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RESUMO

Artrite reumatoide (AR) € a doenca reumatica mais prevalente no mundo e seu
progndstico esta relacionado com enrijecimento das articulagdes sinoviais, associado
a dor e inchaco. Entretanto, os efeitos da AR ndo se restringem apenas as
articulacbes. Pacientes com AR possuem alteracfes metabdlicas sistémicas, levando
ao risco aumentado de desenvolver doencas cardiovasculares. Quando a AR esta
associada com a obesidade, doenca caracterizada pela expanséo e inflamacao do
tecido adiposo, ha pior prognéstico da doenca. Entretanto, poucos trabalhos elucidam
o papel do metabolismo na gravidade da artrite reumatoide. Portanto, o objetivo do
trabalho foi avaliar se as alteracfes metabdlicas causadas pela obesidade alteram a
resposta imunologica da artrite crénica experimental. Para isso, camundongos
machos Balb/c foram alimentados durante todo o periodo experimental com dieta rica
em carboidratos refinados (HC) ou dieta controle (C). ApGs 4 semanas, foi iniciado o
protocolo de indugcao de artrite com injecao intra-articular de PBS ou mBSA (AlA).
ApOs a primeira imunizacdo, os animais foram tratados com 5mg/mL de metformina,
administrada na agua de beber ad libitum (MET). Foi formado os grupos experimentais
(i) C PBS, (ii) C AlA, (iii) HC PBS, (iv) HC AIA, (v) C MET AIA, (vi) HC MET PBS e (vii)
HC MET AIA. No dia do sacrificio foram realizados os seguintes procedimentos:
medida de nocicepcéo e contagem total e diferencial de leucocitos no joelho, foram
retirados e quantificados os tecidos adiposos viscerais e 0 soro para dosagem de
glicose. O tecido adiposo epididimal e o joelho foram retirados para histologia. O joelho
foi utilizado para dosagem das citocinas IL-1B e IL-17 e para avaliacdo da
mieloperoxidase (MPO). Os animais do grupo HC néo tiveram aumento de peso, mas
sim do indice de adiposidade, da glicemia e da area de adipdcito, com aumento mais
expressivo nos animais obesos com artrite. Esse mesmo grupo teve piora em
marcadores da gravidade da artrite, como hiper nocicep¢ao, aumento de neutrofilos e
das citocinas IL-1 e IL-17 na cavidade articular e maior score de artrite. O tratamento
com metformina no grupo magro resultou em reducdo de todos os parametros
metabdlicos avaliados, como a glicemia, a area de adip6citos e o indice de
adiposidade, além da reducéo inflamacéo articular, evidenciada pela menor contagem
de neutrdfilos e redugéo da enzima MPO. Ao avaliar animais obesos tratados com
metformina, constatou que o houve reducéo foi a glicemia e a area de adipécitos mas

nao do indice de adiposidade. Entretanto, mais uma vez, todos 0s parametros



inflamatérios da artrite foram minimizados apés o tratamento com a metformina. Com
base nisso, conclui-se que o metabolismo da glicose parece ter influéncia no processo
inflamatorio nesse modelo de artrite experimental e em animais com dieta rica em
carboidratos refinados. Nossos dados indicam, portanto, que a metformina tem

potencial terapeutico na artrite associada ou ndo a obesidade.

Palavras-chave: Artrite experimental. Artrite reumatoide. Metformina. Metabolismo.
Obesidade.



ABSTRACT

Rheumatoid arthritis (RA) is the most prevalent rheumatic disease in the world, and its
prognosis is related to synovial joints stiffing, associated with pain and swelling.
However, RA's effects are not only restricted to joints. Patients with RA have systemic
metabolic alterations, leading to an increased risk of developing cardiovascular
diseases. When RA is associated with obesity, a disease characterized by the
expansion and inflammation of adipose tissue, there is a worse prognosis. However,
few studies elucidate the role of metabolism in the severity of rheumatoid arthritis.
Thus, this study aimed to evaluate whether the metabolic alterations caused by obesity
alter the immune response of chronic experimental arthritis. Male Balb/c mice were fed
a high-carb diet (HC) or a chow diet (C) throughout the experimental period. After four
weeks, the arthritis induction protocol started with an intra-articular injection of PBS or
mBSA (AIA). After the first immunization, we treated animals with 5mg/mL of
metformin, administered in the drinking water ad libitum (MET). Therefore, we formed
experimental groups (i) C PBS, (ii) C AlA, (iii) HC PBS, (iv) HC AIA, (v) C MET AIA,

(vi) HC MET PBS, and (vii) HC MET AIA. On the day of sacrifice, we performed the
following procedures: measurement of nociception and total and differential leukocyte
count in the knee, visceral adipose tissues, and serum were removed and quantified
for glucose measurement. We removed the epididymal adipose tissue and knee for
histology. In addition, we used the knee to measure IL-183 and IL-17 cytokines and to
assess the myeloperoxidase enzyme (MPO). The animals that received the HC diet
did not have a difference in weight but had an increase in the adiposity index, adipocyte
area, and blood glucose. This same group had worsening markers of arthritis severity,
such as hypernociception, increased neutrophils, IL-13, and IL-17 cytokines in the joint
cavity, and a higher arthritis score. Treatment with metformin in the lean group resulted
in a reduction in all metabolic parameters evaluated, such as blood glucose, adipocyte
area, and adiposity index, in addition to reduced joint inflammation, evidenced by lower
neutrophil counts and reduced MPO enzyme. When evaluating obese animals treated
with metformin, it was found that the reduction was in blood glucose and adipocyte
area but not in the adiposity index. However, once again, all inflammatory parameters
of arthritis were minimized after metformin treatment. Based on this, we found evidence
that glucose metabolism influences the inflammatory process in this experimental

arthritis model and animals with a diet rich in refined carbohydrates. Our data,



therefore, indicate that metformin has therapeutic potential in arthritis associated or not
with obesity.

Keywords: Experimental arthritis. Rheumatoid arthritis. Metformin. Metabolism.
Obesity.
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1 INTRODUCAO

A artrite reumatoide (AR) é a doenca reumatica mais prevalente no mundo,
podendo atingir cerca de 0,5% a 1% da populacdo, sendo mais predominante em
mulheres (LIN, Y. J.; ANZAGHE; SCHULKE, 2020). Essa doencga autoimune €
caracterizada por inflamagcdo nas membranas sinoviais das articulagbes, com
consequente hiperplasia desse tecido devido ao aumento do nimero de sinovidcitos
e infiltracdo de macrofagos, neutrédfilos e linfocitos T (LIN, Y. J.; ANZAGHE;
SCHULKE, 2020). Pacientes com AR apresentam um quadro de degradagdo 6ssea
e cartilaginosa da articulacdo, que culminam em dor, sensibilidade e edema. O
prognaostico esta relacionado com enrijecimento das articulagdes e reducao da funcéo
do membro atingido (SMOLEN; ALETAHA; MCINNES, 2016), além de poder ser
determinado pela composicao corporal (VAN SON, J. et al., 2021), o que torna a

obesidade um dos influentes na resposta da doenca.

A obesidade é uma doenca multifatorial e sua evolugdo segue com a hipertrofia
dos adipdcitos, ocasionando angiogénese prejudicada, hipdxia e apoptose de células
do tecido. A doenca cursa com uma inflamacao crénica de baixo grau ocasionada pelo
recrutamento de células inflamatorias, aumento de citocinas como TNF-q, IL-6, leptina e
resistina (GONZALEZ-MUNIESA et al., 2017). Devido as alteracdes inflamatorias,
deposicao ectdpica de lipideos e a caracteristica lipolitica da gordura visceral, ocorre
o desenvolvimento de diversas alteracfes metabdlicas, como a resisténcia a insulina
(RI) e alteracéo do metabolismo lipidico (PETERSEN; SHULMAN, 2018). Por causa
disso, essa doenca esta relacionada com diversas comorbidades como diabetes,
dislipidemia, doencas cardiovasculares, hepaticas, 6sseas e articulares (GONZALEZ-
MUNIESA et al., 2017).

As alteracdes inflamatérias da AR podem influenciar na homeostase
metabdlica, induzindo uma RI e aumentando a incidéncia de doencas
cardiovasculares, independente do peso (FIGUS et al., 2021). Por outro lado, a AR
esta relacionada também com o tecido adiposo, coincidindo em pontos relativos as
alteracdes metabdlicas e inflamatérias. Citocinas comuns na patogénese da artrite,
como IL-6, IL-1, TNF-a e IL-17, também estdo alteradas na obesidade (MCINNES;
SCHETT, 2011). Ademais, estudos com animais obesos e com artrite demonstram

alteracbes metabdlicas, degradacdo Ossea e cartilaginosa associadas a piora dos
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sintomas da artrite experimental (DE LA ROSA, IVAN ARIAS et al., 2021; OLIVEIRA,
MARINA CHAVES et al., 2017). Sob outra perspectiva, foi observado que pacientes
com IMC, circunferéncia de cintura e percentual de gordura corporal elevados
possuiam maior contagem de articulacfes inflamadas (ALVAREZ-NEMEGYEI et al.,
2020).

Devido ao aumento da incidéncia da obesidade, possibilidades terapéuticas
vém sendo estudadas para minimizar as consequéncias decorrentes do aumento de
adiposidade. A metformina é um dos medicamentos utilizados como hipoglicemiante,
que além de ser primeira linha de tratamento para o diabetes tipo 2, também vem
sendo discutido como coadjuvante no tratamento da obesidade (BAILEY, 2017;
LAMOIA; SHULMAN, 2021). Esse medicamento atua em diversos componentes do
metabolismo, melhorando assim a resposta da insulina, o colesterol, glicose e
triglicerideos séricos, refletindo na inflamacao (WANG, Y. W. et al., 2017). Por isso, 0
Seu uso em pacientes com artrite reumatoide tem sido investigado, sendo relacionada
a uma reducéo da inflamacéo na articulacao e da dor, melhora da qualidade de vida
(GHARIB et al., 2021), e reducéo da degradacédo da articulacdo em animais (FAN et
al., 2020). Entretanto, estudos que abordam esse assunto nao investigaram como a
melhora do metabolismo de forma independente poderia influenciar na gravidade da

artrite.

A metformina é um regulador do metabolismo e possui um papel emergente no
tratamento da artrite experimental. Ainda ndo esta claro se alteracdes metabdlicas
intrinsecas da obesidade podem resultar na piora da artrite, pois a artrite também
possui associacdo com o metabolismo (HE, 2020), além de n&o haver evidéncias
nitidas sobre o papel do tecido adiposo na patogénese da artrite experimental. Dessa
forma, o presente trabalho prop6e em modelo de artrite crbnica experimental uma
avaliacdo do efeito do consumo de uma dieta rica em carboidratos refinados (HC),
além de uma intervencdo metabdlica deste contexto por meio da administracao oral
de metformina em camundongos, a fim de investigar a sua influéncia na resposta da

artrite.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Artrite Reumatoide

As articulacdes sdo compostas pela cartilagem hialina e a capsula articular, que
pode ser subdividida em fibrosa e membrana sinovial. A membrana sinovial possui
ainda uma delgada camada em contato com a cavidade intra-articular, que € composta
por dois tipos de células: os sinovidcitos semelhantes a macrofagos (MLS) e os
sinoviécitos semelhantes a fibroblastos (FLS) (BARTOK; FIRESTEIN, 2010; SMOLEN
et al.,, 2018). Os MLS migram para a sindvia e se tornam células residentes, mas
continuam a expressar marcadores comuns a linhagem dos macrofagos. Os FLS séo
células mesenquimais com algumas caracteristicas de fibroblastos, como secrecao de
colagenos do tipo IV e V, além de secretar proteinas importantes para a lubrificacédo
das articulagbes (BUSTAMANTE et al., 2017). Na cavidade articular esta presente
também o liquido sinovial que possui a fun¢do de nutrir a cartilagem e lubrificar as
articulacbes (BARTOK; FIRESTEIN, 2010). Quando ha predisposicdo genética
associado a estimulos ambientais, as articulacbes apresentam manifestacdes
inflamatorias e cronicas presentes em doencas como a artrite reumatoide (AR)
(DEANE; HOLERS, 2021; SMOLEN; ALETAHA; MCINNES, 2016).

A AR é descrita como inflamacdo das membranas sinoviais das articulages
que cursam com a hiperplasia desse tecido devido ao aumento do numero de
sinoviécitos (LIN, Y. J.; ANZAGHE; SCHULKE, 2020; SMOLEN; ALETAHA;
MCINNES, 2016). Associado a esse processo ocorre a infiltracdo de células
inflamatorias na cavidade articular, como macréfagos, neutrdfilos e linfocitos T, o que
culmina na intensa liberacdo de citocinas pro inflamatérias como TNF-a, IL-6, IL-1, e
IL-17. Essas citocinas estimulam a ativacdo dos FLS, que por sua vez, produzem
metaloproteinases de matriz (MMPSs) que levam a degradacéo da cartilagem articular
(HANNEMANN; APPARAILLY; COURTIES, 2021). Além disso, o FLS e os linfécitos
T, podem estimular a expressdo do Ativador do Receptor de NFkB (RANKL), uma
citocina que esta relacionada com a ativacdo de osteoclastos. Os osteoclastos séo
células residentes do tecido 6sseo com funcdo de degradar a matriz 6ssea que
também sdo ativadas pela presenca de macréfagos (SCHERER; HAUPL;
BURMESTER, 2020). Dessa forma, pacientes com AR apresentam um quadro de

degradacdo éssea e cartilaginosa da articulacao, que culminam inicialmente em dor,
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sensibilidade nas articulacdes e edema (Figura 1). Em niveis avancados, pode gerar
enrijecimento das articulagbes e reducdo da funcdo do membro atingido,
impossibilitando a execucdo de atividades do cotidiano (SMOLEN; ALETAHA,;
MCINNES, 2016).

Articulacdo saudavel _ Artrite reumatoide

Hiperplasia
iovial

Sinovia Infiltrag&o de
leucocitos

Mgmbran Acumulo de citocinas
fibrosa inflamatorias
Cavidade Degradac&o

articular da cartilagem

Cartilagem
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Figura 1 - Articulacdo saudavel e articulacdo com artrite reumatoide. A fisiopatologia da
artrite reumatoide cursa com a hiperplasia sinovial devido ao aumento de sinovidcitos e
infiltracdo de leucocitos na cavidade articular. Com isso, ha liberacdo de citocinas
inflamatdrias na regido que culminam em degradacéo 0ssea e cartilaginosa. FLS: sinoviécitos
semelhantes a fibroblastos; MMP: metaloproteinase de matriz.

Diversos fatores ambientais estdo envolvidos no desenvolvimento da AR,
principalmente na formacdo de proteinas citrulinadas, molécula relacionada com a
fisiopatologia da doenca (DISSICK et al.,, 2010; MAKRYGIANNAKIS et al., 2008;
SMOLEN et al., 2018). Pacientes com soropositividade para auto-anticorpos contra
peptideos citrulinados (ACPAS) e auto-anticorpos contra IgG (fator reumatoéide [FR])
apresentam risco aumentado para AR (MALMSTROM; CATRINA; KLARESKOG,
2017). As proteinas citrulinadas estimulam a ativacdo de células B que sintetizam
anticorpos que reconhecem auto proteinas, o ACPA e o FR (IgG) (SMOLEN et al.,

2018). O FR pode estar diretamente envolvido na inducéo de citocinas inflamatérias
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(ANQUETIL et al., 2015). Assim, durante o curso da doenca, citocinas e quimiocinas
agravam a resposta inflamatdria e sinalizam para que haja uma infiltracdo e aciimulo
de leucécitos na cavidade sinovial, principalmente células T ativadas, neutrofilos,
macrofagos e células B (SPARKS, 2019). Dentre os modelos experimentais de artrite,
0 uso de um antigeno para indugdo da doencga (antigen-induced arthritis - AIA) é uma
das formas de desencadear um processo inflamatorio local (FISCHER et al., 2017).
Esse modelo é caracterizado por uma infiltracdo de neutrofilos no joelho, presenca de
citocinas inflamatérias na cavidade articular e degradacdo da cartilagem, eroséo
0ssea e hipernocicepcédo, se assemelhando a patogénese em pacientes com essa
doenca (COELHO et al., 2008; CORREA et al., 2016; OLIVEIRA, MARINA CHAVES
etal., 2017; QUEIROZ-JUNIOR et al., 2011).

2.2 Obesidade

Aumento expressivo da prevaléncia da obesidade tem sido observado nos
altimos anos, sendo que mais da metade da populagdo mundial est4 acima do peso.
Além disso, 0 aumento de doencgas crnicas ndo transmissiveis nos ultimos 10 anos
ultrapassou 50% (HRUBY; HU, 2015). Esses dados podem se justificar devido ao
estilo de vida adotado por maior parte da populacédo, ja que o sobrepeso e a obesidade
sao advindos, principalmente, do sedentarismo e de uma alimentac&o desbalanceada.
Apesar desses dois fatores serem os mais relacionados ao desenvolvimento da
doenca, a obesidade ainda € considerada de etiologia multifatorial, pois pode envolver
aspectos psiquicos, sociais, comportamentais, ambientais, metabdlicos e genéticos
(ITEM; KONRAD, 2012).

A obesidade é caracterizada pela hipertrofia dos adipdcitos ocasionada, dentre
outros fatores, por um consumo calérico maior que o gasto energético (HEYMSFIELD;
WADDEN, 2017; LIN, X.; LI, 2021; STIGLER; LUSTIG; MA, 2017). Todavia, o tipo de
nutriente consumido também é fundamental para o processo de acumulo de gordura.
Dietas ricas em carboidratos refinados (OLIVEIRA, MARINA C. et al.,, 2013;
RODRIGUEZ-CORREA et al., 2020; SPADARO et al., 2015) e ricas em gordura
saturadas (PEREIRA et al., 2012; RAMALHO et al., 2017; RODRIGUEZ-CORREA et
al., 2020) desencadeiam em aumento da adiposidade, acompanhado por elevacédo da
inflamacéo e alteracdes metabodlicas no tecido adiposo. Durante a hipertrofia dos

adipdcitos, a angiogénese do tecido fica prejudicada, ocasionando em hipdxia e morte
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celular do tecido (GONZALEZ-MUNIESA et al., 2017; LACKEY; OLEFSKY, 2015;
ROSEN; SPIEGELMAN, 2014). Com isso, ocorre um recrutamento de células
inflamatorias para o local, como macréfagos do tipo M1, com concomitante reducao
de células Treg e TCD4 auxiliares. Esse perfil celular contribui com a secrecao de
citocinas no tecido, incluindo TNF-a e IL-6 (KRATZ et al., 2014; LACKEY; OLEFSKY,
2015). Assim, individuos com obesidade apresentam uma inflamacéo crénica de baixo
grau (GREMESE et al., 2014), sendo que com o aumento da adiposidade abdominal
ou visceral, essas alteracdes ocorrem de forma mais acentuada (ALVEHUS et al.,
2010; DROLET et al., 2009).

A localizacao fisica do tecido adiposo define a sua funcdo central. O tecido
adiposo visceral € mais lipolitico, contribuindo com a liberacdo de acidos graxos livres
(AGL) na circulagdo (DESPRES, 2012; SAGHAFI-ASL et al., 2017). Parte dessas
moléculas vao para o tecido adiposo de outras localidades do corpo, mas outra parte
vai para o figado e para o masculo, o que pode induzir a resisténcia a insulina. O
deposito dos AGL em outros tecidos leva a lipotoxicidade (NISHI; HIGASHIHARA;
INAGI, 2019). A oxidacao dos acidos graxos em tecidos que néo o adiposo interfere
na fosforilacdo do substrato do receptor da insulina, o IRS (MALHI; GORES, 2008).
As citocinas inflamatoérias também desencadeiam RI devido a fosforilacdo do IRS em
serina/tirosina em vez de treonina. Isso faz com que o GLUT4, o transportador de
glicose no tecido adiposo e musculo, ndo seja translocado para a membrana
plasmatica, impedindo a sinalizacdo da insulina (Figura 2) (PETERSEN; SHULMAN,
2018). Assim, ja foi demonstrado que aumento da circunferéncia de cintura reflete os
estoques de gordura visceral e estaria relacionado com o aumento do risco de
comorbidades como doencas cardiovasculares e diabetes tipo 2 (DM2) (DESPRES,
2012).
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Figura 2 - Expanséo saudavel e ndo saudavel do tecido adiposo. A hipertrofia dos
adipécitos esta relacionada com angiogénese prejudicada do tecido, morte celular e
recrutamento de células inflamatérias para a regido lesada, como macréfagos, com
concomitante reducdo de células Treg e TCD4 auxiliares. H& aumento de citocinas
inflamatérias e de AGL que levam a R, resultando em hiperglicemia.

2.3 Envolvimento do tecido adiposo e do metabolismo na

patogénese da Artrite Reumatoide

Estudos demonstram relacdo entre a AR e a obesidade. Elevado indice de
massa corporal (IMC), presente na obesidade, parece contribuir para maior risco de
AR em comparacdo com individuos eutréficos (MARCHAND et al., 2020; QIN et al.,
2015). Ademais, o aumento da gordura corporal esta associado a maior atividade da
doenca e a incapacidade funcional de pacientes com AR (SON, K. M. et al., 2021). No
geral, ocorre uma correlagédo positiva entre o peso, a circunferéncia de cintura e o
percentual de gordura corporal com a contagem de articulagdes sensiveis e inchadas
de pacientes com AR (ALVAREZ-NEMEGYEI et al., 2020).

Essa associacdo também ocorre com as alteracdes inflamatorias presentes na
obesidade. Camundongos com artrite experimental e obesidade induzida por dieta
tiveram maior resposta inflamatoria articular devido a amplificacdo da inflamacao

ocasionada pela obesidade (JHUN et al., 2012). Citocinas e quimiocinas inflamatorias
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sdo pontos que coincidem entre a AR e a obesidade. Estas estdo aumentadas no
tecido adiposo obeso e tem importante papel na inflamacéo local da artrite reumatoide,
como TNF-q, IL-6, IL-1 e IL-17 (CHEN, Z. et al., 2019; SURENDAR et al., 2019). O
tecido adiposo parece ser um ponto comum entre as duas doencas e as alteracdes
metabdlicas presentes em ambas. De fato, no TA de camundongos com artrite
experimental ocorre reducao de genes envolvidos no metabolismo da glicose (IRS-1,
IRS-2 e GLUT-4) e aumento de genes relacionados a lipolise, facilitando o estado de
Rl (ARIAS DE LA ROSA et al., 2021).

A relacdo inversa também parece estar presente, jA que pacientes com AR
apresentam risco aumentado de ter doengas relacionadas ao metabolismo, como
doencas cardiovasculares. Essa condicdo é responsavel por 39% das causas de
mortalidade em individuos com artrite (ENGLAND et al., 2018; SOKKA; ABELSON;
PINCUS, 2008). As principais causas dessa associacao € uma aterogénese acelerada
devido a inflamagé&o sistémica inerente da artrite que leva ao aumento do estresse
oxidativo, resisténcia a insulina e disfuncédo endotelial em pacientes com a doenca
reumatica ativa (BAKER et al.,, 2018; FIGUS et al., 2021; HANSSON, 2005). O
estresse oxidativo, caracterizado pelo aumento de espécies reativas de oxigénio
(EROs), esta relacionado com o aumento do LDL oxidado, principal componente no
processo de aterogénese (KATTOOR et al., 2017).

A AR também esta relacionada com piora do metabolismo de glicose em
individuos ndo obesos (ARIAS DE LA ROSA et al., 2018) e aumento da resisténcia a
insulina em pacientes com AR nao tratada precocemente (MONTAGNA et al., 2007,
SHAHIN et al.,, 2010). Essa relacdo parece ser ocasionada por um ambiente
inflamatorio sistémico desencadeado pela doenca articular, jA que pacientes e
camundongos com artrite apresentam aumento de citocinas e marcadores
inflamatoérios plasmético como PCR (Proteina C Reativa), VHS (Velocidade de
Hemossedimentacdo) e TNF-a (ARIAS DE LA ROSA et al., 2018; PI et al., 2017,
RISTIC et al., 2021).

Outra alteracdo que também acontece durante a AR é a secrecdo de
adipocinas pelo tecido adiposo. Além da influéncia na funcdo metabdlica, a leptina,

adiponectina e resistina sao descritas por possuirem relacdo com a AR (NEUMANN
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et al., 2021), apesar de classicamente estarem relacionadas com o remodelamento
do tecido adiposo (ZORENA et al., 2020). Trabalhos com individuos sem obesidade
avaliaram a relacdo de adipocinas na AR (CAO et al., 2016; CARRION et al., 2019).
Houve uma relacéo positiva has concentracdes séricas de leptina, que tem acéo pro
inflamatoria, em pacientes acometidos com a artrite reumatoide com alta atividade da
doenca (CAO et al., 2016; OTERO et al., 2006). Além disso, ja foi mostrado que a
resistina, que esta relacionada com a resisténcia a insulina, se encontra aumentada
no soro, plasma, liquido sinovial e tecido sinovial de pacientes com AR (CARRION et
al., 2019). Na artrite experimental, sem associacdo a obesidade, demonstrou-se
relacdo entre a concentracdes plasmaticas reduzidas de adiponectina e aumento de
leptina (ARIAS DE LA ROSA et al., 2018; OLIVEIRA, MARINA C et al., 2016).

Esses dados, em conjunto, indicam que a artrite pode alterar a dinamica do
tecido adiposo e predispor a alteracdes metabdlicas e que as alteracdes metabdlicas
comuns ao aumento da adiposidade podem interferir na dindmica da articulagdo com

artrite (Figura 3).
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Figura 3 - Interrelacdo da obesidade com a artrite. A obesidade aumenta o risco de
desenvolver AR e desencadeia sintomas mais graves dessa doenga. Além disso, ha aumento
do TA e dorisco para DCV. O TA leva a uma inflamacéo cronica de baixo grau, tendo citocinas
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coincidentes da patogénese da AR. Essa inflamacdo aumenta a lipdlise do tecido,
aumentando também os AGL. As citocinas e os AGL levam a resisténcia a insulina. Por outro
lado, a AR leva a uma inflamacé&o sistémica, ao aumento do estresse oxidativo e a disfungéo
endotelial, sendo fatores de rico para DCV, além de aumentar as citocinas inflamatérias e
levas a resisténcia a insulina.

2.4 Potenciais terapéuticos da metformina

Diversas abordagens terapéuticas podem ser utilizadas para o tratamento da
obesidade, a depender do histérico de peso, tentativas anteriores de perda de peso,
grau de obesidade e presenca de comorbidades. Dentre as possibilidades, pode-se
destacar mudancas no estilo de vida, dietas, tratamento cirargico e medicamentoso
(LIN, X.; LI, 2021). O cloridrato de metformina ja foi retratado como um potencial
terapéutico para a obesidade, mas apresenta efeitos modestos na perda de peso,
apesar de multiplos efeitos metabdlicos (YEREVANIAN; SOUKAS, 2019). O
metabolismo € o elo entre véarias doencas, e por isso, a metformina tem mostrado
eficacia terapéutica em outros distarbios, como a AR (FAN et al., 2020; GHARIB et al.,
2021; KIM, E. K. et al., 2018). O tratamento medicamentoso da AR consiste no uso de
drogas antirreumaticas modificadoras da doenca (DMARDS), que atuam na remissao
ou retardo da artrite e previne degradacdo 0ssea e cartilaginosa, ou no uso de anti-
inflamatorios ndo-esteroidais (AINES) ou glicocorticoides (GC), que atuam reduzindo
a dor e a inflamacéo (SMOLEN et al., 2018; SMOLEN; ALETAHA; MCINNES, 2016).
Entretanto, esses medicamentos podem nao trazer a resposta terapéutica esperada,
ou estdo associados a efeitos colaterais (FARISOGULLARI et al., 2020; SMOLEN et
al., 2017, 2018; STREHL et al., 2016). A busca por outras estratégias sao, portanto,
necessarias, e o tratamento metabdlico parecer ser promissor nesse cenario, o0 que

pode ser remetido ao uso de metformina.

A metformina € um dos medicamentos mais utilizados para o tratamento do
DM2 (BAILEY, 2017). Ela possui uma biodisponibilidade de 50 a 60%, e ap0s sua
absorcdao intestinal ocorre um acumulo hepatico do medicamento (HE, 2020; LAMOIA;
SHULMAN, 2021). Além do seu importante papel no metabolismo da glicose, ja foi
relatado que a MET poderia ter efeito em outras condicbes como em doencas
cardiovasculares (DCV), doencas hepaticas e na obesidade (LAMOIA; SHULMAN,

2021). O seu mecanismo de ac¢ao ainda € controverso. A hipétese mais aceita € de
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que a MET ativa a proteina quinase ativada por AMP (AMPK), um inibidor da
gliconeogénese e da lipogénese hepatica (FORETZ et al., 2010). Assim, o seu
principal efeito como hipoglicemiante parece estar relacionado com a reducéao da
producédo hepatica de glicose pela inibicdo da gliconeogénese (LV; GUO, 2020). Além
disso, a metformina parece ter um efeito secundario de aumentar a captacao periférica
de glicose (LAMOIA; SHULMAN, 2021).

Apesar do seu efeito priméario como hipoglicemiante, a metformina também atua
em outros aspectos do metabolismo (Figura 4). Foi relatado que em pacientes com
DM2, a metformina reduziu as concentracdes séricas de VLDL, LDL, &cidos graxos
livres (AGL) e triglicérides (JEPPESEN et al., 1994). Além disso, a MET reduziu a
reabsorcéo de acidos biliares no intestino, reduzindo assim o colesterol disponivel na
corrente sanguinea e auxiliou na reducdo de VLDL circulante e no aumento da
oxidacao lipidica (KARISE et al., 2019; WANG, C. et al., 2014). Na inflamacéo, a
metformina foi capaz de reduzir a diferenciacdo de mondcitos em macréfagos via
inibicdo da atividade do STAT3, importante proteina em fun¢cdes imunologicas
(VASAMSETTI et al., 2015), e reduziu a relagdo Th17/Treg in vitro (KIM, E. K. et al.,
2020). Além disso, o0 medicamento parece ter fungcdo na mucosa intestinal, alterando
a composicdo da microbiota de forma a inibir sinalizacdes pro-inflamatérias inerentes
da disbiose intestinal (CANI et al., 2007; SHIN et al., 2014). Entretanto, o papel da
metformina nesses processos segue sendo coadjuvante ao seu desempenho nas
alteracdes metabdlicas. Ademais, grande parte da funcionalidade da metformina como
antiinflamatdério € devido a seu efeito metabdlico (TRIGGLE et al., 2022). Por isso, 0

seu uso em doencas de cunho inflamatorio e metabdlico ainda é investigado.
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Figura 4 - Func@es da metformina. A fungdo da metformina como hipoglicemiante € devido
ao efeito inibitério da gliconeogénese e ao aumento da sensibilidade a insulina. A metformina
também tem agdo em outros componentes do metabolismo, como redugéo do LDL, VLDL,
AGL e TAG. Esses efeitos em conjunto levam a uma reducédo da inflamacéo pela acéo do
medicamento. LDL: Lipoproteina de Baixa Densidade; VLDL: Lipoproteina de Muito Baixa
Densidade; AGL: Acidos Graxos Livres; TAG: Triacilglicerol.

O efeito benéfico do tratamento com metformina tem sido demonstrado tanto
em animais quanto em humanos. Fan e colaboradores (2020) mostraram que 0
tratamento com metformina em animais com artrite induzida por colageno reduziu o
edema articular, hiperplasia e infiltracao inflamatoria sinovial e as concentracdes de
citocinas pro-inflamatérias sistémicas. Além disso, houve reducdo da erosédo 0ssea e
da destruicdo da cartilagem articular (FAN et al., 2020). De forma interessante, o
tratamento com metformina em animais obesos com artrite experimental pode reduzir
a inflamacédo articular bem como reduzir alguns marcadores hepaticos como a
infiltracdo de células inflamatorias, enzimas hepaticas (aspartato aminotransferase
[AST] e alanina aminotransferase [ALT]), e colesterol LDL (lipoproteina de baixa
densidade) no soro ao mesmo tempo que exerceu um efeito protetor no tecido adiposo
marrom, como a reducéo de infiltracdo de células imunoldgicas (KIM, E.-K. et al., 2018).
Em pacientes com artrite reumatoide, a metformina reduziu a inflamacgao, avaliada

pela proteina C-reativa (PCR), reduzir a pontuagcdo no DAS-28-CRP (escala



29

gue avalia a atividade da artrite reumatoide), e possibilitou a melhora da qualidade de
vida de pacientes apdés 3 meses de tratamento (GHARIB et al., 2021). Apesar do
evidente efeito da MET na inflamacéao articular, ainda néo esta claro o papel do tecido

adiposo e do metabolismo na patogénese da artrite.
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2.5 Justificativa

Apesar da limitacdo de estudos relacionando a artrite e a obesidade, nosso
grupo de pesquisa, nos ultimos anos, tem tentado compreender a combinacao entre
elas. Visamos conhecer melhor os mecanismos associados a sua fisiopatologia com
o intuito de no futuro contribuir para tratamentos mais especificos para pacientes com
AR, ainda restritos a medicamentos. Por essa razéo, avaliamos previamente qual seria
a resposta metabdlica frente a um desafio intra-articular no joelho de camundongos
em modelo agudo de artrite induzida por antigeno (AlA) dentro de uma cinética.
Observamos alteracdes metabdlicas sistémicas ao longo do tempo e concluimos que
a presenca de citocinas seria mais importante para causar essas mudancas do que
células inflamatérias na articulacdo (OLIVEIRA, MARINA CHAVES et al., 2017).

Em estudo posterior, demonstramos que apds o consumo cronico de diferentes
dietas que causam modulagdo do tecido adiposo, com aumento ou reducao desse
tecido, houve uma menor resposta inflamatdria na articulagdo, novamente em modelo
agudo (24h) de AIA. Essa menor resposta atribuimos as alteracbes metabdlicas que
foram o elo comum dentre todas as dietas utilizadas, que poderiam reduzir a rapida
migracao de leucdcitos para o sitio de inflamacéo devido a um quadro inflamatério de
baixo grau. Ademais, foi observada uma hipertrofia dos adipdcitos infrapatelar
somente pela resposta a AlA, sem aumento de adiposidade corporal, diferente do

consumo das dietas que aumentou os dois parametros (OLIVEIRA et al., 2017).

Entendemos a limitacdo existente em um modelo de artrite aguda pelo fato de
pacientes com AR apresentarem uma cronicidade da doenca. Contudo, esses dados
jaindicam que o metabolismo e adipdcitos podem ter alguma relacéo e/ou participacao
no processo da doenca. Ainda, queremos nos aproximar da realidade clinica para
posteriormente fazer a translacdo dos dados obtidos para pacientes com AR por meio
de um modelo crénico de AlA associado ao consumo de dieta indutora de obesidade.
Assim, verificaremos como o tecido adiposo e o metabolismo participam da resposta

imunoldgica articular para possibilitar novos tratamentos.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

O objetivo do presente trabalho foi avaliar se as alteracbes metabdlicas
causadas pela obesidade alteram a resposta imunolégica da artrite cronica

experimental.

3.2 Objetivos Especificos

» Avaliar o efeito do aumento de adiposidade em parametros metabdlicos

sistémicos induzido por dieta rica em carboidratos refinados na artrite cronica;

» Determinar se a dieta rica em carboidratos refinados influencia a inflamacéo

articular na artrite;

» Verificar se o tratamento com metformina altera parametros metabdlicos

sistémicos e adiposidade na artrite;

» Verificar se o tratamento com metformina modifica parametros inflamatérios

articulares na artrite cronica;

» Avaliar a resposta metabodlica do tratamento com metformina em animais

obesos com artrite;

» Verificar se o tratamento com metformina altera a resposta inflamatéria na

articulagdo em animais com obesidade e artrite cronica.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Delineamento Experimental

Esse projeto foi submetido & Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) e foi aprovado sob o protocolo
288/2017. Para padronizar o modelo de obesidade associado a artrite crbnica
experimental, foram utilizados camundongos machos da linhagem BALB/c provindos
do Biotério Central da UFMG com 8 semanas de vida. Esses animais foram
alimentados durante todo o periodo experimental com (i) dieta controle Labina® (C) e
(ii) dieta rica em carboidratos refinados (HC), indutora de aumento de adiposidade
(OLIVEIRA, MARINA C. et al., 2013). As dietas possuem 4,0 kcal/g, 4,4 kcallg,
respectivamente (Tabela 1). Apos 4 semanas do esquema alimentar, os animais foram
divididos novamente em 4 grupos experimentais e passaram pelo processo de

inducao da artrite experimental:

(i) Controle sem artrite (alimentado com dieta controle + PBS intra-articular) (C)
(if) Controle com artrite (alimentado com dieta controle + mBSA intra-articular) (C AlA)
(iii) Dieta HC sem artrite (alimentado com dieta HC + PBS intra-articular) (HC)

(iv) Dieta HC com artrite (alimentado com dieta HC + mBSA intra-articular) (HC AlA)

Tabela 1 - Composicao nutricional das dietas.

Dieta Controle Dieta HC

Composicao g% g%
Carboidrato 55,6 64,8
Proteina 26,3 17,5
Lipideos 2,6 5
kcallg 4,0 4.4

Adaptado de OLIVEIRA et al., 2013

Para avaliar o efeito do metabolismo na resposta da artrite, foram avaliados

mais 3 grupos com tratamento medicamentoso, onde os animais foram alimentados
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durante todo o periodo experimental com (i) dieta controle Labina® (C) e (ii) dieta rica
em carboidratos refinados (HC), indutora de aumento de adiposidade (OLIVEIRA,
MARINA C. et al., 2013). Apés 4 semanas do esquema alimentar e apds o primeiro
desafio articular, foi iniciado o tratamento com um hipoglicemiante oral na agua de
beber, a metformina, na dosagem de 5mg/mL conforme descrito anteriormente (MA et
al., 2007), formando os seguintes grupos experimentais:

(i) Controle com artrite (alimentado com dieta controle + mBSA intra-articular) e
tratados com metformina (5mg/mL) (C AIA MET)

(i) Dieta HC sem artrite (alimentado com dieta HC + PBS intra-articular) e tratados
com metformina (5mg/mL) (HC PBS MET)

(iii) Dieta HC com artrite (alimentado com dieta HC + mBSA intra-articular) e tratados
com metformina (5mg/mL) (HC AIA MET)

A metformina foi triturada e dissolvida na agua e ofertada ad libitum. A agua
potavel foi completamente substituida a cada 2-3 dias e a sua ingestéao foi mensurada

para avaliar o consumo do medicamento.

Para a inducéo de artrite experimental, os camundongos foram imunizados com
injecdo subcutéanea de uma solucdo contendo 500 pg de Albumina Bovina Sérica
Metilada (mMBSA) em 100 ul de uma emulséo de salina e igual volume de adjuvante
completo de Freund (CFA), e suplementada com 4 mg/ml de cepa aquecida de
Mycobacterium Tuberculosis H37RA. Apdés uma semana, foi realizada outra
imunizacdo com mBSA em adjuvante incompleto de Freund (IFA), utilizando as
mesmas quantidades que a imunizacéo anterior. Apds mais 14 dias, ocorreu a injecéo
na articulagdo do joelho esquerdo com PBS (Phosphate Buffered Saline) para os
respectivos grupos controles ou mBSA (10ug de mBSA em 10pl de salina estéril) para
inducao de artrite. Trinta dias depois, foi feito um novo desafio no joelho com mBSA
(AIA) ou PBS (controle) para estabelecer o modelo crénico de artrite (Figura 5). Os
animais foram eutanasiados apés 5 dias (CORREA et al., 2016). Os animais foram
mantidos em ambiente com controle de luz, temperatura e livre acesso a a4gua e a

dieta determinada aos respectivos grupos.
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Figura 55 - Delineamento Experimental. Os animais receberam as dietas (C ou HC) durante
todo periodo experimental. Ap6s 4 semanas no inicio da dieta, foi feita a primeira imunizacéo
com albumina bovina sérica metilada (mBSA). Apds a primeira imunizagdo, foi iniciado o
tratamento com metformina (MET) na agua de beber dos animais. Ap6s uma semana foi feita
a segunda imunizacéo. No tempo 0, foi realizado o primeiro desafio com injecéo intra-articular
com PBS (controle) ou com mBSA (AIA) para inducdo de artrite experimental. Apés 30 dias
foi feito um novo desafio para estabelecer a cronicidade da doenca. Apos 5 dias foi feito a
eutanasia dos animais.

Ao longo das 12 semanas os animais foram pesados 1 vez por semana para
monitorar o ganho de peso e 2 vezes por semana foi medida a ingestao alimentar. No
dia da eutanasia, foi realizada a contagem total do lavado da cavidade articular do

joelho, além do comportamento nociceptivo.

Os tecidos adiposos epididimal, retroperitoneal e mesentérico foram removidos
e pesados, assim como o joelho que também foi removido e conservado em freezer a
-80°C. Foi retirada uma parte do tecido adiposo epididimal e o joelho para a confec¢éo
da lamina histolégica, sendo, portanto, fixado em formol 4% tamponado e conservado
posteriormente em alcool 70% até o momento do uso. O sangue foi coletado em tubos
e entdo centrifugado para a obtencdo do soro e armazenado a -20°C para as
dosagens de glicose. Aléem disso, amostras de joelho foram retiradas para medir a

atividade da enzima mieloperoxidase (MPO) e de citocinas (ELISA).

4.2 Avaliagdo do comportamento nociceptivo

No dia da eutanasia foi avaliado o comportamento nociceptivo. Em uma sala
tranquila, os animais foram colocados em gaiolas de acrilico (12 x 10 x 17 cm altura)

com uma grade de arame no piso 15-30 minutos antes do teste para a adaptagao
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ambiental. Uma série de estimulos foram realizados apenas quando os animais
estavam quietos. Para esses estimulos, um medidor eletrénico de presséo foi usado.
Ele é composto de um transdutor de forca de méo equipado com uma ponta de
polipropileno (INSIGHT Instruments, Ribeirdo Preto, Sdo Paulo, Brasil). Uma forca
perpendicular crescente foi aplicada a area central da superficie plantar da pata
posterior direita para induzir a flexdo da articulagdo do joelho, seguido por retirar a
pata. Um espelho inclinado abaixo da grade fornece uma visao clara da pata traseira
do animal. O ponto final foi caracterizado pela remocdo da pata. Apds a flexdo
provocada até o limiar de retirada, a intensidade da pressdo € registrada
automaticamente. O valor para a resposta foi obtido pela média de trés medicdes. Os

resultados séo expressos como limiar de retirada (g).
4.3 Eutanéasia dos animais

Apos o periodo experimental, os animais foram submetidos a eutanésia por
sangria. Antes da eutanasia os animais passaram por um periodo de jejum de 6 horas.
No momento da eutanasia os animais foram anestesiados com injecao intraperitoneal
na dose de 12,5ml/kg de solugéo de cloridratos de xilasina (10mg/kg) e cloridrato de

quetamina (80mg/kg) diluidos em NaCl 0,9%.
4.4 Contagem de leucocitos totais e diferenciais da cavidade articular

Para recuperacéo dos leucdcitos da cavidade do joelho, foi feita duas vezes a
lavagem com 5pl de albumina bovina sérica (BSA) 3% em PBS. Esse lavado, que foi
coletado junto com a solucdo de albumina utilizado, foi diluido em 90ul de BSA 3%

para posterior contagem total e diferencial.

O numero total de leucdcitos no liquido sinovial foi determinado pela contagem
na camara de Neubauer. Para isso, 10ul do lavado articular foi diluido em 10pul de

solucdo de Turk (Renylab) e foi feita a contagem utilizando zoom éptico de 40x.

A contagem diferencial de leucdcitos da cavidade articular foi feita utilizando
citocentrifugacdo de uma aliquota de 90ul do lavado articular (citospin;Shandon lll,
Thermo Shandon, Frankfurt, Alemanha). As laminas foram coradas utilizando o Kit
panadtico rapido (Laborclin, Parand) e a contagem das células polimorfonucleares e

mononucleares foi feita utilizando 6leo de imersédo e um zoom o6ptico de 100x.
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4.5 Extracao e dosagem de citocinas dos tecidos

Fragmentos do joelho foram homogeneizados na presenca de 1 mL de solucéo
inibidora de proteases (NaCl 0,4M; Tween 20 0,05%; albumina de soro bovino 0,5%;
fluoreto de fenilmetilsufonila 0,1 mM; cloreto de benzeténio 0,1 mM; EDTA 10 mM; 20
Ul de aprotinina), preparada a partir de uma solucéo de tampao fosfato (NaCl 8g, KClI
0,29 e Na2HP0O4.12H,0 2,89g diluidos em 1 litro de 4gua destilada). O homogeneizado
resultante foi centrifugado por 10 min a 10000 RPM a 4°C e o sobrenadante foi
recolhido para a dosagem de citocinas por ELISA (Enzyme Linked ImmuneSorbent

Assay) e de enzimas por MPO (Mieloperoxidase).
4.6 Atividade da enzima Mieloperoxidase (MPO)

A mieloperoxidase é uma enzima encontrada principalmente em leucdcitos
polimorfonucleares. A dosagem de MPO correlaciona-se fortemente com a quantidade
de neutrodfilos recrutados na lesdo durante a inflamacdo. A atividade da enzima
mieloperoxidase (MPO) foi avaliada por meio de testes enzimaticos utilizando como
substrato tetrametilbenzidina (TMB) conforme descrito anteriormente (SOUZA et al.,
2002).

Primeiramente foi realizado o processamento das amostras do joelho dos
animais. O tecido foi homogeneizado em solucdo inibidora de proteases e foi
centrifugado. O pellet resultante foi submetido a lise hipotdnica utilizando NaCl em
diferentes concentracdes e glicose 5%. ApoOs mais uma centrifugacdo, o pellet foi
resuspendido em tampao NaPOs e homogeneizado. Aliquotas da suspenséo foram
transferidas para outro microtubo e passaram por um processo de trés ciclos de
congelamento e descongelamento em nitrogénio liquido. As aliquotas foram
centrifugadas e o sobrenadante coletado. As amostras foram diluidas, colocadas em
placas de 96 pocos com substrato TMB, dimetilsulfoxido (DMSO) e H202. O produto

da reacéo foi detectado por colorimetria a 450 nm.
4.7 Determinacdo de citocinas por ELISA

As citocinas IL-1B e IL-17 foram avaliadas no tecido periarticular. Para a sua
quantificagdo foi utilizado o kit DuoSet de ELISA (Enzyme Linked ImmuneSorbent

Assay). O ensaio foi realizado em placas de 96 pocos (C96 MicroWellTM Plates, Nunc,
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Thermo Fisher Scientifc, Waltham, MA, USA). No dia anterior ao experimento, as
placas foram preparadas com 27,75 uL do anticorpo de captura especifico de cada
citocina diluido em 5mL de PBS (Phosphate Buffered Saline) e armazenadas durante
a noite a 4°C em local umido e protegido da luz. Apds esse periodo, os poc¢os foram
lavados trés vezes com tampao de lavagem (PBS diluido em Tween 20) e foi pipetada
a solucao de bloqueio (BSA 1% [Bovine Serum Albumin] diluida em PBS) em cada
poco. Apos lavar a placa trés vezes, as amostras foram diluidas em BSA 0.1% e 50uL
da solucéo foi pipetada na placa, junto ao branco (BSA 0,1%) e ao padrdo. A placa foi
entdo incubada durante a noite a 4°C em ambiente umido e protegido da luz. Apds
esse tempo, a placa foi lavada trés vezes com o tampéao de lavagem e foi adicionado
aos pocos 27,75 uL de anticorpo de deteccédo especifico para as amostras diluido em
5mL de BSA 0,1%. Foi feita a lavagem da placa e foi adicionada uma solucao de
estreptavidina que foi incubada em temperatura ambiente por 20 minutos.
Transcorrido esse tempo, uma nova lavagem foi realizada e foi adicionada a placa o
tampéo substrato contendo o-fenilenodiamina (OPD, Sigma) e H2O2. A reacéao foi
interrompida com &cido sulfdrico (H2SO4) e o produto da reacéo foi detectado por

colorimetria a 490 nm.
4.8 Dosagem bioquimica

O sangue coletado foi centrifugado para obtencéo do soro que foi armazenado
em freezer a -20°C. Foi entdo quantificada as concentracdes séricas de glicose por
meio de Kit Enzimatico (Bioclin, Belo Horizonte, MG). A amostra foi diluida nos
reagentes segundo o fabricante e colocada em banho maria a 37°C por 10 minutos. A

reacao foi detectada por colorimetria a 505 nm.
4.9 Histomorfometria

Para o processamento histolégico, o tecido adiposo epididimal e o joelho foram
coletados no dia da eutanasia. Foi realizada a fixacdo do tecido adiposo e joelho em
formol 4% tamponado onde permaneceram por no maximo 48 horas. O tecido adiposo
foi transferido para alcool 70% e o joelho foi descalcificado por meio de incubagédo em
uma solugéo contendo EDTA 14% (&cido etilenodiamino tetra-acético - pH 7,2) por 28
dias e transferido para alcool 70% até o dia do seu processamento. Os tecidos foram

desidratados, diafanizados e incluidos em parafina. A técnica H&E (Hematoxilina-
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Eosina) foi utilizada para coloracdo dos cortes histolégicos e as laminas foram

avaliadas em microscopio de luz equipada com camera digital.

O escore histopatolégico foi realizado a fim de verificar a inflamacgéo e
alteracées morfolégicas no joelho dos camundongos com e sem inducdo de artrite
experimental, conforme descrito anteriormente (OLIVEIRA, MARINA CHAVES et al.,
2017). Foi atribuida uma pontuacéo de 0-9 em que “0” representa articulacdo normal,
e “9” representa articulagdo alterada. Foram avaliados a hiperplasia sinovial (0-3
pontos), intensidade e extensao do infiltrado inflamatério (0-4 pontos) e erosdo 6ssea
(0-2 pontos). A avaliacéo do infiltrado inflamatério foi realizada por meio do software

ImageJ (National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, EUA).

Além disso, a quantificacdo da area de adipdcitos foi feita nas laminas de tecido
adiposo e joelho. Para o tecido articular, foram feitas trés fotografias em zoom oOptico
de 20x. As células que tocavam a borda da fotografia e aquelas que ndo possuiam
formato ovoide ndo foram contabilizadas. Foi utilizado o software ImageJ (National
Institutes of Health, Bethesda, Maryland, EUA) para a contagem manual das células

do joelho.

Para a area de adipdcitos do tecido adiposo epididimal, foram utilizados os
softwares ImageJ e Adipo Count (versao 1.0) conforme descrito anteriormente (HU et
al., 2021). Em resumo, as imagens foram capturadas com uma objetiva de 20x e foram
importadas para o Adipo Count, onde as imagens sofreram um pré-tratamento. Os
adipécitos foram segmentados e re-segmentados para maior precisdo, possibilitando
a visualizacdo em duas cores do tecido, em que o adipdcito ficou totalmente branco e
o restante do tecido ficou totalmente preto. Caso necesséario, foi feita a correcéo
manual dos limites dos adipdcitos. As imagens segmentadas monocromaticas foram
transferidas para o software ImageJ, e foi realizada a area dos adipdcitos (por meio
da area de particulas). As células que tocavam a borda da fotografia e aquelas que

ndo possuiam um formato ovéide ndo foram contabilizadas.
4.10 Analises estatisticas

Apos a verificagdo de normalidade, foram feitas as comparacgfes estatisticas

entre os varios grupos utilizando ANOVA “one way” seguida de pds-teste Newman-—
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Keuls. Os resultados foram apresentados como média + desvio padrdo médio. O nivel
de significAncia adotado foi de P<0,05. Para a realizacdo de todas as analises, o

software GraphPad PRISM 8.0, GraphPad software Inc. (San Diego, CA, USA) foi

utilizado.
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5 RESULTADOS

5.1 A artrite altera a area de adipocitos mas ndo desencadeia alteracfes

metabdlicas mais expressivas, mesmo apds o consumo de dieta HC

N&o houve alteracéo do peso entre as diferentes dietas e nos animais sem ou
com artrite (Figura 6A). Apesar de nao haver diferenca no consumo alimentar entre os
grupos (dados ndo mostrados), os animais que receberam a dieta HC, independente
da artrite, tiveram aumento no indice de adiposidade, o qual considera os tecidos
adiposos viscerais (Figura 6B). Esse aumento foi acompanhado pela expansao da
area de adipdcitos do tecido adiposo epididimal (Figura 6C-D) nos mesmos grupos.
Curiosamente, os animais alimentados com dieta HC AIA tiveram o aumento da area
de adipdcitos mais expressivo do que aqueles sem artrite. Além disso, a concentracdo
sérica de glicose em jejum aumentou no grupo que recebeu a dieta HC em relacéo a

dieta controle independente da artrite (Figura 6E).
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Figura 66 - Alteracbes de adiposidade e sistémica decorrentes do consumo de dieta
ricaem carboidratos refinados (HC) e da artrite induzida por antigeno (AlA). (A) Diferenca
entre os pesos do inicio e do final do protocolo experimental, (B) indice de adiposidade [(soma
do peso do tecido epididimal, retroperitoneal e mesentérico (g)) + peso corporal x 100], (C)
Imagem representativa da area de adipdcitos do tecido adiposo epididimal,

(D) Area de adipédcitos do tecido adiposo epididimal e (E) Glicemia em jejum. Os dados
representam as meédias + SEM (erro padrdo da média) de 6-10 animais por grupo. *P < 0.05
versus respectivo PBS; #P < 0.05 versus dieta controle (C).
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5.2 O consumo de dieta HC piora a dor e a inflamacéao articular de animais

com artrite induzida por antigeno

Para avaliar o efeito da dieta no limiar de dor dos animais com artrite, avaliamos
a intensidade de nocicepcdo. O grupo AIA apresentou maior intensidade de
nocicepcao do que o seu respectivo PBS independente da dieta (Figura 7A). De forma
interessante, os animais alimentados com dieta HC, apresentaram intensidade de
nocicepc¢ao maior do que aqueles alimentados com dieta controle (Figura 7A). Essa
piora foi acompanhada do aumento da contagem de leucdcitos totais (Figura 7B) e

neutroéfilos (Figura 7C) no joelho de animais HC AIA em relagédo ao grupo controle.

Verificamos também a presenca de citocinas inflamatérias no joelho. A IL-17
tem o papel de recrutar neutréfilos para a regido lesada (LUBBERTS; KOENDERS;
VAN DEN BERG, 2005), e a IL-1 que esta envolvida na modulacao da inflamacéao na
artrite experimental (DAYER; BRESNIHAN, 2002). Houve o aumento de ambas as
citocinas nos animais AIA em relagdo ao seu respectivo PBS, mas o grupo que
recebeu a dieta HC teve o0 aumento dessas citocinas de forma mais significativa em

relacdo ao grupo que recebeu a dieta controle (Figura 7D-E).

A histomorfometria do joelho foi avaliada em laminas coradas com H&E. A
Figura 7G mostra imagens representativas da cavidade articular, e pode-se observar
a hiperplasia sinovial, erosdo 6ssea e o aumento do infiltrado inflamatoério nos animais
com AlA. Essas alteragcbes foram maiores no grupo que recebeu a dieta HC (Figura
7G-H). A avaliacdo da é&rea do infiltrado leucocitario mostrou aumento apenas no
grupo HC AIA em comparacdo com o seu respectivo PBS (Figura 71). Por fim, é
possivel verificar que houve reducdo da area de adipdcitos infrapatelar nos grupos
AIA em relacéo ao respectivo PBS, mas que essa reducéo foi independente da dieta
(Figura 7J3-G).
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Figura 7 - Alteragfes na cavidade articular de animais alimentados com dieta rica em
carboidratos refinados (HC) e com artrite induzida por antigeno (AlA). (A) Intensidade de
nocicepgdo, Contagem de leucdcitos (B) totais e (C) neutrédfilos da cavidade articular;
Dosagem das citocinas (D) IL-17 e (E) IL-1B no joelho, (G) Imagem representativa da
articulagdo dos grupos AlA e PBS, com adipdcitos infrapatelares (*) e o infiltrado inflamatorio
(ponta da seta), (H) Score histopatologico de artrite que considera infiltrado inflamatdrio,
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erosdo Ossea e hiperplasia sinovial; () Quantificacdo de infiltrado inflamatorio, (J) Area de
adipdcitos infrapatelares. Os dados representam as médias + SEM (erro padrao da média) de
6-10 animais por grupo. *P < 0.05 versus respectivo PBS; #P < 0.05 versus dieta controle (C).
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5.3 A metformina tem acdo no remodelamento e metabolismo do tecido

adiposo de animais magros

O aumento da adiposidade € acompanhado por alteragdes na morfologia do
tecido adiposo, como a hipertrofia dos adipécitos, e esta relacionada com uma piora
da inflamac&o articular em animais com artrite experimental. Acreditamos que a
melhora do metabolismo pode reduzir a inflamacéo articular. Para comprovar nossa

hipotese, tratamos os animais com um hipoglicemiante oral.

N&o foi observado diferenca no consumo hidrico entre todos os grupos tratados
com metformina (C MET: 3,2 + 0.13 vs. HC MET PBS: 3,14 £ 0.12 vs. HC MET AIA:
3,14 £ 0.12 ml/dia/animal; P > 0.05). Conforme esperado, o tratamento com a
metformina reduziu a glicose sérica em jejum no grupo AIA se comparado com 0 grupo
nao tratado (Figura 8A). Além disso, ndo houve alteracdo do ganho de peso entre 0s
grupos (Figura 8B). De forma interessante, o grupo AlA ndo apresentou aumento do
indice de adiposidade (Figura 8C) e da area de adipdcitos do tecido adiposo epididimal
(Figura 8D-E) em comparagdo com o seu respectivo PBS, mas o tratamento com

metformina reduziu esses marcadores do grupo AlIA em relacdo ao néao tratado.



46

A B C D
_ B pBS - - ]
200 8-1H PBS 1.5 PBS
O AlAS 5 O AIA s O AIA —~ 4000~ W pBs
. S & O AA
| | —_ L] o} S €
Py 3 # 2 . | > 9 ) <
> 3 o @ s 1.0+ 5 =2 E
1S - Q % [ [] 5 g ~8 g
5 100 24| = a 5 # 5 a
S - ) S @ W
IS o u < L] — o O
[ Q < Q S @
o c o 0.5 o
= B T 5 | © n Q © 2
o 0 o2 [ =]
: - < <3
£ Q g
0 (] 0.0 ki
C CMET C C MET C C MET c C MET
E
. <y
AT Z )
bgitg AP ey o
s X ¥
il §
e~
¢
/ \’ ¥
Fi fy ey ) g

Figura 8 - Alteracdes do tecido adiposo e da glicemia pelo tratamento com metformina.
(A) Glicemia em jejum, (B) Diferenca entre os pesos do inicio e do final do protocolo
experimental, (C) indice de adiposidade [(soma do peso do tecido epididimal, retroperitoneal
e mesentérico (g)) + peso corporal x 100], (D) Area de adipdcitos do tecido adiposo epididimal
e (E) Imagem representativa do tecido adiposo epididimal. Os dados representam as médias
+ SEM (erro padrdo da média) de 4-8 animais por grupo. *P < 0.05 versus respectivo PBS; #P
< 0.05 versus grupo dieta controle (C) AlA.
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5.4 O tratamento com metformina reduz marcadores inflamatérios na

cavidade articular de animais magros

Para avaliar se as alteracdes no metabolismo tém impacto na inflamacéo
articular, foi feita avaliacdo de marcadores inflamatérios nesse tecido. Ndo houve
alteracdo na intensidade de nocicepcdo nos animais tratados, (Figura 9A). Contudo,
foi observada uma reducéo dos leucdcitos totais no joelho (Figura 9B) e neutréfilos
(Figura 9C) em comparacdo com o grupo AlA ndo tratado. Foi feita também a
avaliac@o da enzima mieloperoxidase (MPO), um marcado da atividade de neutrofilos,
e de fato, essa enzima estava reduzida no tecido articular do grupo AlA tratado com

metformina em comparagao com o grupo néo tratado (Figura 9D).
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Figura 9 - Nocicepcao e alteragdes inflamatérias na cavidade articular de animais com
artrite induzida por antigeno (AlA) e tratados com metformina (MET). (A) Intensidade de
nocicepcédo, (B) Contagem de leucécitos totais da cavidade articular, (C) Contagem de
neutrofilos da cavidade articular, (D) Avaliagdo da atividade da enzima mieloperoxidase no
joelho. Os dados representam as médias + SEM (erro padrdo da média) de 4-8 animais por
grupo. *P < 0.05 versus respectivo PBS; #P < 0.05 versus grupo dieta controle (C).
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5.5 Animais obesos tratados com metformina apresentam melhora glicémica

Para investigar o efeito da metformina na resposta metabdlica apés o consumo
de dieta rica em carboidratos e com AlA, foi feita a avaliacdo sérica e do tecido adiposo
dos camundongos. A avaliacdo da glicose sérica mostrou que o grupo MET teve uma
reducdo na sua concentracdo em relacdo ao grupo HC nao tratado (Figura 10A). Nao
houve diferenca no ganho de peso entre os grupos experimentais (Figura 10B).
Entretanto, o grupo HC teve um aumento de indice de adiposidade em relacdo ao
grupo controle e o tratamento com metformina ndo alterou esse parametro (Figura
10C). Ao avaliar a area de adipécitos do tecido adiposo epididimal, observou-se que
a artrite aumentou a area dessa célula nos grupos HC ndo tratado, e que o tratamento

com metformina reduziu esse marcador independente da artrite (Figura 10D-E).



50

N pBS N pBs N pBS
3001 O AIA 470 AIA &~ 50001 O AIA
= £ * #
S —
G 5 # 0 = 4000 # *
3 Y g3 Ta s E — s
T 200+ 2 3 S 3 - =
g ° 2 . S 5 3000 °
© 3 2 2 2 > 8§
5 2 < 3 & 2000
8 100 < © 23 ° 8
6 « © 14 S 8 2
b 3 O < B 1000
5 - o
c u °
i = 5
()
0 T —— —— /-
C HC HCMET C HC HCMET

O Tt LR AP ROR
_\.‘\‘t Y d 1 }rl«‘v‘\} X
o \ B ‘r,‘r ; { \ O | S
) 4 )i . e g X
Nk 7 e Nah By Sty 2" 4 Tt

! i 2 N Ly Joa{ fva
) 4 { O L 8 ¢ g’i‘ L%
Y4 L T L e e

C A \ ), 889 ((‘ Lok

[Ny : 4 X

e L T N iy S 4
HERBSAA K S et THERRAK T~ A3 4T b
4 R T NCLETIA Y L NN T
x';’ s TR OOV \'Lg; 2 v. \“/)))*:/1\‘ ‘ -\C(I ‘, ‘ ‘ \\‘

q ‘r“.,’ -
A f’A'.k.r‘::( v ‘ A‘;-".\
| 50 I i N
94,6 i )
A - ‘-\;

- W \ ) K
2 A DN N Y SHTW '\A'\,‘-‘
HemeT pes. L THguer Al

Figura 10 - Alteragdes do tecido adiposo e da glicemia em animais obesos e com artrite
induzida por antigeno (AlIA) e tratados com metformina (MET). A) Glicemia em jejum, (B)
Diferenca entre os pesos do inicio e do final do protocolo experimental, (C) Indice de
adiposidade [(soma do peso do tecido epididimal, retroperitoneal e mesentérico (g)) +~ peso
corporal x 100], (D) Area de adipécitos do tecido adiposo epididimal e (E) Imagem
representativa do tecido adiposo epididimal. Os dados representam as médias + SEM (erro
padrdo da média) de 6-10 animais por grupo. *P < 0.05 versus respectivo PBS; #P < 0.05 HC
MET versus HC ou HC versus C.
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5.6 Animais obesos apresentam melhora na inflamacao articular apds

alterac6es metabdlicas

Como esperado, o grupo HC PBS né&o tratado apresentou alteracdo na
nocicepg¢ao se comparado com o grupo controle PBS, e isso foi intensificado no grupo
HC AIA independente do tratamento com metformina (Figura 11A). Além disso, o
grupo HC AIA teve maior contagem de células totais, neutrofilos e aumento da enzima
mieloperoxidase no joelho em relagéo ao seu respectivo PBS (Figura B-D). Apesar do
tratamento ndo alterar a intensidade de nocicep¢ao do grupo HC com AIA (Figura
11A), o tratamento com MET possibilitou uma reducdo na contagem de leucdcitos
totais na cavidade articular em relacdo ao grupo HC AIA néo tratado (Figura 11B),
bem como a reducdo da contagem de neutrofilos (Figura 11C). Por fim, ao avaliar a
atividade de neutrdéfilos por meio da enzima mieloperoxidase, mostra-se que de fato,
houve reducéo desse marcador no grupo HC AlA tratado em relagcéo ao grupo HC AIA

nao tratado (Figura 11D).
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Figura 11 11- Nocicepcdo e alteracdes inflamatérias na cavidade articular de animais
obesos, com artrite induzida por antigeno (AlA) e tratados com metformina (MET). (A)
Intensidade de nocicepcdo, (B) Contagem de leucdcitos totais da cavidade articular, (C)
Contagem de neutréfilos da cavidade articular, (D) Avaliagdo da atividade da enzima
mieloperoxidase (MPO) no joelho. Os dados representam as médias + SEM (erro padréo da
média) de 6-10 animais por grupo. *P < 0.05 versus respectivo PBS; #P < 0.05 HC MET versus
HC ou HC versus C.
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6 DISCUSSAO

A artrite reumatoide é uma doenca reumatica que compromete a qualidade de
vida devido a dores, enrijecimento e edema nas articulagdes (LIN, Y. J.; ANZAGHE;
SCHULKE, 2020; SMOLEN; ALETAHA; MCINNES, 2016). Além disso, pacientes com
AR apresentam distUrbios extra articulares como aumento da incidéncia de doencas
cardiovasculares e alteracdes metabdlicas. Esses efeitos em outras localizacées séao
atribuidos a inflamacé&o sistémica comum durante a doenca articular (BAKER et al.,
2018; DE LAROSA, | ARIAS et al., 2018; FERRAZ-AMARO et al., 2013; FIGUS et al.,
2021; HANSSON, 2005; SOKKA; ABELSON; PINCUS, 2008). Além disso, pessoas
com obesidade e alteracbes metabdlicas apresentam um risco aumentado de
desenvolver AR, além de uma piora dos sintomas em quem apresenta a doenca
reumatica ativa (ALVAREZ-NEMEGYEI et al., 2020; MARCHAND et al., 2020; QIN et
al., 2015; SON, K. M. et al., 2021). Assim, o melhor entendimento do impacto do
metabolismo na patogénese da AR se faz necessaria, jA que estratégias focadas

nessa questao poderiam melhorar a qualidade de vida dos pacientes.

Neste estudo mostramos que as alteragdes metabdlicas na obesidade também
podem impactar nos marcadores inflamatorios da artrite, e que estratégias que visem
a melhora do metabolismo podem ser promissoras no auxilio do tratamento desses
pacientes. No geral, os resultados demonstraram que a artrite em animais obesos (i)
intensificou 0 aumento da area de adipocitos sem implicar em alteragdes metabdlicas
e isso se relacionou com a piora da resposta inflamatéria articular; (ii) o tratamento do
metabolismo com a metformina em camundongos magros com artrite reduziu a
adiposidade e a resposta glicEmica, acompanhada da reduc¢éo da inflamacéo articular;
contudo, (iii) animais obesos com artrite tratados com metformina apresentaram
menor glicemia e area de adipécitos associados a melhora importante dos marcadores

inflamatorios da artrite analisados.

Os nutrientes apresentam efeitos distintos no metabolismo e no
remodelamento do tecido adiposo. A dieta rica em carboidratos refinados tem a
caracteristica de aumentar a adiposidade, a area de adip6citos e tem impacto no
metabolismo de lipideos e de carboidratos, mas néo tem impacto no peso dos animais
(OLIVEIRA, MARINA C. et al., 2013; RODRIGUEZ-CORREA et al., 2020; SPADARO

et al., 2015). De fato, foi visto no nosso estudo que a dieta HC aumentou a glicemia
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dos animais associado ao aumento da adiposidade e area de adipécitos sem alteracéo
no peso corporal. A relagéo da dieta HC com a alteragéo glicémica, mesmo na dieta
isocalorica, parece ser devido a sua composi¢cao predominante de sacarose (glicose
e frutose). Esse nutriente ativa o sistema imune por diversos mecanismos. A sacarose
tem efeito na sintese de gordura, ja que é substrato da lipogénese de novo hepatica
(SANDERS; GRIFFIN, 2016). Neste contexto, ocorre maior deposi¢cédo de gordura na
regido abdominal, que é mais inflamatoria, e aumenta a lipdlise no tecido adiposo com
consequente liberacdo dos AGL, induzindo a resisténcia a insulina
(DINICOLANTONIO et al., 2018). Além disso, a hipertrofia dos adipocitos, inerente ao
processo de obesidade, também contribui para a hiperglicemia por meio da producéo
de citocinas proé-inflamatoérias. Essas citocinas fazem com que haja a fosforilacédo
incorreta do receptor de insulina, gerando a resisténcia a insulina (PETERSEN;
SHULMAN, 2018). Assim, mostramos que o consumo de dieta HC contribuiu para o
desenvolvimento da obesidade nos animais, com incremento de adiposidade e

alteracdes metabdlicas associadas.

Curiosamente, os animais com artrite alimentados com dieta HC néo
apresentaram um incremento maior da massa adiposa em relagdo ao seu respectivo
PBS, mas mostrou uma hipertrofia maior em seus adipdcitos. De fato, ha uma
correlacdo positiva entre o aumento de adiposidade e a gravidade da artrite
reumatoide de inicio precoce (ALIVERNINI et al., 2019). Essa alteracdo na
composigdo corporal no inicio da artrite esta relacionada com reducdo da massa
muscular. Foi relatado que o aumento crénico de citocinas inflamatoérias, em conjunto
com a inatividade fisica, pode levar a caquexia reumatoide, caracterizada pela perda
de massa muscular e com a massa gorda estavel ou aumentada (WALSMITH,;
ROUBENOFF, 2002). Além disso, o tecido adiposo de animais com artrite tem maior
expressao de citocinas inflamatorias como TNF-a e IL-18 (ARIAS DE LA ROSA et al.,
2021). Contrapondo os nossos achados, Hamaguchi em 2012 descreveu a reducéo
da area de adipdcitos apos inducédo de artrite por colageno, tanto em animais magros
guanto em animais obesos (HAMAGUCHI et al., 2012). Entretanto, a literatura carece
de estudos experimentais que avaliem o remodelamento do tecido adiposo e a
influéncia da artrite nesse contexto. O nosso estudo é o primeiro a descrever os efeitos

da obesidade na artrite experimental crénica. Acreditamos que a duracdo da
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inflamacé&o articular pode ter impactado de forma negativa nha movimentacdo dos

animais e, por isso, apresentaram aumento mais expressivo dos adipdcitos.

Diferente dos adipécitos do tecido adiposo visceral, os adipécitos infrapatelares
sdo descritos por absorver o impacto mecanico, facilitar a distribuicdo do liquido
sinovial, e secretar adipocinas na cavidade articular (MACCHI et al., 2018). Nesse
estudo, a avaliacdo histomorfométrica da articulacdo apresentou uma reducao na area
de adipdcitos infrapatelar nos animais com artrite em relacdo aqueles sem artrite,
independente da dieta ofertada. A inflamacao articular parece reduzir a area de
adipdcitos infrapatelar. De forma contraria, Oliveira e colaboradores (2017) mostraram
gue animais submetidos a um modelo agudo de artrite induzida por antigeno tiveram
aumento na area de adipdcitos infrapatelar com o consumo de dietas indutoras de
adiposidade. Foi sugerido que a inflamacéo aguda altera a producéo de adipocinas no
joelho e assim, influencia o tamanho dos adipdcitos (OLIVEIRA, MARINA CHAVES et
al., 2017). Entretanto, foi também mostrado que na osteoartrite 0 tamanho do tecido
adiposo infrapatelar teria um papel na protecdo mecéanica da doenca, relacionada a
menor dor e alteracOes estruturais da articulacdo (HAN et al., 2014). Ademais, foi
observada uma relacdo inversa entre o volume do tecido adiposo infrapatelar e as
concentragdo séricas de IL-17 (WANG, K. et al., 2016). Assim, acreditamos que o
influxo de neutréfilos para a cavidade articular associado ao aumento de citocinas
inflamatorias levou a lipdlise do tecido adiposo infrapatelar, reduzindo assim a sua
area (FOLEY et al., 2021). Além disso, a reducdo desse tecido pode ter contribuido
para a progressao da degradacéo articular. Dessa forma, a presenca dos adipocitos
infrapatelares parece ser importante para contribuir com a homeostase da cavidade
articular e podem ser considerados como indicadores da intensidade inflamatéria da

doenca, tendo em vista a reducdo de sua area neste ambiente inflamatario.

A artrite reumatoide é caracterizada pelo aumento de células inflamatorias na
cavidade articular, que causam degradacéo 6ssea e cartilaginosa, culminando em dor
e perda de funcdo do membro atingido. O modelo de artrite induzida por antigeno,
utilizado nesse estudo, é caracterizado pelo influxo de neutréfilos na articulacdo
(OLIVEIRA, MARINA CHAVES et al., 2017; QUEIROZ-JUNIOR et al., 2011). Os
neutroéfilos sdo os leucdcitos mais abundante no liquido sinovial de pacientes com AR
(CASCAO et al., 2010) e liberam granulos contendo MPO, colagenase e MMPs. Foi
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mostrado no nosso estudo que na articulacado de animais AlA alimentados com dieta
HC, houve aumento de neutrdéfilos na cavidade articular, MPO e as citocinas IL-17 e
IL-18. Essas citocinas estdo envolvidas na patogénese da AR pois podem ser
secretadas por neutréfilos e FLS (KONDO; KURODA; KOBAYASHI, 2021;
LUBBERTS; KOENDERS; VAN DEN BERG, 2005; LUBBERTS; VAN DEN BERG,
2003). De acordo com nossos resultados, foi demonstrado também na literatura um
aumento na articulagcéo da citocina inflamatoria IL-17 em animais obesos e com artrite
induzida por colageno (JHUN et al., 2012). Um estudo anterior do nosso grupo,
entretanto, mostrou reducgéo de neutréfilos e inflamacdo em modelo agudo de artrite
associado a obesidade (OLIVEIRA, MARINA CHAVES et al., 2017). Segundo os
autores, ap0s a oferta de dietas com diferentes composi¢cdes, houve um menor
recrutamento de células inflamatorias para a regido lesada, o que foi atribuido a uma
resposta imunolégica mais lenta, devido a presenca de alteracdes metabdlicas. Assim,
sugerimos que no modelo de artrite crénica conseguimos estabelecer melhor esta
relacdo que € observada na literatura de piora na artrite em pacientes obesos, sendo

associada a intensidade da inflamacao na articulacao.

As alteracdes celulares e moleculares na AR associam-se a degradacdo
articular na doenca. A perda Ossea é mediada pelo aumento do numero de
osteoclastos. Em situacdes patologicas como na AR, ha super ativacdo dos
osteoclastos devido ao aumento de células do sistema imune, como o0s neutrofilos e
FLS. Além disso, citocinas inflamatérias, como IL-17 e IL-1[3, sdo relatadas como
osteoclastogénicas (JUNG et al., 2014). A degradacédo da cartilagem é mediada pelas
MMPs, que sdo altamente expressas durante a AR. Essas enzimas degradam
principalmente o colageno e séo expressas por células do sistema imune, como 0S
neutréfilos (YASUDA, 2006). Essas moléculas e células, em conjunto, s&o
responsaveis pela inflamagéo e pelo dano tecidual na AR (O'NEIL; KAPLAN, 2019).
No nosso estudo, animais obesos tiveram aumento de citocinas e células inflamatorias
na cavidade articular, associado a maior pontuagcéo no score de artrite, que avalia a
infiltrac&o de leucdcitos, e dano articular. Outros estudos experimentais mostram um
efeito similar ao que foi encontrado nesse estudo, com aumento da pontuagdo no
score em animais obesos com artrite (ARIAS DE LA ROSA et al., 2021; HAMAGUCHI
et al., 2012; JHUN et al., 2012). Parece que a obesidade pode aumentar células

inflamatorias e isso esta envolvido com a piora da artrite em modelo experimental
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(JHUN et al.,, 2012). Sugerimos, portanto, que animais obesos tiveram maior
pontuacdo no score de artrite devido ao aumento de células inflamatérias na
articulacdo. Isso pode ter sido ocasionado pela inflamacdo cronica de baixa

intensidade presente na obesidade decorrente da expansao do tecido adiposo.

A degradacdo da articulacdo esta relacionada com dor e incapacidade em
pacientes com artrite reumatoide (SMOLEN; ALETAHA; MCINNES, 2016). De fato,
animais com artrite experimental tiveram hipernocicepcdo associada as alteracdes
inflamatdrias na articulagdo e animais obesos tiveram essa resposta exarcebada.
Curiosamente, animais obesos sem artrite também apresentaram hipernocicepcao,
associada a uma tendéncia de aumento no score da artrite e do infiltrado inflamatério
na articulagdo. O acumulo de neutréfilos e de citocinas na cavidade articular, em
especial a IL-1pB, esta relacionado com a hipernocicepcéo (SACHS et al., 2011; VERRI
et al., 2006), e esse aumento foi observado em nosso estudo. Além disso, foi relatado
gue a obesidade pode aumentar o risco de desenvolvimento de AR (LU et al., 2014).
Portanto, sugerimos que a hipernocicepc¢do dos animais pode estar relacionada com
o aumento de neutréfilos e citocinas inflamatorias na cavidade articular e que na
obesidade, por ter agravamento da inflamacao articular, contribui também com a

exacerbacéo da resposta nociceptiva.

Acreditamos que as alteracdes metabdlicas desencadeadas pela dieta HC
seriam as responsaveis pelo aumento da inflamagé&o articular. Assim, tratamos o0s
animais magros e obesos com um hipoglicemiante oral, a metformina, visando a
melhora do metabolismo. Conforme esperado, o tratamento com metformina reduziu
a glicemia dos animais independente da dieta. O tratamento com metformina reduziu,
a adiposidade somente nos animais magros, mas reduziu, de forma interessante, a
area de adipécitos em animais magros e obesos, independente da artrite, sugerindo
gue a acao anti-artritica do medicamento foi associada a uma alteracdo na morfologia
do tecido adiposo. Ja foi mostrado que a metformina pode atuar no remodelamento
do tecido adiposo. Os mecanismos para essa acdo estdo associados a reducdo da
ingestdo alimentar e a0 aumento do gasto energético associado ao aumento de
marcadores termogénicos do tecido adiposo marrom (COLL et al., 2020; KARISE et
al., 2019; KIM, E. K. et al., 2016). A metformina p6de, portanto, agir no tecido adiposo,

regulando o remodelamento desse tecido em animais magros e obesos, e como
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esperado, no metabolismo da glicose, provavelmente por meio da reducdo da
gliconeogénese e agindo na sensibilidade periférica a glicose (BAILEY, 2017;
LAMOIA; SHULMAN, 2021). Assim, a metformina agiu conforme proposto,

contribuindo com uma melhora metabdlica significativa nos animais.

Os efeitos hipoglicemiantes da metformina foram acompanhados de reducéo
significativa da inflamacéo articular. Nosso estudo mostrou que o tratamento com MET
em magros e obesos reduziu esses marcadores, como infiltrag&do de leucocitos e MPO
na cavidade articular, apesar de nao ter efeito na nocicepc¢ao dos animais. De fato,
estudos anteriores mostraram o efeito protetor da metformina na artrite (FAN et al.,
2020; GHARIB et al., 2021; NOVAIS et al., 2018). Mahmoud Gharib e colaboladores
(2021) ofertou metformina para pacientes em uso de DMARDs e com AR com
atividade moderada ou alta. Foi constatado que o tratamento reduziu a inflamacgéo
articular e a gravidade da doenca e melhorou a qualidade de vida de pacientes com
AR. Entretanto, os mecanismos para isso hao foram bem investigadas (GHARIB et al.,
2021). Assim, alguns estudos demonstram possiveis mecanismos relacionados ao
efeito antiartritico da metformina. Foi relatado que a metformina pode inibir a
proliferacdo e a viabilidade celular de FLS in vitro, reduzindo assim a hiperplasia
sinovial (CHEN, K. et al., 2019). Eun-Kyung Kim e colaboradores (2018) utilizou
animais obesos e tratados com metformina e viu que que o medicamento restaurou o
equilibrio Th17/Treg pela reducdo da diferenciacdo de células Thl7 e aumento da
diferenciacéo de células Treg in vitro (KIM, E. K. et al., 2020). De forma interessante,
o equilibrio Th17/Treg tem influéncia na diferenciacdo dos osteoclastos e no
metabolismo de FLS, fatores fundamentais na patogénese da AR (TU et al., 2022;
ZHU et al.,, 2020). J4 que a glicose tem papel no metabolismo dessas células
imunologicas (MICHALEK et al., 2011; WANG, R.; GREEN, 2012), sugerimos que 0
uso da metformina pode ter contribuido na restauracdo do equilibrio entre esses dois
tipos celulares devido a regulacdo do metabolismo da glicose, reduzindo as células

inflamatoérias na cavidade articular.

A obesidade tem elevada prevaléncia e com isso, se torna cada vez mais
comuns as comorbidades, como a AR. A AR causa dor e piora ha qualidade de vida
dos pacientes e o0s tratamentos disponiveis podem néo ser eficazes ou causam efeitos

colaterais indesejados. O entendimento de mecanismos que possam melhorar a
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qualidade de vida desses pacientes é importante, jA que pode ser coadjuvante no
tratamento. Além disso, a literatura carece de estudos que investiguem se de fato o
metabolismo esta envolvido na patogénese da artrite e como a melhora dele afeta o
curso da doenca, sendo assim proposto este estudo. Entretanto, entendemos que o
nosso estudo apresenta limitacdes e pontos que deveriam ser aprofundados. Nao
fizemos avaliagbes mais aprofundadas de outros marcadores metabdlicos que
poderiam ser influénciados pelo uso da metformina. Além disso, o efeito secundario
da metformina na inflamacdo pode ser um confundidor nos resultados. Entretanto,
como o aumento do tecido adiposo esta relacionado com piora da artrite por causa da
inflamac&o e nao houve alteragéo no indice de adiposidade nos animais tratados e
com artrite, acreditamos que o principal efeito da metformina, como regulador do
metabolismo, seja 0 responsavel pela melhora da inflamagédo articular. O
entendimento do efeito da metformina na morfologia da articulagdo e inflamacéo
precisa ser mais bem investigada para entender o impacto do medicamento nessa
guestdo. Além disso, a avaliacdo da expressao de marcadores lipogénicos, lipoliticos
e relacionados ao metabolismo de glicose no tecido adiposo poderia ajudar a

esclarecer como o medicamento afeta o remodelamento do tecido adiposo.
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7 CONCLUSAO

Com base nos dados expostos, viu-se que a dieta HC desencadeou o aumento
do tecido adiposo, associado a hipertrofia dos adipécitos e ao aumento da glicose
sanguinea. Essas alterac6es metabdlicas ocorreram concomitantemente com piora
da inflamacéo articular, hipernocicepcéo e reducéo da area de adipdcitos infrapatelar,
mesmo sem alterac&o no peso dos animais. No geral, ao tratar os camundongos com
um hipoglicemiante oral, houve melhora dos marcadores inflamatodrios articulares
associados a uma melhor resposta metabdlica e local no tecido adiposo (Figura 12).
Esses dados em conjunto sugerem que o metabolismo parece ter influéncia no
processo inflamatorio nesse modelo de artrite experimental. Entretanto, estudos
complementares que investigue mecanismos para essa ocorréncia precisam ser
realizados a fim de expandir, no futuro, a possibilidade de tratamentos para pessoas
com AR.

Hiperglicemia

Joelho:
| Neutréfilos
| MPO

P N i Metformina
[ | ") :
— (@) - - )
i N i - Reducéo dos
ormoglicemia adlipécitos
Joelho: :
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1IL-17 e IL-1B ;
1 Score Artrite '
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Figura 12 12— AlteracGes inflamatérias no joelho em animais obesos e o efeito da
metformina nesse cenario. A dieta HC leva ao aumento da area de adip6citos e do indice
de adiposidade e isso esta relacionado com o aumento da glicemia. Essas alteracdes levam
ao aumento da inflamacéo articular, associado a maior pontuag¢ao no score de artrite e maior
nocicepcdo. Entretanto, o tratamento com metformina possibilitou a melhora da glicemia
nesse contextoe alterou a area de adipécitos desses animais, 0 que pode ter contribuido com
a melhora de marcadores inflamatérios do joelho de animais tratados com o medicamento.
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ANEXO | — Comissao de Etica no Uso de Animais

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

CEUA
COMISSA0 DE ETICA MO USO DE ANIMAIS

CERTIFICADD

Certificamos que o projeto intitlulado "Influéncia da obesidade na resposta inflamatornia e aleraghes metabdlicas na
artrite cronica °, protocolo do CEUA: 2882017 sob a responsabilidade de Adaliene Versiani Matos Fermeira que
envolve a produgéo, manutengio efou utilizagio de animais pertencentes ao file Chordata, subfilo Vertebrata (exceto
o homem) para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - enconfra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.704, de
B de outubro de 2008, do Decreto n® G.890 de 15 de julho de 2009, e com as nomas editadas pelo Conselho
Macional de Controle da ExperimentagSo Animal (COMCEA), e foi aprovado pela COMISSAD DE ETICA MO USO DE
ANIMAIS (CEUA) DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS, em reunido de 20/068/2022.

2302022 a 22M10/2024
2302022 a 22M10/2024

Vigéncia da Aulorizagio

Promogagso de Vigéncia da Autorizagio

Finalidade

Pesquisa

*Especie/linhagem

Camundongo isogénico / BALB/c

N® de animais

16

Pesolldade 22g [ B{semanas)
Sexo masculing
Origem Biotério Central da UFMG

*Espécieflinhagem

Camundongo isogénico / BALB/c

N® de animais

16

Pesolldade 22g [ B{semanas)
Sexo masculing
Origem Biotério Central da UFMG

*Espécie/linhagem

Camundongo isogénico / BALB/c

N*® de animais

16

Pesolldade 22g | B{semanas)
Sexo masculino
COrigem Biotério Central da UFMG

*Especiellinhagem

Camundongo isogénico / BALB/c

N® de animais

16

Pesolldade 22g [ B{semanas)
Sexo masculing
Origem Biotério Central da UFMG

*Espécieflinhagem

Camundongo isogénico / BALB/c

MN® de animais

16

Pesolldade 22g [ B{semanas)
Sexo masculing
Origem Biotério Central da UFMG

*Espécie/linhagem

Camundongo isogénico / BALB/c

N*® de animais

16
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