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RESUMO

INTRODUGCAO: a via Wnt regula varios fendmenos e processos fisiolégicos ao longo da vida
humana incluindo o desenvolvimento 6sseo. O metabolismo 0sseo consiste em uma estabilidade
entre a formacdo e a absorcdo do tecido. Quando esse equilibrio é perdido as pessoas afetadas
podem sofrer erosao ou osteoproliferacdo 6ssea. Atualmente para os pacientes com absorcao 0ssea
ha varios medicamentos enquanto que para os pacientes com osteoproliferacdo 6ssea ndo ha muitas
opcdes eficazes. OBJETIVOS: analisar a expressao genética de agonistas e antagonistas da via
Whnt de pacientes com artrite reumatoide- AR e espondiloartrites- EpAs (espondilite anquilosante
e artrite psoriasica). METODOLOGIA: foram cultivados fibroblastos sinoviais de sete pacientes
sendo quatro com artrite reumatoide e trés com espondiloatrites (um com espondilite anquilosante
e dois com artrite psoriasica) em meio de cultura DMEM com soro fetal bovino. Depois, dos
fibroblastos foi extraido o mRNA, convertido em cDNA. Com o cDNA foi feito o RT-gPCR pelo
método TAQMAN. RESULTADOS: Em todos os genes houve uma diferenca de expressdo entre
os fibroblastos estimulados e os ndo estimulados, mas o resultado estatisticamente significativo foi
0 do gene WNT-9A. Com esse gene houve uma reducdo de expressdo nos fibroblastos estimulados
com IL-17, IL-22 e TNF-alfa nos pacientes com artrite reumatoide e com espondiloartrites. A
maioria dos resultados desse estudo foram ndo estatisticamente significativas comprovando que a
hipotese de que os estimulos alterariam a expressdo génica dos fibroblastos se tornou nula.
CONCLUSOES: Alguns fatores podem ter contribuido para esses resultados como baixo N
amostral, estimulo com as citocinas, estimulo ndo completo em condicGes in vitro pois foram
desconsideradas as interacdes entre 0s genes e entre 0s antagonistas e agonistas. Dessa forma a
mais estudos se tornam necessarios para que se possa confirmar ou ndo que os estimulos com as
citocinas realmente ndo afetam a expressdo dos genes antagonistas e agonistas que compde a via
Wnt. PALAVRAS CHAVE: proteinas Wnt, doengas reumaticas, doencas Gsseas, expressao
génica.



ABSTRACT

INTRODUCTION: the Wnt pathway regulates various physiological phenomena and processes
throughout human life including bone development. Bone metabolism consists of stability between
tissue formation and absorption. When this balance is lost, affected people may experience erosion
or bone proliferation. Currently, for patients with bone absorption have several medications
available while for patients with bone proliferation there are not many effective drug options.
OBJECTIVES: to analyze the gene expression of the Wnt pathway agonists and antagonists in
patients with rheumatoid arthritis - RA and spondyloarthritis - SpAs (ankylosing spondylitis and
psoriatic arthritis). METHODOLOGY : Synovial fibroblasts were grown from seven patients, four
with rheumatoid arthritis and three with spondyloarthritis (one with ankylosing spondylitis and two
with psoriatic arthritis) in DMEM culture medium with fetal bovine serum. Then, from the
fibroblasts, the mMRNA was extracted, converted into cONA. RT-gPCR was performed using the
cDNA using the TAQMAN method. RESULTS: In all genes, there was a difference in expression
between stimulated and unstimulated fibroblasts, but the statistically significant result occurred
with the WNT-9A gene. With this gene, there was a reduction in expression in fibroblasts
stimulated with IL-17, IL-22 and TNF-alpha in patients with rheumatoid arthritis and
spondyloarthritis. Most of the results of this study were not statistically significant, proving that
the hypothesis that stimuli would alter the gene expression of fibroblasts has become null.
CONCLUSIONS: Some factors may have contributed to these results, such as low N sample,
stimulus with cytokines, non-complete stimulus in in vitro conditions because interactions between
genes and between antagonists and agonists were disregarded. Thus, further studies are necessary
to confirm or not that the stimuli with cytokines do not really affect the expression of the antagonist
and agonist genes that make up the WNT pathway. KEY WORDS: Wnt proteins, rheumatic
diseases, bone diseases, gene expression.
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1. INTRODUCAO

1.1 A via Wnt

O primeiro gene Wnt, entdo conhecido como int-1 (local 1 de integracdo do virus do tumor
mamario no camundongo), foi isolado dos tumores mamarios de camundongo em 1982 [1]. O Int-
1 mostrou-se altamente conservado em Vvérias espécies e semelhante ao gene de Drosophila, do
inglés wingless (Wg), um gene envolvido no desenvolvimento de suas asas [151]. O nome Wnt,
vem de uma fusdo de wg e int-1[2,3] e a maioria dos animais possui varios genes Wnt, como 0s

humanos que codificam 19 genes e a Drosophila que codifica sete [2].

A via Wnt é composta por glicoproteinas secretadas que atuam na inducdo de uma cascata de
sinalizacdo [4], que regula diversos fenémenos durante o desenvolvimento embrionario e processos
fisiolégicos ao longo da vida humana [5]. Um aspecto distintivo da sinalizacdo dessa via é a atuacao

na forma dos tecidos em crescimento enquanto induz as células a proliferarem[6].

Desde a sua descoberta seu papel crucial no desenvolvimento humano tem sido comprovado em
uma grande variedade de sistemas e 6rgdos como: cérebro, olhos, medula espinhal, 0sso,
cartilagem, pele, sistemas hematopoiético e reprodutivo, dentre outros. Além disso, sua sinalizacao
possui papéis cruciais na idade adulta como, por exemplo, nos processos de homeostase e
regeneracdo dos tecidos [7]. Um desses processos € o desenvolvimento 6sseo [8,9]. O metabolismo
0sseo, assim como de varios outros 6rgaos, consiste em um equilibrio entre a formacéo e a absor¢édo
tecidual. Quando esse balanco é afetado pode resultar em um desequilibrio anormal sendo que os
individuos acometidos podem sofrer com a erosao ou a proliferacdo éssea [10,11].

Para desencadear uma resposta celular e ativar a transducdo de sinal intracelular, as glicoproteinas
da via se ligam a receptores da familia Frizzled (FRZB) e a varios co-receptores, como o complexo
LRP 5/6 (receptor relacionado a lipoproteinas de baixa densidade) [3]. Em humanos, 19 membros

da familia WNT e 10 receptores Frizzled sdo conhecidos [12].

A via Wnt, esté subdividida em via candnica ou dependente de B-catenina e a ndo-canbnica ou
independente dessa proteina[4]. A ativacdo das vias de sinalizacdo de uma dessas subdivisdes €é

determinada pela combinacdo de ligante, receptor e co-receptores. Na auséncia de estimulacao
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Whnt, a B-catenina citoplasmatica é fosforilada por um complexo de glicogénio sintase cinase-3 3
(GSK-3B), polipose adenomatosa coli (APC) ¢ Axina. A B-catenina fosforilada é posteriormente
ubiquitinada e rapidamente degradada pelo sistema proteassomal para prevenir o acumulo
citoplasmatico [5,8]. Por outro lado, a estimulacdo da via Wnt suprime a atividade de GSK-3p ¢
induz o aciimulo citoplasmatico de B-catenina. A B-catenina acumulada se transloca para o nucleo
onde induz a expressdo de genes alvo juntamente com outros fatores de transcricdo como o fator
de células T (TCF) /fator 1 intensificador de linfocitos (LEF1) e CBP (proteina de ligacdo a CREB)
[6,9].

A via de sinalizacdo ndo canbnica é um termo genérico usado para as vias ndo mediadas por B-
catenina como as vias Wnt/Cax+ e Wnt / polaridade celular planar (PCP). Na via Wnt/Caz+, 0
aumento da concentracgéo intracelular de Cay- ativa a proteina cinase 11 dependente de calmodulina
(CaMK 1) e a proteina cinase C (PKC). Na via Wnt/PCP, pequenas proteinas G, sdo ativadas para

aumentar a motilidade celular, bem como determinar a direcéo e localizacao dos cilios [9].
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Figura 1: Ativacdo da sinalizagdo da via Wnt

Fonte: figura adaptada de Maeda K, Kobayashi Y, Koide M, et al. The Regulation of Bone Metabolism and
Disorders by Wnt Signaling. Int J Mol Sci. 2019; 20(22):5525 [9]

Varios estudos atualmente investigam se ha beneficios ao se realizar a suplementacdo dos niveis
de agonistas e antagonistas da via Wnt com proteinas recombinantes para produzir efeitos
terapéuticos [13,14]. Por exemplo, em um estudo pré-clinico de linhagem osteogénica de células
tronco embrionarias foi feita uma suplementacdo com Wnt-5A recombinante o que causou uma
producdo osteogénica significativamente elevada em relagdo as ceélulas que ndo foram
suplementadas [15]. Por outro lado, em doencas nas quais 0 Wnt est4 presente excessivamente,

modelos pré-clinicos mostram que sua inibicdo também pode levar a beneficios[16]. Por exemplo,
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em um estudo com modelo pré-clinico, a secre¢do de Wnt pelos osteoblastos foi bloqueada entdo
0 grupo tratado com inibidores ficaram suscetiveis a diminui¢do da massa 6ssea [17]. Por outro
lado, é fundamental ter conhecimento adequado do potencial das terapias de ativacdo das
glicoproteinas Wnt para ndo predispor ao crescimento celular inadequado. Até 0 momento, esta
questdo ndo tem sido um problema, devido talvez a especificidade de algumas das terapias em
modelos pré-clinicos. Por exemplo, a esclerostina é expressa principalmente em ostedcitos
maduros e acredita-se que atue no ambiente local apenas; portanto, prevé-se que os efeitos das

terapias anti-esclerostina sejam limitados ao esqueleto [18].

A duplicacdo do eixo e a transformacéo celular séo baseadas na ativacéo da via Wnt candnica que
envolve a proteina multifuncional B-catenina. Na auséncia de Wnt, a B-catenina é direcionada para

um complexo proteico multimérico que a destroi por fosforilagdo [19].

Na presenca de alguns ligantes Wnt, uma cascata de eventos iniciados na membrana plasmaética
pela ligacdo de WNT ao dominio rico em cisteina dos receptores FRZB resulta na desmontagem
do complexo de destruicdo e na estabilizagdo de B-catenina. Com seu acumulo ela é eventualmente
importada para o ndcleo, onde serve como um co-ativador transcricional de fatores de transcricao
da familia TCF / LEF. Em camundongos, a exclusdo do exon 3 a 6 resulta em perda de funcéo da
B-catenina, porque essa forma truncada da (3-catenina ndo é capaz de funcionar na co-ativagéo
transcricional [20,21]. Os genes alvo do TCF / LEF estdo envolvidos na regulacdo da proliferacao

celular, manutencéo de células-tronco ou diferenciacéo [22,23].

A B-catenina é uma proteina multifuncional que interage com proteinas adicionais, como as
caderinas [24]. Essa interacdo é essencial para a funcdo dessas glicoproteinas na adesdo celular,
estabelecendo um vinculo com o citoesqueleto de actina. Essa interacdo também é fortemente
regulada pela fosforilagdo, indicando que o papel da B-catenina na transducdo de sinal mediada por
Whnt e na adeséo celular é altamente dependente de seu status de fosforilagdo em mdltiplos locais
[25,26].

Este modelo de especificidade de Wnts e receptores de sinalizagdo FRZB [27], canbnicos ou nao-
candnicos foi questionado pela descoberta de que os chamados ligantes Wnt ndo-candnicos podem
ativar a sinalizag¢do de B-catenina na presenca de receptores Frizzled apropriados e vice-versa. O
Wnt-3A candnico tem a capacidade de ativar a proteina cinase C- PKC durante a formacao 0ssea
[28] e o Wnt-5A ndo-candnico se acopla a sinalizagdo Wnt canénica na presenca de Frizzled-5
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[29]. Recentemente, foi demonstrado que o Wnt-11 ndo-candnico ativou a sinalizagdo de f-
catenina durante a especificagao do eixo no Xenopus [30]. Esses dados indicam que diferencgas nas
afinidades de diferentes Wnt e FRZB e suas concentracdes locais (in vivo, mas também em modelos
pré-clinicos) determinariam a qual ramo de sinalizacdo um Wnt especifico se une. Estendendo
essas descobertas anteriores, foi recentemente demonstrado que as proteinas Wnt-5A e Wnt-11
podem interagir fisicamente e, assim, induzir a sinalizagao de [B-catenina. A sulfatacdo O-
dependente da proteina tirosil-sulfotransferase-1 de residuos especificos de tirosina de Wnt-11 é
necessaria para essa interacdo com Wnt-5A [31]. Da mesma forma, o FRZB-4 ativa a sinalizacédo
de B-catenina[32] ou os ramos de sinalizacdo ndo-candnicos [33] e também ha evidéncia para
dimeros e multimeros FRZB [34,35]. Esses achados indicam que a andlise de um determinado
ligante Wnt ou receptor Frizzled em um determinado contexto bioldégico sempre requer uma

investigacao de como o sinal Wnt é traduzido[36].

A ativacéo da sinalizacdo candnica de Wnt/B-catenina requer a interacdo de um ligante Wnt com
FRZB e LRP-5/6. O principal resultado da ativacdo da via € a desintegracdo do complexo de
destrui¢do, a liberacdo de B-catenina e sua subsequente estabilizacdo. Isto se da através da ligacdo
da proteina dishvelled e axina a FRZB e LRP-5/6 fosforilado, respectivamente. A fosforilacao de
LRP-5/6 induzida por Wnt é mediada pela acdo de GSK3f e CK1 [37]. Um estudo recente indicou
que em Drosophila também acontecem esses eventos da LRP5/6 [38]. Além disso, a B-catenina é
necessaria para a separacdo dos centrossomas durante a mitose [39]. Aparentemente, hd um
feedback intrincado entre 0 mecanismo do ciclo celular e a sinalizacdo Wnt para manter um estado
de alta proliferacdo, como encontrado nas células-tronco ou células tumorais. Um estudo recente
também mostra que o Wnt-3A estimula a formacéo de fosfatidilinositol-4,5-bifosfatos através de
FRZB, o ultimo dos quais interage diretamente com e ativa o PIP5KI [40]. Ele pode posteriormente
fosforilar o LRP5/6. Além disso, o receptor cinase 5/6 acoplado a proteina G é capaz de fosforilar
LRP-5/6[41]. Algumas evidéncias sugerem que o LRP6 também antagoniza a sinalizagdo Wnt néo-
candnica in vivo, possivelmente através da competigéo por ligantes Wnt [42] ou por um mecanismo
desconhecido[43].

Os FRZBs sd@o proteinas transmembranas frequentemente associadas as proteinas G
heterotriméricas que iniciam a transducéo de sinal intracelular. Enquanto ja se sabe ha muito tempo

que a sinalizagdo WNT n&o-candnica estd ligada as proteinas G [44-46], a falta de evidéncia
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genética foi usada por alguns para argumentar contra o papel das proteinas G na transducéo de sinal
WNT canonica. As primeiras descobertas de que eles estdo envolvidos em uma posi¢do-chave
foram obtidas em experimentos usando receptores FRZBs indutiveis que indicaram uma

dependéncia das proteinas G em ramos de sinaliza¢do candnicos e ndo candnicos[47-50].

1.1.2 A via Wnt no metabolismo 0sseo

Como visto, uma glicoproteina WNT se liga a dois receptores de membrana, LRP5 e FRZB,
resultando na montagem de uma estrutura proteica intracelular que impede a fosforilagdo da f-
catenina. Essa proteina entdo se acumula e é translocada para o nicleo, ligando-se a fatores que
resultam na regulacdo positiva de genes importantes para a funcdo dos osteoblastos. Inibidores da
sinalizacdo Wnt, como DKKZ1, SFRP e esclerostina sdo importantes reguladores negativos dessa
sinalizacdo. Em um estudo com modelos de artrite inflamatoria, os inibidores da via de sinalizacéo
Whnt, DKK1 e SFRP, foram regulados positivamente no tecido sinovial inflamado sugerindo que a
inibicdo da sinalizacdo de Wnt poderia explicar a funcdo reduzida de osteoblastos observada no
estudo. Nesse mesmo estudo, o tratamento com anticorpos neutralizantes para DKKZ1 resultou em
protecdo contra a erosao Ossea. Assim, a expressao de osteoprotegerina (OPG- uma citocina com
afinidade ao RANKL e efeito inibitdrio sobre este) foi reduzida, resultando na supressdo da
maturacao e funcdo dos osteoclastos, indicando que a sinalizacdo da via Wnt esta envolvida na
regulacao da osteoclastogénese pela via RANKL [3,51]. Em humanos com AR, os niveis de DKK1
sdo geralmente mais altos, o que supostamente resultaria em inibicédo da formacéo dssea [52]. Com
o0 bloqueio do TNF-a, os niveis de DKKZ1 sdo reduzidos [53]. Por isso varios agentes que regulam
a sinalizacdo Wnt canénica estdo sendo desenvolvidos. Dentre estas, estdo estratégias para bloquear
a funcdo da esclerostina ou do DKK1, atualmente em ensaios clinicos em humanos [54]. Além
disso, estudos recentes que caracterizam a atividade de anticorpos projetados para modular a
ativacdo da sinalizagdo de 3-catenina mediada por LRP6 apresentam um potencial terapéutico para
estimular a sinalizacdo na auséncia de DKK1 [55]. Também, a aplicacdo direta de vesiculas
lipossdmicas empacotadas com Wnt-3A purificado estimula a regeneracdo e o enxerto 0sseo [56].
Finalmente, o tratamento com cloreto de litio, que estabiliza a $-catenina por meio da inibicao da

atividade da GSK-3 também pode melhorar a cicatrizagdo de fraturas [57].
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Em doencas inflamatdrias como a AR, o equilibrio entre formacao e reabsorcdo é alterado com o
aumento da reabsorcdo Ossea e diminuicdo da formacdo Ossea gerando danos estruturais a

integridade das articulacdes sinoviais[11].

1.1.3 Antagonistas da via WNT

Como comumente observado em vias de sinalizacéo, a atividade da Wnt é regulada por proteinas
extracelulares que antagonizam o ligante, como as proteinas das familias DKK e
esclerostina/SOST. Essas moléculas antagonizam a sinalizacdo de Wnt ao se ligarem ao LRP5/6,
possivelmente interrompendo a dimerizagdo do FZD-LRP6 induzida por Wnt [55]. As moléculas
que interferem com o Wnt também incluem proteinas relacionadas a FZD secretadas (sFRPs) e

fatores inibidores da via (WIF), ambas capazes de se ligar diretamente as Wnts[55].

Dentre os inibidores mais bem caracterizados da via candnica de Wnt estd o DKK1. Este proprio é
um gene alvo da sinalizacdo Wnt/B-catenina, estabelecendo assim um loop de feedback negativo.
A familia Dickkopf de proteinas secretadas é conservada entre todos os vertebrados e esta presente
também em alguns invertebrados, como urocordatos e ascidias [58]. DKK1 consiste em 2 dominios
ricos em cisteina no terminal N e C, respectivamente. O dominio rico em cisteina C-terminal
mostra-se responsavel pela funcdo inibidora de Wnt. DKK1 inibe a formacdo de um complexo
ternario constituido por LRP5/6, Frizzled e o ligante WNT. Outros estudos indicaram que DKK1,
juntamente com proteinas transmembranas da familia Kremen, medeiam a internalizacdo de
LRP5/6 [59]. Na auséncia do DKKZ1, no entanto, Kremen ativa a sinalizacdo Wnt através do
LRP5/6 [60]. Este é um achado interessante, pois permitiria um gradiente acentuado de inibicéo da

via Wnt na presenca de um gradiente de proteina DKK1 [61].

A internalizacdo do LRP-5/6 ndo é apenas um mecanismo para inibir a sinalizagdo Wnt, reduzindo
a acessibilidade do LRP-5/6 para ligantes Wnt, mas também é necessaria para a sinalizacdo Wnt.
Essa diferenca é baseada principalmente no mecanismo pelo qual o LRP-5/6 ¢ internalizado pois,
enquanto a internalizagdo de LRP5/6 resulta em inibicdo da via Whnt, esta também impede a
sinalizacdo da via canbnica de Wnt por meio da menor disponibilidade de receptores para a

sinalizacéo [62].

A sinalizacdo de Wnt/B-catenina também pode ser modulada por ligantes extracelulares diferentes
de Wnts como as espondinas-R cujas funcfes sdo: interagir diretamente com Frizzled-8 e LRP5/6,
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regulando positivamente tanto a sinalizagdo de B-catenina quanto competindo com DKK1 pela
ligacdo & Kremen e LRP5/6 [63,64].

Um nivel adicional de regulacéo a dado por inibidores de Wnt secretados, como proteinas WIF e
proteinas relacionadas a frizzled secretadas (Sfrps). WIFs e Sfrps podem se ligar diretamente as
proteinas WNT no espacgo extracelular, afetando assim a ocupacdo do receptor e, finalmente, a

resposta celular [65-67].

1.1.4 Agonistas da via WNT

Como descrito anteriormente essa via tem sido profundamente investigada no contexto 0sseo,
concentrando-se nos moduladores extracelulares ligantes da via e na estabilizacdo da 3 -catenina e
ligacdo desta a fatores de transcricdo [68]. Geralmente, observam-se aumentos na sinalizacdo
candnica através dos agonistas, levando ao aumento da osteoblastogénese e formagao 6ssea [69].
A modulacdo da via por meio de anticorpos direcionados a um antagonista da sinalizacdo candnica
de Wnt, tem sido particularmente bem-sucedido. Esses anticorpos, juntamente com os analogos
sdo atualmente a Unica terapéutica osteoanabolica aprovada pela agéncia sanitaria norte-americana
Food and Drug Administration-FDA [70].

As proteinas espondinas-R, uma familia de quatro membros, potencializam a sinalizacdo de WNT
e podem representar um novo foco de direcionamento terapéutico para modular os osteoblastos.
Elas ativam a sinalizacdo candnica de WNT, ligando-se aos receptores acoplados a proteina G.
Também é relatado as espondinas-R ativam a sinalizacdo ndo-canoénica de Wnt/Polaridade Celular
Planar (PCP). Todos os membros dessa familia tém uma estrutura de dominio modular semelhante:
uma sequéncia de sinal N-terminal, duas furinas/dominios ricos em cisteina, uma trombospondina
do tipo 1 e um terminal C rico em aminoécidos, que sdo codificados em éxons separados. Cada
uma dessa proteinas também sdo expressas nos membros em desenvolvimento dos camundongos,
assim como em outros tecidos, e cada um tem diferentes efeitos funcionais em relacéo ao esqueleto.
A interrupcdo da espondina-R1 (RSPO1) ndo esta associada a um fendtipo esquelético, mas sua
expressdo é induzida durante a osteoblastogénese e em resposta a vibragédo [71].

Neste trabalho estudamos a expressdo nos fibroblastos tipo sinovidcitos (FLS) de varios destes

genes, agonistas e antagonistas da via WNT, descritos acima. Suas fun¢des individualizadas serdo
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apresentadas mais a diante, apds a descricdo do papel dos FLS na artrite reumatoide e
espondiloartrites.

1.2 Membrana sinovial

A natureza segmentar do esqueleto, em combinagdo com as superficies de cartilagem de baixo
atrito, permite o movimento e a flexibilidade. A membrana sinovial ou sindvia é o tecido que
reveste as bordas do espaco articular [72] e fornece a infraestrutura que auxilia na mobilidade. A
sindvia encapsula as articulacfes e sua funcdo é fornecer suporte estrutural (com uma cépsula
fibrosa), lubrificar as superficies e fornecer nutrientes para a cartilagem. O revestimento da
articulacao € normalmente uma membrana delicada, dividida em dois compartimentos anatémicos
e funcionais: a camada de revestimento intima e a sua subcamada. A primeira é a camada
superficial que esta em contato com a cavidade intra-articular e produz liquido sinovial lubrificante,
tem duas a trés camadas de células de profundidade e € composta por dois tipos de células em
proporc¢Oes relativamente iguais: células sinoviais do tipo A (macrdfagos) e tipo B (fibroblastos do
tipo sinovidcitos). A organizacdo porosa do revestimento sinovial permite a difusdo dos nutrientes
no soro para a cartilagem avascular. As células sinoviais do tipo A, do tipo macréfago, no
revestimento intimo, expressam marcadores de origem hematopoiética mais consistentes com a
linhagem mondcito-macréfago e sdo derivados da medula 6ssea [73]. Elas migram para a sindvia
e se tornam células residentes, embora nédo se saiba ao certo se a diferenciacdo ocorre in situ ou
antes da sua chegada. Seu fen6tipo é semelhante a outras populacfes de macrofagos residentes em
tecidos, incluindo CD11b, CD68, CD14, CD163, antigenos MHC classe Il. Essa disposicao,
provavelmente contribui para o acimulo de complexos imunes, paredes celulares bacterianas e
outros materiais na articulacdo [74]. Os fibroblastos do tipo sinovidcitos serdo descritos

detalhadamente a seguir.

A sindvia na AR transforma-se de uma estrutura relativamente acelular quiescente em um tecido
invasivo, hiperplasico e repleto de células inflamatérias imunocompetentes. Como dito
anteriormente, o tecido sinovial tem duas camadas: o revestimento intimo e o subintimo. Nesta
ultima camada, os linfécitos T constituem 30-50% de todos os tipos de células e a maioria sdo
células de memoria CD4+. Um nimero menor de células T CD8+ esta distribuido na sindvia.
Agregados linfoides organizados em torno das células dendriticas foliculares sdo observados em

15 a 20% dos pacientes [75,76]. Cerca de 5% das células sinoviais desta camada sao linfécitos B e
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sua osteoproliferacdo clonal na articulacdo sugere maturacdo dirigida por antigeno. A producédo
local de autoanticorpos ocorre em muitos pacientes, incluindo o fator reumatoide, anticorpos anti-
peptideos citrulinados e anticorpos anti-colageno. Surpreendentemente, os neutrofilos sdo raros na
sindvia reumatoide, embora sejam abundantes em derrames sinoviais. A proliferacdo de vasos
sanguineos é comum devido a influéncia de fatores de angiogénese no ambiente inflamado e
hipoxico. O revestimento intimo da sindvia também exibe mudangas notaveis na AR, com um
aumento acentuado da celularidade. O revestimento se expande de 1 a 2 células para uma
profundidade de até 10 a 20 células. A hipercelularidade é devida a um aumento nos dois tipos de
células presentes nessa estrutura, a saber, células do tipo A e do tipo B [74]. Embora os estudos
variem consideravelmente, muitos sugerem que as células do Tipo A predominam na AR devido a
migracdo de novas células da medula dssea através da circulacdo. As células do tipo macréfago
exibem um fenotipo altamente ativado e produzem citocinas pré-inflamatorias, quimiocinas e
fatores de crescimento. Esse processo estabelece uma rede que pode perpetuar a sinovite, recrutar
novas células para a articulacdo e contribuir para a destruicdo da matriz extracelular. O tecido
sinovial expansivo chamado "pannus” na interface cartilagem-0sso encobre a cartilagem e se erode
no 0sso. O pannus se comporta como um tumor localmente invasivo; € composto por macrofagos,

osteoclastos e FLS invasivos com relativamente poucos linfdcitos [77].

1.2.1 Pannus

O termo pannus, do latim pano, embora seja primordialmente associado a AR, também aparece em
outras doencas como as EpAs [78]. Como parte da reacdo do tecido sinovial, as células sinoviais
em proliferacdo penetram na cartilagem na subcamada do pannus e a destruicdo da cartilagem
ocorre na zona entre as células e a cartilagem [79-82]. Sua funcéo € crescer sobre a superficie da
cartilagem e invadir a matriz cartilaginosa [79,83-86], produzindo lesdo na cartilagem. E
comumente considerado como uma extensdo de sinoviocitos da camada de revestimento da
articulagdo, expandindo-se sob a influéncia de um processo mediado imunologicamente [87].
Quando envolve a articulagdo atlanto-axial pode levar & instabilidade e & lesdo da medula espinhal

devido a compressdo da juncao cérvico-medular [88].

O conceito de que a cartilagem e as estruturas de suporte da articulagdo sdo destruidas pelos FLS
é sustentado por estudos em camundongos knockout para a caderina-11, que se desenvolvem

normalmente, mas néo tém revestimento interno [89,90]. Logo, é possivel concluir que a caderina-
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11 é um componente estrutural dos FLS, como serd explicado a seguir. Esses camundongos
deficientes em sinovidcitos sdo protegidos contra danos na cartilagem induzida por artrite, embora

a inflamacdo e o dano 6sseo progridam normalmente[91].

1.3 Caderina nos fibroblastos sinoviécitos simile

Caderinas séo glicoproteinas de membrana que mediam a adesdo entre as células. Durante o
desenvolvimento, tem um papel importante na classificacdo das células como parte do processo de
morfogénese tecidual. Depois, sdo necessarias para a manutencao da arquitetura sélida do tecido e
sua integridade [92]. H& varias subfamilias dessa glicoproteina, mas o nosso interesse sera na
caderina-11 do tipo I, pois esse subtipo media a adesdo hemofilica célula a célula, esta envolvida
na classificacdo celular durante o desenvolvimento e na integridade celular de conexdes em tecidos
s0lidos[93,94]. In vitro, quando as células expressam seus diferentes tipos misturados, elas se
agregam ou se ordenam separadamente em uma maneira caderina-especifica. Esse processo
permite que estas desempenhem um papel importante na morfogénese tecidual durante o
desenvolvimento, onde sdo expressas por células de maneira espago-temporal. Portanto, sua

expressdo e funcdo apropriadas sdo necessarias para o desenvolvimento normal dos tecidos [95].

A caderina 11 do tipo Il foi identificada primeiro em uma linhagem celular osteoblastica de
camundongos. Nesse estudo, verificou-se que camundongos na auséncia de caderina-11 (CDH-11)
funcional tinham a densidade éssea reduzida em algumas partes do esqueleto[96]. O padrdo de

expressdo dessa proteina € amplamente restrito a células de tecidos mesenquimais[97-101].

Um estudo mostrou maior expressdo da CDH-11 em fibroblastos do revestimento sinovial em
relagdo as células ocasionais da subcamada sinovial da sindvia da AR [102]. Nenhuma célula
reativa para essa glicoproteina foi detectada em diversos outros tipos de tecidos, sugerindo que a
sua expressdo é seletiva [103]. A expressao de CDH-11 em fibroblastos sinoviais nos canceres de
origem epitelial pode representar uma transi¢do do tecido epitelial para o tecido mesenquimal em
tais células cancerigenas [103-106]. Neste caso algumas celulas epiteliais do cancer que a
expressam estdo correlacionadas com um fenotipo mais invasivo e maior risco de metastase. Esse
subtipo 11 é primordialmente expresso pelo revestimento fibroblastico sinovial e osteoclastos, mas
também pode ser encontrado em outros tecidos em baixos niveis[107]. Devido a esta

especificidade, a expressdo de CDH-11 foi analisada nas células desse estudo como forma de
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garantir que as células utilizadas nos ensaios fossem realmente fibroblastos sinoviais uma vez que
essa é uma molécula de adesdo especifica destas células e desempenha um papel fundamental na

agregacdo homotipica de FLS in vitro e in vivo [108].

1.4 Fibroblasts like sinovyocytes (fibroblastos do tipo sinovidcitos)

Os mecanismos de acumulacédo dos fibroblasts like sinovyocytes (FLS) no revestimento intimo
diferem das células do tipo macréfago. A origem da populacdo de sinovidcitos em
osteoproliferacdo é incerta, mas pode ser devido & migracdo de células-tronco mesenquimais da
circulacdo ou osteoproliferagcdo de um pool de células-tronco na sindvia [108,109]. Os precursores
de FLS também podem migrar para a sinOvia através dos poros do osso cortical, como foi
demonstrado em camundongos com artrite induzida por colageno [110,111]. No entanto, o
crescimento dessa populacdo é mais provavel devido a um desequilibrio entre proliferacéo celular,
sobrevivéncia e morte. O ambiente sinovial na AR promove a sobrevivéncia dos FLS mesmo com
a sindvia reumatoide altamente genotdxica, com abundante nitrogénio reativo e oxigénio e estresse

celular que normalmente leva a morte celular [112-114].

Os FLS iniciam a diferenciacdo dos osteoclastos e a reabsor¢ao éssea através da interacdo entre o
ativador do receptor do ligante NF-xB (RANKL), que é expresso principalmente nas células FLS
e T, e o receptor cognato RANK, expresso nos mondcitos. A capacidade do FLS de promover a
diferenciacdo de linfdcitos B em células plasmaticas ja foi demonstrada. Assim, os FLS participam
da formagdo de um pannus invasivo que perpetua a destruicdo das articulacdes. Varios estudos

sugerem que os FLS medeiem o dano da cartilagem e dos 0ssos[115-116].

A proliferacdo do pannus € multifatorial, mas dentre as diversas causas destaca-se o desequilibrio
entre a producéo de citocinas pro- e anti-inflamatorias observada no desenvolvimento da artrite e,
mais recentemente, o papel dos FLS na destrui¢do da cartilagem articular e erosdo 6ssea. Assim,
decidimos investigar a expressdo génica das glicoproteinas (agonistas e antagonistas) da via WNT

ao serem estimuladas por trés das principais citocinas que sabidamente atuam sobre os FLS.

1.5 DOENCAS

Foram analisados os fibroblastos sinoviais das amostras dos pacientes com artropatias. As

artropatias neste estudo foram divididas em dois grupos: a artrite reumatoide e as espondiloartrites.
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1.5.1 Artrite reumatoide

A artrite reumatoide (AR) é uma doenca sistémica do tecido conjuntivo em que a inflamacéo das
articulacGes, peri-articulacdes e tenddes € a sua marca central [117,118]. Os sintomas articulares
tipicos encontrados s&o dor, rigidez e edema nas articulages [119]. Por se tratar de uma doenga
crbnica sistémica e as manifestacOes articulares lhe sejam tipicas, muitos érgdos também podem
ser afetados [120]. Na AR observa-se, desde a fase pré-articular, perda da auto tolerancia e
consequente autoimunidade caracterizadas por ativacédo linfocitaria e producéo de auto anticorpos.
As manifestacdes articulares caracterizam-se pelo desequilibrio entre citocinas pré e anti-
inflamatérias e recrutamento articular de macréfagos, neutréfilos, células T, B e natural killers,
além da ativacdo de fibroblastos, osteoclastos e condrécitos. Os resultados histopatoldgicos sao a
destruicdo da cartilagem articular e a erosdo 0ssea, mediadas por fibroblastos, condrocitos e
osteoclastos. As consequéncias clinicas, por sua vez, se traduzem pela ocorréncia das deformidades
e incapacidade funcional. Apesar de muito se saber acerca de sua epidemiologia e aspectos
genéticos e imunoldgicos, a AR continua sendo uma doenga de causa desconhecida, com a

patogénese complexa e multifatorial (fatores genéticos, hormonais e ambientais) [121].
Sua incidéncia e prevaléncia apresentam as seguintes variagoes:

- Europa e Estado Unidos a incidéncia é de cerca de 0,5% a 1% da populacao causasiana, com taxas

menores entre os descendentes de asiaticos e africanos[122];

- Brasil, estudo multicéntrico em amostras populacionais das macrorregifes, encontrou a incidéncia

de até 1% na populacédo adulta[123].

Na América Latina, estudos mostram que a idade média de inicio da doenca é de 40 anos, ocorre
com mais frequentemente entre os 30 e 50 anos de idade[124]. Acomete ambos 0s sexos, mas ha
um predominio do sexo feminino (3:1). Na Europa e nos EUA-Estados Unidos[125] e na América
Latina tal proporgéo foi estimada em cerca de 8 mulheres para cada homem[126]. A prevaléncia
da enfermidade € de 2 a 10 vezes maior entre 0s parentes de primeiro grau de pacientes com AR,
embora a doenca seja poligénica e ndo siga um padrdo mendeliano[127]. A AR é considerada uma
doenca multifatorial, resultando da interacdo de fatores genéticos e ambientais, como o tabagismo,
por exemplo[128].
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A AR exerce um impacto significativo sobre os pacientes e a sociedade como um todo devido a
sua morbidade, mortalidade, efeitos adversos na qualidade de vida e custos econdmicos.

Esse aumento da mortalidade € observado quando se comparam pacientes portadores de AR com
a populacédo geral, havendo reducéo da expectativa de vida em 3 a 10 anos [127]. A AR por si s
ja constitui um fator de risco para a mortalidade precoce e muitas vezes estd ainda associada a
maior risco de morte devido a associacao a doencas cardiovasculares (DCV) [129]. Essa associacao
observada com as DCV pode ser considerada a principal causa de mortalidade na populacdo com

AR, sendo responsavel pela metade das mortes observadas em coortes internacionais [127,129].

1.5.2 Espondiloartrites

O termo espondondiloartrite (EpA) abrange um grupo inter-relacionado de doencas que apresentam
peculiaridades epidemiolégicas, clinicas, anatomopatoldgicas, radiograficas e imunogenéticas que
permitiram historicamente sua caracterizacdo como um grupo de enfermidades. Compde esse
grupo a espondilite anquilosante (EA), considerada o prototipo do grupo; a artrite psoriasica (AP);
a atrite reativa; a artrite das doencas inflamatdrias intestinais (Doenca de Crohn e retocolite

ulcerativa), dentre outras.
Estas doencas apresentam as seguintes caracteristicas comuns:

- Acometimento preferencial das articulacdes sacroiliacas (sacroiliite) e da coluna vertebral

(espondilite), especialmente, a coluna lombar.

- Ocorréncia da artrite periférica, com frequéncia assimétrica, na qual ha predominio da oligoartrite

de grandes articulacdes, em especial dos membros inferiores.

- Frequente participacdo do processo inflamatorio ao nivel das enteses, que sao sitios constituidos
de um tecido de transicdo composto por fibrocartilagem ou tecido conjuntivo fibroso. Essa
inflamacdo costuma néo se limitar ao tecido conjuntivo da entese, envolvendo também cartilagem
e 0sso adjacentes e resultando em periostite e osteite, por vezes erosiva e com neoformacéo 6ssea,
chamada entesofito[130-131]. Nas entesites dos discos intervertebrais e ligamentos da coluna, pode
haver erosdes nas bordas vertebrais, e as formacfes 0sseas nesta localizacdo sdo chamadas
sindesmdfitos[132].
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- Negatividade para a pesquisa do fator reumatoide (FR) e auséncia de nédulos reumatoides

subcuténeos.

- Associacdo a HLA-B27, uma molécula do complexo principal de histocompatibilidade (MHC)

classe I.

Os pacientes com EA podem, em algumas casuisticas, como em brancos do norte da Europa,
apresentar 80% a 90% de positividade para HLA-B27 [133]. Em outros grupos étnicos, como 0s
africanos, mais da metade dos pacientes com EA € HLA-B27 negativa. Um estudo realizado pelo
servigo de reumatologia do hospital das clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais (HC-
UFMG), evidenciou uma positividade de 64% para 0 HLA-B27 em individuos [134]. Também em
um estudo no Recife, foi encontrado 66% de positividade em individuos com EA [135] e, em S&o
Paulo, na cidade de Campinas, estudo encontrou uma positividade de 78,2% entre os pacientes com
EA [136].

A prevaléncia geral das EpA’s tem grande variagio, podendo oscilar entre 0,2% no sudeste da Asia
a 1,6% nas comunidades do norte do Artico e de 0,01% no Oriente Médio para 0,19% na Europa
[137].

1.5.2.1 Espondilite Anquilosante

A espondilite anquilosante (EA) é uma artrite inflamatoria crénica imuno-mediada, debilitante da
coluna espinhal que se manifesta antes dos 40 anos de idade, tem a predominancia masculina e
uma prevaléncia de aproximadamente 0,5% nos EUA[138,139]. Essa doenca envolve tanto a
osteopenia erosiva inflamatdria quanto o crescimento 6sseo incomum[140]. Suas manifestacdes
extra axiais incluem uveite aguda, artrite periférica, entesite, psoriase, inflamacao na raiz da aorta
e no intestino[141]. Na coluna vertebral, a formacao de pontes entre sindesmofitos nas vértebras
resulta na iconica "espinha de bambu". Do ponto de vista do paciente, os anos de dor e a postura
rigida, inclinada e projecéo da cabeca para a frente incorrem em incapacidade e custos econdémicos
significativos [142]. Devido a natureza insidiosamente progressiva da EA, o atraso entre o inicio
dos sintomas e o diagnostico é de 8 a 10 anos [143]. lIronicamente, 0os medicamentos atuais mais
eficazes, a classe de agentes biologicos que blogueiam o TNF-a, sdo melhor administrados no

inicio da doenca quando a intensidade da resposta inflamatoria € maior [140].
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O alelo HLA-B27 ¢é conhecido por ter uma forte associagdo com a doenca; no entanto, outros genes
participam do seu desenvolvimento [144]. A descoberta de vérias vias de sinaliza¢do inflamatorias
proporcionou a descoberta e desenvolvimento de terapias bioldgicas, o que acarretou uma
revolugdo no tratamento e progndstico da EA. Os inibidores do fator de necrose tumoral (TNFis)
foram os primeiros a serem aprovados para uso clinico, mas nos ultimos anos o eixo da interleucina-
17/IL-23 ganhou também relevancia, culminando na licenca de novos farmacos bDMARDs
blogueadores da IL-17. Apesar de todos esses avangos nem todos os pacientes com EA respondem
aos inibidores de TNF. Em grandes estudos multicéntricos de fase Ill, as taxas de resposta do
ASAS20 (> 20% em trés dos quatro dominios de avaliagdo) sdo da ordem apenas de 60% [137,
145]. Os mecanismos da doenca ndo sdo totalmente compreendidos e novas informacdes sobre a
patogénese da doenca e seus gatilhos bem como propostas de novos tratamentos continuam sendo
publicados [146].

1.5.2.2 Artrite Psoriasica

A artrite psoriasica (AP) é uma doenca inflamatdria das membranas sinoviais associada a psoriase
cutanea que acomete o esqueleto axial e periférico [147,148]. E caracterizada pela vascularizagio
local aumentada e infiltracdo de células imunes [149-152] e também pela ocorréncia de destruicdo
Ossea e cartilaginosa com nova formacéo 0ssea patoldgica [153]. Afeta homens e mulheres quase
igualmente entre as idades de 40 e 50 anos [154] e a prevaléncia varia consideravelmente

dependendo da definicao usada [155]:

- Estudo que examinou a incidéncia cumulativa de AP ao longo do tempo em pacientes com
psoriase e relatou que 1,7%, 3,1% e 5,1%, respectivamente, desenvolveram AP em 5, 10 e 20 anos

apos o diagnostico de psoriase em Rochester, Minnesota, EUA.

- Outro estudo na América do Norte relatou uma incidéncia de 1,87% em uma coorte prospectiva

de 313 pacientes com psoriase em Toronto, Ontéario, CANADA.

No esqueleto axial, suas alteragbes associadas incluem sacroiliite unilateral e sindesmofitos
paramarginais e verticais volumosos (em contraste, na EA, o envolvimento sacroiliaco é

geralmente bilateral e os sindesmofitos paramarginais sdo incomuns) [156].

A AP em geral permanece mal definida devido as suas variadas caracteristicas clinicas. Muitos

estudos de AP tém focado na pele e nas articulagBes; no entanto, nos ultimos 10 anos, importantes
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avangos concentraram-se nas entesites embora em qual tecido a doenca comece provavelmente

varia entre individuos [157].

1.6 Citocinas

Citocinas sdo polipeptideos hidrossoliveis ou glicoproteinas envolvidas em quase todos os
processos biolégicos como o crescimento, diferenciacdo, ativacdo celular e inflamacdo [115].
Possuem, portanto, um papel relevante nas doencas autoimunes como a AR, EA e AP nas quais
estdo associadas a inflamagao crénica [158]. Produzidas no local da lesdo, por vérios tipos de
células do sistema imunoldgico ou residentes do tecido, atuam nas células vizinhas e nas células
produtoras [115,158]. Sdo redundantes em suas atividades, ou seja, acBes semelhantes podem ser

desencadeadas por diferentes moléculas e diferentes tipos de células secretam a mesma molécula.

Frequentemente formadas em cascata (uma molécula estimula suas células-alvo a produzir mais
[159]) ligam-se a receptores especificos, ativando mensageiros intracelulares que regulam a
transcricdo de genes. Portanto, influenciam a atividade, diferenciacao, proliferacdo e sobrevivéncia
das células imunoldgicas, além de regular a producdo e a atividade de outras moléculas que podem
aumentar (pro-inflamatoria Th1) ou diminuir (anti-inflamatéria Th2) a resposta inflamatoria de

acordo com o microambiente em que estdo localizadas [160].

Modulam criticamente as interagdes celulares que caracterizam a inflamacao cronica e contribuem
em todas as fases do desenvolvimento da lesdo inflamat6ria em equilibrio dindmico. Inflamacéo
crénica na doenca reumatica geralmente contém atividades de citocinas remanescente de respostas

imunes inatas e adquiridas[161].

Neste estudo os fibroblastos foram estimulados por citocinas com o objetivo de verificar se este
estimulo induziria 0 aumento ou diminuicdo da expressdo génica de agonistas e antagonistas da via
WNT. Atualmente existem como opgéo terapéutica os inibidores de TNF-alfa e os anticorpos
inibidores de IL-17A que agem bloqueando seus efeitos no organismo humano e consequentemente
a ativacdo das vias de sinalizacdo [162]. Para tentar contribuir com a investigacdo do efeito das
citocinas na patogénese das doengas estudadas, nesse trabalho foram usadas as seguintes citocinas:

interleucina 17 (IL-17), interleucina 22 (IL-22) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a).
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Na tabela abaixo podemos verificar como cada citocina atua com foco nas artropatias. Para melhor

entendimento, as artropatias foram divididas em artrite reumatoide (AR) e espondiloartrites (EPA-

espondilite anquilosante e artrite psoriasica):

Tabela 1: Atuacéo das citocinas em relacéo ao grupo de doengas estudadas (AR e EPAS)

Citocina

Funcao

Relacdo com as doencas

IL-17

IL-17 atua na funcdo de barreira e propaga a
resposta inflamatoria; inibe a sinalizacdo da via
Whnt, inibindo a atividade dos osteoblastos
indiretamente os estimulando a produzir
RANKL o que resulta em osteoclastogénese
[163-166]

Grupo AR: funcéo proé-

inflamatoria, pois estudos pré-
clinicos indicaram que a IL-17
promove a reabsor¢do 6ssea na

artrite experimental [167-170]

Grupo EpAs: Estudos pré-
clinicos mostraram que na

psoriase houve supressao de
atividade da doengca com 0 uso
de supressores de IL-17. Em
outras situacdes de inflamacéo a
mesma inibicdo nao se mostrou

benéfica.

[171-175].

IL-22

Citocina pro-inflamatoria presente no local da
erosdo Ossea, também promove a funcéo
osteoblastica ao regular a expressao dos fatores
pré-osteogénicos e proteina 6ssea morfogénica
[176-178].

Grupo AR: contribui com a

erosdo oOssea [179].

Grupo EpAs: promove a fungéo
osteoblastica [178].
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TNF-a Atua como principal citocina inflamatoria, | Grupo AR: Induz a inflamagéo

possuindo  papeis

pré ou anti-inflamatéria dependendo de qual
receptor esta ligada (pro inflamatéria TNF-RI ou
anti-inflamatoria TNF-RI1I) [180-182].

criticos na apoptose, | local e formagdo do pannus

proliferacdo celular e resposta imune. Pode ser | [183,184]

Grupo  EpAs: promove a

proliferagéo celular [180-182]

As citocinas foram usadas para estimular os FLS in vitro e, a seguir, realizamos a quantificacao da

expressdo de genes agonistas e antagonistas da via WNT listados na Tabela 2. Abaixo

apresentamos a tabela dos principais genes antagonistas e agonistas da via WNT com seus

respectivos efeitos:

Tabela 2: Antagonistas e agonistas da via WNT

Antagonista Wnt

Efeito

DKK1

Papel fundamental na ativacdo e inibicdo de osteoblastos e
erosao 0ssea[175]; gene alvo de WNT-B-catenina e atua por um
mecanismo que ndo envolve interacdo com WNT, mas é

mediado por sua interacdo direta com LRP5/6 [175].

FRZB [sFRP3]

Desempenha importante funcdo na morfogénese 6ssea[175]

sFRP1(atua sobre a via

canonica)

Regula a diferenciacdo de osteoblastos/ostedcitos, proliferacao,
funcéo e apoptose através da inibicdo de WNT /sinalizacdo de
B-catenina, bem como osteoclastogénese induzida por
osteoblastos, ligando-se a0 RANK [176].

sFRP2 (atua sobre a via

canonica)

Sua expressdo foi encontrada em células-tronco mesenquimais

e nos Ultimos estagios da diferenciacdo dos osteoblastos [176].

sFRP4

Sua expressao aumentada tem uma influéncia negativa no pico

da densidade mineral 6ssea[177, 178].
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WIF1

Ligado a todas as etapas do desenvolvimento da cartilagem
[179].

Agonista Wnt

Efeito

RSPO1

Promove a osteogénese ao ativar a via de sinalizacdo da

WNT/B- catenina e resgatar a perda 6ssea [180-182]

WNT-1(canonico)

Sua expressédo foi encontrada em células da linhagem B, em
células progenitoras hematopoiéticas e também em um
subconjunto de ostedcitos. Pesquisadores especulam que as
células hematopoiéticas tém um papel na regulacdo da
formacdo dssea e que esse gene desempenha um papel
associado a via de sinalizagao[183].

WNT-3A (ndo- candnico)

Em estudo pré-clinico de 2016 esse gene inibiu a formacéao de
osteoclastos através da expressaio de OPG regulada
positivamente em osteoblastos [184,185].

WNT-5A (ndo- candnico)

Estudos sugerem que WNT-5A exerce seu efeito no
metabolismo 6sseo principalmente através da sinalizacdo néo-
candnica de WNT, mas ainda € necessario determinar se in vivo
0 WNT5A é capaz de ativar a sinalizacdo WNT / b-catenina em

condicdes fisiologicas[186,187].

WNT-9A

Estd envolvida na manutencdo das articulagdes[188] e sua
expressdo foi regulada negativamente durante a diferenciacéo

de células-tronco mesenquimais em adipocitos[189,190].

WNT-10B

Funcdo importante na regulacdo e diferenciacdo de células

precursoras mesenquimais em osteoblastos ou adipocitos [191].
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WNT-11 Expresso em células-tronco mesenquimais humanas e sua
_ . _ expressao aumentou durante a diferenciagdo osteogénica o que
(efeito canbnico e ndo . .. : : o
indica que ele tenha um papel potencial na diferenciacdo de

candnico) osteoblastos[192,193].

2.0 JUSTIFICATIVA

Essa dissertacdo é a segunda parte do estudo que teve inicio com a dissertacdo de mestrado
intitulada “Expressdo de moduladores da via Wnt por sinovidcitos fibroblasto simile de
pessoas com doencas articulares inflamatorias”, de Gustavo Gomes Resende, em 2016 [194].
Neste estudo piloto, cultivou-se fibroblastos sinoviais que foram estimulados com as seguintes
citocinas: TNF-a, IL-17 e IL-22. O objetivo foi construir uma curva dose-resposta para identificar
qual o binbmio dose e tempo de coleta do sobrenadante dessas culturas que melhor reconhecesse
possiveis diferencas existentes no efeito de cada estimulo pré-inflamatorio na expressdo das
proteinas de interesse. Essa curva dose-resposta serviu de referéncia para esse presente estudo, uma

vez que as concentracdes, bem como o tempo dos estimulos usados, foram definidas anteriormente.

A auséncia de dados na literatura sobre a via Wnt que contemple a expressao génica de mais de um
gene a0 mesmo tempo, assim como genes agonistas e antagonistas, foi a principal motivacdo desse
estudo. Ha também uma insuficiéncia de dados quantificando a expressdo génica desse grupo de
genes apds estimulo por citocinas e, também, uma caréncia de estudos comparando grupos de
doencas dsseas de fisiopatologias antagdnicas onde componentes da via Wnt podem exercer um
papel relevante na patogenia. Dessa forma, esse estudo possui um componente inédito ao tentar

responder a todas essas questdes em um mesmo trabalho.

Além disso, devido a necessidade de se conhecer mais profundamente os mecanismos que levam
ao dano e a consequente remodelacdo estrutural articular buscamos contribuir para encontrar
preditores adequados para determinar os subgrupos de risco elevado para a progressdo mais
acelerada da doenca. Assim almejamos contribuir também na identificacdo de novos alvos
terapéuticos nestas doengas, que tem como mecanismo de lesdo a proliferacdo 6ssea e ainda ndo

possuem farmacos eficazes disponiveis. Por isso estudamos a ativagdo de genes da via WNT em
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FLS, mensurando a expressdo de agonistas e antagonistas, pois estudos tém mostrado que esta via
possui um papel na patogenia dessas doengas articulares.
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3.0 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

e Investigar a expressao génica de inibidores e ativadores da via Wnt em células ex-vivo de

sinoviocitos de pacientes afetados por diferentes doencas articulares.

3.2 Objetivos especificos

e Analisar a expressdo génica das células ex-vivo nas diferentes doengas ao estimular os
sinoviocitos com as citocinas IL-17, IL-22 e TNF-alfa.
e Analisar e comparar as expressdes génicas nos dois grupos de doencas: artrite reumatoide

e espondiloartites (espondilite anquilosante e artrite psoriasica).
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4.0 METODOS

4.1 Cultura celular

N&o foi feito um céalculo amostral devido a dificuldade de obtencdo da amostra ex-vivo bem como
as dificuldades inerentes da cultura ex-vivo como, por exemplo, complicagdes com a contaminagéo
celular. Dessa forma, e contando com esses obstaculos foram cultivadas amostras de sete pacientes
sendo dois acometidos por artrite psoriasica, quatro por artrite reumatoide e um por espondilite

anquilosante em condicdes definidas:
- para a AR s&o segundo os critérios do Colégio Americano de Reumatologia (ACR) de 1987;

- para as EPAs sdo segundo o Grupo Europeu de Estudos das Espondiloartrites (GEEE) de 1991.
Mais recentemente foram definidos os critérios pela Assessment of Spondyloarthritis International

Society (ASAS) em 2009 para a espondilite axial e em 2011, para a espondilite periférica.

Estes pacientes estavam em acompanhamento no Ambulatério de Artrite reumatoide e de
espondiloartrites do Servi¢o de Reumatologia do Hospital das Clinicas da UFMG, no Ambulatério
Bias Fortes, 2° andar, e que tiveram indicacdo de serem submetidos a artrocentese (de tornozelos,
joelhos, punhos ou cotovelos) segundo avaliacdo clinica, independentemente de seu tratamento
sistémico. Por se tratar de um estudo inédito, todas as amostras viaveis, ou seja, as que o cultivo
atingiu o nimero necessério de células, foram consideradas. Todos os pacientes assinaram o termo
de consentimento livre e esclarecido, aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da UFMG- COEP
em 02 de outubro de 2013, nimero CAAP16196813.3.0000.5149, em anexo ao final do trabalho.
A coleta de liquido sinovial foi realizada no Ambulatério de Espondiloartrites do Hospital das
Clinicas da UFMG. A artrocentese foi realizada, apds a anestesia local com lidocaina 1% sem
vasoconstritor, obedecendo-se as técnicas de antissepsia com agulha (18-22G), em seringa
heparinizada (solu¢do 5000 Ul/ml) até o maximo esvaziamento articular possivel (para maior alivio
do paciente). O liquido foi transportado imediatamente em tubos de ensaio (tubo Falcon 50 mi
heparinizado) para o Laboratorio Lineu Freire-Maia (LabLFM) na Faculdade de Medicina da
UFMG. No LabLFM as amostras foram diluidas em meio de cultura estéril DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle Medium — Gibco, n° cat.12800-017) e centrifugadas a 1200 rota¢fes por minuto
(rpm) durante 15 min. Apos a centrifugagéo, o sobrenadante foi descartado e o sedimento celular

foi armazenado para o cultivo de fibroblastos sendo congelado com meio de cultura composto por
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70% de soro fetal bovino-SFB (Fetal Bovine Serum, Sigma n° cat. F-0643), 22% de DMEM e 8%
de DMSO (dimetilsulfoxido) em criotubos (Nalgene general long-term storage cryogenic tubes-
Thermo Fisher Scientific, n° cat.500-1020) de 1,5 ml. As células foram acondicionadas em
criotubos, onde permaneceram por cerca de 24 horas a -20°C e posteriormente foram transferidas

para o nitrogénio liquido (-196°C).

4.2 Cultivo celular

Para serem utilizadas as amostras foram descongeladas de forma gradual em gelo, onde foram
transferidas para tubos de 15 ml com meio DMEM enriquecido com 10% de SFB, 1% de solugéo
antibidtica de estreptomicina/penicilina/anfotericina B (Gibco, n° cat. 15245-012) e 1% de
aminoacidos ndo essenciais (Gibco, n° cat. 11140-050). Toda a manipulacao foi feita em capela de

fluxo laminar (VECO) empregando-se técnica asséptica.

As células de fibroblasto entdo descongeladas foram alocadas em garrafas grandes de cultivo
celular (cerca de 8 a 10 ml de meio em 25 cm? de area de crescimento celular) contendo meio
DMEM enriquecido a 10% de SFB, 1% de solucdo antibiotica e 1% de aminoacidos ndo essenciais
e transferidas para a estufa de cultura de células mantida a 37°C e com 5% de CO». As trocas de
meio de cultura foram realizadas em capela de fluxo laminar previamente limpa a cada trés dias e
sempre que se detectou alteracdo no pH (avaliado pela mudanca da cor do meio). Quando as
culturas atingiram a confluéncia, as células foram lavadas com tampéo fosfato-salino PBS e foram
submetidas a remocdo enziméatica com solugéo de tripsina a 0,05 % em EDTA 0,02 % (Trypsin-
EDTA, Gibco n° cat. 25300-062). As culturas foram constantemente avaliadas por microscopia
invertida para avaliacdo de seu crescimento e de sua morfologia celular bem como a averiguacéo
de seu possivel estado de contaminagdo. Para todos os experimentos, foram utilizadas culturas até

a 92 passagem.

Ap0s atingirem a confluéncia maxima e/ou o tempo maximo de cultivo, as células foram lavadas
com solucédo de PBS por duas vezes e removidas enzimaticamente com 6 ml de solucéo de tripsina
a 0,05 % em EDTA 0,02 %. Apos a adicédo da solucgéo de tripsina, que agiu por no maximo 8 min,
o contetido das garrafas de cultivo foi neutralizado ao se adicionar trés vezes o volume de solugéo
de PBS estéril a cada garrafa. Esse contetdo foi transferido utilizando-se pipeta estéril de 25 ml
(Nunc, n° cat. 170357) para um tubo Falcon de 50 ml (Nunc, n° cat. 339650) e foi centrifugado a
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2000 rpm por 5 min. O sobrenadante foi descartado e os fibroblastos semeados em quantidades

iguais, apds contagem manual em cdmera de Neubauer feita da seguinte forma:

- Foi feita uma diluicdo em que 10 ul do precipitado da amostra foi adicionado a 90 ul de
solucéo de azul de tripan foi homogeneizada em seguida. Depois de homogeneizada, essa
solugdo teve 10 ul de seu volume transferido para a cdmera de Neubauer, onde as células
foram contadas com o auxilio do microscépio éptico em aumento de 40x.

- Calculou-se um media do numero de células nos 4 quadrantes contados e em seguida este
namero foi multiplicado pelo fator de dilui¢do, nesse caso 10. Finalmente, 0 nUmero era
multiplicado por 10.000, que é o fator de correcdo da cAmera por ml. O nimero encontrado

era o valor estimado da quantidade de células/ml.

4.3 Plagueamento e estimulo celular

O precipitado foi dividido de forma igualitaria entre cada um dos 4 pocos usados da placa de 6
pocos (Kasvi, n° cat. K12-006) em que foi acondicionado juntamente com 2 ml de meio de cultura
DMEM a 10% de SFB, 1% de solu¢do antibidtica e 1% de aminoécidos ndo essenciais e mantida
por 24h, nas mesmas condicdes de cultivo. Ap6s as 24h, o meio foi cuidadosamente retirado e
descartado, em capela de fluxo laminar e cada poco de cultivo foi lavado por duas vezes com o
meio DMEM enriquecido a 1% de SFB. O primeiro poco recebeu 2 ml de meio DMEM a 1% de
SFB, o0 segundo recebeu 2 ml do meio DMEM a 1% de SFB e 10 ng/ml de citocina IL-17, o terceiro
recebeu 2 ml do meio DMEM a 1% de SFB e 1 ng/ml de citocina IL-22 e o quarto recebeu 2 ml do
meio DMEM a 1% de SFB e 10 ng/ml de TNF-a. As culturas foram mantidas com os estimulos
por 24h. Apos esse periodo, o sobrenadante foi coletado e congelado a -80° C. As células foram
extraidas enzimaticamente com 500 ul de solucéo de tripsina a 0,05 % em EDTA 0,02 %. Apds a
adicdo da solucdo de tripsina, que agiu por no maximo 5 min, o contetdo das garrafas de cultivo
foi neutralizado ao se adicionar trés vezes o volume de solucdo de PBS estéril a cada poco. Esse
conteudo foi transferido utilizando-se pipeta estéril para um falcon de 15 ml (Sarstedt n° cat.
62.554.502), centrifugado a 2000 RPM por 5 min e o sobrenadante foi descartado. O precipitado

foi congelado a -80° C por algumas semanas.
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4.4 Extracdo de RNA

As extracOes de RNA das amostras congeladas foram realizadas empregando-se o kit de extracfes
de RNA RNeasy® mini-kit (Qiagen, n° cat.74104). Para a execucdo de todas as etapas foram
seguidas as recomendagdes do fabricante e foram utilizadas todas as solugdes disponiveis no Kkit.
De acordo com as contagens prévias sabia-se que a quantidade de células por po¢o era em torno de
2 milhdes por isso, seguindo recomendacdes do fabricante, adicionou-se 350 ul da solucdo de lise
(com volume de 1% de solucdo de B-mercaptoetanol) a cada pellet de amostra previamente
descongelada no Falcon de 15 ml. A seguir cada amostra foi centrifugada por 3 min na velocidade
de 8000 G e recebeu 350 ul de etanol a 70%. Os sobrenadantes (cerca de 700 ul) foram coletados
e adicionado as colunas (que sdo suportes disponiveis no kit), centrifugados novamente por 1 min
a velocidade de 9000 G. O filtrado foi descartado e a cada amostra foi adicionada 500 ul da solucéo
de lavagem, onde foi centrifugada novamente por 1 min a 9000 G. Essa etapa de lavagem se repetiu
por mais 2 vezes, com a adi¢do de 500 ul da solucéo 2 de lavagem, sendo que a ultima centrifugacédo
foi por 2 min a 9000 G. O tubo coletor foi entdo trocado e cada cartucho foi centrifugado para
promover a secagem da membrana. Em seguida, a cada amostra foi adicionado 25 ul de agua
RNase-free que foi centrifugada a 9000 G por 1 min para a eluicdo do RNA. Ao final, o RNA total
eluido de cada amostra foi aliquotado e posteriormente quantificado em espectofotdmetro
NanoDrop® 2000c (Thermo-Fisher, Wilmington, DE, USA), utilizando a relagdo 260/280 (indice
de absorbancia variando de 1,6 a 2,1) e 260/230 (indice de absorbancia variando de 1,9 a 2,4).
Todos os RNAs extraidos foram armazenados em freezer -80°C até a realizac¢do dos procedimentos

de transcricao reversa.

4.5 Transcricao reversa

Utilizou-se o kit Superscript® Il (Invitrogen, n° cat.18080-051) para realizar a sintese de DNA
complementar cDNA). As etapas foram seguidas de acordo com a recomendacdo do fabricante.
Em padronizagOes anteriores ficou estabelecido que em todas as amostras seria usada a
concentragéo padrdo de 20 ng por poco da placa de gPCR, por isso, de acordo com as quantificacoes
no NanoDrop, convencionou-se a utilizacdo de 8 ul de cada amostra (variando em quantidade de
amostra mais agua RNase-free ou apenas amostra de acordo com a quantificagdo prévia realizada).
A cada tubo cdnico contendo 8 ul amostral foi adicionado 1 ul de random- primer e 1 ul de mM

dNTP mix e cada tudo foi incubado por 5 min a 65° C depois colocado em gelo por 3 min. Apds
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essa incubagao cada amostra recebeu 10 ul de cDNA synthesis mix (2 ul de 10x RT buffer, 4 ul de
25 mM MgCly, 2 ul de 0,1 M DTT, 1 ul de RNase OUT e 1 ul da enzima SSlIlI), foi rapidamente
centrifugada para melhor homogeneizacdo e incubada da seguinte forma no equipamento
termociclador Mastercycler® personal (Eppendorf, Hamburgo, GER): 10 min a 25° C, 50 min a 50
°Ce5mina85°C. Nessa etapa houve a adicdo de 1 ul de RNase H e cada tubo voltou a incubacao
por 37 ° C a 20 min. Ao término, cada amostra foi armazenada em freezer -20°C até que fosse

utilizada nos ensaios de qPCR.

4.6 Reagdo em cadeia da polimerase em tempo real — qPCR

A quantificacdo da expressdo dos genes WNT1, WNT3A, WNT5A, WNT9A, WNT10B, WNT11,
WIF1, RSPO1, SFRP1, SFRP2, SFRP4, DKK1, FRZB e CDH11 foi realizada pelo método
TagMan no aparelho 7500™ Real Time PCR Systems (Applied Biosystems, California, USA)
através do método comparativo de threshold cycles (Ct). TagMan € um Sistema de emissdo de luz
que aumenta a especificidade da reacdo, especialmente porque ocorre 0 uso de um primer de um
oligonucleotideo modificado como sonda. Essas sondas sao especificas para um seguimento de
gene e apresentam um fluoréforo da posicdo 5’ capaz de absorver a energia em forma de luz emitida
pelo equipamento e dissipar como luz e calor em comprimentos de onda maiores do que o
original®®°, Todos os experimentos realizados foram montados em placas de 96 pocos customizadas
com os genes e primers liofilizados nas placas Custom TagMan Array plates 0,2 mL (Applied

Biosystems, n° cat.4413264), conforme exemplificado abaixo:

Tabela 3: Modelo da placa TagMan customizada usada no experimento

Gene
Symbols

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 18S WNT1 18S WNT1 18S WNT1 18S WNT1 18S WNT1 18S WNT1
B WNT3A | WNT5A WNT3A | WNT5A WNT3A | WNT5A WNT3A | WNT5A WNT3A | WNT5A WNT3A | WNT5A
c WNT9A | WNT10B | WNT9A | WNT10B | WNT9A | WNT10B | WNT9A | WNT10B | WNT9A | WNT10B | WNT9A | WNT10B
D RSPO1 WNT11 RSPO1 WNT11 RSPO1 WNT11 RSPO1 WNT11 RSPO1 WNT11 RSPO1 WNT11
E DKK1 SFRP1 DKK1 SFRP1 DKK1 SFRP1 DKK1 SFRP1 DKK1 SFRP1 DKK1 SFRP1
F SFRP2 FRZB SFRP2 FRZB SFRP2 FRZB SFRP2 FRZB SFRP2 FRZB SFRP2 FRZB
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SFRP4

WIF1

SFRP4

WIF1

SFRP4

WIF1

SFRP4

WIF1

SFRP4

WIF1

SFRP4

WIF1

GAPDH

CDH11

GAPDH

CDH11

GAPDH

CDH11

GAPDH

CDH11

GAPDH

CDH11

GAPDH

CDH11

Todos os experimentos foram conduzidos em duplicata com dois controles para todos os genes
(18S e GAPDH) e as condigOes de reagdo foram previamente determinadas em padronizacfes
anteriores nas mesmas condi¢des do experimento: 50°C por 2 min, 95°C por 2 min., 40 ciclos de
95°C por 15 seg. e 60°C por 1 min.

Para a reacdo, foi adicionada a cada pog¢o 2 ul de amostra de cDNA, 8 ul de agua RNase-free e 10
ul de TagMa®n Universal Master Mix Il (Applied Biosystems, n° cat.4440040) e as placas foram
colocadas no aparelho 7500™ Real Time PCR Systems, nas mesmas condigdes e cada reacao durou

em torno de 2h.

A expressao relativa 6tima de cada gene foi estabelecida por mim através da normalizacdo do qPCR
em relacdo ao gene enddégeno GAPDH, pois foi 0 gene para 0s quais se obtiveram os menores
indices de variagOes para as amostras testadas. O GAPDH é frequentemente usado como controle
endogeno para qPCR porque, em alguns sistemas experimentais, sua expressao € constante em
tempos diferentes e apds a manipulacdo experimental. O modelo escolhido utilizado foi o da
avaliacdo da expressdo relativa (r) entre o gene alvo e o gene enddgeno através da diferenca entre
os valores de Ct do gene enddgeno e dos valores de Ct do gene alvo (ACt = Ct do gene alvo —
média dos Cts dos genes enddgenos) desconsiderando a correcao da eficiéncia[195].
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Introducao

Doencas cronicas sdao enfermidades de progressdo lenta e longa duracdo, podendo ter poucos
sintomas ou terem sintomas variados e inespecificos (considerados somaticos), acompanhando o
paciente durante toda a sua vida. Dentre as doencas cronicas articulares existem as artropatias
inflamatorias, que acometem as articulacdes, tecidos periarticulares, além de 6rgdos e sistemas 12,
Nessas enfermidades os pacientes podem apresentar erosdo ou proliferagdo 6ssea*®, dependendo
das caracteristicas proprias de cada uma. A via Wnt, que participa da regulacdo do metabolismo
0sseo bem como também atua na regulacdo de diversos processos biologicos dentre os quais
podemos citar envelhecimento, canceres, doencas metabdlicas, neurais, hepaticas, renais,
pulmonares, dermatoldgicas dentre outras®. Tratamentos medicamentosos eficazes existem, mas
em geral, apenas para 0s pacientes com erosdo 0ssea. Esses medicamentos sdo: anti-inflamatorios
ndo-esteroides, corticoides, DMARD’s do inglés Disease modifying antirheumatic drugs (droga
antirreumatica que modifica a evolugdo da doenga) e bDMARD’s do inglés Biological disease
modifying antirheumatic drugs (droga antirreumatica biologica que modifica a evolucdo da
doenca), porém muitos pacientes se tornam refratarios a essas medicacOes’. Para os pacientes
acometidos por artropatias que causam a proliferacdo 6ssea, ndo existem muitas opcoes de famacos
eficazes para tratamento que inibam a osteoproliferacdo tecidual®. Assim, o estudo das vias de
sinalizacdo envolvidas na fisiopatologia das artropatias que cursem com osteoproliferacdo pode
identificar novos alvos terapéuticos para o desenvolvimento de farmacos que possam diminuir a

erosao e a proliferagdo 6ssea.

Associadas a essas dificuldades de tratamento e devido aos massivos avangos tecnolégicos do
século 21, principalmente apds a conclusdo do Projeto Genoma Humano em 2001°, a abordagem
do estudo das doencas passou a ser também genética. Na area das doencas reumaticas podemos
destacar alguns exemplos. Ha estudos em desenvolvimento na literatura utilizando genes
antagonistas e agonistas sendo usados como medicamentos, como por exemplo:

- Suplementacdo com DKKZ1: nesse estudo de 2017 os autores suplementaram células de AR com
solucdes exogenas de DKKL1 e encontraram que essa suplementacéo reduziu significativamente os
niveis da proteina B-catenina, causando um efeito antagonista no ciclo. Eles também encontraram

que sob condi¢des bésicas, que apenas FLS de AR expressou WNT5A e que DKK1 aumentou o
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nivel de WNT5A em FLS de AR, evidenciando a relacdo proxima entre DKK1 (antagonista) e
WNTS5A (agonista)®®.

- Suplementacdo com RSPOL: estudo de 2010, usando esse gene como um potencial terapéutico
qguando administrado em um modelo murino de artrite inflamatoria que resultou em melhora da
diferenciacdo osteogénica, mineralizacdo, formagdo de noddulos e, entretanto, inibiu a
osteoclastogénese. Isso provavelmente contribuiu para a protecdo dos ossos e cartilagem de
sofrerem dano erosivo®!.

- Suplementacdo com SFRP4: estudo de 2014, usou esse gene e entendeu que esse antagonista é
capaz de inibir o crescimento de células tronco de cancer (CTC) e também transformou essas
células em mais responsivas a quimioterapia. Portanto, esse trabalho sugere que SFRP4 pode ser
usado como um inibidor viavel de CTCs em varios tumores*?.

Portanto, nesse trabalho, a expressao dos agonistas e antagonistas da via WNT foi analisada in vitro
em cultura de FLS. Mas, é importante ter em mente que ensaios in vitro podem nao revelar o
espectro inteiro da atividade de sinalizagdo, pois ndo refletem a complexidade das interagdes

celulares e alguns componentes da via como co-receptores podem ndo estar presentes.

Esta pesquisa foi feita usando fibroblastos sinoviais de pessoas acometidas pelas seguintes
artropatias: artrite reumatoide (AR), artrite psoriasica (AP) e espondilite anquilosante (EA) para
investigar a expressao genética de agonistas e antagonistas da via Wnt. Devido a patogénese destas
doencas serem fortemente influenciadas pela producdo local de citocinas, nés mensuramos a
expressdo génica utilizando a técnica de qRT-PCR apds estimulo das FLS com as citocinas IL-17,
IL-22 e a TNF-a.
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Material e Métodos

Pacientes

Sete pacientes participaram desse estudo: 2 com artrite psoriasica, 4 com artrite reumatoide e 1
com espondilite anquilosante. Estes diagnésticos foram definidos de acordo com os seguintes

critérios:
- para a AR sdo segundo os critérios do Colegio Americano de Reumatologia (ACR) de 1987,

- para as EPAs sdo segundo o Grupo Europeu de Estudos das Espondiloartrites (GEEE) de 1991.
Mais recentemente foram definidos os critérios pela Assessment of Spondyloarthritis International

Society (ASAS) em 2009 para a espondilite axial e em 2011, para a espondilite periférica.

Os pacientes estavam em acompanhamento no ambulatério de espondiloartrites do Servico de
Reumatologia do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG),

conforme tabela 1 dos dados dos pacientes.
Cultura de FLS

Os pacientes do estudo tinham a indicacdo de passarem por uma artrocentese de acordo com a
avaliacdo do médico assistente. A artrocentese (colecdo de fluido sinovial) foi realizada ap6s
anestesia local com 1% de lidocaina sem vasoconstritor, em uma seringa heparinizada (5000 U /
ml solucdo) até o maximo esvaziamento para melhor alivio do paciente. O liquido foi entdo
transportado imediatamente em tubos conicos estéreis, foi diluido em DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle Medium) meio estéril de cultura e centrifugado a 1200 rota¢Ges por minuto (rpm)
por 15 min. Apos a contrifugacdo, o supernadante foi descartado e o pellet de células foi
armazenado para o cultivo dos fibroblastos e congelado com uma cultura composta de 70% de Soro
fetal bovino (SFB), 22% de DMEM e 8% de Dimetil sulféxido (DMSO) em criotubos. Essas
células permaneceram assim por cerca de 24 horas a -20°C e depois foram transferidas para o
nitrogénio liquido (-196°C).

As amostras foram gradualmente descongeladas em gelo, transferidas para tubos cénicos de 15 ml
com meio DMEM stéril enriquecido com 10% de SFB, 1% de solugdo de antibiotico
(estreptomicina/penicilina/solucdo de anfotericina B) e 1% de aminoacidos ndo essenciais. Toda a

manipulacgéo foi feita em capela de fluxo laminar usando técnicas assépticas.
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As células descongeladas de fibroblasto foram colocadas em garrafas de cultura, contendo meio
DMEM enriquecido com 10% de SFB, solucéo de 1% de antibidticos e solugdo de 1% de amino
acidos nao essenciais. Elas foram transferidas para a estufa de cultura onde foram mantidas a 37°C
e com 5% CO». As trocas de cultura foram feitas em uma capela de fluxo laminar previamente
limpa a cada trés dias ou quando se detectava mudanca de pH (avaliada pela mudanca de cor do

meio).

Ap0s atingirem a confluéncia maxima ou o tempo maximo de cultivo até a nona passagem, as
células foram lavadas duas vezes com solucéo estéril de PBS e removidas enzimaticamente com 6
ml de solucdo 0,05% de tripsina em 0,02% de EDTA. Apos adicionar a solucdo de tripsina, o
conteudo das garrafas de cultura foi neutralizado ao adicionar trés vezes o volume de PBS estéril
a cada garrafa. Esse conteudo foi transferido com uma pipeta plastica estéril para tubos de 50 ml e
foi centrifugado a 2000 rpm por 5 min. O supernadante foi descartado e os fibroblastos foram
semeados em quantidades iguais, ap6s contagem manual na camera de Neubauer: uma diluigéo foi
feita na qual 10 ul do precipitado da amostra foi adicionado a 90 ul da solucdo de azul de tripano
em uma placa de 96 pocos. Apds a homogeneizacdo, essa solucdo teve 10 ul de seu volume
transferido para a camera de Neubauer, onde as células foram contadas com a auxilio de um
microscopio optico e um aumento de 40x. O namero total de células foi obtido ao multiplicar o
namero de células encontradas pelo fator de dilui¢do, nesse caso, 10. O namero encontrado foi
entdo dividido pelo nimero de quadrantes contados, nesse caso, 4. Finalmente, o nimero foi
multiplicado por 10.000, que € a corre¢do de fator por ml. Entéo, o valor estimado para a quantidade
de células para cada garrafa de cultivo foi encontrado.

O precipitado foi igualmente dividido entre cada um dos 4 pocos com 2 ml de meio DMEM
contendo 10% de SFB, 1% de solucdo de antibidtico e 1% de aminoacidos ndo essenciais e mantida
por 24h, dentro das mesmas condic¢des anteriores. Apos, em uma capela de fluxo laminar, 0 meio
foi cuidadosamente removido e descartado. Cada pog¢o da amostra cultivada foi lavado 2x com o
meio DMEM 1% de SFB. Todos os 4 pocos receberam 2 ml de meio DMEM com 1% de SFB. O
segundo poc¢o também recebeu 10ng/ml de solucédo de citocina IL-17. O terceiro pogo recebeu a
adicédo de 1 ng/ml de citocina IL-22 e o quarto poc¢o recebeu 10 ng/ml de TNF-a. Essas quantidades
especificas de citocinas foram anteriormente definidas em um estudo prévio realizado no mesmo

laboratdrio®.
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Culturas foram mantidas com os estimulos por 24 horas. Ap6s esse periodo, o sobrenadante foi
descartado e as células foram extraidas enzimaticamente com 500 ul de solucéo de tripsina 0,05%
em 0,02% de EDTA e neutralizada ao se adicionar 3x o volume de solucdo de PBS estéril a cada
poco. Esse conteudo foi transferido usando uma pipeta estéeril para um tudo conico de 15 ml,
centrifugado a 2000 rpm por 5 min entdo o supernadante foi descartado. O precipitado foi

congelado a -80° C até o uso.
Extracdo de RNA, transcricdo reversa e gPCR

As extragcdes de RNA foram feitas usando o kit de extracdo RNeasy® (Qiagen, EUA, cat 79254)
seguindo as recomendac@es do fabricante. Ao final, o total de RNA eluido de cada amostra foi
aliquotado e quantificado usando o espectrofotometro NanoDrop® 2000c usando 260/280. O RNA

extraido foi armazenado no freezer -80° C até o seu uso.

A transcricdo reversa foi feita usando o kit Superscript® Il (ThermoFisher Scientific, EUA, cat

18080051) de acordo com as recomendacdes do fabricante.

A guantificacdo da expressao de WNT-1, WNT3A, WNT5A, WNT9A, WNT10B, WNT11, WIF1,
RSPO1, SFRP1, SFRP2, SFRP4, DKK1, FRZB e CDHL11 foi feita utilizando o método TagMan
no aparelho 7500 ™ Real Time PCR Systems usando o método comparativo de ciclos threshold
(Ct). Todos os experimentos foram feitos em placas de 96 pocos customizada com 0s 0S genes e
primers liofilizados na placa TagMan 0.2 mL (ThermoFisher Scientific, EUA, cat 4413264).

As PCRs para avaliacdo de cada gene foram feitas em duplicata com o controle GAPDH
(gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase) e as reacdes foram determinadas em testes padrdes feitos

nas mesmas condicdes experimentais.

A expressdo relativa 6tima de cada gene foi estabelecida ao se normalizar o qPCR em relacdo ao
GAPDH endogeno. Esse gene foi o utilizado pois, para ele, foram encontradas as menores taxas de
variacdo para as amostras testadas. GAPDH é geralmente utilizado como controle endégeno para
0 gPCR pois, em alguns sistemas experimentais, sua expressao é constante em tempos diferentes e

ap6s a manipulagio experimental*>4,
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Analise Estatistica

As analises estatisticas foram feitas usando o software PrismaR. Os testes de normalidade foram
feitos pelo W-teste de Shapiro-Wilk. Varidveis continuas que seguiram uma distribuicdo normal
foram analisadas pelo teste paramétrico ANOVA e pos teste de TUKEY. J4 as variaveis continuas
que ndo seguiram uma distribuicdo normal foram analisadas pelo teste ndo-paramétrico de
Krunskal-Wallis ou Mann-Whitney teste-U com Dunn-Bonferroni’s. Todas as analises estatisticas

foram feitas usando o nivel de significancia de a.= 0.05.
Resultados e Discussao

O perfil de expressdo génica de 16 genes, sendo eles agonistas e antagonistas da via WNT, foi
tracado utilizando a metodologia qRT-PCR. Os FLS foram estimulados, in vitro, por 24 horas, sem
(control) e apds tratamento com IL-17 (10ng/ml), IL-22 (1ng/ml) e TNF-alfa (10ng/ml). As células
foram provenientes de 7 pacientes, sendo 4 com diagnostico de AR, 2 com AP e 1 EA. A expressao
génica dos FLS dos pacientes com diagnostico de AP e EA foram considerados em conjunto como

EpA. As caracteristicas clinicas e demogréaficas dos pacientes sdo mostradas na tabela 1.

Tabela 1: Caracteristicas clinicas dos pacientes

AR EA AP TOTAL
Tamanho amostra 4 1 2 7
Género (% mulheres) 75 0 50 62,5
Idade (anos) 54,75 40 51,5 48,75
Duragdo sintomas (anos) 34,5 15 17,15 22,33
Fator reumatoide positivo 50 N/C 50 33,33
VHS (mm/15t hora) N/C N/C N/C N/C
PCR (mg/L) 22,3 N/C 40,25 31,27
Uso corticoides 3,145 Nao 0,375 1,76
Uso diario de prednisona N/C N3o N/C N/C
Uso de AINE’s (%) N/C N3o N/C N/C
Uso de DMARD sintético (%) N/C N3o N3o N/C
Uso de DMARD bioldgico (%) N/C N3o N3o N/C

AR= artrire reumatoide, EA= espondilite anquilosante, AP= artrite psoriasica, N/C: ndo consta,

VHS= velocidade de hemossedimentacéo.

Neste estudo avaliamos também a expressao do gene da caderina-11 (CDH-11), apesar de ele ndo
integrar a via de sinalizagdo WNT. A CDH-11 é considerada uma molécula de adesdo especifica
dos fibroblastos sinoviais'®>. Como apresentado na tabela 2, nossos resultados mostram que a

expressao de CDH-11 ndo se alterou significativamente apos estimulo quando comparada aos FLS
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n&o estimulados. Este resultado era esperado, uma vez que a CDH-11 é um marcador de FLS¢-18
a avaliacdo de sua expressdo foi incluida nesse estudo para confirmar a natureza fibroblastica das

células utilizadas.

Tabela 2: Expressao de caderina-11 em FLS sem e apds estimulo com IL-17, 1L-22 e TNF-
alfa.

Gene Mean Fold- Tratamento P Média Desvio padrédo
change
1,08 Controle 0,0931 0,4000 0,1631
0,96 IL-17 0,3550 0,1489
CDH-11
1,66 IL-22 0,6125 0,08539
1,67 TNF-o 0,6180 0,2408

* Para a andlise estatistica da variacdo da expressédo de CDH-11 foram considerados os dados paramétricos. FLS:

fibroblastos do tipo sinovidcitos; CDH-11: caderina-11

A Figura 1 e Tabela 2 mostram a expressdo dos genes antagonistas e agonistas da via WNT sem
estimulo (control) e apo6s estimulo com IL-17, IL-22 e TNF-alfa em FLS de pacientes com AR e
EpA. Observou-se uma reducdo estatisticamente significativa da expressédo do gene WNT9A nos
FLS de pacientes com EpA ap6s estimulo com IL-22 e TNF-alfa, e uma subexpressdo apos o
estimulo com a IL-17. Os resultados de sua reduzida expressdo no grupo das ARs podem indicar
que esse gene tem um papel na proliferacdo 0ssea porque, na erosdo, como ocorre na AR, sua
expressdo esta reduzida. Um estudo de 2006 indicou que esse gene estd envolvido na conservagao
das articulagdes. Em camundongos, a menor expressdo desse gene resultou em um aumento na
maturacao de condrécitos e formacdo endocondral dssea. Estudos in vitro mostraram que a sua
expressio estd reduzida durante a diferenciacdo de células tronco mesenquimais em adipocitos®.
Neste caso, pode ser entendido da superexpressao que ha uma tendéncia a erosdo 0ssea, pois ela
ocorre no grupo das ARs. A sub expressdo que ocorre no grupo das EpAs com o uso do estimulo
IL-17 pode ser devido ao uso dessa citocina, pois ela promove a reabsorcdo 6ssea???, que € o
efeito exatamente oposto ao que ocorre no curso dessas doencas: proliferagdo 6ssea. Com o uso do

estimulo 1L-22, houve uma super expresséo no grupo das EpAs.
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Tabela 3. Expressdo dos genes antagonistas e agonistas sem estimulo (control) e apds estimulo com IL-17, IL-22 e TNF-

alfa em FLS de pacientes com AR e EpA.

Tratamento
CONTROL IL-17 IL-22 TNF-ALFA P VALUE
DKK1 AR® 0,2100 (0,1600-3,870) 0,8250 (0,4800-1,170) 0,8400 (0,4100-3,530) *0,8881°
0,6250 (0,2750-2,373)
DKK1 EPA? 4,920 (0,2500-9,590) 1,850 (0,3800-3,940) 1,990 (0,3400-2,210) *0,7425"
FRZB AR? 2,980 (0,5200-18,69) 8,370 (1,960-9,430) 2,740 (0,8200-10,57) *0,1316°
0,1600 (0,0650-1,645)
FRZB EPA® 9,135 (0,1900-18,08) 0,4300 (0,09000-15,48) 0,7400 (0,4100-7,530) *0,6260°
3 SFRP1 AR® 11,39 (+9,476) 0,6150 (+0,7425) 8,875 (+-9,952) *0,1167¢
-2 0,8617 (+-0,8582)
S SFRPLEPA® ND ND ND ND
©
]
b SFRP2 AR® 2,817 (+0,1401) 4,017 (+-2,611) 8,430(+-6,365) *0,1032¢
7 (+-0,0057
SFRP2 EPAC 03867 (+-0,0057) ND 2,115 (+-2,454) 33,03 (+-32,98) *0,3163"
SFRP4 AR® 2,947 (+-2.262) 1,905 (+0,3041) 2,640 (+-1,971) *0,0935¢
SFRP4 EPA 02700 (+-0,1458) ND 9,123 (+-9,846) 8,363 (+-1,218) *0,0720"
WNT11 AR 0,9000 (+0,6223) 1,115 (+0,7425) 2,137 (+-1,268) *0,7418¢
2,280 (+-2,311)
WNT11 EPA® ND 0,5250 (+0,2616) 1,980 (+-1,853) *0,6924¢
WNT5A AR® 1,110 (+0,3122) 2,950 (+-4,211) 7,258 (+-5,471) *0,0592¢
0,4780 (+-0,2664)
WNT5A EPAC ND 9,123 (+-9,846) 8,363 (+-12,18) *0,3962¢
WNTIA AR? 0,4700 (0,1200-0,8200) 0,4200 (0,1400-0,4500) 0,9350 (0,4600-0,410) *0,5662°
0 0,9800 (0,200-1,180)
S WNTIAEpA® ND 0,2900 (0,2000-0,3800) 2,540 (0,4100-4,670) 0,0398°
c
S  WNTL0B AR? 2,660 (1,000-25,06) 5,510 (3,960-7,140) 6,470 (1,690-11,25) *0,0920°
< 0,7850 (0,2750-1,258)
WNT10B EpA® 12,30 (0,2800-24,31) 1,425 (1,120-1,730) 1,850 (1,440-29,81) *0,1953
RSPO1 AR® 3,367 (+-8,363) 1,425 (+0,4596) 5,577 (+-4,311) *0,0853¢
0,8700 (+-0,6052)
RSPO1 EPA® ND 2,100 (+-1,428) 9,127 (+-12,35) *0,4259¢

2 Dados apresentados como mediana (percentil 25th-75th); °Krunskal-Wallis/Mann-Whitney teste com corregdo
Dunn-Bonferroni ; ¢ dados apresentados como média +- desvio padrdo; 9teste ANOVA + pds-teste de TUKEY

ND: néo detectado (abaixo do limite de detecg¢éo).

Os testes de normalidade foram feitos pelo W-teste de Shapiro-Wilk. Variaveis continuas que seguiram uma
distribuicdo normal foram analisadas pelo teste paramétrico ANOVA e pds teste de TUKEY. Ja as variaveis

continuas que nao seguiram uma distribuicdo normal foram analisadas pelo teste ndo-paramétrico de Krunskal-

Wallis ou Mann-Whitney teste-U com Dunn-Bonferroni’s. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001

A Figura 1 e tabela 3 mostram que houve variacdo na expressdo génica com 0s seguintes genes
antagonistas DKK1, FRZB, SFRP1, SFRP2, SFRP4, WNT-11 e agonistas WNT5A, WNT-10B e
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RSPO1, mas estas ndo foram estatisticamente significativas. Dessa forma a hipdtese de que 0s
estimulos alterariam a expressdo desses genes foi rejeitada. Sendo assim faremos uma discussao
dos achados para esses genes com base na literatura publicada até 0 momento. Como alguns genes
sdo recém descobertos e ainda nao foram estudados separadamente, ndo ha dados disponiveis para

todos os genes com todos os estimulos.
ANTAGONISTAS

DKKZ1 é secretado pelos FLS em resposta a varios estimulos e tem um papel fundamental na
ativacdo e inibicio dos osteoclastos e na erosdo 6ssea?. Esse gene tem sua expressao mediada pela
B-catenina e sua interacio direta com LRP5 / 624, Estudo de 2007 mostrou que a expressio desse
gene aumenta nos FLS de pacientes com AR e que quando o anticorpo anti TNF-o foi usado como
estimulo, reduziu os niveis de DKK1 no soro desses pacientes. A concentracdo de DKK1 no soro

de pacientes com AP era menor quando comparada com controles saudaveis?>.

Nesse estudo hipotetizamos que quando ha estimulo com TNF-a no grupo AR, um aumento de
expressdo ocorreria. 1sso poderia ser explicado porque um dos efeitos dessa citocina é aumentar a
reabsorgao 6ssea?®, que de fato ocorre nessa doenca. A reducdo da expressio que ocorria no grupo

das EpAs o que também corrobora com os dados encontrados na literatura.

O gene FRZB (SRFP3) tem um papel importante na morfogénese 6ssea. Em um estudo de 2017,
pesquisadores analisaram o seu papel no tecido sinovial de pacientes com sintomas precoces de
osteoartrite no joelho e encontraram que a sua expressao reduzida é associada com a progressédo da
doenca?’. A super expressao que ocorreria no grupo das EpAs devido ao uso do I1L-22 é consistente
com os dados encontrados na literatura pois, sendo um grupo de osteoproliferagdo 6ssea; é possivel
perceber que seus efeitos serdo os contrarios aos efeitos das doencas em que ocorrem erosdes

Osseas.

Com o gene SFRP1 um estudo de 2005 mostrou que esse gene media a perda dssea?®. Estudo in
vivo corroborou com esse estudo ao mostrar que ratos transgénicos com super expressao de SFRP1

apresentaram uma reducdo na densidade 6ssea mineral devido a reduzida formagao 6ssea®.

A expressao de SFRP2 foi encontrada nas células tronco mesenquimais e também nos ultimos

estagios da diferenciagdo osteoblastica. Estudo de 2008, demonstrou que h& uma super expresséo
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de SFRP2 em células de mieloma maltiplo e que um aumento resulta em reduzida formagao 6ssea

através da inibicdo da via candnica de sinalizagio?’.

Estudo em camundongos mostrou que com o gene SFRP4 ocorreria um aumento na expressao
desse gene por ele ter uma influéncia negativa no pico da densidade 6ssea mineral®. Esse efeito
foi confirmado em camundongos nos quais SFRP4 foi super expresso®l. Camundongos knockout
mostraram um aumento na massa do 0sso trabecular e reduziram a espessura do 0sso cortical,
portanto, estudos relacionam esse gene a densidade 6ssea mineral®>33, O efeito da IL-17 poderia
causar uma sub expressdo desse gene devido a essa citocina ser inibitoria da sinalizagdo WNT343,
Estar sub expresso pode significar que esse gene ndo foi capaz de inibir a sinalizacdo
constantemente porque, como mencionado anteriormente, as amostras foram colhidas em momento
de plena osteoproliferacdo das doencas. Naquele momento, os fatores pro-inflamatérios poderiam

estar mais ativos causando a AR,

O gene WNT-11 ainda precisa de mais investigacdes sobre seu papel, pois até 0 momento ha dados
de que atua como antagonista ou como agonista. Esse gene é expresso em células-tronco
mesenguimais humanas e sua expressdo aumentou durante a diferenciagcdo osteogénica o que indica

que ele tenha um papel potencial na diferenciacdo de osteoblastos®’ 8,

Com o gene WIF1 ndo houve amplificacdo de expressdo o suficiente para uma andlise estatistica o
que pode ser devido a uma expressdo tardia do gene, ndo expressao do gene monolitico ou sua
expressdo pode depender mais fortemente das interagdes entre os genes para que se expresse®.

AGONISTAS

Em um estudo de 2017 os autores relataram que o gene RSPO1 promove a osteogénese ao ativar a
sinalizac&o candnica e resgatar a perda 6ssea*®. Em células progenitoras mesenquimais, o nivel de
secrecdo desse gene foi significativamente regulado por estimulacdo vibratdria e administragdo
sistémica de seu recombinante. Houve também um aumento na taxa de aposicdo mineral dssea

recombinante e volume dsseo em trés modelos de osteoporose relacionada a idade®!.

Estudos in vitro mostraram que o Wnt-5A na presenca de Fz4 e LRP5 pode ativar a via Wnt
candnica em varias linhas celulares e que a sua super expressao resulta em uma maior degradacao
de B-catenina*?. A mesma sinalizacdo foi demonstrada in vivo no desenvolvimento do cranio de

camundongos com super expressao desse gene. Esses resultados sugerem que esse gene exerce seu
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efeito no metabolismo dsseo principalmente através da sinalizacdo ndo candnica, mas ainda faltam
estudos sob condicdes fisiologicas adequadas?’. Estudos experimentais pré-clinicos com IL-17
indicam que essa citocina promove a reabsorcdo 6ssea imediata em AR, Portanto, a hipotese é de
que a super expressdo de WNT5A com esse estimulo corrobora com os achados na literatura, pois
ocorre erosao Gssea nesses pacientes. Isso também explicaria se houvesse uma sub expressao com
0 mesmo estimulo no grupo das EpAs, grupo com proliferagdo 6ssea. Por outro lado, super
expressdo com TNF-o poderia ser devido a uma das funcdes dessa citocina que é promover a
osteoclastogénese®, isto é, a erosdo 6ssea que ocorre na AR. Com 0 uso dos estimulos 1L-22 e
TNF-a, haveria também uma sub expressdo no grupo das ARs e com o uso de IL-17 e também sub
expressdo no grupo das EpAs*.

Estudos indicam que a WNT10B tem um papel fundamental na regulacdo e diferenciacdo do
precursor de células mesenquimais em osteoblastos ou adipdcitos. Estudos com camundongos
mostraram que uma massa 6ssea reduzida foi observada devido a diminui¢do da funcdo e nimero
de osteoblastos?’. Superexpressdo com o uso do estimulo I1L-22 poderia ocorrer, pois essa citocina
age no complexo de justaposicdo entre a erosdo e a osteoproliferagdo dssea* indicando que pode
ter um papel tanto na proliferacdo quanto na erosdo 6ssea. Essa funcdo dupla da citocina também
poderia explicar porque no grupo das EpAs houve uma sub expresséo desse gene.

Nos genes WNT1 e WNT3A, apesar de terem sido feitos os experimentos ndo houve variacdo de
expressdo génica o suficiente para gerar uma andlise estatistica. 1sso pode ter ocorrido devido a
uma expressao tardia do gene, ndo expressao do gene monolitico ou sua expressdo pode depender

mais fortemente das interacdes entre os genes para que se expresse®®,

Conclusdes vocé ndo escreveu sua conclusdo. Seu leitor tem que saber aqui na

conclusdo seus resultados mais importantes, de forma resumida.

A maioria dos resultados desse estudo foram ndo alcancaram significancia estatistica com excecao
do resultado de WNT9A no grupo das EpAs. Alguns fatores podem ter contribuido para esses
resultados como: baixo nimero amostral, estimulo ndo completo em condigdes in vitro, pois foram
desconsideradas as interagdes entre 0S genes e entre os antagonistas e agonistas. Dessa forma mais
estudos tornam-se necessarios para que se possa confirmar ou ndo que os estimulos com as

citocinas ndo afetam a expressao dos genes antagonistas e agonistas.
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6.1.2 PERSPECTIVAS FUTURAS

Esse é um trabalho descritivo, que traz um viés original ao agregar, no mesmo estudo, amostras
que tiveram suas expressdes medidas para ambos antagonistas e agonistas com o0 uso de trés
estimulos com as seguintes citocinas IL-17, 1L-22 e TNF-alfa citocinas na via WNT.

Como foram utilizadas apenas 7 amostras, € necessario, em trabalhos futuros, incluir mais amostras
para expandir o conhecimento sobre esses genes. Alguns sdo muito bem caracterizados pela
literatura como 0 DKK1 e o RSPO1 e outros possuem um conhecimento mais limitado como o
WIF1, WNT3A e WNTL11. Essas diferencas no conhecimento desses genes sugerem que estudos
adicionais ainda sdo necessarios para que sejam desvendadas as funcdes de cada gene e que se
possa compreender dinamicamente as interagdes de cada grupo regulador na fisiopatogénese das

doencas estudadas.
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7.0 ANEXQOS
7.1 ANEXO 1- TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

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 (o) Sra./Sr., Vocé foi convidada (0) a participar deste estudo porque o seu médico lhe indicou a realizacéo de
uma pungdo articular com ou sem uso de medicacéo intra-articular. Este procedimento é realizado com a introdugao
de uma agulha dentro da articulaco (junta) que esta inflamada, com a finalidade de retirar o liquido sinovial (liquido
produzido normalmente pela articulagcdo, mas que em determinados reumatismos pode estar aumentado, causando dor
e dificuldade de movimentacdo) e para administracdo de medicamento (CORTICOIDE), quando isso estiver indicado.
Nosso estudo tem por objetivo estudar as caracteristicas da Artrite Psoriasica 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 Psoridsica, podera também participar como controle. O controle é a
pessoa que ndo tem a doenca que est sendo estudada, e as informacdes obtidas com a analise do seu liquido sinovial
serdo comparadas com aquelas das pessoas com Artrite Psoriasica. Neste estudo pessoas com Artrite Reumatoide e
com Espondilite Anquilosante poderdo participar como grupo controle, quando elas tiverem indicacdo de puncéo
articular. Caso aceite participar desse estudo sera pedido apenas que o (a) senhor (a) doe uma amostra do liquido obtido
durante a puncéo 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. Poderd haver leve sensacdo de dor no momento da introdugdo da agulha na articulagéo e sera
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 participacdo. As informacdes obtidas podem ndo ter relacdo direta com vocé, mas
poderdo servir para compreender melhor como a Artrite Psoriasica afeta nossa populacdo. 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 Celso,175 / 2 o 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 cépia deste
termo de consentimento para ler antes de assina-lo, que os detalhes do projeto me foram explicados e que manterei
uma cépia deste consentimento comigo.

Nome do paciente:

Assinatura do paciente: Data:

Nome da testemunha:

Nome do pesquisador:

Assinatura do pesquisador: Data:




7.2 ANEXO 2- APROVACAO DO COMITE DE ETICA

UN]\"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 relatdrio final ou parcial devera ser encaminhado ac COEP um
ano apos o inicio do projeto.

J

Profa. Maria Teresa Marques Amaral
Coordenadora do COEP-UFMG

Av. Pres. Antonio Carioz, 6627 — Unidade Administrariva I - 2%andar — Saia 2005 — Cep:31270-901 - BH-MG
Telefax: (031) 3409-4592 - ¢-mail L coepeiprpg uling br
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