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RESUMO

Expressdo de moduladores da via Wnt por sinoviécitos fibroblasto simile de

pessoas com doencas articulares inflamatdrias.

Introducdo — A artrite reumatoide (AR), a artrite psoriasica (AP) e a espondilite anquilosante
(EA) sdo exemplos de doencas articulares inflamatdrias (DAI) com diferentes padrdes de
remodelacgdo articular. Os FLS estdo envolvidos na transicdo de uma fase aguda e reparavel,
para um estagio cronico e persistente, nestas enfermidades. A distincdo dos fendtipos
articulares envolve citocinas inflamatorias como TNFa, IL17 e 1L22, de maneira direta, ou
através de vias de sinalizacdo como a Wnt.

Objetivos — Avaliar a expressé@o de dois moduladores extracelulares (sSFRP3/Frzb e Dkk1) da
via Wnt por FLS de pacientes com diferentes DAI, em resposta a IL17, IL22 ou TNFa..
Métodos — FLS foram cultivados a partir do liquido sinovial de pacientes com DAI. Os niveis
de Dkkl e sFRP3/Frzb foram medidos por ELISA, nos sobrenadantes das culturas, apds
diferentes estimulos com IL17, IL22 ou TNFa. As concentragdes de Dkkl, sFRP3/Frzb,
TNFa, IL17 e 1L22 também foram mensuradas no liquido sinovial por ELISA.

Resultados — sFRP3/Frzb e Dkkl sdo expressos de forma constitutiva pelos FLS. 1L22 se
correlacionou positivamente com sFRP3/Frzb (r = 0,76; p <0,01) no fluido sinovial e niveis
mais altos de I1L22 e de sFRP/Frzb foram observados entre usuarios de bloqueadores de TNFa
(p = 0,01). O estimulo com 1L22 aos FLS foi capaz de aumentar sua producao de sFRP3/Frzb,
mas ndo de Dkk1, com maiores efeitos vistos nas doses de 1 e 10 ng/ml e intervalos de tempo
entre estimulo e coleta de 24 e 48 horas (p <0,01). TNFa e IL17 ndo alteraram a expressao
basal de SFRP3/Frzb, nem de Dkk1 por FLS.

Conclusdes - IL22 e sFRP3/Frzb estdo correlacionadas positivamente nas DAI e 1L22 induz
aumento da expressdo de SFRP3/Frzb pelos FLS. Tendo em conta a capacidade de
sFRP3/Frzb para bloquear a osteoblastogénese, 1L22 pode estar relacionada com diferentes

padrdes de dano estrutural e remodelacdo articular.

Palavras chave: Via de Sinalizacdo Wnt. Fibroblastos. Artrite. Espondilite. Fator de Necrose

Tumoral alfa. Interleucina-17. Interleucina-22






ABSTRACT

Wnt signaling pathway modulators expression by fibroblast-like

synoviocytes in inflammatory joint diseases.

Background — Rheumatoid Arthritis (RA), Psoriatic Arthritis (PsA) and Ankylosing
Spondylitis (AS) are examples of inflammatory joint diseases (1JD) with different joint
remodeling patterns. The FLS are involved in the transition from an acute and reparable phase
to a chronic and persistent stage in these diseases. The distinction of joint phenotypes involve
inflammatory cytokines such as TNFa, IL17 and IL22 directly or through signaling pathways
such as Whnt.

Obijectives — To evaluate the expression of two extracellular modulators (sFRP3/Frzb and
Dkk1) of the Wnt pathway by FLS of patients with different IJD, in response to 1L17, IL22 or
TNFa.

Methods — FLS were cultivated from the synovial fluid of patients with DAI. The levels of
Dkk1 and sFRP3/Frzb were measured by ELISA in the culture supernatants after different
doses of IL17, IL22 and TNFa. The concentrations of Dkk1, sFRP3/Frzb, TNFa, IL17 and
IL22 were also measured in the synovial fluid by ELISA.

Results — sFRP3/Frzb and Dkk1 are constitutively expressed by FLS. 1L22 and sFRP3/Frzb
were positively correlated (r=0.76; p<0.01) in synovial fluid and higher levels of 1L22 and
sFRP3/Frzb were observed among TNFa inhibitors users (p = 0.01). The stimulation with
IL22 to FLS was able to increase its production of SFRP3/Frzb, but not of DKKZ1, with greater
effects seen at doses of 1 and 10 ng/ml and time intervals between stimulus and collecting of
24 and 48 hours (p <0.01). TNFa and IL17 did not alter the basal expression of SFRP3/Frzb
or Dkk1 by FLS.

Conclusions - 1L22 and sFRP3/Frzb are positively correlated in the 1IJD and IL22 induces
increased expression of sSFRP3/Frzb by FLS. Given the capability of SFRP3/Frzb to block the
osteoblastogenesis, 1L22 can be related to different patterns of structural damage and joint

remodeling.

Keywords: Wnt Signaling Pathway. Fibroblasts. Arthritis. Spondylitis. Tumor Necrosis
Factor alpha. Interleukin-17. Interleukin-22
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1 Apresentacdo

Este projeto faz parte da linha de pesquisa “Mecanismos reguladores e mediadores
da resposta inflamatdria sistémica”, que pertence ao programa de pdos-graduacdo em Ciéncias
Aplicadas a Satde do Adulto — PGCASA e conta com 0s seguintes professores pesquisadores:
Profa. Cristina Costa Duarte Lanna, Profa. Gilda Aparecida Ferreira, Prof. Marcus Vinicius
Melo de Andrade e Profa. Teresa Cristina de Abreu Ferrari.

O projeto iniciou-se pela colaboracdo entre o Laboratério Lineu Freire Maia da
Faculdade de Medicina da UFMG, coordenado pelo orientador deste estudo, o Prof. Marcus
Vinicius Melo de Andrade, pelo Departamento do Aparelhno Locomotor desta mesma
faculdade e pelo Servico de Reumatologia do Hospital das Clinicas da UFMG, representados
pela coorientadora deste estudo, a Profa. Adriana Maria Kakehasi.

Esta linha de pesquisa tem por objeto de estudo principal a inflamacdo e sua
regulacdo em diversas doencas inflamatorias sistémicas. J& proporcionou, até 0 momento, a
producdo de trés dissertacdes de mestrado: das alunas Rafaela Bicalho Viana Macedo em
2013, Maria Raquel da Costa Pinto em 2014 e Camilla Ribeiro Lima Machado em 2015 (esta
ultima ja admitida no programa de doutorado) e de uma tese de doutorado, da aluna Maria
Fernanda Brand&do de Resende Guimaraes, defendida em 2015.

Esta dissertacdo foi elaborada, segundo a norma técnica ABNT NBR 14724:2011,
em vigor desde 17 de abril de 2011.
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2 Fundamentacao teorica

2.1 Asdoencas articulares inflamatorias

Artrite reumatoide, artrite psoridsica e espondilite anquilosante sdo consideradas
doencas articulares inflamatdrias (DAI) pois, apesar de sua natureza sistémica, clinicamente
se expressam com manifestacdes predominantemente articulares e periarticulares, sejam no
esqueleto axial ou apendicular. Essas doengas foram escolhidas como grupos para
comparacdo entre si por dois motivos: primeiro, pela alta prevaléncia e importancia que
possuem em termos de morbimortalidade, piora da qualidade de vida e limitacdo funcional
das pessoas acometidas, além do volume de recursos consumidos em seus cuidados; segundo,
por representarem diferentes modelos de etiopatogenia, e por apresentarem padrdes tipicos de
remodelagédo articular, representativos de dano estrutural distinto, que provavelmente

influenciam os resultados das terapias atualmente disponiveis.

2.1.1 Artrite Reumatoide

A artrite reumatoide (AR) é uma doenca inflamatoria cronica, autoimune, sistémica,
com prevaléncia estimada entre 0,5 e 1% da populacdo geral. Acomete mais mulheres que
homens (cerca de 3:1 em estudos europeus e 8:1 em estudos latino-americanos™) e tem pico
de incidéncia entre os 30 e 50 anos de idade. Caracteriza-se, emblematicamente, pela
inflamacéo sinovial, poliarticular, com envolvimento de pequenas e grandes articulacdes e de
forma habitualmente simétrica. Pode também evoluir com agressdo a outros 6rgaos, como por
exemplo os vasos sanguineos (vasculite), os olhos (esclerite, ceratite), os pulmdes
(pneumopatia intersticial) ou os nervos periféricos (neuropatia), caracterizando o chamado
envolvimento extra-articular®.

Entre os diversos fatores de mau progndstico na sua evolucdo, podemos destacar: o
uso de tabaco, inicio precoce dos sintomas, atraso no diagndstico e para o inicio do
tratamento, niveis persistentemente altos de atividade inflamatdria, presenca de manifestagoes
extra-articulares, positividade para o fator reumatoide e/ou anti-CCP, especialmente em
titulos altos, e a presenca do epitopo compartilhado, que sdo sequéncias especificas de
aminoacidos na regido 70-74 da molécula de HLA-DRBL1, associadas a maior susceptibilidade
e gravidade dos seus portadores®.

Resumidamente, em sua etiopatogenia, hd uma fase pré-clinica ou pre-articular, onde

ocorre a perda da autotolerancia e desenvolvimento da autoimunidade. A presenca de
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autoanticorpos especificos ja foi demonstrada, varios anos antes do desenvolvimento de
sintomas. Ja se sabe que a citrulinacdo dos residuos arginina de determinadas proteinas, como
por exemplo, a—enolase, fibrinogénio, colageno, vimentina e fibronectina, mediada pela
enzima peptidil arginina desamininase tipo IV (PAD4), levaria a formagdo de anticorpos
contra estas proteinas transformadas, contribuindo para a ruptura da homeostasia
imunoldgica. Tanto a acdo de produtos do tabagismo no epitélio respiratério, quanto a
infeccdo periodontal por porphyromonas gingivalis, em individuos susceptiveis, levam a
expressdo local desta enzima e consequente formacdo de neoantigenos. Logo, pode-se dizer
que a artrite reumatoide tem origem, pelo menos em alguns casos, no pulméo e na boca.

Uma vez iniciado o processo autoimune, segue-se a localizacdo da doenca em seu
sitio anatémico principal: a membrana sinovial. Deste processo de localizagdo sinovial, ainda
nédo se sabe como e quando ocorre. Nesta fase, chamada articular, verifica-se o recrutamento
de células imunes e a expressdo desequilibrada de citocinas, favorecendo uma resposta
inflamatdria, capaz de se auto alimentar, levando finalmente a formacdo do pannus, um tipo
de tecido de granulacdo, altamente invasivo e capaz de destruir outros tecidos contiguos,

como a cartilagem hialina de revestimento e osso subcondral® ®.

2.1.2 Espondiloartrites

O conceito de espondiloartrite (EpA) compreende um grupo de doencas que
apresentam caracteristicas epidemioldgicas, clinicas, anatomopatologicas e imunogenéticas
comuns, que permitiram, historicamente, sua classificacdo como enfermidades inter-
relacionadas, mas distintas”. Atualmente, fazem parte deste grupo a espondilite anquilosante,
a artrite reativa, a artrite psoriasica, a artrite enteropatica (associada as doencas inflamatorias
intestinais, colite ulcerativa e Crohn) e as espondiloartrites indiferenciadas, tanto de inicio
adulto, quanto juvenil. Este conceito de grupo tem sido, ha algum tempo, questionado a dar
lugar ao conceito de doenca Unica com expressdo clinica heterogénea® ®. Controvérsias a
parte, parece ser mais relevante e com implicagdes mais praticas sobre o tratamento e o
prognostico, a separacdo entre espondiloartrite axial e periférica do que sua subdivisdo em
fenotipos especificos. As EpA, quando combinadas, tém prevaléncia comparavel com a da
artrite reumatoide, com cerca de 1% da populacdo geral. As EpA somadas a AR representam
as doencas articulares inflamatorias crénicas mais prevalentes em nosso meio.

A EA pode ser considerada o protétipo de espondiloartrite axial, pois por definicéo,
sO existe se houver este acometimento. Tem predominio de homens (2-4:1), com a grande

maioria dos pacientes desenvolvendo os primeiros sintomas entre os 20 e os 35 anos de idade.
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Tem prevaléncia estimada em 0,1-0,2%, sujeita a variagfes conforme a populagdo sob estudo.
Entre os fatores de mal prognostico, ressaltam-se o acometimento de articulagdes
coxofemorais, a presenca de dactilite, resposta inadequada aos AINH e de maneira analoga a
todas outras doencas inflamatorias crénicas, o inicio precoce dos sintomas, atraso no
diagndstico e tratamento e niveis elevados de atividade inflamatéria‘”.

A AP representa melhor o modelo de espondiloartrite periférica, visto que quadros
axiais isolados sdo a excec¢do (<5% dos casos). Acomete igualmente ambos 0s sexos, embora
a forma poliarticular seja mais comum em mulheres e a as formas com envolvimento axial em
homens, e tem inicio dos sintomas um pouco mais tardio, até os 50 anos. Cerca de 1/3 das
pessoas com psoriase, uma dermatite cronica caracterizada por lesdes eritémato-descamaticas,
desenvolvem manifestagdes musculoesqueléticas, que permitem o diagnostico de artrite
psoriasica. Ha alguns anos, tem se preferido o conceito de doenca psoriasica (DP) que
engloba todas as possiveis manifestacGes cutaneo-ungueais, articulares e periarticulares, bem
como oculares e intestinais, além das comorbidades frequentemente associadas. Em cerca de
10-15% dos individuos, a artrite precede as lesdes cutaneas, e nos casos de poliartrite
simétrica a distin¢do entre AP e AR pode ser muito dificil, se ndo estiverem presentes outros
elementos diagndsticos tipicos.

Como caracteristicas comuns ao grupo das espondiloartrite, temos:

e Acometimento axial, por vezes exclusivo, com espondilite (inflamacdo da coluna
vertebral) e/ou sacroiliite (inflamagdo das articulagBes sacroiliacas), cuja representacdo clinica
é a dor inflamatdria na coluna e nadegas.

e Quadro periférico, que de maneira semelhante, pode ser encontrado isoladamente
e quando presente, observa-se maior frequéncia do padrdo de oligoartrite assimétrica de
grandes articulagdes.

e Associacdo com o HLA-B27, uma molécula do complexo de histocompatibilidade
principal (MHC) classe I. Com maiores frequéncias vistas na EA e em certos grupos étnicos
como os brancos do norte da Europa (até 90%)® e menores nas demais EpA e outras
populacbes. No Brasil, possivelmente pela intensa miscigenacdo, sua frequéncia é menor,
como observado em estudos realizado por Bomtempo et al.®® no Hospital das Clinicas da
UFMG em Belo Horizonte — MG (64,0%), Ramalho et al."® em Recife — PE (66,6%) e
Sampaio-Barros et al.*” em Campinas — SP (78,2%).

¢ Inflamacdo ao nivel das énteses (do grego enthesis que significa insercdo), sitios
constituidos por fibrocartilagem ou tecido conjuntivo fibroso de transicdo, onde tenddes,

ligamentos, capsulas articulares e fascias ligam-se aos 0ssos™?. Acumulam-se evidéncias de
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que nas EpA, as alteracdes fisiopatoldgicas iniciais ocorram neste local, mas ndo fiquem
confinadas a ele, expandindo o processo também para a sindvia, a cartilagem e 0 0sso

adjacente, resultando em sinovite, condrite e ostefte!*®

. Imagens de ressonancia magnética
(RNM) revelam edema da medular 6ssea™ e estudos histolégicos ja demostraram infiltracéo
de macréfagos e células T no osso subcondral subjacente a estes sitios™®.

e Marcante agregacdo familiar, inclusive entre subtipos diferentes de EpA® © ¢
tendéncia a sobreposicéo clinica entre as enfermidades do grupo. Assim, eventualmente, um
paciente pode iniciar um quadro clinico sugerindo uma espondilite anquilosante idiopatica ou
reativa a uma infeccdo urogenital por Clamidia ou gastrointestinal por enterobactérias e, apos
alguns anos, desenvolver outras caracteristicas especificas como psoriase ou doenca
inflamatéria intestinal, que possibilitem sua reclassificacdo™.

Em resumo, num individuo geneticamente predisposto portando ndo s6 o HLA-B27,
mas também genes ndo MHC®", estimulos ambientais como estresse biomecanico e uma
microbiota propicia induziriam uma resposta inflamatéria, autbnoma, aberrante e sem
suficiente regulacéo, iniciada nas énteses e capaz de agredir os tecidos adjacentes. Logo,
nestas doengas ndo parece haver, como na AR, uma fase pré-clinica de perda da tolerancia,
residente nos o6rgaos linfoides centrais, com producdo de autoanticorpos. Esta discrepancia,
entre 0s eventos iniciais que levam a respostas imunoldgicas, as subdivide em: doencas
autoimunes classicas (AR) com manifesta autoreatividade contra antigenos proprios e
predominio da imunidade adquirida; e doencas autoinflamatoérias poligénicas (EA e AP) onde
se sobressai uma reposta imune inata local a algum insulto tecidual com desequilibrio entre
ativacdo e regulacdo da inflamaco autodirigida®2%.

Outro aspecto divergente entre estas doencas é o tipo predominante de polarizacéo
dos macrofagos, que sdo mudancas fenotipicas ocorridas durante sua maturacao e ativacéo,
influenciadas por estimulos locais e que determinam sua vocagdo funcional. O tipo M1 (ou
classica) caracterizada pela intensa atividade pro-inflamatdria, alta capacidade de eliminagdo
de patdgenos intracelulares e producdo de RANKL € a marca da artrite reumatoide. Ja o tipo
M2 (ou alternativa), assinalada pela expressdao de CD163+, atividade anti-inflamatoria e de
reparacdo tecidual distigue as espondiloartrites® 2V). Inclusive, tal polarizacdo também foi
associada ao HLA-B27 entre pacientes com EpA, com mais macréfagos M2 entre pacientes
B27 positivos que nos negativos®? e o pior desempenho destes macréfagos M2 em eliminar
patdgenos poderia explicar a persistencia intracelular de Clamidia, reconhecidamente

relacionada & artrite reativa, uma das EpA®.
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Em conjunto, estas diferencas podem justificar a heterogeneidade de resultados de
ensaios clinicos, entres as diversas doengas, com medicamentos cujos alvos sdo células
responsaveis pelo inicio ou progressao da resposta imune, como por exemplo, as terapias
anticélulas T (proteina de fusdo CTLA4-1gG1) e anticélulas B (anticorpo anti-CD20), ambas
comprovadamente eficientes na AR e com respostas insuficientes nas EpA®* 2. De maneira
oposta, terapias dirigidas contra citocinas efetoras como TNF o provaram ser eficazes em

ambos os grupos %27,

2.2  Remodelacdo articular

Remodelacdo dssea € um processo complexo e estritamente regulado, que envolve as
acOes de formacdo e reabsorcdo 0sseas gque, observando-se variagfes naturais conforme a fase
em que se encontra 0 organismo (crescimento ou envelhecimento, por exemplo), devem estar
equilibradas. E vista tanto em condicBes fisiologicas quanto patoldgicas. Através dela, o
tecido 6sseo mantém sua integridade estrutural e a homeostasia mineral, permitindo sua
renovacdo e adequada resposta a novas exigéncias mecanicas. Quando sua regulacdo, por
algum motivo, ndo funciona perfeitamente, o equilibrio se perde e pode haver predominio da
formacdo ou da reabsorcdo, levando a anormalidades da massa e arquitetura 6sseas®®). E
orquestrada, essencialmente por duas células: o osteoclasto (OC), célula multinucleada de
origem hematopoiética formada pela fusdo de precursores mononucleares, responsavel pela
reabsorcao Ossea e 0 osteoblasto (OB), de linhagem mesenquimal, célula formadora dssea. A
producdo de 0sso novo pode usar dois mecanismos diferentes: ossificagdo intramembranosa
ou endocondral. No primeiro, ha depésito de matriz (essencialmente colageno tipo 1) em uma
camada pré-existente de tecido conjuntivo fibroso. No segundo, a matriz se deposita num
modelo cartilaginoso que ¢ ent&o reabsorvido e substituido por tecido 6sse0®®.

O ciclo de remodelacéo, tanto no osso cortical, quanto trabecular, se inicia com o
recrutamento de pré-osteoclastos, sua diferenciagdo e ativacdo com consequente atividade
reabsortiva. A seguir, ocorre uma fase de transicdo camada reversa, quando os OC séo
inibidos e entram em apoptose e pré-osteoblastos séo atraidos e iniciam sua diferenciacao. Por
fim, sucede a fase de formacéo e mineralizacdo da matriz 6ssea e de diferenciacdo final dos
osteoblastos em ostedcitos ou em células de revestimento. O tecido dsseo recém-formado,
permanece em repouso, até que um novo ciclo tenha inicio. Ostedcitos permanecem viaveis
por até décadas, sdo as celulas O6sseas mais abundantes e servem como mecanosensores

sensiveis a variagdes de carga. As celulas de revestimento tém vida muito mais curta e entre
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outras funcbes, preparam a superficie 6ssea, secretando colagenase que digere a fina camada
de matriz ndo mineralizada, expondo o substrato logo abaixo a acdo dos OC. A este conjunto
funcional de células, da-se o nome de unidade basica multicelular (BMU)®@® 29,

Vérios sdo os mecanismos que regulam a remodelacdo 6ssea em diferentes niveis.
Fatores sistémicos como o paratormoénio (PTH), a calcitonina, a vitamina D (la ,25-
diidroxivitamina D3), os hormoénios sexuais (estrogénios e androgénios), os tireoidianos
(tetraiodotironina — T4 e triiodotironina — T3) e os glicocorticoides dirigem o sentido em que
0 balanc¢o ou saldo da remodelacdo se dara, muitos deles utilizando-se dos mesmos elementos
locais responsaveis pelo acoplamento entre reabsorcédo e formacao.

O principal destes sistemas locais € chamado sistema RANK-RANKL-OPG. RANK
e desempenha papel essencial na interacdo entre osteoblastos e osteoclastos e também entre o
sistema imune e o tecido 6sseo. RANK (receptor activator of nuclear factor kappa-g) € um
receptor de membrana, expresso em osteoclastos (precursores e maduros) que se ativa com a
ligacdo de RANKL (ligante do RANK), uma citocina pertencente a familia do TNFa.. O
receptor soltvel osteoprotegerina (OPG), da familia de receptores de TNFa , inibe RANKL
impedindo-o de se ligar ao receptor funcional RANK. RANK também é expresso em células
dendriticas, principal célula apresentadora de antigenos, e estd ainda envolvido em sua
comunicacdo com linfécitos T.

A diferenciacdo, proliferacdo, ativagdo e sobrevivéncia dos osteoclastos depende
basicamente da presenca de dois fatores: O fator estimulador de coldnias de macrdéfagos (M-
CSF) e RANKL. Os osteoblastos e outras células estromais secretam OPG, RANKL e M-
CSF. Linfocitos T e células endoteliais também sdo uma fonte de RANKL, sobretudo em
microambientes sob influéncia pro-inflamatdria. Portanto o osteoblasto, além de produzir
osteoide, também detém uma funcdo vital de regulacdo da reabsorcdo Ossea secretando
citocinas estimuladoras e inibitérias da osteoclastogénese, sendo este Ultimo papel
desempenhado também por seus descendentes (ostedcitos e células de revestimento).
Reciprocamente, osteoclastos liberam da matriz, durante a reabsorcdo, vérios fatores de
crescimento capazes (pelo menos in vitro) de estimular osteoblastos, como IGF (insulin-like
growth factor), TGFp (transforming growth factor), FGF (fibroblast growth factor) e PDGF
(platelet-derived growth factor). Uma série de outros pares de moduladores, como por
exemplo Ephrin/Eph (que permite sinalizacdo nos dois sentidos), ja foram descritos entre
estas células e compdem um intricado sistema de comunicagdo, que possibilita tdo notével
grau de conexdo entre elas® 2. A figura 1 ilustra esquematicamente a BMU e alguns dos

fatores sistémicos e locais que a controlam.
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Osteoclast
precursor

PTHrP, PGE2 etc

Figura 1 — A Unidade Bésica Multicelular (BMU) e o0 acoplamento entre reabsorcao e formacao ésseas.
Osteoclastos em resposta a ativacdo de RANK por RANKL, se diferenciam e reabsorvem osso, liberando
fatores de crescimento que promovem atividade osteoblastica. Osteoblastos se diferenciam e enchem a lacuna
reabsorvida, respondendo a sinais da matriz e de outras células. PTHrP (proteina relacionada ao horménio
paratireoideano), PGE2 (prostaglandina E2), CT-1 (cardiotrofina-1), sclerostin (esclerostina), TGFp (fator de
crescimento transformante - beta), FGF, (fator decrescimento de fibroblastos), PDGF (fator de crescimento
derivado de plaquetas), BMP (proteinas morfogenéticas dsseas), IGF (fator de crescimento semelhante a
insulina). Modificado de Martin et al, 2009®.

Outros sistemas locais regulam a remodelacdo 6ssea, além do eixo RANK-RANKL-
OPG, varios deles inclusive, se inter-relacionando® V. Podemos citar a via de sinalizacdo
Hedgehog (Hh), envolvida na diferenciacdo, proliferacdo e maturacdo de condrécitos,
especialmente durante a ossificacdo endocondral; as proteinas morfogenéticas 6sseas - BMP
(bone morphogenetic proteins) que sdo fatores de crescimento e citocinas, pertencentes a
familia do TGFp, envolvidos na homeostase de varios tecidos, inclusive o 6sseo. Algumas
destas proteinas (BMP2, BMP6, BMP7 e BMP9) sdo potentes promotores de formacao 6ssea,
enquanto outras (BMP3), reguladores negativos; e a via de sinalizagdo Wnt, uma das vias
responsaveis pelo comprometimento de células mesenquimais tronco com a linhagem
osteoblastica e aumento de sua viabilidade. Esta Gltima é a via de sinalizacdo de maior
interesse nesta pesquisa e serd melhor discutida mais adiante.

Remodelacdo articular € o nome dado ao conjunto de alteragfes estruturais
envolvendo os diferentes tecidos articulares, decorrentes da injaria tecidual induzida pela
inflamacéo e também por tentativas de reparacdo deste dano nas diversas DAI. As diferentes
doencas podem ser, segundo o padrdo de remodelacdo predominante, classificadas como
erosivas como a artrite reumatoide (AR) e a gota ou como osteoproliferativas como a
espondilite anquilosante (EA) e a osteoartrite (OA). A artrite psoriasica, curiosamente,
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apresenta-se como um elo entre estes formatos, sendo possivel tanto um curso dominado pela
resposta catabdlica mediada por osteoclastos levando a osteélise e erosfes 0sseas, quanto
outro sobrepujado pela neoformacdo Ossea mediada por osteoblastos, resultando em
proliferacdo periosteal, surgimento de entesofitos e anquilose articular. Esta duplicidade,
pode, inclusive, ser observada ao mesmo tempo, hum mesmo paciente e até numa mesma
articulacdo, sugerindo fatores locais para sua existéncia®*®*. Os padrdes de remodelacéo
articular sdo ilustrados na figura 2.
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Figura 2 — Padrdes distintos de remodelagéo articular nas doencas articulares inflamatérias.

Acima, padréo osteolitico ou erosivo (AR simile) onde domina a reabsor¢do mediada por osteoclastos (OC
- células vermelhas) e abaixo, padrédo osteoproliferativo (EA simile) no qual prevalece a neoformagéo 6ssea
mediada por osteoblastos (OB - células laranjas). RANKL (ligante do receptor ativador do fator nuclear

kappa-beta), WNT (via de sinalizacdo Wnt), BMP (proteinas morfogenéticas Osseas). Modificado de
Schett, 2007

Na AR, as drogas sintéticas como metotrexato, leflunomida e tofacitinibe, e os
imunobioldgicos de diversas classes (anti-TNFo, anti-IL6R, anti-CD20, CTLA4-lg) ja
demonstraram ser efetivos em tratar a atividade inflamatoria e em reduzir a progressdo
radiogréafica, quando medida por escores que avaliam erosdes e, portanto, padrdo reabsortivo
de dano. Estas drogas, inclusive, foram capazes de reduzir as taxas anuais de progressao
radiografica, nesta doenca, nas duas Ultimas décadas®. A remissdo clinica completa ou pelo

menos, um estado de baixa atividade de doenga, sdo alvos bem estabelecidos atualmente, no
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tratamento da AR, com a finalidade de se proteger a estrutura e a funcionalidade articulares.
No entanto, j& se demonstrou que mesmo em pacientes que alcangam este objetivo, o dano
articular continua ocorrendo®® 37,

Nas EpA, as drogas imunossupressoras sintéticas e algumas terapias anticitocinas
bioldgicas (anti-TNFa, anti-IL12/23 e anti-IL17), estas ultimas com evidéncias de maior
poder, ja comprovaram serem capazes de alterar a histdria natural, quando também é medido
apenas o dano erosivo®“?. No entanto, quando se avalia o dano osteoproliferativo, ou seja,
neoformacdo dssea patoldgica, presente principalmente nas EpA axiais, apesar de recentes
estudos terem demonstrado algum efeito do bloqueio de TNFa em desacelerar a progresséo
radiografica®® *4, até o momento, nenhum imunossupressor sintético ou biolégico se mostrou

|(45-48)

indiscutivelmente capaz de inibi-lo, nem no esqueleto axia , hem nas articulacdes

periféricas“®).

Ressalta-se que o0 uso continuo de AINH também parece retardar o
aparecimento de sindesméfitos na EA, embora isto ainda demande ser confirmado® . Néo
se sabe se tal efeito possa ocorrer também nas articulacdes periféricas e se, de fato existir,
esteja relacionado a reducdo de prostaglandina-E-2 (PGE2), essencial para
osteoblastogénese®® e sabidamente inibidora da apoptose em osteoblastos e ostedcitos® 9.

Hé alguns anos, Maksymovych e cols.®” propuseram uma teoria (TNF-brake ou
freio do TNF) para explicar o motivo pelo qual os bloqueadores de TNFa ndo reduziam a
osteoproliferacdo nas EpA axiais, mesmo quando controlavam adequadamente a inflamacé&o.
Foi proposto que Dkkl (um inibidor da via Wnt) induzido pelo TNFo, impediria a
proliferacdo Ossea (como um freio, motivo de seu nome) e quando terapias bloqueassem
TNFa , em Ultima andlise, permitiriam o transcurso da sinalizagdo Wnt sem a inibicdo de
Dkk1, liberando assim a osteogénese. Os resultados de recentes estudos, que sugerem a
reducdo da velocidade de formacdo de sindesmofitos apds a terapia prolongada com anti-
TNFa , exigem alguma atualizacéo neste modelo®® >,

Tais achados apontam para necessidade de compreender melhor os mecanismos
fisiopatologicos por trds da remodelagdo articular nestas doengas, desenvolver novas
abordagens terapéuticas capazes de restringir a neoformacdo 6ssea anormalmente exagerada

em, pelo menos, alguns subgrupos, e de biomarcadores capazes de discrimina-los.

2.3 Sinoviocito fibroblasto simile
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A membrana sinovial normal consiste em uma fina camada de 1-3 células de altura
em contato direto com a cavidade articular (intima, lining no inglés), contendo dois tipos
celulares com caracteristicas morfofuncionais de fibroblastos ou de macrofagos em um
arranjo epitelioide, sem desmossomas conferindo adesdo mais suave entre as células e sem
membrana basal que a separe da camada de tecido conjuntivo frouxo subjacente (subintima,
sublining no inglés) que contém vasos sanguineos e linfaticos, fibras nervosas, fibroblastos,
adipdcitos e poucos leucécitos. Sua presenca e integridade, garantem suporte estrutural,
lubrificacdo e nutricdo da cartilagem articular®.

A inflamagdo deste tecido, chamada de sinovite, revela de maneira geral, trés
alteragBes universais, presentes em niveis variados nas diversas doencas e até mesmo em
fases diferentes da mesma doenca: hiperplasia da camada intima, neoangiogénese e infiltrado
inflamatorio na camada subintima®.

Os sinovidcitos fibroblastos simile (FLS) ou sinoviécitos B, uma das células
constituintes da camada intima tém como funcéo basica, secretar as fibras (principalmente o
colageno) e demais componentes proteicos do liquido sinovial. Algumas caracteristicas
morfofuncionais o distinguem, embora ndo inteiramente, de outros fibroblastos, inclusive dos
residentes da camada subintima: expressdo mais difundida de caderina-11 (calcium-dependent
adhesion molecule-11), com moderada especificidade para o FLS, pois na camada subintima
sua expressdo parece se restringir as areas ao redor dos vasos sanguineos®; e, menos
especificamente, expressdo de lubricina e de UDPGD (uridine diphosphoglucose
dehydrogenase) , esta Ultima necessaria para sintese do &cido hialurdnico, ambos constituintes
do liquido sinovial ©?.

Nos altimos anos, um maior conhecimento sobre o FLS permitiu expandir o conceito
de célula estromal e considera-la um elemento da imunidade inata. Como justificativa,
argumenta-se sua expressao de receptores de reconhecimento de padrdes moleculares (PRR),
como os receptores semelhantes a toll (TLR), que séo tipicos de células sentinelas e estdo
envolvidos em um tipo primitivo e imediato de resposta imune a padrdes moleculares
enddgenos e exodgenos (DAMP e PAMP, respectivamente). Células com estes receptores
produzem citocinas e quimiocinas em resposta & sua ativacdo®”. Espinoza e cols. ja
demonstraram, ha mais de 20 anos, que sinoviocitos fibroblasto simile de individuos com AP
e fibroblastos da derme de individuos com psoriase tém producdo de PDGFP e IL1J
aumentadas em relagdo a fibroblastos de derme sadia usados como controle. PDGF3 é um

potente fator de crescimento para células de origem mesenquimal e IL1p é a principal citocina
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promovida pela ativacdo do inflamassoma®. Adicionalmente, FLS também expressam
moléculas do MHC classe 11, o que Ihes confere capacidade de apresentar antigenos®?.

Este tipo celular tem sido implicado na transformacdo de um processo inflamatério
agudo e reparavel para um crénico e persistente, responsavel pela perpetuacdo da inflamacgéo
nas artrites cronicas®®". Como justificativa para tal, ja se confirmou tanto em pacientes com
AR quanto EpA, que FLS recrutam linfocitos através de quimiocinas, ativam células
dendriticas que migrardo até os 6rgdos linfoides, onde se dara a transicdo para a imunidade
adquirida, e aumentam sua propria sobrevida e a de outras células, impedindo a apoptose®®
" Inibir a apoptose, alias, é a hip6tese mais aceita para explicar a hiperplasia da camada
intima presente na sinovite, uma vez que FLS em divisdo ndo séo vistos com frequéncia nos
estudos histoldgicos e varias evidéncias ligam inflamacdo a sua resisténcia a apoptose®?.

FLS também desempenham um papel chave na agressao inflamatoria aos tecidos
articulares por serem capazes de danificar a matriz cartilaginosa, atraves da expressdo de
moléculas de adesdo que promovem sua aderéncia e de metaloproteinases (MMP) eficientes
em degrada-la. Um modelo animal de artrite induzida em camundongos deficientes
(knockout) de caderina-11 ampara o conceito da cartilagem como alvo dos FLS, pois nestes
animais, a camada intima sinovial é hipoplésica e ha reducdo acentuada das erosdes da
cartilagem, o mesmo ndo ocorrendo com as erosées 6sseas’”. Ainda, FLS de individuos com
AP e AR, mas ndo de controles sadios, sdo capazes de induzir a diferenciagéo de precursores
mononucleares em osteoclastos, via RANKL>™, confirmando sua capacidade indireta de
lesar também o 0sso.

Nas espondiloartrites, as células mesenquimais, entre elas os FLS, parecem ter ainda
mais importancia na patogénese, como demonstrado em modelos animais e estudos genéticos.
Camundongos TNF**"E (um modelo de superexpressdo de TNFa por delecdo de sequéncias
reguladoras inibitérias ARE — AU-rich elements) apresentam artrite, sacroiliite e doenca
inflamatoria intestinal Crohn simile. Nestes animais, a doenga intestinal s se desenvolve na
presenca de linfocitos T e B maduros, enquanto a doenca articular ocorre independente destes,
sendo mediada por células estromais”> "®. Semelhantemente, em ratos transgénicos para
HLA-B27 e B-2-microglobulina humanos, o fenétipo completo da doenca (artrite, espondilite,
colite e doenca cutanea/ungueal psoriase simile) também se desenvolve independentemente
da presenca de linfocitos CD8+(""7®).

Outro estudo analisou a expressdo de genes de individuos com diferentes artropatias
(EpA, AR e gota), em busca de diferencas que as pudessem distinguir. Os autores

encontraram uma ‘“‘assinatura” especifica para as espondiloartrites, independente do seu
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subtipo ou do tempo de evolucdo da doenca. Surpreendentemente, a grande maioria destes
genes superexpressos (21 dos 22 transcritos mais de trés vezes) estava relacionada com a
biologia dos miofibroblastos, que sdo celulas que exibem caracteristicas de fibroblastos e de
células musculares lisas. A possibilidade de serem FLS locais transdiferenciados em
miofibroblastos em resposta a citocinas e fatores de crescimento do microambiente articular
inflamatorio foi levantada para explicar a presenca deste tipo celular no tecido sinovial que,
de outro modo, ndo contem células musculares™. O achado de fenétipos equivalentes, em
particular a expressdo de aSMA (alfa -smoth muscle actina), entre sinovidcitos fibroblasto
simile e miofibroblastos intestinais no modelo animal TNF*RE apoia esta teoria™.

Quanto a poténcia celular dos FLS, destaca-se um topico ainda muito controverso e
intrigante que diz respeito a presenca de células mesenquimais tronco (MSC) na membrana
sinovial, demonstradas por Bari e cols. desde 2001, capazes de se diferenciar até em células
6sseas com mineralizacdo da matriz®. Até hoje, permanecem sem solucdo, questdes como a
origem exata desta célula totipotente, se ela representa um progenitor comum das outras
células estromais da sindvia ou até mesmo um FLS menos diferenciado® %),

Finalmente, todos estes achados apontam para um papel muito mais ativo, exercido
pelos FLS nas diversas artrites. Sua capacidade para agredir os tecidos articulares e para
sustentar a inflamacdo, resistindo a apoptose, produzindo citocinas pro-inflamatérias e
recrutando outras células imunes, além da possibilidade de ainda deter alguma plasticidade
sdo exemplos de funcBes que esta célula, modificada pelo estado patolégico crbnico, por
mecanismos epigenéticos, como mudancas na cromatina ou metilacio do DNA, pode
desempenhar e que a afastam do modelo de respondedor passivo a estimulos, vigente ha até

cerca de duas décadas.

2.4  Ascitocinas TNFa , IL17 e 1L22

Citocinas sdo proteinas, via de regra, pequenas moléculas, secretadas por varios tipos
celulares, como as diversas subpopulagdes de linfécitos T (auxiliares e yd por exemplo),
macrofagos, granulécitos, células estromais (como o FLS), entre outras. Estas proteinas
relacionam-se principalmente com a comunicacao entre as células imunes, mas também estéo
envolvidas na regulacdo de outros processos biologicos como a hematopoiese, angiogénese,
reparacao e reorganizacdo de tecidos. Interleucina (IL) € o nome dado a algumas destas
citocinas, com um sufixo numérico que a identifica, pois achava-se que agiam e eram

produzidas apenas por leucocitos. As células TH podem ser classificadas em linhagens
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distintas conforme a (s) citocina (s) necessaria (s) para sua diferenciacdo e também a qual ou
as quais compdem sua producdo mais tipica. Vide a figura 3, para melhor ilustracdo destas
possibilidades, cujo numero cresce a medida em que o conhecimento desta matéria avanca.
Algumas citocinas sao agrupadas em “familias” segundo sua localizagdo gendmica, estrutura

proteica e/ou quanto aos receptores a que se ligam®*%%).

L-6 THO / 1L
l VAR

A / 1L-4

-2
TGEB 1L-18
|_,|(/) IL-6 4

Retinoic acid + 11.-2

Figura 3 — Diferencia¢des e reprogramacao de linfécitos auxiliares (TH).

Linfécitos CD4+ auxiliares “naive” (THO) podem se diferenciar em TH especificos (setas cinzas) sob a
influéncia de citocinas, que por um lado podem promover sua diferenciacdo (setas verdes) e por outro
bloquear a de um tipo funcional oposto (traves vermelhas). Além disso, TH diferenciadas podem ser
reprogramadas para adquirir um fenétipo diferente (setas pretas). Modificado de Baranovski et al, 2015,

2.4.1 TNFa

O TNFa , descrito em 1975 como um fator que induzia morte de células tumorais, é
uma das trés principais citocinas da resposta inflamatoria aguda, que ainda conta com IL1j e
IL6. Esta resposta inflamatoria € o principal mecanismo de defesa contra infec¢des agudas e
lesGes teciduais por parte do sistema imune inato e se caracteriza pelo intenso infiltrado de
leucocitos e aumento da permeabilidade vascular com extravasamento de fluidos e proteinas

do sangue para o espaco extravascular®. O TNFo também é requerido para restabelecer a
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homeostase, resolvendo a inflamacg&o (por apoptose das células inflamatorias) e reparando os
tecidos (remielinizacdo, remodelacdo cardiaca, regeneracdo condral) além de outras funcGes
benéficas como a organogénese linfoide.

Os macrdéfagos, as células dendriticas, as células T e NK s&o os principais produtores
desta citocina, expressa sob duas formas: a primeira, uma proteina de membrana que exerce
sua acdo através da interacdo célula-célula, a qual é formada por um homotrimero que por sua
vez pode ser clivado liberando as trés cadeias no meio extracelular, que entdo podem se
repolimerizar dando origem a sua segunda forma, uma proteina circulante. A forma
membranosa liga-se exclusivamente a um dos dois receptores existentes, o tipo Il (TNFRII)
enquanto que a forma soluvel pode ativar ambos (TNFRI e TNFRII). TNFRII, quando ativado
recruta uma proteina citoplasmatica chamada fator associado ao receptor Il de TNFa
(TRAF2) o que inicia reacdes em cadeia (chamadas de complexo I) que levardo a ativagdo de
MAPK, NFkB e AKT e em dultima analise proliferacdo e sobrevivéncia celular, com
inflamacdo e também regeneracdo teciduais. J& TNFRI recruta outra proteina, um adaptador
ao seu dominio de morte (TRADD do inglés TNFa receptor associated death domain) que
também pode iniciar o complexo I, resultando predominantemente em inflamacdo, mas
também o complexo Il com ativacdo posterior da caspase-8 que induz apoptose.

A regulagdo entre a ativacdo dos complexos | ou Il ainda ndo estd totalmente
elucidada, mas sabe-se que a presenca de outros estimulos (pré ou contra a apoptose, por
exemplo) influenciam qual caminho a ser seguido. TNFRI é expresso universalmente e
TNFRII tem sua expressdo mais restrita, como em neurénios, células imunes e endoteliais.
Acredita-se que os efeitos homeostaticos de TNFo, citados acima, sejam mediados
preferencialmente pelo TNFRII e que ao TNFRI caiba o papel primariamente patogénico®®
87).

Em FLS, TNFa induz rapidamente uma producdo copiosa e sustentada de IL6, além
de CXCLS8/IL8, CCL5/RANTES (ambos quimiotaticos de leucdcitos) e metaloproteinases
(MMP1 e 3). Ressalta-se, que diferentemente do que ocorre em macréfagos, onde a
estimulagdo parece levar a alteracdes mais fugazes, com retorno as condi¢des basais apos
24hs, em FLS os niveis destas proteinas podem permanecer elevados por varios dias®®.
TNFo também induz a expressdo de caderina-11, efeito revertido pelo uso de terapia anti-
inflamatéria potente como corticoide e anti-TNFa, ©Y.

TNFa esta implicado na perda Ossea relacionada a inflamacao, através de Varios

efeitos: RANKL tem sua expressdo estimulada em diferentes tipos celulares pelo TNFa, entre
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outras citocinas inflamatérias®”; também ja se mostrou que TNFo é capaz de induzir a
expresséo, no tecido sinovial, do inibidor Wnt Dkk1, através de seu receptor TNFRI®?. Outro
trabalho revelou que tanto TNFa quanto IL17 (e mais intensamente quando em conjunto)
induziram destruicdo da matriz, além de reparacdo insuficiente, em um modelo de explante
6sseo (ex vivo)®Y. Neste mesmo trabalho, estas duas citocinas, de maneira oposta,
estimularam genes relacionados a osteogénese (Wnt5a, BMP2 e Runx2) em FLS cultivados
isoladamente (in vitro), confirmando que o efeito final destas citocinas depende do sitio, das
celulas envolvidas e da conjuntura em que agem.

HA& cerca de duas décadas, iniciou-se 0 uso de imunobiol6gicos em reumatologia
(primeiramente pelos anti-TNFa ) e embora uma considerdvel propor¢do de pacientes ndo
responda a esta modalidade de bloqueio (falha primaria) ou durante seu uso tenha que
interrompé-la por perda de eficacia (falha secundaria) ou pelo aparecimento de paraefeitos

(toxicidade), sua introducdo representou uma revolugéo no tratamento das diversas artrites®®.

2.4.2 1L17

A IL17 pertence a familia homénima que consiste em seis membros: IL17A, B, C, D,
E (ou IL25) e F. A maior homologia é vista entre IL17A e IL17F (cerca de 50%), que podem
ainda ser encontradas como homodimeros AA, FF ou heterodimero A/F, compartilham o
mesmo complexo receptor e, por isso mesmo, exercem efeitos bioldgicos muito similares.
Neste texto, IL17A, IL17A/F e IL17F serdo tratadas apenas como IL17. Seu receptor,
formado pelas subunidades IL17RA e IL17RC, é expresso ubiqguamente em uma grande
variedade de células, inclusive em sinoviécitos fibroblasto simile de pacientes com DAI®* %),
IL17 é a citocina assinatura de uma linhagem de linf6citos denominada TH17, inicialmente
chamada de 1L23-derived, uma vez que a presencga de IL23 ¢é requerida como etapa final de
sua diferenciacé@o e expansdo. Por isso também, IL17 é conhecida como o elemento efetor do
eixo IL23-TH17-IL17. E interessante destacar, como pode ser visto na figura 3, que sob a
influéncia de TGFB, THO ativadas podem se comprometer com um dos caminhos
funcionalmente opostos TH17 ou Treg dependendo, respectivamente, da presenca ou ndo de
IL6. O ambiente inflamatorio, portanto, influencia o efeito de TGFB. Curiosamente, também
sob 0 mesmo controle de IL6, mas livre de TGFf3, a diferenciacédo escolhida é TH22.

Outras células, principalmente componentes da imunidade inata, como linfécitos
CD8+, Tyd, macrofagos, neutréfilos e mastdcitos também sdo fontes abundantes desta

citocina®®". A resposta TH17 ¢, hoje em dia, considerada a responsavel por inimeros
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efeitos, antes imputados a TH1 (previamente ao seu reconhecimento como linhagem
independente de linfocitos auxiliares hd cerca de uma década), tanto na defesa contra
infeccOes bacterianas e fungicas, quanto contribuindo para o desenvolvimento e cronicidade
de diversas doencas inflamatérias® %,

Como ja demonstrado, 1L17 é capaz de induzir a proliferacio de FLS ©° 00
ativando-os e estimulando a secrecdo de varios produtos pro-inflamatérios como IL6, indutora
de reagentes de fase aguda e estimuladora de linfocitos B; CXCL8/IL8 um quimiotatico de
neutrofilos; fator estimulante de colonias de granuldcitos (G-CSF); metaloproteinases e
também CCL20, uma quimiocina atrativa dos préprios linfécitos TH17 que funciona como
uma alca de auto alimentacdo desta resposta. Da mesma maneira, queratincitos de pessoas
com psorfase, também aumentam sua expressdo de CCL20 em resposta a 1L17%Y. Além
disso, a exemplo do TNF o, IL17 induz a expressdo de RANKL em osteoblastos favorecendo
a reabsorcdo 6ssea™® 1%, |17, aliés, tende a sensibilizar os tecidos a0 TNFo. induzindo a
expressao de seu receptor (TNFRII) e estabilizando a expressao de RNA mensageiros
(MRNA) ativados por este, sendo por isso consideradas citocinas sinérgicas®® % 104,

Alguns exemplos de evidéncias de sua participacdo nas DAI estdo listados a seguir:
Niveis séricos e sinoviais de 1L17, assim como numero de células TH17 no sangue periférico,
correlacionaram-se com atividade inflamatéria sistémica e local (histolégica) na AR"%1%8): A
expressao de IL17 e de Dkkl (um inibidor da via Wnt) no tecido dsseo, estiveram
aumentadas em pessoas com AR quando comparadas com controles com osteoporose
primaria, sugerindo ser este um dos mecanismos, além do eixo RANK/RANKL, para a perda
6ssea induzida por inflamacgo®®: TH17 foram correlacionados com atividade inflamatéria e
dano articular na AP**9; Na EA, foram encontrados niveis séricos elevados de 1L23 e IL17 e
demonstradas células IL17+ nas articulacdes facetarias afetadas®; Em adicdo, células
apresentadoras de antigeno (APC) que expressam em sua membrana o homodimero de HLA-
B27 (B27,) no lugar do cléssico heterotrimero (B27,-p2M), estimularam a sobrevida e a
proliferacéo de linfocitos T e NK, e a secrecdo de IL17, através do receptor KIR3DL2 destas
células™™). Este achado, relaciona elegantemente 0 HLA-B27 & producédo de IL17 por células
ndo TH17, corroborando com outros resultados que ja ratificaram, nas EpA, as células da
imunidade inata como sua fonte principal > %,

Evidéncias robustas da participacdo da sinalizacdo IL23/IL17 na patogénese das
EpA, surgiram de estudos genéticos, como por exemplo a associacdo dos mesmos
polimorfismos de IL23R (receptor de IL23) com maior suscetibilidade tanto para EA, quanto

para condicdes relacionadas como a doenca de Crohn e psoriase®™?. Em um magnifico
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trabalho, Sherlock e cols. provaram que IL23 é suficiente para o desenvolvimento de entesite
com neoformacdo dssea, em um modelo animal (camundongos B10.RIII imunizados com
colageno tipo I1). Além disso, descobriram células T especificas expressando IL23R, até entdo
ignoradas neste sitio, capazes de produzir IL17 e IL22 in vitro. Finalmente, mostraram que o
bloqueio com anti-1L23 ou anti-IL17 reduziu a inflamag&o clinica e histologicamente*?).
Como prova mais cabal da relevancia desta citocina, ressalta-se o fato de que terapias
dirigidas contra o eixo IL23-TH17/IL17, como o0s anticorpos monoclonais humanos
ustequinumabe (anti-subunidade p40 da IL23) e secuquinumabe (anti-IL17A) ja foram
aprovados em VAarios paises para o tratamento das EpA, incluindo AP e EA. Ademais,
encontram-se em fase de desenvolvimento diversas outras, como anti-receptor IL17RA, capaz
de bloguear IL17C e IL25, além de IL17A/F; anti-subunidade pl9 da IL23, que
contrariamente ao anti-p40, ndo blogueia IL12, mas apenas IL23; pequenas moléculas capazes
de inibir RORyt, importante fator de transcricdo da célula TH17, instabilizando assim sua
resposta; e compostos incluindo duplo bloqueio (simultdneo ao TNF a. e a IL17, por exemplo)
com grande potencial para resgatar pacientes com resposta inadequada aos medicamentos

atualmente disponiveis®®.

2.4.3 1L22

A IL22 é uma das citocinas da extensa familia 1L10. Considerada ambigua e com
dupla vocacgédo, por promover acgdes tanto de reparacdo e atenuagdo, quanto de agressdo e
intensificacdo da inflamacdo™®. Exerce seus efeitos através da ligacdo a seu receptor, 1L22R,
um heterodimero formado pelas subunidades IL22R1 e IL10R2 (esta Gltima comum ao
receptor de 1L10), expresso exclusivamente em celulas de origem mesenquimal como
fibroblastos, queratindcitos e outras células epiteliais e estromais. Existe também um receptor
soltvel (com afinidade quatro vezes maior que o transmembrana) chamado proteina ligante de
IL22 (IL22BP) com expressao ja documentada, em humanos, nas células dendriticas e
eosinofilos do trato digestivo (onde IL22 parece ter um papel protetor da mucosa) e que ja

demonstrou bloquear IL22 in vitro e em modelos animais®*®,

Apenas células
hematopoiéticas secretam IL22 e curiosamente, pelo menos em humanos, ndo expressam seu
receptor, por isso considera-se que 1L22 estabeleca um dialogo unidirecional entre o sistema
imune e o tecido estromal®® 8- 117)

TH22 é o nome como foi chamada a subpopulacdo de linfécitos T, com uma
especifica expressdo de receptores de quimiocinas (CCR6+ CCR4+ CXCR3- CCR10+),

capaz de secretar IL22, TNFa e 1L13, mas ndo IL17, IFNy ou IL4, respectivas assinaturas das
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linhagens TH17, TH1 e TH2®. Este subgrupo de linfécitos auxiliares tem origem a partir de
um precursor CD4+ THO que se encontre localmente sob a influéncia predominante de IL6
(além de TNFa e/ou IFNy) na auséncia de TGFB. Além de TH22, outras células imunes que
secretam 1L.22 ja foram reconhecidas: TH1, TH17, células NK, linfécitos T CD8+ e Ty5!1®.

Acumulam-se evidéncias da amplificagdo do eixo TH22/IL22 no soro e tecido
sinovial de pessoas com AR e AP, inclusive, correlacionando a intensidade de sua ativagédo a
indices de atividade inflamatéria destas doengas®®” 1% 112D 'Em humanos, vérios grupos ja
demonstraram que 1L22 induz a proliferacdio de FLS (efeito potencializado pela
coestimulagdo com TNFa ) e sua ativagdo com consequente expressdo de varios produtos
como CCL2/MCP1 (uma quimiocina de mondcitos), RANKL (o qual promoveu a
osteoclastogénese in vitro) e as alarminas ou padrdes moleculares associados ao dano
(DAMP) S100A8/A9 que formam a calprotectina®'® 120122124 similarmente, em um modelo
experimental de artrite em camundongos deficientes de IL1Ra (antagonista do receptor de
IL1), o bloqueio de IL22 levou a significativa reducdo da inflamagdo e numero de erosdes
6sseas ™).

Ja no modelo de artrite induzida por colageno (CIA) em camundongos DBAL, o
duplo papel de 1L22, contexto dependente, ficou bem evidente: 1L22 administrada antes do
inicio do quadro articular restringiu sua progressao, elevando niveis da inibitéria 1L10, além
de reduzir in vitro a producdo de IFNy por linfocitos T (papel protetor). Contudo,
camundongos deficientes de 1L22 eram menos susceptiveis a artrite e seu bloqueio, quando
administrado ap6s o aparecimento dos sintomas, reduziu a gravidade do quadro (papel
agressor)?,

Na doenca psoriésica, estudos genéticos (tanto por anélises de variacdo de nimeros
de copias — CNV, quanto de polimorfismos de Gnico nucleotideo — SNP) associam IL22 a
psorfase®® 2" e seu nivel sérico ja foi correlacionado & gravidade das manifestacdes
cutaneas nesta doenca™®. Modelos animais de superexpressdo de IL22 exibem fen6tipo
semelhante a psoriase™® e o uso de anti-1L.22 atenuou o quadro cutaneo nestes modelos.

Por fim, no estudo de Sherlock e cols. ja citado previamente™?, a expressao de 1L22
também foi capaz, em menor escala que IL23, de provocar entesite. Todavia, 1L22 foi a mais
eficiente em induzir genes que regulam a formacdo dssea, especificamente, membros da
familia Wnt, BMP e fosfatase alcalina, sugerindo ser 1L22 a mediadora do componente
osteoproliferativo da doenca, como ilustrado na figura 4.

Em conjunto, estes dados justificam o conceito de que TNFa, IL17 e IL22,

desempenhem fungBes essenciais, algumas vezes em franca sinergia, ja outras em
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antagonismo patente, na geracdo, amplificacdo e perpetuacdo da resposta inflamatéria e da
lesdo tecidual em vérias doencas inflamatdrias, sendo o sinovidcito fibroblasto simile um de

seus principais alvos, nas artrites.
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Figura 4 — O eixo interleucina-23 / interleucina-17 na patogénese das espondiloartrites.

Varios mecanismos levam a um aumento da expressao de 1L23 nas EpA, como por exemplo, uma microbiota
intestinal propicia, respostas de estresse celular por dobramento falho da molécula de HLA-B27 (UPR) e
fatores biomecénicos. Esta IL23 € capaz de ativar células T residentes das énteses que expressam seu
receptor (IL23R) e promover inflamacdo e remodelagdo articular, através de outras citocinas efetoras como
IL17 e IL22. Modificado de Lories e Mclnnes, 2012%* sobre o trabalho de Sherlock et al, 2012,

2.5 Viade sinalizagdo Wnt

A via de sinalizacdo Wnt constitui-se de uma rede de proteinas, filogeneticamente
preservadas, que transmite sinais da superficie celular para o nicleo, onde induz a expressao
de determinados genes (alvos). Seu nome se deve a combinagdo dos nomes dos proto-
oncogenes Wg (wingless), em alusdo as moscas Drosophila sem asas, onde melhor se
caracterizou estes genes e de seu homologo em vertebrados Int (Integrase-1). Ela €
considerada fundamental nos processos de proliferagdo e diferenciagdo celulares e
desempenha, entre outros, importante papel na hematopoiese, na sinaptogénese, no
desenvolvimento mamario e na osteoblastogénese e, por conseguinte, na formacdo e na
reparacdo 6sseas desde o embrido™®. A célula mesenquimal tronco (MSC), multipotente,
diferencia-se entre determinadas linhagens celulares (fibroblastos, osteoblastos, condrécitos,

adipécitos ou miécitos) sob a determinacéo, entre outros fatores, da sinalizagdo Wnt™®3Y.
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Didaticamente, separa-se a Wnt em duas subdivisdes, assim denominadas
Whnt/candnica ou Bcatenina dependente e Wnt/ndo candnicas ou fcatenina independente. Esta
separagdo ndo representa uma distincdo absoluta, até por que ja se sabe que algumas
moléculas sdo capazes de estimular ou inibir ambas as vias e até de estimular uma e inibir
outra, dependendo em grande parte, da conjuntura de receptores expressos3?.

A via Wnt/canbnica, muito mais estudada em osteoimunologia, tem inicio pela
ligacdo de proteinas extracelulares (algum dos 19 ligantes Wnt conhecidos), codificadas pelos
genes wingless, a um complexo receptor transmembranico formado pela proteina LRP5 ou 6
(low-density-lipoprotein receptor related protein) e por uma das 10 proteinas frizzled (que
possuem forma espiralada, dai esta denominacdo em inglés). Posteriormente, inicia-se uma
cascata de eventos, com ativacdo da proteina intracelular Dsh (Dishevelled) e a inibi¢do do
complexo enzimatico formado pelas proteinas axinal/2, APC (adenomatous polyposis coli
protein), CK-1 (Casein kinase-1), glicogénio-sintetase-cinase-3 (GSK-3) e Bcatenina. Este
ultimo “passo” da via libera a Bcatenina deste complexo, também conhecido como complexo
de destrui¢do” e impede sua degradagdo, constitutivamente programada. Existem dois pools
de Bcatenina nas células: um ligado as caderinas-E, compondo na membrana plasmatica um
agrupamento proteico, capaz de mediar a adesdo entre células; e outro, citoplasmatico,
“sequestrado” no “complexo de destrui¢ao” cuja finalidade é degrada-la por protedlise
mediada por ubiquitinacdo (marcacdo de uma proteina com moléculas de ubiquitina para seu
reconhecimento por um proteossoma). Portanto, as reacdes intracelulares (fase citosolica) da
via Wnt/canbnica tém como resultado final o acimulo de Bcatenina, em sua forma estavel,
que se transloca para o ndcleo (fase nuclear) onde interage com fatores de transcri¢do (TCF -
T cell factors ou LEF - lymphoid enhancing factors) atuando como um coativador sobre a
expressdo de genes, como c-myc, Axin2, Lefl, Opg e Ocn. Desta maneira, induzindo, por
exemplo, MSC a se diferenciarem em osteoblastos e nio em adipécitos®* e a reduzirem a
expressdao de RANKL e aumentarem a de OPG, oscilando o equilibrio da remodelagdo Gssea
em favor da formacao™***%9,

As vias Wnt/ndo canbnicas mais conhecidas e bem descritas até 0 momento séo a
Wnt/PCP (Planar Cell Polarity) e a Wnt/Ca*™". A primeira também se inicia pela ligacio de
ligantes Wnt a proteina frizzled com ativacdo de Dsh, embora através dos coreceptores
ROR1/2 e ndo LRP5/6, com conseguinte ativacdo das GTPases (enzimas que hidrolisam
GTP) Rho e RAC e das cinases ROCK (Rho-associated kinase) e JNK (c-jun NH,-terminal
kinase) envolvidas em processos como polarizacdo, movimentacao e diferenciacdo celulares.

A via Wnt/Ca™ induz a liberacdo de calcio intracelular e consequente ativagio de enzimas
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sensiveis ao calcio, como CamKII (Ca**/calmodulin-dependent kinase I1), PKC — proteina
cinase C e calcineurina (CaCN)“4?,

Existem moduladores extracelulares naturais da via Wnt, que a regulam, tanto
inibindo, quanto estimulando, de maneira autdcrina e paracrina. Sdo exemplos de inibidores
as glicoproteinas soltveis Dickkopf-1 (Dkk1) e Esclerostina (SCL), a familia de proteinas
SFRP (secreted frizzled-related protein) e WIF1 (Wnt inhibitor factor-1) e Cerberus.
Analogamente, existem produtos soluveis, que sinergizam com alguns ligantes Wnt, como as
proteinas R-spondins 1 a 4 (Rspo 1-4). Dkk1, ao se ligar ao receptor transmembranico LRP5/6
e a outro coreceptor (Kremenl/2), promove a internalizacdo de LRP, impedindo sua ativagao
pelos ligantes Wnt, inibindo apenas a via Wnt/canonica (dependente do eixo LRP-axina-
Bcatenina). SCL, da mesma forma que Dkk1, inibe a via Wnt/canbnica por bloquear o
receptor LRP5/6, ligando-se a este e ao coreceptor LRP4 (outro receptor relacionado as
lipoproteinas como LRP5/6, mas com funcdo inibitéria da via). As sFRP, WIF1 e Cerberus
regulam de forma negativa a via Wnt por atuarem como “iscas” soluveis para os ligantes Wnt.
Portanto, este ultimo grupo pode inibir tanto a via Wnt/candnica, quanto as independentes do
eixo LRP-axina-Bcatenina. As R-spondins modulam positivamente a via Wnt por interferirem
na ligagdo de Dkkl1l a Krm2/LRP6 e por aumentar a fosforilagdo de LRP6, quando unidas a
este e ao outro coreceptor LGR5/6 (leucine-rich repeat containing G protein-coupled
receptor)*Y. A figura 5 ilustra simplificadamente a via intracelular e sua modulagio
extracelular.

Esclerostina tem sua expressdo restrita a linhagem osteocitica®*?* enquanto Dkk1
ja teve sua expressdo documentada em varias outras células estromais, inclusive FLS de
modelos animais e de humanos com artropatias inflamatorias® **®. As proteinas sFRP-1, 3
(SFRP3 também é chamada de Frzb) e 4 ja tiveram sua expressdo determinada em
sinoviocitos de pacientes com AR e OA, inclusive com expressdo distinta entre diferentes
tipos celulares, sendo maior a atividade de sFRP-1 e 4 em populacdes ricas em fibroblastos e
SFRP-3/Frzb em populagdes ricas em macréfagos“4”. Neste mesmo estudo, SFRP-2 e 5 ndo

foram detectadas em sinoviécitos de artriticos nem de artrésicos.
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Figura 5 — Via de sinalizagdo Wnt candnica e sua modulagéo extracelular.

(A) mostra a ativagdo via complexo LRP5/6 e Frizzled, levando a “liberagdo” de [catenina para o nlcleo,
onde se associa a fatores de transcri¢do (TCF e Lef), para ativagdo de genes alvo. (B) mostra a inibicdo por
SFRP e WIF1 agindo como “iscas” — inibi¢do candnica e ndo candnica (ndo mostrado). (C) e (D) mostram a
inibicdo por Dkkl1 e SCL, respectivamente, através do blogueio ao LRP5/6 — inibicdo apenas candnica.
Modificado de Boudin et al, 201347,

Ha varios indicios da participacdo da via de sinalizacdo celular Wnt nos processos de
remodelagdo dssea nas artropatias. No modelo animal transgénico de TNFo humano
(camundongo hTNFtg), que desenvolve artrite e sacroiliite erosivas, ndo anquilosantes, o
bloqueio de Dkk1l, com um anticorpo murino (anti-Dkk1), aumentou o0s niveis séricos de
osteoprotegerina (OPG), reduziu o nimero de osteoclastos e de erosdes nas sacroiliacas, além
de aumentar o nimero de osteoblastos locais e promover a anquilose destas articulagdes, sem
modificar o nivel de inflamagdo local. A expressdo de coldgeno X, que sugere a diferenciacdo
de condrdcitos hipertréficos, e de Bcatenina também foram aumentadas, indicando atividade
da sinalizagdo Wnt. Estes efeitos foram potencializados pelo bloqueio simultaneo de
TNFa com infliximabe (um anticorpo monoclonal quimeérico anti-TNFa), mas ndo ocorreram
quando somente 0 TNFo. foi inibido™®.

Neste mesmo modelo murino e em outros dois modelos experimentais de artrite,
também em camundongos, (collagen-induced arthritis — CIA e glucose-6-phosphate
isomerase-induced arthritis — GPI-IA), usando-se ainda o bloqueio de Dkk1, converteu-se o
padrdo de destruicdo Ossea semelhante ao da artrite reumatoide em um padrdo de

osteoproliferacdo semelhante ao da osteoartrite®. A analise da histologia articular revelou
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reducdo do numero de osteoclastos, aumento de osteoblastos e de deposi¢do de ostedide,
quando comparados com camundongos ndo bloqueados para Dkk1. Também se documentou
reducdo dos niveis séricos de marcadores de reabsorcdo Ossea e aumento dos niveis de
marcadores de formacdo. DKkl estava aumentado (cerca de trés vezes mais) no soro de
camundongos hTNFtg, comparado com selvagens e também no tecido sinovial, onde a
imunohistoquimica revelou sinovidcitos fibroblasto simile (FLS) e condrdcitos como as
células responsaveis por sua producdo, em resposta a0 TNFo . Este mesmo grupo mostrou
que os efeitos reabsortivos (estimulagdo osteoclastica) de Dkk1 sdo mediados pela reducdo de
osteoprotegerina (OPG), enquanto que os anti-anabdlicos (inibicdo osteoblastica) sdo
independentes do eixo RANKL-OPG, mediados diretamente pela inibi¢do da via Wnt.

Em outro estudo com camundongos hTNFtg, o bloqueio de Dkk1l também levou a
uma protecdo contra perda Ossea induzida pela inflamacgdo, através da restauracdo da
osteoblastogénese, além da neutralizacdo da superexpressdo de esclerostina induzida por
TNFa em osteoblastos totalmente diferenciados*?. Interessantemente, o uso de R-spondin 1
(Rspol) recombinante humana, que pode ser considerado um antagonista natural de DkKk1,
produziu efeitos semelhantes aos descritos em todos os estudos acima citados usando
camundongos hTNFtg, ou seja, também inverteu o padrdo de remodelacdo de ostedlise para
osteoproliferacdo. Além disso, Rspol demonstrou efeito protetor também sobre a cartilagem,
efeito este que ndo foi visto quando se bloqueou o Dkkl com anticorpo monoclonal. Tal
achado levanta a possibilidade de Rspol poder exercer efeito (independente de Dkk1) na
cartilagem®*9.

Noutro estudo, utilizando-se de outro modelo experimental de espondiloartrite,
camundongos PGISp (proteoglycan-induced spondylitis mouse) que apresentam espondilite e
fusdo articular apds estimulo inflamatorio inicial encontrou-se expressdo de Dkkl e SCL
reduzidas (em 49% e 63%, respectivamente) quando comparadas com os tipos selvagens®®?.

Em humanos, estudos prévios ja documentaram niveis circulantes aumentados de
Dkk1l em pessoas com artrite reumatoide, quando comparados com controles saudaveis e
reduzidos em pacientes com espondilite anquilosante. Além disso, em individuos com AR, 0s
niveis circulantes de Dkk1 se correlacionavam com a atividade da doenga medida pelo indice
DAS28 e houve reducdo significativa destes niveis apds tratamento com anticorpos anti-
TNFo. Também se demonstrou expressao aumentada de Dkk1l em tecido sinovial de
pacientes com artrite reumatoide em comparag¢do com o de pessoas com osteoartrite®?.

Em oposicdo a estes achados, outro grupo encontrou Dkk1 elevado no soro de

espondiliticos, comparativamente com o soro de pacientes com AR, AP e controles saudaveis
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e, estranhamente, houve aumento dos niveis desta proteina apos terapia com anti-TNF o . O
mesmo grupo avaliou o efeito da adicdo de soro de espondiliticos e controles saudaveis a
cultura de células T Jukart (linhagem imortalizada de linfocitos T). A concentragdo de
Bcatenina ativa (ndo fosforilada) foi analisada com o propoésito de se medir a sinalizacdo da
via Wnt. O experimento também foi conduzido com a adigdo de anti-Dkk1. As células T
Jukart tratadas com soro de EA apresentaram elevados niveis de Bcatenina ativa em relagéo
as tratadas com soro controle. Quando presente o bloqueio de Dkk1, houve aumento da
Bcatenina nas células tratadas com soro controle, o que ndo foi visto nas tratadas com soro de
pacientes com EA. Os autores concluiram que o soro destes pacientes apresentava elevada
concentracdo de Dkk1, porém com reduzida capacidade de inibir a via Wnt, aventando a
possibilidade de reducédo qualitativa e ndo quantitativa de inibicdo da via Wnt na EA por parte
de Dkk1®>Y,

Heiland e cols. analisaram os niveis séricos de Dkk1 prospectivamente por dois anos,
em 65 pacientes com EA de uma coorte alema, e encontraram correspondéncia entre estes
niveis e os de esclerostina, além de correlagdo inversa com o surgimento de sindesmofitos
(altos niveis de Dkk1/SCL protegiam e baixos niveis marcavam risco)™¥. Também ja se
documentou niveis circulantes aumentados de Dkk1, em pessoas com artrite psoriasica
(mesmo entre individuos com doenca ndo erosiva) quando comparados com controles
saudaveis e acometidos apenas por psoriase cutanea, porém, sem se correlacionarem com
escores de erosdo e reducdo de espaco articular medidos por radiografia de méos, pés e
sacroiliacas™®?.

Hardy e cols. concluiram que a expressdo de Dkk1 por FLS humanos (provenientes
de pecas cirurgicas de pacientes com artrites inflamatdrias) é regulada pelos corticosteroides

endégenos®4©.

As citocinas inflamatérias como TNFoe IL1B ndo foram capazes
isoladamente de aumentar a expressdo deste inibidor em comparacdo com controles nédo
tratados. O tratamento com corticosteroides por 24-48 horas aumentou significativamente a
expressao de Dkk1l em comparacdo com controles ndo tratados. TNFa e IL13 foram capazes
de induzir a expressdo de 113-HSD1 (11-B-—hidroxiesteroide desidrogenase tipo | — enzima
que converte a cortisona inativa em cortisol ativo) sensibilizando os fibroblastos aos
costicosteroides enddgenos e assim indiretamente induzindo a producéo de Dkk1. Além de
estimular a secrecdo de DKkk1, os costicosteoides também aumentaram a expresséo de sFRP-3,
gene de outro inibidor da via Wnt e reduziram a expressdo de Wnt2 (gene de um agonista

desta via), caracterizando o que os autores chamaram de acdo coordenada (sinérgica) de
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inibicio da via Wnt. E significativo notar que nem costicosteroides nem citocinas
inflamatorias produziram os mesmos efeitos em fibroblastos da derme usados como controles.

De outro inibidor da via Wnt, a esclerostina (SCL), também ha evidéncias de
atividade distinta em diferentes doencas articulares. Ja se encontrou SCL normalmente
expressa em ostedcitos de controles sem doenca Osteo-articular e pacientes com artrite
reumatoide, enquanto que estava reduzida nos ostedcitos de individuos com osteoartrite e
virtualmente ausente nos espondiliticos™*®). Além disso, os niveis circulantes de SCL estavam
diminuidos significativamente em individuos com EA comparados com controles saudaveis e
interessantemente, se correlacionavam com formacédo de novos sindesméfitos. Recentemente,
outro grupo confirmou estes niveis circulantes reduzidos em pacientes com espondilite
anquilosante em comparacdo com controles saudaveis. O tratamento com anti-
TNF o produziu aumento destes niveis. Este aumento foi menor no subgrupo de pacientes que
persistiam com PCR elevado e que coincidentemente tinham os mais baixos niveis basais de
scL®9),

Em sintese, estes dados apontam para um papel essencial, exercido por esta via de
sinalizacdo na distincdo do tipo de remodelacdo articular a se processar nas diferentes
artropatias. A confirmacdo do papel desempenhado pelos FLS como células chave na
regulacdo desta via e, por conseguinte, nas diferencas fenotipicas encontradas em diferentes
doencgas articulares pode ter grandes implicacbes na compreensdo dos processos
fisiopatolégicos envolvidos e em pesquisas futuras sobre alvos terapéuticos, em especial, que

inibam a osteoproliferacdo, aparentemente excessiva, presente nas espondiloartrites.
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3 Justificativas

Como j& exposto no capitulo anterior, existe uma demanda por se compreender
melhor os mecanismos por trds do dano e da consequente remodelacdo estrutural nas
articulacOes, presentes nas doencas articulares inflamatdrias. Encontrar preditores apropriados
que definam os subgrupos de maior risco para progressao rapida e desenvolver novos alvos
terapéuticos capazes de minimizar o dano osteoproliferativo, ainda sem inibicdo adequada,
com as terapias atualmente disponiveis, sdo necessidades prementes no manejo destas
doencas.

Tentar contribuir para esta busca € a justificativa clinica alegada por nosso grupo
para escolher estudar uma via de sinalizagdo e um tipo celular, seguramente implicados nestes
fendmenos patoldgicos.

Uma revisdo bibliografica revelou uma escassez de trabalhos que investigaram a
relacdo entre as citocinas inflamatdrias, especialmente as recentemente descritas 1L22 e IL17
e a expressdo de moduladores da via de sinalizacdo Wnt, especificamente pelo sinoviécito
fibroblasto simile, nas doencas articulares inflamatdrias. Na tabela 1 sdo mostrados 0s
trabalhos originais encontrados nas bases de dados MEDLINE e LILACS até 31 de dezembro
de 2015, usando-se diversas combinagfes dos descritores: Wnt signaling pathway, Wnt
ligands, Dkk1, sFRP3, Frzb, TNF«, IL17, IL22, inflammatory joint diseases, rheumatoid
artrhitis, psoriatic arthrittis, ankylosing spondylitis, spondyloarthritis, synovial fibroblast,
synoviocytes e fibroblast-like synoviocytes. As referéncias secundarias citadas em cada artigo,
de outros trabalhos relacionados ao assunto, também foram incluidas.

Nosso projeto, idealizado em 2013, pretendeu preencher uma lacuna existente nesta
area, ao estudar os efeitos de trés citocinas (TNFo, 1L22 e 1L17) sobre a expressdo de dois
inibidores da via Wnt (sFRP3/Frzb e Dkkl1) por FLS de individuos com trés doencas
articulares inflamatorias (AR, AP e EA).
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Tabela 1 — Estudos que avaliam a expressao de moduladores da via de sinalizagdo Wnt em sinoviocitos.
AUTOR,  ESTIMULOS CETLEUC';/S(?U N  MODULADORES METODODE DOENGAS PRINCIPAIS
ANO USADOS ALVO AVALIADOS  AVALIAGAO INCLUIDAS  RESULTADOS
Sen, 1 Whntl, 5a, 10b, RT-PCRe Whntba + expresso
2000459 FLS 10 yie1s NB AR e OA em AR.
Expresséo
predominante de
ljiri, 1 L, SFRP3 em
2002047 Sinoviocitos 20 sFRP1a5 RT-PCR AR e OA macr6fagos e de
SFRP1 e sFRP4
em fibroblastos.
+
Nakamura, 1 . .. RT-PCR e AR, OAe UL
9005159 - Sinovia 26 Wnt7b el0a IHO trauma expresso em AR
(s/artrite) e OA.
Wnt10b +
expresso em AR
Imai, 1 P Wnt5a,10be 14 RT-PCRe (~ inflamacdo).
2006159 Sinovia® 14 Rp1as IHQ ARCOA  (FRP1 + expresso
em OA
(~ fibrose).
Dkk1 + expresso
Diarra, 1 ., Dkk1, Wnt4 e em AR por FLS,
- 1 IH AR A .
20070 Sinovia 0 5a Q e0 endotélio e
condrdcitos.
CE 1 expressdo
- de Dkk1, mas ndo
Hardy, TNFa, RT-PCR, AR, OA e
2012014 IL1B FLS 9 Dkk1 ELISA, EA TNFa nem IL1B.
e CE microarray ' Dkk1 — expresso
em EA.
TNFo e IL17 1
RT-PCR e expressdo de
oumy ARG FLS 6 Wntsa  Vermelho  AReOA Wnt5a e
2015 IL17 - . .
de alizarina mineralizacéo da
matriz
Correlacéo
Yeremenco, TNF ELISAe inversa entre
as7) e FLS 16 Dkk1 . AR e EpA Dkk1 e IL6.
2015 IL6 microarray
TNFo. tell6 |
DKkKk1.

AR (artrite reumatoide), OA (osteoartrite), EA (espondilite anquilosante), EpA (espondiloartrites), FLS
(sinovidcitos fibroblasto simile), Wnt (ligantes Wnt), sFRP (proteina secretada relacionada a espiralada), Dkk1
(Dickkopf-1), RT-PCR (reacéo em cadeia de polimerase em tempo real), NB (nhorthern blot), IHQ
(imunohistoquimica), 1 (induz), | (inibe), + (mais), — (menos), ~ (correlacionado a areas de maior), TNFa
(fator de necrose tumoral alfa), IL (interleucina), CE (corticosteroide).

! avaliacdo da expressdo basal, sem estimulagdo experimental.

% sem identificar o tipo celular.
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4 Objetivos

O objetivo geral deste estudo foi avaliar a expressdao de moduladores da via Wnt por
sinovidcitos fibroblasto simile de pessoas com doencas articulares inflamatorias.

O principal objetivo especifico constituiu em produzir uma curva dose x resposta que
pudesse identificar qual o binbmio dose e tempo de coleta do sobrenadante pudesse melhor
reconhecer possiveis diferencas existentes no efeito de cada estimulo pré inflamatério (com
TNFa, IL17 ou IL22) sobre a expressdo das proteinas de interesse. Pretende-se que esta
informacao sirva como referéncia para futuros experimentos com amostras maiores, incluindo
outros métodos de avaliacdo de expressdo génica, como por exemplo, a quantificacdo do
acido ribonucleico mensageiro (MRNA) por reagdo em cadeia de polimerase em tempo real
(RT-PCR).

Adicionalmente, como objetivos especificos secundarios, prop6s-se analisar as
concentracdes de Dickkopf-1 (Dkk1l) e de proteina secretada relacionada a espiralada
(sFRP3/Frzb) no sobrenadante de FLS, comparando subgrupos de diferentes diagndsticos e
estimulos, e também no liquido sinovial, onde incluiu-se o exame das citocinas usadas como
estimulos.

Espera-se, com o cumprimento destes objetivos:

. Melhor caracterizacdo fenotipica destas células.

o Maior elucidacdo dos processos fisiopatolégicos envolvidos na origem do dano
estrutural frequentemente presente nas doencas articulares inflamatdrias e responsavel por
grande parte da deterioracdo funcional e da qualidade de vida dos pacientes que as
apresentam.

o Propiciar o aparecimento de novas questdes e hipdteses relacionadas ao
problema estudado.

o Fomentar o crescimento de recursos humanos, captagédo de financiamentos,

producéo cientifica e colaborag6es desta linha de pesquisa.
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5 Pacientes e Métodos

5.1 Selecéo de pacientes

Adotou-se como critérios de inclusdo, individuos com diagnostico prévio de alguma
das doencas articulares inflamatorias (DAI) sob investigacdo que estivessem sendo
acompanhados nos ambulatorios de Reumatologia do HC-UFMG,; idade igual ou maior a 18
anos; indicacdo pelo médico assistente de infiltragdo articular com corticoide, por atividade
inflamatoria de ao menos uma grande articulagdo (tornozelos, joelhos, punhos ou cotovelos),
independentemente do tratamento sistémico em vigéncia. Como garantia de que o diagndstico
de cada paciente estivesse correto, incluiu-se apenas 0s que preenchessem os critérios de
classificacdo CASPAR de 2006“*® para AP, de Nova lorque modificado de 1984 para EA
e ACR de 1987 para AR. Seguiu-se como critérios de ndo inclusdo: suspeita de artrite
infecciosa; alguma condicdo que contraindicasse o procedimento como infeccdo de pele
préxima a articulacdo, uso de anticoagulantes ou conhecida presenca de distdrbio de
coagulacdo; historia prévia de artroplastia total em qualquer época ou de outro procedimento
intra-articular nos ultimos 12 meses.

No periodo de dezembro de 2013 a junho de 2015, foram incluidos 38 individuos.
Porém, por dificuldades técnicas relacionadas a coleta (pouco ou nenhum fluido recuperado
da artrocentese) ou ao cultivo celular (contaminacgdo bacteriana e/ou fungica, morte celular
pela interrupcdo do fluxo de CO, para a estufa), 13 pacientes foram excluidos. No final,
obteve-se material em condic¢Oes adequadas para o estudo de 25 pacientes. Destes, 19 tinham
amostras de liquido sinovial para dosagem direta (dois com AP, dois com EA e 15 com AR) e
14 tinham FLS cultivados para os experimentos (trés com AP, quatro com EA e sete com
AR).

A artrocentese foi realizada pelo proprio aluno (GGR) que possui experiéncia neste
método, paramentado com equipamentos de protecdo individual (luvas estéreis, oculos e
mascara) apos antissepsia da pele com clorexedina degermante a 4% e anestesia local com
lidocaina a 1% sem vasoconstritor. Usou-se agulha de 18 G x 1 4” (1,2 x 40 mm) para
aspiracdo do liquido sinovial em seringa estéril, sem conservantes ou anticoagulantes. Ap6s 0
maximo esvaziamento articular, foi realizada a infiltragdo com corticosteroide de uso intra-
articular na dose adequada para cada indicacdo. Os pacientes receberam orientagdes por
escrito sobre os cuidados pds-procedimento, inclusive como proceder em caso de

anormalidades.
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Dados clinicos foram consultados nos prontuarios de atendimento do servico
somente pelos investigadores envolvidos na pesquisa. Para andlise dos marcadores de
inflamacdo (PCR e VHS), foram considerados os resultados até 30 dias antes ou depois da
coleta do liquido sinovial. Para o fator reumatoide, considerou-se uma pesquisa positiva em
qualquer época. Para os tratamentos em uso, considerou-se os vigentes nos ultimos trés
meses, antes da coleta. Todos os pacientes envolvidos no estudo assinaram o termo de
consentimento livre e esclarecido (vide apéndice — 11.1), aprovado pelo comité de ética em
pesquisa local Processo n® CAAE 161.968.13.3.0000.5149 (vide anexo — 12.1). Um quadro
com as informac@es da coleta de cada paciente, cujos dados entraram na andlise, encontra-se

no apéndice — 11.2.

5.2  Cultivo de sinovidcitos fibroblasto simile (FLS)

O liquido sinovial foi coletado por artrocentese no Ambulatorio Bias Fortes do HC-
UFMG e levado, em até duas horas, ao Laboratério Lineu Freire Maia, na Faculdade de
Medicina da UFMG, para processamento das amostras. Apos ser centrifugado a 2000 RPM
por 10 minutos deu origem a dois tipos de material: o sobrenadante (predominantemente
proteico) de 19 amostras, congelado a -70°C para posterior dosagens de interesse e 0
precipitado (predominantemente celular) de 14 pacientes, usado para obtengéo dos FLS.

Para o cultivo celular, este sedimento foi resuspenso em meio de cultura DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle Medium — Gibco, ref.: 12800-017) enriquecido com Soro Fetal
Bovino (SFB) a 15% (Sigma, ref.: F-0643), aminoacidos ndo essenciais a 1% (MEM 100X —
Gibco, ref.: 11140-050) antibioticos (Penicilina 10000 U Estreptomicina 10000 U — Gibco,
ref.: 15140-122) e antifungico (anfotericina B 1% — Gibco, ref.: 15245-012), semeado em
placas de cultura de seis po¢os e mantido em estufa para cultura de células a 37°C e 5% de
CO,. As trocas de meio de cultura foram realizadas a cada trés dias e, assim que alcangavam
confluéncia, as culturas eram repicadas para garrafas progressivamente maiores (com areas de
crescimento de 25, 75 e finalmente 175 cm?). A cada repique, usou-se de 0,5 a 3ml de solucéo
contendo tripsina a 0,05 % em EDTA 0,02 % (Gibco, ref.: 25300-062), apds duas lavagens
com PBS 1X (phosphate buffered saline ou tampdo fosfato-salino) para remoc¢édo enzimatica
das células aderidas. Por fim, aliquotas (com aproximadamente 10° células) de cada amostra
celular em quarta passagem (P4) foram congeladas, utilizando-se solu¢do com SFB a 70%,
DMEM a 22% e o crioprotetor dimetilsulféxido (DMSO) a 8% em freezer a -70°C.

Posteriormente transferiu-se as amostras para tanque de nitrogénio até sua utilizacdo em
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algum experimento. Toda a manipulagdo foi feita em capela de fluxo laminar (VECO)
empregando-se técnica asséptica. Exemplos de FLS em cultura sdo mostrados na figura 6, a

sequir.
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Figura 6 — Exemplos de sinovidcitos fibroblasto simile em cultura.

A — Microscopia Optica, coloragdo por Hematoxilina e Eosina, objetiva de 10X. Cedida pela dra. Rafaela
Bicalho Viana Macedo. B — Microscopia de inversdo, sem coloracéo, objetiva de 40X. arquivo do aluno
GGR.

Como ja foi demostrado em nosso laboratério™® e também por outros grupos, para
culturas originadas de liquido sinovial, as passagens iguais ou superiores a P4 tem como tipo
celular predominante (representado por mais de 95%) o sinoviécito fibroblasto simile(®#26®),
Para FLS humanos cultivados, ja se revelou diferencas de expressdo génica consideraveis
(>10% de diferenca) a partir da nona passagem (P9)67- 188) & nor isso, limitou-se o uso de

passagens entre P4 e P8 para todos 0s experimentos.

5.3  Estimulo dos FLS e dosagem de proteinas (in vitro e ex vivo)

FLS de um paciente com AP, um paciente com AR e um paciente com EA (n = 3),
nas passagens entre sete (P7) e oito (P8) foram semeados em placas de 24 pocos (contendo
250x10° células por pogo) com meio DMEM e SFB 1%, incubadas por 24 horas, para
posterior troca por meio contendo uma das trés citocinas usadas para os estimulos:
TNFa recombinante humano (Peprotech, ref.: 300-01A); ou IL-17A recombinante humana
(Peprotech, ref.: 200-17) nas concentracdes de 1, 10, 50 e 100 ng/ml; ou IL-22 recombinante
humana (Peprotech, ref.: 200-22) em doses de 1, 10, 100 e 200 ng/ml. Para todas as amostras
houve controles sem estimulo e o sobrenadante celular foi coletado, em aliquotas de 100pl,
apos 24, 48 e 72 horas. O material foi estocado em freezer -70°C até o momento das
dosagens. Dkk-1 e sFRP-3 (Frzb) foram dosados nos sobrenadantes celulares utilizando Kits
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para ELISA (human Dkk1l DuoSet® — R&D systems ref.: DY 1906 e human sFRP-3 DuoSet®
— R&D systems ref.: DY192) seguindo-se os protocolos do fabricante. Resumidamente,
revestiu-se cada poco de uma microplaca de 96 pocos com a solugédo de anticorpo de captura e
manteve-se incubado por 24 horas em temperatura ambiente. Seguiu-se 0s demais passos do
protocolo, sempre intercalados com lavagens manuais (realizadas trés vezes entre cada passo)
com a solucdo de lavagem (Tween® 20 a 0,05% em PBS), respeitando-se os intervalos de
tempo recomendados pelo fabricante: blogueio das placas com reagente diluente (Albumina
de soro bovino a 1% em PBS); colocacdo das amostras; cobertura com a solucéo de anticorpo
de deteccdo; a seguir com a solucéo de estreptavidina-HRP, de substrato e finalmente com a
stop solution (2 N H,SOy).

A espectofotometria foi realizada em leitor de placas com filtro de comprimento de
onda calibrado a 450 nm. Todos os experimentos foram realizados, desde a estimulacdo até os
ensaios para dosagem, em trés repeti¢cdes independentes (triplicata).

Dkk-1 e sFRP-3, aléem de TNFa , IL-17 e IL-22 (human TNFo Duoset® — R&D
systems ref.: DY210; human IL-17 Duoset® — R&D systems ref.: DY317; human IL-22
Duoset® — R&D systems ref.: DY782) também foram dosados no liquido sinovial das 19

amostras armazenadas, seguindo-se 0 mesmo protocolo descrito acima.

5.4  Anaélise estatistica

Para a caracterizacao dos individuos do estudo, usou-se o teste exato de Fisher a fim
de se comparar as frequéncias das variaveis nominais. Para a analise das concentracGes
medidas ex vivo (dosagem no liquido sinovial), usou-se a correlacdo de Spearman como
medida de associagdo e os testes de aleatorizacdo e U de Wilcoxon-Mann-Whitney, para
comparacdo destas concentracfes entre grupos. Para a analise dos resultados do experimento
in vitro (dosagens no sobrenadante celular), utilizou-se os testes de aleatorizagdo e U de
Wilcoxon-Mann-Whitney, quando os residuos ndo seguiram a distribuicdo normal. O teste F
da ANOVA, os testes Hotteling e Pillay da MANOVA e o teste t de Student foram reservados
para variaveis com residuos normais. Considerou-se evidéncia de serem significativos, efeitos
com valores p < 0,05 e para os testes de aleatorizacdo, frequéncias relativas de FN>F°
menores de 5%, em que F" representa os valores da estatistica para N = 10° aleatorizacfes e
FO o valor da estatistica para os dados originais, sem transformacdo. Empregou-se 0s

programas R versao 3.2.3 e GraphPad Prism verséo 6.01.
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Por se tratar de um estudo piloto, cujo principal objetivo foi identificar a melhor
combinacdo de dose X tempo capaz de discriminar eventuais diferencas de efeito, que
deverdo ser confirmadas em estudo posterior (ja em planejamento) com um nimero maior de
amostras, ndo foi utilizado todo material j& disponivel. Determinou-se, por conveniéncia, um
tamanho amostral de trés FLS, sendo um paciente de cada doenga.

Dentre as amostras de liquido sinovial, obteve-se valores abaixo do limite de
deteccdo (LD) do método, dependendo da proteina testada, em até 83% das amostras. Embora
a alta viscosidade de algumas amostras possa ter contribuido para este fenémeno, o
tratamento das aliquotas com hialuronidase (Apsen, Hyalozima 2000 UTR a 10 Ul / ml por 1
hora a 37°C), ndo melhorou a performance dos ensaios (correlagdo de Spearman 0.97 entre as
observacBes com e sem hialuronidase, sem diferenca estatistica no teste U).

Esta grande porcentagem de dados censurados limitaria grandemente as
possibilidades analiticas nesta parte do estudo e como tentativa de se minimizar este
problema, empregou-se uma estratégia de tratamento de censura chamada de imputacgdo, que
consiste no preenchimento dos valores desconhecidos, com ndmeros abaixo do LD, sem
repeticdes, valendo-se da distribuicdo dos valores restantes conhecidos, para sua geracdo. Este
método foi usado, conforme o que se preconiza, apenas para analise de parametros e testes
estatisticos que consideraram a amostra como um todo, como por exemplo a analise da
variancia entre grupos. Quando para a analise, foi necessario considerar especificamente cada
individuo, por exemplo para as correlac@es, substituiu-se os valores censurados por 50% do
LD.
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6 Resultados

Os dados demogréaficos e clinicos dos pacientes sdo apresentados na tabela 2. Nao
houve diferenca estatistica quanto ao sexo, idade, duracdo dos sintomas, marcadores
inflamatdrios, uso de imunossupressores sintéticos, biolégicos ou de corticoides entre os trés
grupos (tdo pouco entre AR e EpA). Houve diferenca estatistica quanto ao uso de AINH (p =
0,02) e a positividade do fator reumatoide (p < 0,01). Os imunobioldgicos em uso eram todos

blogueadores de TNFa. , em doses estaveis ha pelo menos seis meses.

Tabela 2 — Dados demogréficos e clinicos dos pacientes incluidos no estudo, agrupados
por diagnostico.

Diagnostico
AR AP EA EpA p

NuUmero de pacientes 16 4 5 9

Sexo feminino (%) 75 75 20 44 NS

Idade (anos) 53,2(12,2) 535(12,9) 42,4(12,1) 47,3(13,0) NS
Duragéo (anos) 13,7 (13,8)  3,3(3,2) 15,8 (13,2) 10,2 (11,5) NS

FR positivo (%) 88 0 0 0 (Emr;g’g%lEp "
VHS (mm/12 hora) 30,1(26,4) 28,0(40,8) 64,2 (37,8) 481 (41,2) NS

PCR (mg/dl) 27,6 (32,0) 22,6 (37,8) 49,2(333) 37,4 (41,4) NS

Uso de CE (%) 56 25 40 33 NS

Dose de CE (mg PDN/d) 8,1 (3,5) 10 (0)* 3,8 (1,8) 1,9 (3,4) NS

Uso de AINH (%) 31 100 80 89 - %gle -
Imunossupressor sintético (%) 81 50 40 44 NS
Imunobioldgico (%0) 19 0 0 0 NS

AR (artrite reumatoide), AP (artrite psoridsica), EA (espondilite anquilosante), EpA (espondiloartrites,
representa 0s dados agrupados de AP e EA), NS (ndo significativo), FR (fator reumatoide), VHS (velocidade de
hemossedimentacdo), PCR (proteina C reativa), AINH (anti-inflamatdrios ndo hormonais), CE (corticosteroide),
PDN (prednisona)

Frequéncias sdo apresentadas em %. Demais valores sdo apresentados em médias (desvios padroes)

! Desvio padréo igual a zero por existir apenas um usuario.

As dosagens feitas no liquido sinovial podem ser vistas na tabela 3. Ndo houve
diferenca estatistica nas concentragdes de IL17, TNF a, IL22, sFRP3/Frzb e Dkk1, entre

diferentes diagnosticos, tempo de evolugdo dos sintomas, uso de imunossupressores

sintéticos, glicocorticoides ou anti-inflamatorios.
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Tabela 3 — Concentragdes médias (desvios padrdes) de citocinas e moduladores
extracelulares da via Wnt medidas no liquido sinovial de pacientes com doencas
articulares inflamatdrias, agrupados por diagnostico.

Diagndstico
AR AP EA EpA p
IL17 pg/ml 8,7 (3,9) 7,8 (0)* 7,8 (0)* 7,8 (0)! NS
TNFa pg/ml 126,5 (291,9) 4,6 (1,6) 5,6 (3,1) 51 (2,1) NS
IL22 pg/ml 911,8 (2,1 x10°) 177,0 (42,4) 113,1 (115,9) 145,0 (80,3) NS
sFRP3 pg/ml 13,1 x10° (30,2 x10°%) 125,0 (0)* 413,5 (106,8) 269,3 (177,6) NS
Dkk1 pg/ml 52,0 (57,9) 429,2 (563,0) 39,6 (12,0) 234,4 (395,4) NS

AR (artrite reumatoide), AP (artrite psoriasica), EA (espondilite anquilosante EpA (espondiloartrites,
representa os dados agrupados de AP e EA), NS (ndo significativo), IL17 (interleucina-17), TNFa (Fator de
necrose tumoral alfa), I1L22 (interleucina-22), sFRP3 (proteina secretada relacionada & espiralada), Dkkl
(Dickkopf-1)

! desvio padréo igual a zero por existirem apenas dados censurados, substituidos por 50% do LD.

As concentracdes de IL22 e sFRP3/Frzb no liquido sinovial, foram positivamente
correlacionadas, com um coeficiente de Spearman de 0,76 e valor p < 0,01 (Figura 7).
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Figura 7 — Correlagdo entre as concentragdes de 1L22 e sFRP3 no liquido

sinovial de pacientes com doencas articulares inflamatdrias.
Coeficiente r de Spearman = 0,76. p = 0,002.

IL22 e sSFRP3/Frzb apresentaram médias (+ erro padrdo da média) mais elevadas em
usudarios de imunobioldgico 3.277,0 + 2.461,2 pg/ml vs 276,6 + 97,87 pg/ml (p = 0,02) e
49.654,0 £ 34.594,1 pg/ml vs 3.032,2 = 1.632,8 pg/ml (p = 0,01), respectivamente. (Figura 8)
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Figura 8 — Concentracbes de 1L22 e sFRP3 no liquido sinovial, agrupadas segundo o uso de
imunobioldgicos.

Concentragdes de 1L22 (A) e sFRP3/Frzb (B) medidas no liquido sinovial de individuos com DA,
agrupadas segundo o uso ou ndo de imunobiolégico. As barras representam as médias com 0s desvios

padroes.

Os moduladores sFRP3/Frzb e Dkk1l sdo expressos constitutivamente por FLS de

todas as doencas, como poOde ser observada a presenca destas proteinas mesmo no

sobrenadante de FLS ndo estimulados (meio de cultura controle). Nao se observou-se

diferencas das concentracfes de sSFRP3/Frzb entre as doengas. Para Dkk1, o sobrenadante de

FLS de AP apresentou concentra¢Ges mais baixas, com significancia estatistica (p = 0,0001 vs

AR e p <0,0001 vs EA), ndo havendo diferenca entre EA e AR (Figura 9).
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Figura 9 — Concentracdes de SFRP3 e Dkk1 no sobrenadante celular sem estimulo.
ConcentracOes de sFRP3/Frzb (A) e Dkkl (B) no sobrenadante celular sem estimulo, agrupadas
por doencas. Valores apresentados em médias com os desvios padrles, procedentes de trés
repeticdes independentes. Sem diferenca estatistica entre diagndsticos em A.

As concentracOes de sFRP3/Frzb e de Dkk1, apresentaram diferencas estatisticas

guando comparados os intervalos de tempo entre o estimulo e a coleta do sobrenadante.

Foram vistos valores mais baixos de sFRP3/Frzb na coleta apds 72hs (p < 0,0001 vs 24hs e vs

48hs), mas sem diferenca entre as coletas com 24 e 48hs. De maneira oposta, para Dkk1,
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observou-se valores mais altos para a coleta com 72hs (p = 0,020 vs 24hs e p = 0,012 vs

48hs), também sem diferenca entre as coletas com 24 e 48hs (Figura 10).
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Figura 10 — Concentrag¢fes médias de sFRP3 e Dkkl no sobrenadante celular, por tempo
decorrido entre o estimulo e a coleta.

Comportamento das concentragcbes de sFRP3/Frzb (A) e Dkkl (B) no sobrenadante celular,
agrupadas em fungdo do tempo entre o estimulo e a coleta. Valores apresentados em médias com
os desvios padrdes, procedentes de trés repeti¢des independentes.

A concentracdo de sFRP3/Frzb no sobrenadante celular apresentou significancia
estatistica, quando comparados os FLS estimulados com IL22 e os ndo estimulados (p =
0,0002), independente do diagnostico, sendo que as doses de 1 e 10 ng/ml alcangaram maior
diferenga (Figura 11). Quanto aos outros tratamentos, 1L17 e TNFa, ndo houve diferenca de
concentracfes de SFRP3 no sobrenadante destes com o grupo sem estimulo.

Quanto as concentracbes de Dkk1, ndo houve diferenca quando os diferentes

estimulos empregados foram comparados ao grupo sem estimulo (Figura 12).
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Figura 11 — Concentracdes de sSFRP3/Frzb no sobrenadante celular, apés
os diferentes estimulos.

Concentracfes de sFRP3/Frzb no sobrenadante celular, ap6s diferentes doses
de IL22 (A), IL17 (B) e TNFa (C). Valores apresentados em médias com 0s
desvios padr@es, procedentes de trés repeticdes independentes. Sem diferenca
estatistica entre doses em (B) e (C).
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Figura 12 — Concentracgdes de Dkk1l no sobrenadante celular, ap6s os

diferentes estimulos.
Concentracfes de Dkk1l no sobrenadante celular, apds diferentes doses de

IL22 (A), IL17 (B) e TNF o (C). Valores apresentados em médias com 0s
desvios padr@es, procedentes de trés repeticdes independentes. Sem diferenca
estatistica entre doses em (A), (B) e (C).
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7 Discussao

Nossos resultados mostraram, pela primeira vez, a capacidade de 1L22 de induzir a
expressao de sFRP3/Frzb em um experimento in vitro com FLS e pela dosagem ex vivo no
liquido sinovial. Inicialmente, este achado associa 1L22 a inibicdo local da sinalizagdo Wnt,
com consequente bloqueio a osteogénese e com potencial para contribuir para o dano
reabsortivo. Além disso, apresenta o FLS como uma fonte deste inibidor no liquido sinovial,
atribuindo a esta célula, mais um mecanismo de lesdo ao tecido 0sseo. Interessantemente,
apesar de ndo haver diferenca estatistica, observou-se niveis mais altos destas proteinas no
liquido sinovial de pacientes com AR, uma doenca reconhecida pelo dano reabsortivo.

Kim e cols.“?® ja haviam demonstrado relagdo semelhante entre 1L22 e RANKL,
outra molécula contribuinte para a perda 0ssea associada a inflamacdo. Também, em alguns
modelos experimentais de artrite, foi possivel identificar o papel de 1L22 em estimular a
reabsorcdo 6ssea®™® 1. Em direcéo oposta a estes achados, o estudo de Sherlock e cols.**®
sugeriu que 1L22 atue como mediadora do elemento osteoproliferativo nas espondiloartrites,
induzindo nas énteses, a expressao de genes relacionados a osteogénese. A discrepancia entre
estes achados pode representar a propria ambiguidade funcional de 1L22, que ja demostrou
desempenhar acfes, até mesmo opostas, quando atuando em diferentes elencos celulares e
sujeita a diferentes perfis de coestimulaggo®?V.

ljiri e cols.**" j& haviam demonstrado a expressdo de sFRP3 em sinovidcitos, mas
predominantemente em macrofagos simile (tipo A) e ndo em FLS (tipo B). Além disso sua
avaliacdo limitou-se apenas ao nivel de transcricio (MRNA), ndo havendo a dosagem de
proteina no extracelular, como foi realizado em nosso estudo.

Encontramos, no liquido sinovial, niveis de IL22 e sFRP3/Frzb mais altos entre 0s
usuarios de bloqueadores de TNFa, quando comparados aos de ndo usuarios. Em doencas
como psoriase e Crohn, ja se demonstrou, em modelos animais e em humanos, a relacéo entre
resposta favoravel ao uso destas medicacdes e a reducdo, tanto do nimero de células TH17 e
TH22, quanto dos niveis de IL17 e IL22, no sangue e nas articulages. Estes resultados
corroboram para a hipotese de que a persisténcia de niveis elevados destas citocinas, sejam
circulantes ou teciduais, esteja associada & resposta inadequada a terapia®®®*?. Como em
nosso estudo foram incluidos apenas pacientes que se encontravam com atividade
inflamatdria articular, nosso resultado pode refletir exatamente o0 insucesso terapéutico destes

Casos.
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Dkk1, por sua vez, ndo teve sua expressdo aumentada por nenhum dos tratamentos
testados. Embora ja tenha sido demonstrado que TNFo induza sua expressao no tecido
sinovial por sinoviécitos, isto ndo se repetiu em nosso trabalho® *". Sabe-se que FLS
respondem rapidamente ao estimulo com TNFo., produzindo grandes quantidades de IL6®?, a
qual j& se mostrou ser capaz de inibir a producdo de Dkk1, nestas mesmas células®®”. Assim
sendo, uma das hipoteses gque levantamos para explicar por que em nosso estudo isto ndo se
confirmou, foi que o presumivel aumento de IL6 induzido pelo TNFa pode ter anulado o
efeito deste sobre a expressdo de Dkk1. Além disso, para Hardy e cols.*®), a expressio de
Dkk1 por FLS ¢ regulada diretamente por glicocorticoides e ndo por citocinas inflamatorias.
Uma vez que, naquele estudo, dexametasona, mas ndo TNFo ou IL1J levou FLS a aumentar
Dkk1 (tanto ao nivel de mRNA, quanto da proteina). Além disso, como TNFa foi capaz de
sensibilizar os FLS aos corticoides enddgenos, aumentando a expressdo de 113-HSD1 (uma
enzima conversora/ativadora de glicocorticoides), os autores atribuiram a esta citocina, um
efeito estimulante indireto sobre a expresséo de Dkk1.

O comportamento oposto, visto nas concentracfes de Dkkl e sFRP3/Frzb, em
relacdo ao tempo decorrido entre o estimulo e a coleta do sobrenadante, deve refletir
diferencas nas meias-vidas destas proteinas no microambiente experimental. Esta distincéo,
inclusive, ndo esteve associada a nenhum tipo de doenca ou a presenca ou ndo de estimulo e
poderia relacionar-se com a degradacdo mais precoce de sFRP3/Frzb, ndo compensada por
sua producao.

Quanto ao achado de niveis mais baixos de Dkk1 no sobrenadante (sem estimulo) de
FLS do paciente com artrite psoriasica, ressalta-se que nao se observou 0 mesmo padréo nas
dosagens no liquido sinovial, onde, pelo contrario, foram vistas maiores concentracdes de
Dkk1, nas amostras desta enfermidade, porém sem significancia estatistica (Tabela 2). Devido
ao pequeno nuamero amostral ndo é possivel concluir tratar-se de uma particularidade desta
doenca. Além disso, estudos previos mostram resultados inconclusivos: Hardy e cols.
demonstraram que a inducdo de Dkk1 é menos intensa na EA em relagdo a AR™®), achado
que apoia o modelo de Dkkl como marcador de dano reabsortivo®”*"™. J4 Yeremenco e
cols. ndo viram diferenga entre os niveis de Dkk1 no liquido sinovial da AR e das EpA, em
concordancia com nosso estudo*”. Ndo achamos diferenca de concentragdes de sFRP3 entre
as trés doengas em nosso estudo, assim como ljiri e cols®*” néo o observou entre AR e OA.
Trabalhos com maior tamanho amostral, em cada grupo diagnostico, sdo necessarios para se
confirmar a existéncia de tais diferengas na expressao de moduladores da via Wnt e, mais

além, de respostas heterogéneas aos estimulos, inerentes as doencas.
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Nosso estudo teve como principal limitacdo, o pequeno nimero amostral, decorrente
das dificuldades do manejo de culturas primarias, que impuseram um atraso inaceitavel aos
limites de prazo para um projeto de mestrado. Ap6s 0s primeiros oito meses de coleta de
material, j& haviamos alcancado um total de 28 pacientes, porém, por contaminacdo das
culturas e por outros problemas que levaram a morte das células, houve uma perda de cerca de
60% destas amostras (17/28). Este revés nos forgou a extensdo do prazo de coleta, tornando
inviavel nossa intencdo inicial, de usar todo o material em um experimento maior, guiado
pelos resultados do experimento piloto.

Como outra fragilidade em nosso estudo, podemos mencionar que o0s resultados das
dosagens realizadas no liquido sinovial, especialmente as de IL17 e Dkk1, apresentaram uma
proporcéo de observac@es abaixo do limite de deteccdo muito grande: 83% para IL17 e 63%
para Dkkl1l. Tal dimensdo de dados censurados pode significar que a referida proteina
encontra-se realmente em niveis baixos neste tipo de amostra biolégica ou que o método
utilizado para sua medida ndo tenha sido capaz de fazé-lo com boa performance. Um dado
que favorece a primeira hipOtese, neste caso, € que as Unicas referéncias que encontramos
com dosagens de IL17 e Dkk1 no liquido sinovial, relatam valores tdo ou mais baixos que 0s
encontrados em nosso estudo, mesmo quando métodos mais sensiveis foram utilizados:
Quanto & I1L17, Jain e cols.*™, estudando pacientes com AR, utilizaram-se de um ensaio
ultrassensivel (Erenna® Immunoassay System) e descreveram valores médios de 13 pg/ml,
enguanto nos encontramos nossa média nesta mesma doenca foi de 8,7 pg/ml. J& para o Dkk1,
Honsawek e cols.”", analisaram pacientes com OA primaria de joelhos, utilizando-se de um
kit ELISA do mesmo fabricante dos Kits utilizados por nds, porém com maior sensibilidade
(Quantikine® - R&D sistems), referiram valores médios de 58,6 pg/ml, enquanto nos
encontramos médias de 52 a 429 pg/ml. Ressalta-se, que quanto as demais proteinas, a
quantidade de dados censurados foi menor (15% para 1L22, 44% para TNFa e 47% para
SFRP3).
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8 Conclusoes

Os inibidores da via Wnt sFRP3/Frzb e Dkk1l sdo constitutivamente expressos por
fibroblastos sinoviais de individuos com diferentes doencas articulares inflamatdrias (artrite
reumatoide, artrite psoriasica e espondilite anquilosante).

Os niveis de 1L22 e sFRP3/Frzb se correlacionam positivamente no liquido sinovial
de pacientes com estas doencas articulares inflamatérias e IL22 induziu um aumento da
expressao in vitro do inibidor sSFRP3/Frzb pelos FLS, o que pode representar alguma funcéo
desta citocina na inibicdo local da via Wnt e determinacdo de distintos padrGes de

remodelacéo articular.
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9 Considerac6es finais

Este trabalho constituiu mais passo para o fortalecimento desta linha de pesquisa
ampliando o conhecimento sobre o sinovidcito fibroblasto simile de individuos com doencas
articulares inflamatdrias e também sobre os efeitos de citocinas pro-inflamatorias nesta célula,
em especial a IL22, demonstrando-se pela primeira sua relacdo com a inibicdo da sinalizagédo
Wht, através de sSFRP3/Frzb.

A linha de pesquisa continuara, no curto prazo, com um aumento do tamanho
amostral, utilizando-se da inclusdo de novos pacientes e da utilizacdo de outras amostras ja
armazenadas, explorando ainda os efeitos destas citocinas na expressdo tanto de agonistas,
quanto de inibidores desta via e de possiveis diferencas intrinsecas as doencas. Ainda
planejamos estudar a potencialidade celular do FLS, afim de se confirmar ou ndo sua
plasticidade e examinar os possiveis efeitos da sinalizacdo Wnt na determinacdo de sua
diferenciagdo. E também nossa intencdo, investigar a relevancia destes achados em desfechos
clinicos de interesse mais direto, como a progressao do dano articular, a limitagdo funcional

das pessoas acometidas por estas doencas e a resposta aos tratamentos usados.
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11 Apéndices

11.1  Termo de consentimento livre e esclarecido

Pesquisa: Expressdo in vitro dos moduladores extracelulares da via Wnt em sinovidcitos fibroblasto simile.

Coordenador: Profa. Adriana Maria Kakehasi

Pesquisadores: Dra. Gustavo Gomes Resende, Dr. Marcus Vinicius M. Andrade e Dra. Rafaela Bicalho V. Macedo.

Comité de Etica em Pesquisa da UFMG (COEP): Av. Antdnio Carlos, 6627 — Unidade Administrativa Il — 2° andar — SL
2005 — CEP: 31.270-901 — BH/MG — Tel.: (031) 3409-4592 — Fax: (31) 3409-4516 — e-mail: prpg@coep.ufmg.br

Prezada (0) Sra./Sr.,

Voce foi convidada (0) a participar deste estudo porque o seu médico lhe indicou a realizagdo de uma puncéo articular com ou
sem uso de medicacdo intra-articular. Este procedimento € realizado com a introdugdo de uma agulha dentro da articulagdo
(junta) que esté inflamada, com a finalidade de retirar o liquido sinovial (liquido produzido normalmente pela articulagdo, mas
que em determinados reumatismos pode estar aumentado, causando dor e dificuldade de movimentac&o) e para administracéo
de medicamento (CORTICOIDE), quando isso estiver indicado. Nosso estudo tem por objetivo estudar as caracteristicas da
Artrite Psoridsica em um grupo de pacientes tratados no ambulatério de Reumatologia do Hospital das Clinicas da UFMG,
incluindo as caracteristicas do liquido sinovial.

Mesmo que o (a) senhor (a) ndo tenha Artrite Psoriasica, poderd também participar como controle. O controle é a pessoa que
ndo tem a doenca que estd sendo estudada, e as informacdes obtidas com a andlise do seu liquido sinovial serdo comparadas
com aquelas das pessoas com Artrite Psoridsica. Neste estudo pessoas com Artrite Reumatoide e com Espondilite
Anquilosante poderdo participar como grupo controle, quando elas tiverem indicacdo de puncdo articular. Caso aceite
participar desse estudo sera pedido apenas que o (a) senhor (a) doe uma amostra do liquido obtido durante a puncdo articular.
Serdo realizadas dosagens de substancias no liquido sinovial e as células deste liquido serdo cultivadas para estudo.

N&o se espera que vocé tenha nenhum risco adicional por participar deste estudo, a ndo ser o relacionado ao (s) procedimento
(s) aos quais o (a) senhor (a) tenha indicacdo de se submeter, de maneira idéntica ao procedimento habitual. Podera haver leve
sensagdo de dor no momento da introducédo da agulha na articulagdo e serd solicitado que o (a) senhor (a) ndo faca atividade
fisica nos dois dias seguintes. N&o sera cobrado nem oferecido nenhum valor em troca de sua participagdo. As informagoes
obtidas podem ndo ter relacdo direta com vocé, mas poderdo servir para compreender melhor como a Artrite Psoriasica afeta
nossa populagdo. Seus dados ndo serdo divulgados para outros fins e sdo confidenciais. A sua participagdo neste estudo é
voluntaria e vocé pode retirar seu consentimento a qualquer momento.

Em caso de ddvidas entrar em contato com Dr. Gustavo ou Profa. Adriana: Ambulatério Bias Fortes no endereco: Al. Alvaro
Cels0,175 / 2° andar, Santa Efigénia, BH, MG; fones: (31) 3409-9532 ou celular: (31) 8673-0331 ou e-mail:
gustavogomesresende@yahoo.com.br.

Declaro que recebi uma copia deste termo de consentimento para ler antes de assina-lo, que os detalhes do projeto me foram

explicados e que manterei uma cdpia deste consentimento comigo.

Nome do paciente:

Assinatura do paciente: Data:

Nome da testemunha:

Nome do pesquisador:

Assinatura do pesquisador: Data:




11.2  Quadro com informac®es de coleta dos 25 pacientes analisados
IDADE Dugch;Ao VHS | PCR | DMARD |BIOLOGICO [F)’g?\JEEEIzAE Rl?\lsl—lf IIEDI\Ii QUANTIDADE ADIE’)%'IE)REA
N" | DIAGNOSTICO | SEXO | (anos) | siNTOMAS | PR | mmih) | (mg/l) | EMUSO | EMUSO | USO USso I?:I(E)tlli(?l},ilDDg (Ligefou | PATA
(ANOS) (mg/dia) | (Score ASAS) FLS)

02 AP F 56 7 NEG | 12 0,8 | MTX+LFL - 0,0 1,0 2ml FLS 16/12/13
03 EA F 54 35 NEG | 98 | 47,0 MTX - 2,5 1,0 3ml FLS 17/12/13
04 EA M 33 12 - 100 | 116,0 - - 0,0 1,0 15 ml FLS 09/01/14
05 EA M 55 3 - 15 10,1 - - 0,0 1,0 3ml FLS 24/01/14
08 AR M 49 7 POS | 23 | 480 MTX - 10,0 0,66 80 ml Liq 24/01/14
09 AP M 36 0,3 NEG | 3 15 - - 0,0 0,5 15 ml Liq/FLS | 24/01/14
10 AR F 56 2 POS 2 0,7 |MTX+HCQ - 0,0 0,32 1ml FLS 25/02/14
12 AR F 47 7 POS 9 3,2 | MTX+LFL - 5,0 0,0 15 ml Liq 27/02/14
13 EA M 28 6 NEG | 72 64,2 SSzZ - 5,0 0,0 10 ml Liq/FLS | 27/02/14
14 AR M 71 58 POS | 24 | 22,7 MTX - 0 0,0 20ml Liq/FLS | 07/03/14
15 AR F 36 16 POS | 54 | 380 MTX Etanercepte 0,0 0,29 5ml Liq/FLS | 11/04/14
16 AR F 48 0,5 POS | 73 - - - 0,0 0,0 7ml Liq 11/04/14
18 AR F 50 20 POS 21 12,0 LFL Adalimumabe 0,0 0,0 25 ml Liq 11/04/14
19 AR M 63 20 POS | 80 [ 130,0 |MTX+HCQ - 5,0 0,0 20 ml Liq 05/05/14
21 AR F 70 10 POS | 18 6,3 | MTX+LFL - 5,0 0,0 10 ml Liq 26/05/14
22 AR F 51 15 POS | 20 | 245 MTX | Adalimumabe| 15,0 0,0 25 ml Liq 26/05/14
23 AP F 55 5 NEG | 8 9,1 MTX - 10,0 1,0 10 ml Liq 30/06/14
25 AR F 38 6 POS | 10 2,7 - - 10,0 1,0 8 ml Liq/FLS | 10/07/14
27 AR M 72 4 POS - - | MTX+LFL - 5,0 0,0 8 ml Liq/FLS | 24/07/14
28 AR F 49 26 NEG | 74 | 215 LFL - 7,5 0,33 12ml Liq 07/08/14
33 AR F 53 10 POS | 23 | 360 - - 10,0 0,0 7ml Liq/FLS | 14/04/15
34 AR F 33 12 NEG | 12 25,6 MTX - 2,5 0,0 10 ml Liq/FLS | 28/05/15
36 AP F 67 1 NEG | 89 79,0 - - 0,0 0,25 1ml FLS 02/06/15
37 AR F 65 6 POS 8 6,0 LFL - 0,0 0,0 20 ml Liq 02/06/15
38 EA M 42 23 NEG | 36 8,8 - - 0,0 1,0 20 ml Liq 02/06/15




12 Anexos

12.1  Aprovacéo pelo COEP

UNI\’ERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Projeto: CAAE — 16196813.3.0000.5149

Interessado(a): Profa. Adriana Maria Kakehasi
Departamento de Aparelho Locomotor
Faculdade de Medicina - UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG - COEP aprovou, no
dia 02 de outubro de 2013, o projeto de pesquisa intitulado
"Expressdo in vitro em sinoviécitos fibroblasto-simile de
individuos com artrite psoriasica de moduladores extracelulares
da via de sinalizagdo Wnt" bem como o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido.

O relatério final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um
ano apos o inicio do projeto.

M@‘——‘{
Profa. Maria Teresa Marques Amaral
Coordenadora do COEP-UFMG

Av. Pres. Antonio Carlos, 6627 — Unidade Administraiiva If - 2° andar — Sala 2005 Cep:31270-901 — BH-MG
Telefax: (031) 3409-4592 « ¢-mail: coc pEprpguling br
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12.2  Folha de aprovacao

PROGRAMA DE POS-GRADUAGAD EM CIENCIAS APLICADAS A SAUDE DO

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
UEMG
ADULTO =

FOLHA DE APROVACAO

EXPRESSAO DE MODULADORES DA VIA WNT POR SINOVIOCITOS FIBROBLASTO SIMILE
DE PESSOAS COM DOENCAS ARTICULARES INFLAMATORIAS

GUSTAVO GOMES RESENDE

Dissertacdo submetida @ Bancn Examinadora designadu pelo Colegiado do Programa de Pos-Graduagdo
em Cl[:-lNCl.-\S APLICADAS A SAUDE DO ADULTO, como requisito paru obtengsio do grau de Mestre
em CIENCIAS APLICADAS A SAUDE DO ADULTO. drea de concentragdo CIENCIAS CLINICAS.

Aprovada em 27 de abeil de 2016, pela banca constituida pelos membros:

Macerr 1/ fon desin_
Prof. Marcus Vinfcies Meko de Andrade - Orleniador
UFMIG
R A 05y
“Profn. Adriaans Maria Kakehas| - Coorkentadora
UFMG

(sl RS
ks ML
Profs C rislin't Costa Duarte Lasna
UFMG

A

Profl Marvelo de Meedewros Pinbeiro
UNIFESP

Belo Horizonte, 27 de abril de 2016,



