animais MIA, quando
foi realizada a analise do tecido cartilaginoso (Figuras 20B e 20F). Este resultado com o
DIZE foi similar quando se considerou uma analise abrangendo, além da cartilagem e o
0ss0 subcondral (Figuras 29C e 29G). Quanto ao tecido sinovial ndo foi verificada variacdo
significativa para IL-10 e TNF-a, a ndo preservagao histologica da sindvia em dois grupos
controle prejudicou a andlise (Figuras 29D e 29H). O tratamento com Captopril ndo

promoveu alteracdo significativa no parametro de intensidade de marcacéo.
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IL-10 - Cartilagem e osso subcondral ‘

Figura 25: Fotomicrografias representativas da cartilagem e o0sso subcondral em preparagdo de
imunohistoquimica para 1L-10. Tratamentos: salina (SAL), aceturato de diminazeno (DIZE), Captopril
(CAP). Induzidos com monoiodoacetato de sodio (MIA) e controles (CTL). Barra: 100um.
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TNF-a - Cartilagem e osso subcondral

Figura 26: Fotomicrografias representativas da cartilagem e 0sso subcondral em preparacdo de
imunohistoquimica para TNF-a. Tratamentos: salina (SAL), aceturato de diminazeno (DIZE), Captopril
(CAP). Induzidos com monoiodoacetato de sédio (MIA) e controles (CTL). Barra: 100um.
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IL-10 - Sinévia

Figura 27: Fotomicrografias representativas da sinévia em preparagdo de imunohistoquimica para IL-10.
Tratamentos: salina (SAL), aceturato de diminazeno (DIZE), Captopril (CAP). Induzidos com
monoiodoacetato de sédio (MIA) e controles (CTL). Barra: 100um.
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TNF-a - Sindvia

Figura 28: Fotomicrografias representativas da sinévia em preparacédo de imunohistoquimica para TNF-a.
Tratamentos: salina (SAL), aceturato de diminazeno (DIZE), Captopril (CAP). Induzidos com
monoiodoacetato de sddio (MIA) e controles (CTL). Barra: 100um.
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Figura 29: Avaliacdo da percentagem de area marcada (A e E) e da intensidade de marca¢do (B, C,D,F,Ge
H) de IL-10 e TNF-a ap6s 8 semanas de tratamentos. Tratamentos: salina (SAL), aceturato de diminazeno
(DIZE), Captopril (CAP). Induzidos com monoiodoacetato de sédio (MIA). Os valores sdo apresentados em
média + SEM (n = 6 animais por grupo). ‘p<0,05 vs CTL/SAL; *p<0,05 vs CTL/CAP e *p<0,05 vs
MIA/SAL. EmD e Hon é igual a 3 para os grupos CTL/SAL e CTL/DIZE.

5.5 Histopatologia pos-tratamentos

A érea de cartilagem hialina sobre a tibia foi avaliada morfometricamente e, como
pode ser notado na Figura 30, todos os grupos MIA tiveram reducdo na area de cartilagem
articular, de forma significativa, em relagéo a seu respectivo grupo controle. Mas, parece
haver uma pequena recuperacao dos animais MIA, tratados com Captopril, em relacdo aos

tratados com salina. Entretanto, ndo houve diferenca estatistica significativa nessa

comparacao.
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Figura 30: Area de tecido cartilaginoso hialino sobre tibia pos-tratamentos. Comparagao entre grupos apés 8
semanas de tratamentos: salina (SAL), aceturato de diminazeno (DIZE), Losartan (LOS), Captopril (CAP),
Captopril e L-NAME (CAP+LN). Induzidos com monoiodoacetato de sédio (MIA). Os valores sdo
apresentados em média £ SEM (n = 7 animais por grupo). *p<0,05 grupos MIA vs. seu respectivo controle.

As alteracOes osteoartriticas apds 12 semanas de inducdo foram variaveis, como
pode ser observado na Figura 31. A erosdo ocorreu em diversos niveis, como pode ser
observado na Figura 31 B, C, D e E. O comprimento das regiGes com erosdo por
desnudamento foi avaliado. Houve muita variagdo dentro de cada grupo experimental
quanto ao desenvolvimento desta alteracdo. Contudo, pode-se perceber que 0s animais

MIA tratados com Captopril tiveram uma tendéncia menor para desenvolver erosdo, por
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desnudamento, em relacdo aos tratados com salina ou DIZE (Figura 32). Tentativas de
reparacdo tecidual também foram observadas (Figuras 31G e H) O desenvolvimento de
tecido fibrocartilaginoso foi avaliado, mas assim como a erosdo ndo houve homogeneidade
dentro dos grupos. Enquanto alguns animais produziram muito tecido de substituicdo
outros ndo produziram nada. Como consequéncia, a variabilidade foi grande o que impediu
0 aparecimento de alguma diferenga entre os grupos. A média e SEM dos animais
induzidos foram: MIA/SAL (4,70 + 3,03cm? x 10%), MIA/DIZE (5,46 + 2,51 cm? x 10%) e
MIA/CAP (3,67 + 2,46 cm® x 10%). Além das alteragdes exibidas Figura 31 também foi
visto fissuras verticais superficiais e profundas, desorientacio de condrons e

remodelamento do o0sso subcondral.
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Figura 31: Alteragdes histopatoldgicas na cartilagem apds 12 semanas de indugio da OA. (A) cartilagem
animal CTL e (B-H) cartilagem animais MIA. Em (A) observa-se que a arquitetura do tecido cartilaginoso
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hialino esta preservada. Em (B) a seta aponta uma regido de erosdo na cartilagem, pelo processo de
delaminagdo, além disso, auséncia de condrocitos na cartilagem acima da “Tide mark”. Em (C) setas
apontam regibes de erosdo na cartilagem, pelo processo de escavacdo. Em (D) seta aponta regido de eroséo
por desnudamento no nivel da cartilagem calcificada. Em (E) também esta representada uma regido de erosdo
por desnudamento, mas ao nivel do o0sso subcondral, seta aponta microfratura 6ssea. Em (F) seta aponta cisto
no osso subcondral. As Fotomicrografias (G) e (H) representam tentativa de recuperacdo do tecido, em (G)
seta aponta deposicdo de tecido fibrocartilaginoso sobre a superficie tibial e (H) observa-se um aglomerado
de clusters, seta apontando um cluster. Barra: 100um.
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Figura 32: Extensdo da erosdo da cartilagem hialina sobre a tibia apds 8 semanas de tratamentos. Salina
(SAL), aceturato de diminazeno (DIZE) e Captopril (CAP). Animais induzidos com monoiodoacetato de
sodio (MIA) e controles. Os valores sdo apresentados como média £ SEM. (n = 7 animais por grupo) Nao
houve diferenca estatistica entre 0s grupos.

Na figura 33A observa-se que todos os grupos MIA apresentaram maiores valores
de densidade Optica (expressa em Grey), indicando perda de proteoglicanos nos animais
induzidos em relacdo a seus controles. Os tratamentos com Captopril ou DIZE néo
alteraram de forma significativa a producdo de proteoglicanos. Para avaliar se a perda de
proteoglicanos apds 4 semanas de inducdo era diferente daquela observada apds 12
semanas, 0s grupos controle e induzido foram comparados nestes tempos. Observa-se na
Figura 33B uma discreta diminuicdo de proteoglicanos no tempo de 12 semanas nos
animais controles e um aumento nos animais induzidos, porém tais variacdes ndo foram

significativas.
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Figura 33: Presenca de proteoglicanos evidenciada pela marcacdo com azul de Toluidina. (A) Comparagédo
entre os grupos apés 8 semanas dos tratamentos. Salina (SAL), aceturato de diminazeno (DIZE) e Captopril
(CAP). Animais induzidos com monoiodoacetato de sddio (MIA) e controles. (B) Comparacdo da perda de
proteoglicanos entre as semanas 4 e 12. Os valores sdo expressos como media =+ SEM [n = 7 animais por
grupo em (A) e n = 4 e 7 animais para 4 e 12 semanas, respectivamente, em (B)]. *p<0,05 vs. 0 seu
respectivo controle.

Mesmo em um estagio avancado de OA, o processo de calcificacdo da cartilagem
nédo foi uma alteracdo comum, entretanto ele foi eventualmente observado. A proliferacéo
de vasos junto ao tecido cartilaginoso e sua substituicdo por tecido 6sseo pode ser

observada na Figura 34.
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Figura 34: Cartilagem hialina articular em processo de calcificacdo. Animal MIA/SAL apds 12 semanas
de inducdo. Setas indicam vasos sanguineos. Coloracdo em Tricrémico de Gomori. Barra: 100um.
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6 DISCUSSAO

A escolha de terapéuticas para pacientes idosos é muito complexa, principalmente,
por ser comum a presenca de comorbidades nessa etapa da vida do individuo (Singh et al,
2002; White, 2009). O tratamento para uma determinada doenca pode alterar o curso
patofisiologico de outra. Logo, o estudo da interferéncia de terapéuticas em doencas
altamente prevalentes em idosos, como a HAS e a OA, é de grande importancia (Collerton
et al, 2009). Neste trabalho, nds investigamos os efeitos do Captopril, um IiECA
amplamente utilizado no controle da HAS, e do DIZE, um ativador da ECA2, na OA de
joelho, focando nos aspectos inflamatorio e histopatolégico.

O modelo de OA por MIA foi escolhido em fungdo do fator tempo, pois é
considerado um modelo que reproduz rapidamente as caracteristicas clinicas e patologicas
da OA (Guzman et al, 2003). A aplicacdo de 2mg de MIA levou a uma resposta
inflamatoria aguda e cronica. Primeiramente observamos a formacéo de edema articular
apos 12 e 24 horas de inducdo da OA. No tempo de 12 horas também foi observado o pico
da IL-6. Essa citocina desempenha um papel chave na resposta inflamatdria de fase aguda,
alterando a natureza do infiltrado inflamatério, de neutrofilos para macréfagos (Gabay,
2006). Além disso, contribui para a manifestacdo clinica da dor, especialmente na fase
inicial da OA (Shimura et al, 2013). O achado sugere que a IL-6 também participa da
sinalizacdo para acumulo de liquido na cavidade articular, ap6s estimulo flogogénico com
MIA. Além disso, também observamos que o pico de leucOcitos na cavidade articular
acontece com 72 horas de indugdo da OA com MIA. Corroborando com o nosso trabalho,
Clements et al (2009), utilizou o mesmo modelo de OA, e também verificou que o pico dos
leucdcitos ocorre no tempo de 72 horas. Porém, ha algumas diferencas entre os trabalhos,
neste trabalho a cinética de migracdo foi realizada a partir do lavado articular, ja Clements
et al (2009) utilizou o coxim adiposo infrapatelar. E enquanto observamos que ha uma
reducdo do nimero de leucdcitos apos o terceiro dia de indugéo, porém, continua havendo
significancia estatistica em todos os seguintes tempos de medicdo (7, 14, 21 e 28 dias)
realizados. No trabalho de Clementes et al (2009) os 0s mondcitos apresentaram diferenca
estatistica apenas até o setimo dia de medicdo. Tal divergéncia pode estar relacionada a
quantidade de MIA utilizada, pois no estudo de Clements et al (2009) usou-se 1mg, que €
considerada uma quantidade baixa. Ao contrario, nés utilizamos 2mg, que é considerada

alta (Thakur et al, 2012). Isto é um indicativo de que quantidades diferentes do MIA
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podem levar a diferencas no processo de resolucdo da inflamacédo articular. Os dados
referentes ao infiltrado inflamatdrio na sindvia indicam que a inflamac&o articular volta a
aumentar no tempo de 28 dias de inducdo. Possivelmente, pelo estimulo dos debris
provenientes da degeneracdo do tecido cartilaginoso hialino, que se intensifica nesse
tempo. Esse aumento da inflamacéo pode ainda contribuir para uma maior degeneracéo da
matriz cartilaginosa. O que vai de encontro com a compreensdo atual, de que o
componente inflamatorio da OA é determinante para a degradacdo da matriz cartilaginosa
(Berenbaum, 2013; Loeser, 2009).

A progressdo inicial da OA ocorre com envolvimento focal da cartilagem, pela
distribuicdo diferenciada das forcas mecénica. Com a progressdo as alteracdes sao
observadas em porcdes continuas da cartilagem, até que, na OA avancada toda a superficie
articular esta envolvida (Pritzker et al, 2005). O modelo de OA por MIA levou a alteracbes
degenerativas gradativas na MEC e nos condrdcitos da cartilagem hialina. Tais alteragdes,
como a perda de proteoglicanos e a morte celular, foram progressivas, tornando-se mais
significativas nas medidas de 14, 21 e 28 dias. Janusz et al (2004) também evidenciou em
modelo de OA por MIA que a perda de proteoglicanos tem um carater progressivo no
modelo. A perda de proteoglicanos na OA é tida como uma consistente caracteristica
patogénica e ocorre principalmente pela agdo das MMPs (Knudson & Knudson, 2001). A
atividade das MMPs é aumentada pela producéo de citocinas inflamatérias, como o TNF-
a, IL-1P e IL-6 (Katz et al, 2010; Hasseb, Haqqui, 2013). Entretanto as citocinas avaliadas
(IL-10 e IL-6) sofreram alteracdo apenas na fase de inflamagdo aguda do modelo.
Indicando que outras citocinas podem estar envolvidas no processo de inflamacéo-
degeneracdo da OA no modelo por MIA.O desenvolvimento de dor no modelo de OA por
MIA é complexo e envolve diferentes citocinas pro-inflamatérias. Na fase dita dor
inflamatdria (dia 3), foi identificado por Bowles et al (2013) que ha uma maior atividade
do NF-kB e que essa atividade € fortemente correlacionada com os niveis séricos de IL-6 e
com a alodonia mecanica. Além disso, os niveis de IL-1B foram fortemente
correlacionados com a sensibilidade da dor na fase crénica do modelo (dia 28) (Bowles et
al, 2013). Recentemente, a quantidade de 2mg utilizada para induzir a OA foi associada a
um maior grau de lesdo neuronal e/ou sensibilizacdo central (Thakur et al, 2012). Sabe-se
que em alguns individuos a dor osteoartritica advém da disfuncdo do controle inibitorio
descendente ou da alteragdo no processamento cortical de informagdes nocivas (Dray &
Read, 2007). Esses fatos dificultam a interpretacdo da avaliacdo de terapéuticas
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farmacoldgicas na hiperalgesia nos modelos de OA. Nossos resultados monstraram que 0
modelo de OA por MIA com 2mg produziu uma clara resposta algica nos animais,
sustentada ao longo do tempo.

Nenhum dos tratamentos realizado (Captopril, Losartan, DIZE, L-NAME +
Captopril) foi capaz de inibir ou atenuar o quadro &lgico, apesar de haver evidéncia
cientifica do efeito analgésico da Ang-(1-7) e do bloqueio do AT1 em outros modelos de
artrite (Silveira et al, 2010; Silveira et al, 2013). A dor nos animais controle, tratados com
Captopril, mostrou certa tendéncia a hipersensibilidade ao estimulo da ponteira na pata.
Isto pode ser em decorréncia do aumento de BK circulante uma vez que o Captopril
aumenta os niveis deste peptideo (Norris et al, 2010; Meini & Maggi, 2008). No entanto,
os animais MIA tratados com Captopril tiveram resposta similar aos animais MIA
controle, o que torna improvavel a participacdo da BK neste modelo de OA. Apesar da
reducdo do numero de células inflamatérias na cavidade articular causada pelo Captopril e
pelo Losartan, ndo foi possivel observar alteracdo no limiar de retirada da pata. A grande
quantidade de MIA utilizada pode ter contribuido para este resultado, tendo em vista sua
associacdo com alteracdes neuropaticas (Thakur et al, 2012).

O tratamento com o ativador da ECA2, DIZE, néo alterou o nimero de macréfagos
na cavidade articular, mas reduziu a expressao tanto do TNF-o quanto do IL-10. Sabe-se
que a ativacdo da ECA2 leva ao aumento dos niveis de seu principal produto, a Ang-(1-7)
(Ferreira et al, 2012). Esse peptideo, por sua vez, pode modular a resposta inflamat6ria em
macrofagos, levando a uma menor expressao de citocinas como IL-6 e TNF-a (Souza &
Costa-Neto, 2012). Assim, como os macrofagos sdo o principal tipo celular associado ao
processo patofisiologico da OA (Haseeb & Haqqi, 2013), esperdvamos encontrar efeitos
benéficos com o tratamento com o DIZE. Além disso, em outro modelo de artrite, artrite
induzida por adjuvante, foi verificada que a ativacdo do Mas [receptor da Ang-(1-7)]
reduziu o influxo de neutrdfilos e a producdo de citocinas pré-inflamatérias (Silveira et al,
2010). A divergéncia entre os nossos achados com estes dados pode ser atribuida a
natureza complexa da patogénese da OA, ndo sendo incomuns respostas diferentes nas
terapias farmacoldgicas quando utilizadas na OA e na AR (Haseeb & Haqgi, 2013). A
concentracdo do DIZE utilizada também pode ter influenciado nesses resultados, uma vez
que a quantidade de Ang-(1-7) gerada é proporcional a quantidade do DIZE administrado.

A utilizacdo do iECA, Captopril, por 8 semanas em animais com OA levou a uma
reducdo significativa da populacdo de macrofagos na cavidade articular. Quando
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associamos o uso do L-NAME ao Captopril, observamos uma reverséo parcial deste efeito.
E importante ressaltar que o L-NAME ndo bloqueou completamente os efeitos do
Captopril em relacdo aos parametros inflamatérios, indicando, assim, que outros
mecanismos de acdo desse IECA contribuiram para tal efeito protetor. Como ndo houve
mudancas significativas na expressdo e nos niveis de TNF-a e IL-10 no tratamento com
Captopril, pode-se inferir que sua acdo na OA de joelho ndo esta relacionado a sua
modulacdo Para avaliar se os efeitos anti-inflamatorios do Captopril foram causados pela
inibicdo direta da ECA ou pela inibicdo do SRA, utilizamos o Losartan que blogueia o
SRA sem inibir a ECA. Os nossos dados indicaram que a inibicdo da ECA por si s6 nédo foi
a responsavel pelos efeitos benéficos na OA no nosso modelo, uma vez que o Losartan
promoveu reducdo similar da migragédo de leucocitos para a cavidade articular.

As alteracbes morfoldgicas nos animais MIA apds 12 semanas de inducdo foram
variaveis, o que dificultou a analise histopatoldgica. O aumento do nimero de animais por
grupo talvez seja uma medida que permita uma melhor comparacdo de tratamentos no
modelo de OA por MIA. Outra questdo a se ponderar é a expressao do receptor AT1 em
condracitos, pois ela € bem varidavel em pacientes com OA e AR (Kawakami et al, 2012).
Essa caracteristica da patologia pode ter contribuido para a variabilidade em alguns
resultados. Apesar da variabilidade no desenvolvimento de alteragcdes foi visto que a
inibicdo da ECA, de forma cronica, leva a um pequeno efeito condroprotetor. Isso vai de
encontro as recentes evidéncias de que ON tem um papel protetor na OA (Abramson,
2008). Contudo, como houve um bloqueio parcial do efeito anti-inflamatério do Captopril
pelo L-NAME, os efeitos condroprotetores podem estar relacionado a diferentes vias de
acdo desse IECA. Por exemplo, a tendéncia ao desenvolvimento de menos tecido
fibrocartilaginoso pode estar relacionado ao aumento da concentracdo plasmatica N-acetil-
seril-aspartil-lisil-prolina, que é um inibidor natural da proliferacdo de células-tronco
hematopoiéticas pluripotentes. Tal efeito dos iECAs ja foi identificado em outros modelos
de patologia (Peng et al, 2005). Por fim, considerando que no momento em que se deu 0
inicio ao tratamento com Captopril j& havia alteracBes histoldgicas significativas na
cartilagem, podemos sugerir que o nosso protocolo pode ter limitado a capacidade de

regeneracao do tecido induzido pelo Captopril.
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7 CONCLUSAO

O modelo de OA induzido por MIA mostrou ser conveniente para o estudo desta
doenca, uma vez que as alteracdes patofisioldgicas foram condizentes com as que ocorrem
na doenca em humanos. Neste trabalho foi possivel verificar que as ECAs modulam os
parametros inflamatorios e histopatoldgicos da OA. O tratamento com Captopril mostrou
ser uma possivel estratégia de controle da inflamagdo na OA, além de ter levado a um
pequeno efeito condroprotetor. Esse resultado foi, possivelmente, limitado pela dose de
MIA usada para induzir a OA e pelo longo tempo pés-inducdo da OA para o inicio dos
tratamentos. Assim, é necessario verificar se 0 ajuste destes parametros pode refletir em

efeitos condroprotetores mais significativos.
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Apds analise de sua solicitagdo de avaliagdo do projeto AMALISE DA INFLUENCIA DO SRA MA RENOVACAD DO COLAGENO E
NO PERFIL INFLAMATORIO EM UM MODELO EXPERIMENTAL DE OSTEOARTRITE, submetido a esta comissao pelo protocolo
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