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RESUMO

A osteoartrite € uma doenca articular degenerativa, progressiva e irreversivel para a qual
ndo ha, atualmente, alternativas terapéuticas eficazes. O objetivo do presente estudo foi
investigar se o tratamento com sinvastatina poderia exercer efeitos sobre a evolucdo e os
sintomas da osteoartrite. Para tanto, foi utilizado o modelo de osteoartrite em joelhos induzida
por resseccdo dos ligamentos cruzado anterior e colateral medial e do terco anterior do
menisco medial em ratos Wistar-Hanover machos. Os animais foram divididos em grupos de
acordo com a realizacdo de cirurgia (ndo operados, falso-operados ou operados) e o
tratamento recebido (salina, sinvastatina nas doses de 1, 10 ou 20 mg/kg/dia ou cetoprofeno
10 mg/Kg/dose). A sinvastatina foi administrada por gavage por 45 dias, enquanto que o
cetoprofeno foi administrado por via subcutanea 1 hora antes dos testes. A avaliagdo dos
sintomas foi realizada por teste de incapacitancia, teste de hipersensibilidade tatil, teste de
hipernocicepcéo térmica e teste de campo aberto. O teste de incapacitancia demonstrou que
animais com osteoartrite apresentam menor apoio de peso no membro afetado pela
osteoartrite quando comparados aos animais falso-operados. Os tratamentos com sinvastatina
20 mg/Kg/dia e com cetoprofeno 10mg/Kg aumentaram significativamente a propor¢do de
peso apoiado sobre 0 membro operado. Nao foi possivel demonstrar diferencas significativas
entre 0s animais operados e 0s ndo-operados nos testes de hipersensibilidade tatil,
hipersensibilidade térmica e de campo aberto. A avaliagdo histoldgica pelo escore de OARSI
demonstrou o desenvolvimento de osteoartrite no modelo utilizado e que o tratamento com
sinvastatina 20 mg/kg/dia reduziu significativamente a lesdo condral quando comparado aos
animais operados que receberam salina. A avaliagdo dos cortes histoldgicos através de imuno-
histoquimica para NFkappaB p65 fosforilado, caspase 1 e IL-17 demonstrou que as

articulacbes osteoartriticas apresentaram, em comparagcdo com articulacdes nao-operadas,
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aumento da expressdao de NFkappaB p65 e de caspase 1 na cartilagem hialina tibial, bem
como de NFkappaB p65 fosforilado e IL-17 na membrana sinovial. Ndo foram encontrados
niveis significativos de NFkappaB p65 e de IL-17 na cartilagem hialina. O tratamento com
sinvastatina reduziu significativamente a expressdo de caspase 1 na cartilagem hialina e de
NFkappaB p65 fosforilado, caspase 1 e IL-17 na membrana sinovial. Em conjunto, os
resultados do presente estudo demonstrou que sinvastatina reduz a progressao da osteoartrite e
seus sintomas em um modelo experimental, sugerindo e que as estatinas podem ser Uteis para

o0 tratamento dessa doenca.
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ABSTRACT

Osteoarthritis is a degenerative joint disease, progressive and irreversible for which there are
not effective treatments nowadays. The objective of this study was to evaluate possible effects
of treatment with simvastatin in osteoarthritis’ symptoms and evolution. Knee osteoarthritis
was generated in Wistar-Hanover male rats by transection of the anterior cruciate and medial
collateral ligaments and resection of the anterior third of the medial meniscus. The animals
were divided in groups according to the surgery (nonoperated, sham operated or operated) and
treatment (saline, simvastatin 1, 10 or 20 mg/kg/day or ketoprophen 10 mg/Kg/dose).
Simvastatin was administered by gavage for 45 days, while ketoprophen was injected
subcutaneously one hour before tests. The symptoms of osteoarthritis were evaluated by
incapacitance test, tactil hypersensitivity test, thermal hypernociception test and open field
test. The incapacitance test demonstrated that rats with osteoarthritis apply less weight in the
affected limb. Treatment with either simvastatin 20 mg/kg/day or ketoprophen increased the
weight distributed to operated limb. It was not possible to demonstrate significant differences
between nonoperated and operated animals in tactile hypersensitivity, thermal
hypernociception or open field tests. Histological evaluation by OARSI score confirmed
osteoarthritis development in this model and demonstrated that simvastatin reduced the
cartilaginous lesion when compared to saline. Expression of phospho-NFkappaB p65,
caspase 1 and IL-17 was evaluated by immunohistochemistry. In osteoarthritic joints of
animals that have received saline it was found increased expression of NFkappaB p65 and
caspase 1, in the tibial cartilage, and of phospho-NFkappaB p65 and IL-17 in the synovial
membrane. Treatment with simvastatin has reduced significantly the expression of caspase 1
in the cartilage and of phospho-NFkappaB p65, caspase 1 e IL-17 in the synovial membrane.

The present study has demonstrated that simvastatin is able to reduce the progression and the



viii

symptoms of osteoarthritis in an experimental model. Its results suggest that statins may be

useful in osteoarthritis treatment.



1. INTRODUCAO

A osteoartrite € uma doenca articular degenerativa caracterizada por lesdo condral,
processo inflamatério sinovial, reacdo do osso subcondral e formacdo de ostedfitos. As
articulacbes acometidas apresentam deformidades, reducdo de mobilidade e dor, resultando
em restricdo funcional (Dieppe, 1998) A osteoartrite é, na verdade, o desfecho comum de
diversas condicdes lesivas a articulacdo. Embora seja estudada como uma unica doenga, €
heterogénea quanto a etiologia, manifestacdes e evolucao, variando de acordo com o fator
causal e a articulagdo acometida (Cooper , 1998). E a doenca osteoarticular mais comum e sua
prevaléncia tende a aumentar com o envelhecimento da populacdo, ja que sua incidéncia

aumenta com o envelhecimento e ndo é reversivel (Woolf, Pfleger, 2003).

Sua exata prevaléncia € de dificil avaliacdo devido ao alto custo de exames
complementares para diagndstico de quadros iniciais, indefinicdes de critérios e por ser,
muitas vezes, assintomatica (Woolf, Pfleger, 2003; Mazzuca et al., 2003). Além disso, a
prevaléncia varia de acordo com a populacdo e com a articulagdo estudada. Sodha et al.
(2005) detectaram osteoartrite da articulacdo trapézio-metacarpica em 94% de mulheres e
85% de homens com idade superior a oitenta anos. Eubanks et al. (2007), em um estudo
realizado com 647 cadaveres, encontraram osteoartrite de articulacBes interfacetarias
lombares em 57% dos individuos entre 20-29 anos, e em 100% daqueles com idade acima de
60 anos. Haara et al. (2003) relataram, apos estudo que avaliou as méos de 3.595 sujeitos, ter
encontrado osteoartrite de interfalangianas distais e proximais em, respectivamente, 44% e

16% da populacéo estudada.

Essa alta incidéncia gera custos expressivos para 0s pacientes e para 0s servicos de saude.

White et al. (2008) estimaram que o custo médio anual da osteoartrite por paciente nos



Estados Unidos seja de US$ 106.145,00, enquanto que Maetzel et al. (2004) estimaram os

custos médios anuais da osteoartrite no Canada em US$ 5700,00.

Atualmente, o tratamento da osteoartrite € baseado em: uso de medicamentos analgésicos,
correcdo de fatores causadores de disturbios biomecanicos da articulagdo e uso de um grupo
de drogas referidas como “drogas de ac@o sintomatica lenta para osteoartrite” (Symptomatic
slow acting drugs for osteoarthritis - sysadoa). Embora este grupo de drogas, que compreende
sulfato de glucosamina, sulfato de condroitina, diacereina, extratos insaponificaveis de
abacate e soja e hialurano, propicie algum efeito analgésico, € consenso que sua agao sobre a
evolucdo da doenca, se houver, € discreta ( Zhang et al., 2008; Zhang et al., 2007; Zhang et

al., 2005).

Assim, a osteoartrite carece, atualmente, de um tratamento eficaz que impeca sua
evolugcdo ou que seja capaz de restaurar as articulagdes lesadas. Além disso, ndo ha estudos
que demonstrem efeitos profilaticos de qualquer droga em pessoas predispostas a desenvolver

osteoartrite.

1.1 Articulacéo e cartilagem normal

As articulacdes sinoviais ou diartrodiais sao estruturas localizadas entre duas
extremidades Osseas modveis, com a funcdo de permitir determinados movimentos. Sao
constituidas por extremidades Osseas recobertas por cartilagem hialina e limitadas pela

capsula articular, formada por tecido conjuntivo resistente. (Hasselbacher, 1998).

A cartilagem hialina € um tecido avascular e aneural que recobre os componentes 0sseos
de articulacOes diartrodiais. Permite movimentos sem atrito, absorve e dissipa as cargas que
incidem sobre a articulagdo. Apresenta como Unico tipo celular os condrécitos, esparsamente
dispostos no tecido, que tém funcédo de sintese da matriz extra-celular e producéo de enzimas

responsaveis por sua renovacdo (Martel-Pelletier et al., 2008). Sua matriz & constituida



principalmente por alta concentracdo de proteoglicanos (agrecanos), envolta em uma densa
rede de colageno tipo I, e grande quantidade de agua. Os agrecanos ligam-se de forma néo-
covalente a moléculas de hialurano, formando um agregado multimolecular de até 100
monodmeros de agrecanos (Hardingham, Fosang, 1992). A presenca de glucosaminoglicanos,
como sulfato de condroitina e sulfato de queratano, atrai moléculas de &gua, permitindo

deformacao reversivel quando a cartilagem é exposta a pressdes (Caterson et al., 2000).

O caréter avascular da cartilagem hialina se deve, provavelmente, a composi¢do da matriz
e a fatores inibidores de angiogénese produzidos por condrécitos, incluindo a troponina-1 e a
condromodulina-1. Essa caracteristica € importante, pois a tensdo de oxigénio no meio é
capaz de alterar o padrdo de resposta dos condrécitos a diversos estimulos (Martin et al.,
2005). Por outro lado, a falta de vascularizacdo dificulta a nutricdo da cartilagem e é
responsavel, em parte, por seu baixo turn-over. Além disso, também dificulta a regeneracéo
da cartilagem, j& que impede o desenvolvimento de resposta inflamatoria local.
Consequentemente, ndo had limpeza da matriz, proliferagdo vascular ou migracdo de
condrocitos para preencher defeitos. Assim, lesdes parciais da cartilagem praticamente ndo
regeneram. Por outro lado, lesbes profundas, que atinjam o o0sso subcondral podem iniciar
respostas vasculares e reparativas, mas o tecido produzido serd fibrocartilagem e ndo

cartilagem hialina (Goldring, Goldring, 2005).

A membrana sinovial ou sindvia é composta por 2 a 3 camadas de células, repousando
sobre tecido conjuntivo frouxo, com células adiposas e vasos sanguineos. Nao apresenta
membrana basal, mas possui ampla rede de capilares fenestrados, responsaveis pela formagéo
e reabsorcdo do liquido sinovial (O'Conell, 2000; Hasselbacher, 1981). E responsavel pela
homeostase articular, remocao de debris, producdo de liquido sinovial e regulagdo de eventos
imunolégicos. Além disso, as células sinoviais produzem diversas citocinas que interferem no

metabolismo da cartilagem articular (Iwanaga et al., 2000).



A homeostase da cartilagem é delicada, dependendo do equilibrio entre fatores
anabolicos e catabdlicos. Os principais fatores anabolicos para a cartilagem sao: fator de
crescimento e tranformagdo (TGF) beta, fator de crescimento insulina-like 1 (IGF-1) e
proteinas morfogenéticas 6ssseas (BMPs), enquanto que os principais fatores catabélicos sao:
interleucina 1 (IL-1) beta e fator de necrose tumoral (TNF) alfa (Roman-Blas, et al. 2007). A
importancia do equilibrio entre fatores anabdlicos e catabolicos é demonstrado pelo
desenvolvimento de osteoartrite em joelhos de animais knock-out para fatores associados a
degradacéo da cartilagem, como IL1-beta, enzima conversora de IL-1 beta (caspase-1), 6xido
nitrico sintase induzivel (iNOS) ou estreptomelisina (Clements et al., 2003). Por outro lado, a
hiper-expressdo de TGF beta pode desencadear surgimento de ostedfitos (Blaney Davidson et

al. 2007).

Os membros da familia TGF beta exercem efeito anabdlico ou reparador sobre a
cartilagem, determinando aumento da expressdo de proteinas da matriz celular, incluindo
agrecanos e colageno. Sao secretados na forma de um precursor dimérico inativo depositado
na matriz extracelular e ativado por clivagem protéica (Zhu, Burgess, 2001). O TGF beta age
em receptores tipo I/11 serina/treonina quinase, que fosforilam as proteinas regulatérias Smads
1, 2, 3,5 e 8, as quais, conjugadas com co-smads, sdo translocadas para o nucleos
determinado transcricdo génica (Roman-Blas, 2007). Esta via € regulada negativamente por
Smads inibitérias 6 e 7 e pela ativacdo de Ras, a qual pode ativar MAP quinases que

fosforilam Smads 2 e 3 e evitam sua entrada no nucleo (Zhu, Burguess, 2001).

O TGF beta também pode antagonizar os efeitos da IL-1 e do TNF alfa, inibindo a
producdo de proteases em condrdcitos estimulados por IL-1, bem como a producdo de
metaloproteinases 9 e 13 e expressdo de genes relacionados a hipertrofia de condrécitos,

induzidos por TNF alfa e IL-1 (Roman-Blas et al., 2007; Chandrasekhar, Harvey, 1988).



As proteinas morfogenéticas 6sseas (BMPs) sdo membros da superfamilia TGF beta
que também apresentam importante papel anabdlico na cartilagem articular. Da mesma forma
que o TGF beta, essas proteinas sdo secretadas em formas inativas e exercem seus efeitos
através de receptores tipo I/ll serina-treonina quinase, resultando na ativacdo de Smads
(Kaiser et al., 2004). Existem relatos que sugerem a ativacdo de outras vias, envolvendo as
MAP quinases, incuindo ERK, JNK e p38, tanto por TGF beta quanto por BMPs (Miyazono

etal., 2001).

O IGF-1 estimula a sintese de proteoglicanos e promove a sobrevivéncia de
condrdcitos (Goldring et al., 2006). E produzido pelos condrdcitos e age em receptores do
tipo tirosina quinase, levando a ativacdo do eixo Grb2-Sos-Ras-Raf-ERK1/2 e de PIK3-akt

(Sachdev, Yee, 2007).

A IL-1 beta é uma das citocinas que exercem efeito mais relevante sobre o
metabolismo dos condrécitos. Produzida principalmente por células sinoviais e macréfagos,
age em condrdcitos inibindo sua proliferacdo, promovendo a producdo de metaloproteinases e
suprimindo a sintese de colageno Il e agrecanos (Goldring et al., 1994; Martin et al., 2005;
Gouze et al., 2001). Embora a maior parte da IL-1 beta seja produzida na sindvia, ha
evidéncias de que os condrdcitos também podem produzi-la ap6s ativacdo de seus receptores
toll-like 4 (TLR-4) (Bobacz et al., 2007). Apds a ativacdo do receptor da IL-1 beta, ha
estimulacdo de uma cascata de sinalizagéo que envolve as pequenas GTPases Rho, Racl e
Ras; as MAP quinases p38, ERK % e JNK, e o fator de transcricdo NFkappaB (Dunne,

O’Neil, 2003; Geng et al., 1996).

Parte dos efeitos mediados pela IL-1 beta sobre a cartilagem ocorre por inducdo da
expressdo de cicloxigenase 2 (COX-2) e de iINOS (Mendes, 2002). A COX-2 sintetiza

prostaglandina E,, que est4 envolvida na degradacdo dos proteoglicanos da cartilagem (Hardy



et al., 2002; Thomas et al., 2002). O efeito da IL-1 beta sobre os condrocitos é mais
proeminente em condi¢Oes de hipoxia, situacdo fisioldgica para a cartilagem normal (Martin,

2005 et al.; Mathy-Hartert et al., 2005).

O TNF alfa, produzido pela sindvia, induz a sintese de diversas enzimas, entre elas,
ADAMTS - 4 e 5(a disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin type I motifs),
metaloproteinases 3, 9 e 13, COX-2 e NOS. Além disso, o0 TNF alfa deprime a produgéo de
componentes da matriz celular (Stevens et al., 2008; Westacott et al., 2000). O TNF alfa
exerce seus efeitos, ap0s interacdo com seus receptores, através de uma cascata intracelular
que envolve, entre outros mediadores, pequenas GTPases, MPAk quinases e os fatores de

transcricdo NFkappaB e AP-1 (Baud, Karin, 2001; Rockel et al., 2009).

1.2 Osteoartrite

1.2.1 Patogénese

A osteoartrite pode ser dividida em formas primaria e secundaria. Embora ambas
compartilhem caracteristicas histoldgicas, diferem quanto aos fatores causais e as articulaces
mais frequentemente acometidas. A forma secundéria pode originar-se de qualquer insulto a
cartilagem articular, incluindo traumas, artrites, hemartrose, meniscectomia, sobrecarga e
instabilidade articular. Ja a forma primaria caracteriza-se pela auséncia de fatores
desencadeantes e pelo acometimento mais frequente de algumas articulagdes: interfalangianas
distais e proximais de maos, trapézio-metacarpicas, acromio-claviculares, quadris, joelhos,

primeiras metatarso-falanginas e inter-apofisarias (Cooper, 1998).

Embora a etiologia da osteoartrite primaria ainda ndo esteja plenamente

compreendida, alguns fatores de risco tém sido descritos. H& indicios do envolvimento de



fatores genéticos, do sexo e de fatores que acarretam sobrecarga articular, como a obesidade.
(Spector et al., 1996; Zhang, Jordan, 2008; Kessler et al. 2003; Hart et al., 1999; Davis et al.,

1989).

Como a estabilidade articular é importante para o correto funcionamento das
articulagdes, a influéncia de fatores que alteram a biomecanica articular na incidéncia de
osteoartrite tem sido pesquisada. A hipotrofia do quadriceps secundaria a osteoartrite de
joelhos, fator que gera instabilidade articular, esta associada a maior velocidade de progressao
da lesdo condral, fendmeno que pode ser amenizado por exercicios de fortalecimento desse
musculo (Peterson, 2002). Além disso, lesdes que geram instabilidade articular ou dano
condral podem deflagrar osteoartrite secundaria. Gelber et al. (2000) demonstraram, em um
estudo prospectivo, que a incidéncia de osteoartrite de joelhos é maior em individuos com

historia de traumas em seus joelhos enquanto adolescentes ou adultos jovens.

Meniscectomias, devido a alteracdo da biomecénica articular, também estdo associadas
ao desenvolvimento de osteoartrite secundaria. Song et al. (2008) demonstraram que apds
meniscectomia medial em ovelhas ha aumento da pressdo a que a porcdo central da
cartilagem tibial esta sujeita e que o local afetado persiste deformado e desidratado por longos
periodos mesmo apds o cessar da carga. Sturnieks et al. (2008) demonstraram, em humanos,
que a meniscectomia também acarreta alteragdes na marcha, aumentando a adugdo do joelho
na fase de apoio da marcha. No entanto, os estudos que demonstram maior incidéncia de
osteoartrite p6s meniscectomia em humanos devem ser encarados com certo cuidado, uma vez
que fissuras meniscais podem ser manifestacdes precoces do processo osteoartritico (Englund,

Lohmander, 2004; Englund et al., 2003).

Embora tenham sido propostas teorias que enfatizem o papel de outras estruturas

articulares, como o 0sso subcondral, na génese da osteoartrite, a maior parte das evidéncias



aponta que essa € uma doenca primaria da cartilagem, que resulta em alteragdes sinoviais e
Osseas (Ashraf, Walsh, 2008). Na osteoartrite, um desequilibrio entre as atividades anabdlica
e catabdlica dos condrdcitos resulta em perda de cartilagem, com conseqiiéncias negativas
sobre a biomecénica articular. O dano condral resulta em processo inflamatério sinovial e
alteracdes do osso subcondral, causando liberacdo de citocinas que interferem na funcdo dos
condrocitos. Como condrocitos adultos tém capacidade limitada de reparar a cartilagem
articular, estabelece-se um ciclo vicioso que resulta em progressdo continua da osteoartrite

(Cesare, Abramson, 2005).

Os condrocitos da cartilagem osteoartritica sofrem alteracdes fenotipicas que resultam
em alteracdo do tipo de colageno produzido (Aigner et al.,1999; Goldring et al., 1988), menor
sintese de glucosaminoglicanos, maior sintese de enzimas que degradam a matriz condral,
favorecimento da calcificagcdo da cartilagem hialina (Kirsch et al., 1997; Johnson et al., 2008)
e de sua invasao por vasos sanguineos (Kirsch et al., 2000; Pullig et al., 2000; Smith, 2003).
Além disso, o processo de degradacdo condral envolve apoptose de condrécitos (Kim et al.

2000; Hashimoto et al., 2004; Hashimoto et al., 1988; Thomas et al. 2007) .

A diminuigdo da sintese de glucosaminoglicanos e o aumento de sua degradagédo
enzimatica, fenbmenos caracteristicos da osteoartrite, causam perda de volume e da
capacidade de deformacdo da cartilagem, resultando em menor capacidade de absor¢do de
impactos. Embora as metaloproteinases e as colagenases também estejam presentes na
cartilagem, as principais enzimas envolvidas na degradagédo dos agrecanos sao as ADAMTS,
que clivam as moléculas de agrecanos proximo ao seu ponto de ligagdo com a molécula de
hialurano, resultando na diminuigdo da capacidade de retencdo de liquido da cartilagem e,
consequentemente, de sua eficAcia mecénica (Caterson et al., 2000; Chockalingam et al.,
2004; Tortorellas et al., 2001; Glasson et al., 2005). J& a acdo das metaloproteinases na

degradacdo da matriz condral pode ser indireta. Patwari et al. (2005) demostraram que a



ativacdo da ADAMTS-4 induzida por IL-1 beta é mediada por metaloproteinase 4, que cliva a

ADAMTS-4 presente em forma inativa nos tecidos.

A sindvia também tem papel importante na osteoartrite, sendo 0s sinovidcitos a
principal fonte de citocinas na articulacdo osteoartritica, entre elas IL1-beta, IL-6 e TNF alfa
(Pelletier et al., 1995; Fan et al., 2007; Pelletier et al., 2001). Biopsias sinoviais realizadas em
63 portadores de osteoartrite de joelho demonstraram espessamento da camada de
revestimento interna, aumento da vascularizacao e infiltrado inflamatorio em pacientes com
diversos graus de severidade de osteoartrite (Smith et al., 1997). Em alguns casos, foi também
observado processo inflamatdrio mais intenso, com formacgdo de panus, em pacientes com

osteoartrite (Yuan, 2004 et al.; Ashraf et al., 2008; Walsh et al., 2000).

Na osteoartrite ha esclerose do osso subcondral, provavelmente resultante de reacdo
6ssea a lesdo condral e as citocinas. O o0sso subcondral esclerético, mais rigido, poderia,
teoricamente, contribuir para a lesdo condral por absorver menos o0s impactos do que o
habitual, embora os dados a esse respeito sejam controversos (Zhang et al., 2000; Hart et al.,
2002). Por outro lado, existem evidéncias que o 0sso subcondral pode exercer outros efeitos
sobre a cartilagem. Experimentos realizados com culturas de células mostram que
osteoblastos do osso subcondral de articulagbes osteoartriticas podem induzir alteracGes
fenotipicas em condrdcitos. Entre esses efeitos, encontram-se a diminui¢do da producéo de
agrecanos e colageno Il e o aumento da sintese de metaloproteinases 3 e 13 (Sanchez et al.,

2005; Westacott et al., 1997) .

Ostedfitos sdo proliferacBes Osseas caracteristicas de articulagcbes acometidas por
osteoartrite. Sdo conseqiéncia de neoformacdo condral e dssea, podendo surgir na juncdo
condrossinovial ou a partir de células pluripotenciais do pericéndrio (Aigner et al., 1995). Sua

formacéo tem sido relacionada a uma possivel tentativa de regeneracdo da articulagdo. Nesse
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processo, sao importantes 0s papéis exercidos por citocinas anabdlicas, particularmente por
TGF beta e BMPs. O papel do TGF beta na formacdo de osteofitos foi demonstrado pela
inoculacdo de adenovirus portadores de genes para TGF beta e BMP-2 em articulaces.
Ambas as proteinas resultaram na formacdo de osteéfitos, embora em posi¢cdes diferentes. A
BMP-2 produziu osteéfitos na placa de crescimento do fémur e na patela, enquanto que o
TGF beta produziu osteéfitos sob os ligamentos colaterais e na patela, padrdo similar a da
osteoartrite induzida por colagenase e da osteoartrite de camundongos de linhagem STR/Ort.
Além disso, o bloqueio da BMP-2 nestes modelos ndo foi capaz de inibir o surgimento dos

ostedfitos (Blaney Davidson et al., 2007).

O desequilibrio entre fatores catabolicos e anabodlicos da cartilagem na osteoartrite
pode ser demonstrado pelo aumento da expressdo de IL-1 beta e TNF alfa em articulagbes
osteoartriticas. Além disso, foi documentada a reducdo dos niveis do receptor antagonista de
IL-1 (IL-1ra) na cartilagem e aumento da expressao de receptores de IL-1 beta e de TNF alfa
em condrdcitos. A cartilagem hialina osteoartritica também produz mais enzima conversora

do TNF (TACE) (Fernandes et al., 2002).

Por outro lado, embora os niveis de algumas isoformas de TGF beta possam estar
aumentados na cartilagem osteoartritica (Pombo-Suarez et al., 2009), o que poderia estar
relacionado a uma tentativa de reparo, a expressao de seus receptores esta diminuida (Verdier
etal., 2005). A esse fato somam-se os efeitos antagonicos da IL-1 beta e do TNF alfa sobre a
atividade do TGF beta, contribuindo para o menor reparo tecidual (Pujol et al., 2008).
Aumento dos niveis de IGF-1 e de BMPs, outras citocinas anabdlicas importante para a
cartilagem, também foram descritos na osteoartrite (Iwanaga et al, 2005; Doré et al., 1995;
Scharstuhl et al., 2003; Blaney Davidson et al., 2006; Scharstuhl et al., 2002; van Beuningen
et al., 2000). Embora o TGF beta presente na articulagdo osteoartritica ndo seja capaz de

regenerar completamente a cartilagem e resulte na formacdo de osteofitos (Scharstuhl et al.,
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2002; van Beuningen et al., 1994), sua acdo é importante para amenizar o0 processo. Foi
demonstrado que, embora a inibigdo do TGF beta em modelo de osteoartrite desencadeado
por papaina intra-articular previna a formacao de ostedfitos, prejudica o reparo da cartilagem

(Scharstuhl et al., 2002).

1.3 Modelos de osteoartrite

O estudo de drogas para tratamento da osteoartrite em humanos € dificil devido a lenta
evolucdo da doenca, a dificuldades de padronizacdo das medidas de progressdo e a
necessidade de procedimentos invasivos para obtencdo de amostras de tecidos. Por isso,
modelos animais de osteoartrite se fazem necessarios para o estudo da etiopatogenia e do

tratamento da osteoartrite.

Dentre os modelos atuais de osteoartrite podem ser mencionados: osteoartrite
espontanea, que ocorre em algumas linhagens de animais, como os camundondos str/ORT
(Gupta et al., 1993; Mason et al., 2001); modelos baseados em les6es cirlrgicas que causam
instabilidade articular; modelos gerados por lesdo condral direta, por papaina (Kopp et al.,
1983), colagenase ou monoiodocacetato (Kalbhen, 1987); modelos gerados por manipulacédo
cirurgica extra-articular (miotomias, tenotomias) (Arsever, Bole, 1986); e modelos gerados
por manipulacdo génica, seja com o uso de animais knockout, seja através de vetores, em
geral, virais (Ameye, 2006; van den Berg, 2001). Dentre as proteinas cuja manipulacdo pode
resultar em desencadeamento de osteoartrite, citam-se 0 TGF beta e o colageno Il (Sdéamanen

etal., 2000; Serra et al., 1997).

Os modelos animais de osteoartrite tém sido desenvolvidos desde a segunda metade da
década de 1970. Em 1975, Erlich et al. publicaram o resultado de um modelo de seccéo
combinada dos ligamentos cruzado anterior e colateral medial em coelhos. Em 1976,

Silbermann relatou seu trabalho sobre osteoartrite induzida em articulacdo
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temporomandibular de camundongos e, em 1977, McDevit et al. publicaram o primeiro
modelo de osteoartrite em cées submetidos a secc¢do do ligamento cruzado anterior. O modelo
de osteoartrite em joelhos de ratos apos a transec¢do do ligamento colateral medial e de

meniscotomia foi descrito por Janusz et al. em 2002.

Os modelos de osteoartrite induzida por instabilidade séo de particular interesse por
reproduzirem o tipo de osteoartrite secundaria apds trauma ou cirurgia em humanos. Esses
modelos podem envolver graus variados de instabilidade articular, de acordo com as

estruturas lesadas no procedimento cirdrgico.

A articulacdo mais comumente utilizada em modelos de osteoartrite é o joelho, por seu
tamanho, facilidade de acesso e dependéncia de mecanismos de estabilizacdo. O joelho é a
articulacdo entre o plato tibial, plano, e os condilos femorais, aproximadamente cilindricos.
Esse formato permite movimentos amplos, mas torna a articulagdo relativamente instavel. A
estabilidade do joelho é aumentada por diversas estruturas: meniscos, que aumentam a
congruéncia articular; tenddes; e ligamentos colaterais, medial e lateral, e cruzados, anterior e
posterior. A agdo muscular, particularmente dos isquiotibiais e do quadriceps, que se insere na
tibia através do tenddo patelar, também ¢é fundamental (Dilligan et al., 2005; Graham,

Fairclough, 1998).

Qualquer estrutura estabilizadora do joelho pode ser lesada com intuito de produzir
osteoartrite. Podem ser seccionados ou ressecados, em diferentes combinacdes, os ligamentos
cruzado anterior e colateral medial, o0 menisco medial e o tenddo patelar. A lesdo meniscal
pode ser apenas uma fissura ou a ressec¢do de seu terco anterior. Via de regra, quanto maior o

numero de estruturas lesadas, maior o grau de instabilidade obtido.

O modelo de osteoartrite ideal deve permitir o desenvolvimento de lesdes semelhantes

as observadas nas articulagcbes humanas, produzir lesdes em todos 0s animais e ser de rapida
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evolucdo. Os modelos cirdrgicos de instabilidade articular cumprem esses pré-requisitos. A
precocidade das alteracdes apds a lesdo cirdrgica foi demonstrada em diversos trabalhos.
Wancket et al. (2005) demonstraram, em modelo de artrose induzida por meniscotomia
medial, que, ap6s a meniscotomia, a perda de glucosaminoglicanos inicia-se ja no terceiro dia.
Appleton et al. (2007), utilizando modelo de resseccdo do ligamento cruzado anterior e
meniscectomia medial parcial, demonstraram que as alteracfes histoldgicas iniciam-se téo
cedo quanto duas semanas ap6s a cirurgia. Lorenz et al. (2005), utilizando modelos de
osteoartrite por resseccdo do LCA em cdes, detectaram aumento precoce da producédo de
colageno 11 e I. Essas alteracdes permaneceram estaveis até o final do estudo, com 48
semanas. O aumento da expressdo de MMP-13, neste modelo, ocorreu somente apés 24

Semanas.

Hayami et al. (2006) utilizaram diversas combinacGes de lesdes cirlrgicas em joelhos
de ratos: cirurgia sham, resseccdo isolada do ligamento cruzado anterior e ressec¢do
combinada dos ligamentos cruzado anterior e colateral medial associada a meniscectomia
medial parcial. Observaram que as alteragdes condrais iniciam-se 2 semanas apos a cirurgia e
que, por volta desse periodo, hd reabsor¢do do osso subcondral, seguido por posterior
aumento de seu volume. Demonstraram ainda, que quanto maior o grau de instabilidade
articular, maior e mais precoce o dano articular. O surgimento de ostedfitos no Gltimo modelo

iniciou por volta de 6 semanas.

No tocante a localizagdo do dano condral, tem sido demonstrado, que modelos
baseados em lesbes das estruturas medial da articulagdo (menisco ou ligamento colateral
medial), apresentam lesbes mais precoces no compartimento femuro-tibial medial (Mapp et
al., 2008). Também foi demonstrado que a cartilagem tibial sofre lesbes mais precocemente

do que a femoral (Wancket et al., 2005).
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Modelos cirurgicos de osteoartrite permitem, ainda, variar a velocidade de evolucéo da
lesdo articular de acordo com o grau de instabilidade articular, conforme demonstrado por
Kakemura et al. (2005) e Hayami et al. (2006) A possibilidade de obtengcdo de modelos menos
severos € importante porque modelos muito severos podem ser de tratamento muito dificil,

prejudicando a avaliacdo da eficacia dos tratamentos.

1.4 Avaliagdo do tratamento

A avaliacdo da osteoartrite deve compreender as alteracdes histoldgicas proprias da
doenca, a expressdo das principais citocinas envolvidas em sua génese e seus sintomas

cardinais: dor e limitagcdo funcional.

1.4.1 Histologia

A histologia permite identificar diferentes estagios da evolucdo da osteoartrite em
todos os tecidos envolvidos. Os sistemas de graduacdo mais antigos, como o desenvolvido por
Makin et al. (1981), ndo levam em consideracdo a extensdo do dano articular e foram
baseados em espécimes com osteoartrite avancada, 0 que ndo os torna adequados para

avaliacdo de estagios iniciais da doenca (Pritzker et al., 2006).

O sistema proposto pela Osteoarthritis Research Society International (OARSI),
baseado em analises histoldgicas de diversos estagios da progressao tipica da osteoartrite,
analisa a severidade da lesdo, representada pela profundidade da lesdo condral, e sua
extensdo. A severidade da lesdo é medida em graus e sua extensdo, em estagios. O resultado
final provém da multiplicacdo dos dois dados (Pritzker et al., 2006) (ver anexo 1). Para
analise histolégica de cartilagem, € necessario empregar coloracbes que corem
proteoglicanos, como safranina O ou azul de toluidina, o que permite analise do seu grau de

deplecéo.
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A cartilagem normal é organizada em trés zonas: superficial, média e profunda. A
superficie da cartilagem normal € lisa e ndo ha sinais de proliferacdo de condrocitos. Nas
fases iniciais da osteoartrite, ha edema da matriz, que pode dar a impressdo de hipertrofia da
cartilagem. Nessas fases pode haver proliferacdo, hipertrofia e apoptose de condrécitos na
zona superficial. Com a evolugcdo do processo degenerativo, ha perda de proteoglicanos da

matriz extracelular, resultando em diminuicdo de coloracéo (Pritzker et al., 2006).

O avanco da leséo gera perda de substancia da cartilagem que se inicia por abrasdo
superficial e progride com desenvolvimento de fibrilagdo, formacdo de fissuras cada vez mais
profundas, chegando a perda de fragmentos e, por fim, a desnudacdo do osso subcondral.
Posteriormente, sobre 0 0sso exposto, pode haver formagéo de reparo de fibrocartilagem. O
0ss0 subcondral desnudo apresenta-se mais espesso do que o habitual, embora menos
mineralizado, o que pode dar origem a microfraturas, que também sofrerdo reparo por

fibrocartilagem (Pritzker et al., 2006).

As alteracdes celulares acompanham a profundidade da solucdo de continuidade da
cartilagem. Com a evolucdo do processo osteoartritico, as alteragdes reativas e a perda de
condrécitos inicialmente confinadas a zona superficial, passam a ser notadas na zona média

e, por fim, na zona profunda (Pritzker et al. , 2006).

1.4.2 Dor
A avaliacdo da dor é fundamental em estudos de osteoartrite ja que este constitui, ao

lado do déficit funcional e da deformidade, a triade de sintomas cardinais da osteoartrite.

A intensidade da dor ndo esta diretamente correlacionada, em humanos, ao grau de
lesdo condral. Isso pode ser justificado pelo fato de a cartilagem, o principal sitio de lesdo,
ndo ser inervada. Portanto, outras estruturas como membrana sinovial, bursas, ligamentos e

0ss0 subcondral, séo responsaveis pela sensacdo de dor. Mecanismos centrais também podem
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estar relacionados a parte da sensacdo dolorosa (Diepppe, 1998). Torres et al. (2006)
procuraram correlacionar achados a ressonancia nuclear magnética com o quadro doloroso de
pacientes com osteoartrite de joelhos. Em uma populacdo de 143 individuos com osteoartrite
primaria de joelho, os fatores mais associados & severidade da dor foram: atrito 6sseo sub-

articular, edema da medula éssea, sinovite/efusdo articular e lesdes meniscais.

Embora a dor da osteoartrite esteja localizada principalmente na articulagdo
acometida, em modelos experimentais de osteoartrite de joelhos é dificil medir a sensibilidade
dolorosa diretamente no local. Tém sido utilizados, entéo, testes de hiperalgesia a distancia no

mesmo membro, entre eles, testes de hiperalgesia tatil, térmica e mecénica.

A gquantidade de peso apoiada no membro afetado permite afericdo indireta da dor em
um joelho acometido por osteoartrite. Como a dor da osteoartrite apresenta carater mecanico,
ou seja, piora com o uso da articulacdo, é esperado que o joelho afetado seja relativamente
poupado na distribuicdo de peso. O gradiente entre a distribuicdo de peso nas patas inferiores,
medido pelo teste de incapacitancia, permite a avaliacdo de desconforto articular que se

assemelha a osteoartrite de membros inferiores em humanos (Bove et al., 2003).

Apesar de ter sido estabelecido que os diferentes modelos de osteoartrite efetivamente
causam dor, os resultados de diversos estudos sdo bastante variaveis. Tais variacdes podem
decorrer de diferentes técnicas utilizadas, da analise dos resultados dos testes empregados, do
grau de estresse dos animais ou de fatores genéticos. Foi demonstrado que diferentes
linhagens de animais podem apresentar limiares de dor distintos e comportar-se de modo

desigual nos testes de dor (Vendruscolo et al., 2004).

Fernihglough et al. (2004) compararam dois modelos de osteoartrite em ratos Wistar,
por meniscectomia medial parcial e por monoiodoceatato, utilizando testes de incapacitancia,

de hiperalgesia mecénica (Randall-Sellito) e alodinia tatil com filamentos de Von Frey.
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Desse modo, 0s autores observaram que o modelo de osteoartrite induzida por
monoiodoacetato produz respostas dolorosas mais consistentes. De fato, o modelo de
meniscectomia ndo foi capaz de produzir resultados significativamente diferentes dos
controles para os testes de incapacitancia e de hiperalgesia mecénica. Foi demonstrada
alodinia tatil em ambos 0s grupos, mas 0 grupo que recebeu monoiodoacetato apresentou
alteraces mais precoces. Ainda em relacdo ao modelo de osteoartrite por monoiodoacetato,
Vosnyet al. (2008), utilizando ratos Sprague-Dawley, determinaram a presenca de alodinia
tatil (Von Frey) e ao frio (acetona), além de alteracdes da funcdo motora (rotarod). Ja, Combe
et al. (2004) demonstraram alteragdes nos testes de alodinia tatil (von Frey) e de
incapacitancia. Quanto aos modelos de instabilidade articular, Bove et al. (2006), utilizando
modelo de transeccdo de ligamento colateral medial e menisco medial em ratos Lewis,
encontraram alteracdes precoces na distribuicdo de peso entre as patas posteriores e alodinia
tatil. No entanto, ndo encontraram alteracdo nos testes de hiperalgesia térmica ou mecéanica

(Randall-Sellito).

1.5 Estatinas e pequenas GTPases

As estatinas sdo drogas largamente empregadas no tratamento de hipercolesterolemia.
Os diversos farmacos desse grupo, entre eles, mevastatina, lovastatina, sinvastatina,
pravastatina e rosuvastatina, possuem um esqueleto semelhante a 3-hidroxi-3-metilglutaril
(HMG), apresentando alta afinidade pela 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A (HMG-CoA)

redutase, (Figura 1).

A HMG-CoA redutase é fundamental para a sintese de mevalonato, sendo um passo
limitante na sintese do colesterol. Ao bloquear esta via, as estatinas inibem a sintese do

colesterol e dos metabdlitos intermediarios geranilpirofosfato e farnesilpirofosfato, essenciais
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na prenilacdo de pequenas GTPases, modificacdo fundamental para sua localizagdo na

membrana celular e para sua fungéo (Shitara, Sugiyama, 2006), (Figura 2).

As diversas estatinas diferem por seu carater hidro ou lipofilico e pelo processo de
metabolizacdo. A sinvastatina € uma prodroga lactona que sofre metabolizacdo reversivel para
sua forma hidroxi &cida ativa (Shitara, Sugiyama, 2006). E bem absorvida por via oral, mas
tem altas taxas de depuracdo hepatica, de sorte que, apds a ingesta oral, apenas 5-8% atingem
a circulagdo sisttmica de forma inalterada (Vickers et al, 1990). Essa baixa
biodisponibilidade se deve a alta afinidade pela enzima CYP3A4 do citocromo P450 e pela
glicoproteina P, muito expressos no figado e no intestino. Seu caréter lipofilico faz com que a
sinvastatina seja distribuida pelos tecidos de forma inespecifica. Apos ingestdo oral, seu pico
de concentragdo tecidual ocorre entre 0,5 - 2 horas, concentrando-se preferencialmente no
figado, principal responsdvel por sua depuracdo (Germershausen et al., 1989; Shitara,

Sugiyama, 2006).

S-CoA

HMG-CoA

lovastatin

fluvastatin cerivastatin

pitavastatin

atorvastatin rosuvastatin

Figura 1 — Diferentes estatinas e homologia com a molécula de 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A.
Adaptado de Shitara e Sugiyama (2006).
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Utilizadas inicialmente por seus efeitos hipolipemiantes, as estatinas tém, na verdade,
acdo pleiotrdpica, destacando-se seus efeitos anti-inflamatérios e sobre 0 metabolismo Gsseo.
Os efeitos anti-inflamatdrios das estatinas, percebidos apos a constatacdo de que essas drogas
eram capazes de reduzir a aterosclerose por mecanismos que ndo se limitavam a reducédo das
taxas de LDL (Sukhova et al., 2002; Sparrow et al., 2001), se devem a interferéncia na funcao
de pequenas GTPases, enzimas envolvidas em diversos processos intracelulares (Itoh et al.,
2007; Li et al., 2008; Chen et al., 2000; Yamamoto, 2003) Yano et al. (2007) demonstraram
gue a sinvastatina suprime a translocagdo para a membrana celular de Ras, RhoA, Rac, and

Cdc42.
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Figura 2 — Via do mevalonato. Adaptado de Shitara e Sugiyama. (2006).

As pequenas GTPases compreendem mais de 100 proteinas, divididas em cinco
superfamilias: Ras, Rho, Rab, Sarl/Arf e RAn. As moléculas da familia Ras regulam a
expressdo génica; as da familia Rho, a organizacéo do citoesqueleto e a expressao génica; Rab
e Sarl/Arf, sdo importantes no trafico de wvesiculas; e Ran regula o transporte
nucleocitoplasmatico e a organizagdo de microtibulos. S&o proteinas monoméricas, inativas
quando ligadas a guanosinadifosfato (GDP) e ativas quando ligadas a guanosina trifosfato
(GTP). Em geral, tanto a dissociacdo do GTP, quando a atividade de GTPase dessas enzimas
sdo muito lentas. A dissociacdo de GDP e subseqiente ligacdo de GTP é facilitada por
proteinas trocadoras de nucleotideo de guanina (GEPs). Por outro lado, a lise do GTP ¢é
facilitada por proteinas ativadoras de GTPase (GAP). Algumas pequenas GTPases, como as
Rho, podem ser reguladas por inibidores da dissociacdo de nucleotideo de guanina (GDI)

(Takai et al., 2001, Wennerberg, Derk, 2004).

As pequenas GTPases das familias Ras e Rho fazem parte das vias de sinalizagéo
intracelular de diversos receptores. Esses receptores, em geral com atividade de tirosina
quinase, intrinseca ou associada, ativam as GEPs que, por sua vez, ativam as pequenas
GTPases. Existem, ainda, evidéncias de que alguns receptores ligados a proteinas G podem
ativar diretamente pequenas GTPases. A funcdo de regulacdo da expressdo génica dessas
proteinas depende da ativacdo de efetores, em geral da via MEK-MAP quinases, que, por sua
vez, ativardo fatores de transcricdo nuclear. A organizagdo do citoesqueleto e a motilidade
celular envolve a ativagdo de outros efetores, como as ROCKs, que fosforilam proteinas
responsaveis pela organizacdo das moléculas de actina e pelo controle da contratilidade da

actina-miosina. (Takai et al. 2001, Bhattacharya et al., 2004 )
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As proteinas Ras, Rho e Rab sofrem modificacfes pds-translacionais com lipideos e
protedlise que Ihes permitem ancorar-se a membrana citoplasmatica onde podem interagir
com efetores das cascatas de sinalizacdo intracelular (Takai et al., 2001; Wennerberg, Derk,
2004). Dois produtos da via do mevalonato, geranilpirofosfato e farnesilpirofosfato, sao
importantes para as modificacGes pds-translacionais de pequenas GTPases das familias Ras e
RhoA (Waiczies et al., 2007). A demonstracdo de que a alteracdo da funcdo das pequenas
GTPases pelas estatinas decorre da prenilagdo deficiente foi obtida pela observacdo de
reducdo de diversos de seus efeitos pela reposicdo de geranilpirofosfato ou de

farnesilpirofosfato, mas nao de colesterol (Lazzerini et al., 2004; Maher et al., 2009).

Dessa forma, é possivel que as estatinas apresentem efeitos sobre a evolugdo da
osteoartrite, tendo em vista suas agdes sobre processos inflamatorios, metabolismo 6sseo e
angiogénese e o papel de pequenas GTPases nas vias de sinalizagdo intracelulares das

citocinas mais importantes para o metabolismo dos condrdcitos.

Em geral, o papel das pequenas GTPases no metabolismo de condrécitos tem sido
pouco estudado. Demonstrou-se que a ativagdo de RhoA suprime a diferenciacédo de
condrocitos em direcdo a hipertrofia (Wang et al., 2004). Por outro lado, Racl e Cdc42
podem ter efeitos opostos a RhoA no desenvolvimento da hipertrofia de condrécitos, além de
desencadearem sua apoptose. Ambos 0s processos sdo mediados, a0 menos em parte, pela p38

(Wang et al., 2005).

Os dados sobre o papel das pequenas GTPases na osteoartrite sdo escassos. Gebherd et
al. (2004), utilizando condrécitos de coelhos, demonstraram que RHOb é expressa em
condrécitos normais, mas que sua expressao é diminuida em condrocitos osteoartriticos. Foi
demonstrado ainda, que a ativacdo de sinovidcitos por cristais de calcio ocorre através da

ativacdo de Ras e MAPK e resulta na ativacdo de c-fos (Major et al., 2007).
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Outros dados que permitem predizer algum efeito das estatinas sobre a osteoartrite
derivam da participacdo das pequenas GTPases nas cascatas intracelulares das principais
citocinas envolvidas em sua génese. Em condrécitos, a IL-1 beta causa ativacdo de RhoA,
enquanto que a IGF-1 tem efeitos contrarios (Novakofski et al., 2009). Além disso, a alteracao
da resposta de condrécitos a estresses osmaticos provocada pela IL-1 beta pode ser revertida
por inibicdo de Rho (Pritchard et al., 2008). Em culturas de condrdcitos, a sinvastatina reduz a
producdo de MMP-3 em resposta a IL-1 beta (Lazzerini et al., 2004). Dombrecht et al. (2007)
demonstraram que sinvastatina pode reduzir a producdo de IL-6, IL-8 e NO em resposta ao

estimulo de condrdcitos em cultura com uma mistura de IL-1 beta e TNF alfa.

No unico estudo publicado até o presente sobre os efeitos das estatinas em um modelo
de osteoartrite, Akasaki et al. (2009) demonstraram que a mevastatina exerce seus efeitos
particularmente sobre a sindvia. Utilizando cultura de sinovidcitos, os autores observaram que
essa estatina inibe a producdo de metaloproteinases em resposta a IL1 beta, mas tal resultado
ndo foi reproduzido em cultura de condrocitos. Além disso, quando administrada
semanalmente, por via intra-articular, em joelhos de coelhos nos quais a osteoartrite foi
induzida por resseccéo do ligamento cruzado anterior, a mevastatina foi capaz de diminuir os
escores de inflamagdo sinovial, o nimero de células CD 68+, a expressdo do RNA de IL-1

beta, MMP3 e MMP13 na sindvia e o grau de lesdo condral.

Os efeitos anti-inflamatdrios das estatinas foram demonstrados em diversos modelos e
doencas. Sparow et al. (2001) demonstraram que a administracdo de sinvastatina por via oral
produz efeito semelhante ao observado pela administracdo de indometacina na redugéo do
edema de pata induzida pela carragenina em camundongos. Leung et al. (2003) conseguiram
inibir, com administracdo e sinvastatina, o desenvolvimento e a atividade clinica da artrite

induzida por coldgeno em camundongos. Shirinsky et al. (2009), ap6s tratarem portadores de
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artrite reumatoide com sinvastatina 40 mg/dia por 3 meses, constataram reducdo dos niveis de

IL-17 e da proliferacdo espontanea de linfécitos mononucleares do sangue periférico.

Na artrite reumatoide, em particular, a acdo das estatinas sobre sinovidcitos estad bem
documentada. Segundo Xu et al. (2006), a sinvastatina inibe a ativacdo de RhoA e NFkappaB
e a producgdo de IL-1 e IL-6 induzidas por TNF alfa em sinovidcitos de pacientes com artrite
reumatoide. Por sua vez, Yokota et al. (2008) demonstraram que a agdo da sinvastatina sobre
cultura de sinovidcitos fibroblastos-like de pacientes com artrite reumatoide pode inibir sua
proliferacdo e a produgdo de IL-6 e IL-8 em concentragcbes de 0,05 — 0,1 puM. Ja
concentragfes maiores de sinvastatina, entre 1 e 50 uM, induzem apoptose nessas células. Os
efeitos da sinvastatina em cultura de sinoviécitos podem ser revertidos com a adicdo de
mevalonato ou de geranilgeranilpirofosfato, mas ndo de farnesilpirofosfato (Lazzerini et al.,

2007; Yokota et al., 2006).

Efeitos das estatinas também foram demonstrados em diversos outros tipos celulares,
sempre associados a inibicdo de Rho. Em células epiteliais, a sinvastatina inibe a producdo de
colageno 1 induzida por TGF (Itoh et al., 2007). Em miofibroblastos cardiacos, a sinvastatina
inibe o fendtipo invasivo e a secrecdo de MMP-9 induzidos por TNF alfa (Turner et al.,
2007). Em celulas de muasculo liso vascular, a sinvastatina inibe a secrecdo de
metaloproteinases desencadeada por PDGF e IL-1, sem, no entanto, haver inibicdo das
principais vias envolvidas: ERK, p38 e NFkappaB (Turner et al., 2005; Li et al., 2008). Ainda
nesse tecido, a fluvastatina e a cerivastatina aumentaram a producdo de NO (Chen et al.,
2000; Yamamoto et al., 2003). Também foi demonstrado que a cerivastatina pode inibir a
proliferacdo e a migracéo de células endoteliais, fenbmenos dependentes da inibicdo de RhoA
(Vincent et al., 2002; Park et al., 2002), e a producdo de MMP-2, através da inibicdo da Ras

(Vincent et al., 2001).
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As estatinas podem reduzir, de modo dependente da dose, a migracdo de neutrofilos,
fendmeno dependente de Rho (Mabher et al., 2009). Em coelhos submetidos a lesdo da artéria
femoral e dieta aterogénica, foi demonstrado que a sinvastatina reduziu, em lesdes
aterosclerdpticas, a ativacdo de NFkappaB, a infiltracdo e macrofagos e a expressdo de I1L-8 e
MMP-3 (Hernandez-Presa et al., 2003). No tocante aos efeitos 6sseos, a sinvastatina inibe a
osteoclastogénese induzida por RANKL e pode reduzir a perda de massa 6ssea na osteoporose

(Ahn et al., 2008; Hughes et al., 2007; Uzzan et al., 2007).

Além disso, as estatinas podem inibir a expressdo de moléculas de classe Il do MHC
induzida por interferon gama em culturas de diversos tipos celulares, embora ndo afete células
em que essas moléculas sdo expressas constitucionalmente ou a expressdo de moléculas de
MHC de classe | (Kwak et al., 2000). Foi demonstrado, ainda, que as estatinas sédo capazes de
ativar os fatores de transcricdo PPAR alfa e gama, em mecanismo mediado por RhoA (Martin
et al., 2001; Desjardins et al., 2008; Yano et al., 2007). A ativacdo do PPAR alfa por
sinvastatina pode ter papel na inibicdo da migracdo de neutréfilos induzida por
lipopolissacarideo e por carragenina em camungondos C57BL6 (Martin et al., 2001;
Paumelle et al., 2006). No entanto, em alguns casos, a administracdo de estatinas pode ter
efeito pro-inflamatério. Kuijk et al. (2008) e Mandey et al. (2006) demonstram que a
sinvastatina pode provocar liberacdo de IL-1 em células mononucleares por ativacdo de Racl,

resultando em niveis aumentados de caspase 1.

A despeito da mialgia experimentada por alguns pacientes em uso de estatinas, em
camundongos, foi demonstrado um possivel efeito analgésico em modelo de hipernocicepcao
mecénica causada por injecdo de lipopolissacarideos, bradicinina, IL-1 beta, KC e PGE,. No
entanto, é provavel que esse efeito se deva a acdo anti-inflamatéria das estatinas

(Santodomingo-Garzon et al., 2006).
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Tendo em vista a necessidade de tratamentos que possam efetivamente prevenir ou,
ao menos, controlar a evolucdo da osteoartrite e os efeitos das estatinas sobre vias de
sinalizacdo intracelular de citocinas importantes em sua génese, o presente estudo foi

conduzido para investigar se a sinvastatina poderia afetar a evolugéo da osteoartrite.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Estudar os efeitos do tratamento prolongado com a sinvastatina sobre o desenvolvimento
e 0s sintomas da osteoartrite induzida por ressec¢do ligamentar e meniscectomia medial

parcial em joelhos de ratos.

2.2 Objetivos Especificos

1- Padronizar o modelo de osteoartrite em joelhos de ratos através de resseccdo de ligamentos

cruzado anterior e colateral medial associada & meniscectomia medial parcial.

2-Avaliar o efeito da sinvastatina na evolucdo da osteoartrite pela comparacdo dos achados

histologicos em animais tratados e ndo tratados.

3- Avaliar os efeitos da sinvastatina sobre o quadro algico associado a osteoartrite.

4- Determinar, através da técnica de imuno-histoquimica, alguns dos possiveis mecanismos

envolvidos na acédo da sinvastatina.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar-Hanover machos, com peso aproximado de 200 g, criados
no Laboratério de Farmacologia Experimental (LAFEX), Departamento de Farmacologia,
Centro de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Santa Catarina. Os animais foram
mantidos em ambiente com temperatura (22 £ 2 °C) e umidade (60 — 80 %) controladas, sob
ciclo claro-escuro de 12 horas, com agua e comida ad libitum em gaiolas com ar filtrado e

racdo esterilizada..

Os animais foram manejados de acordo com o preconizado no guia para cuidados e uso de
animais de laboratério (NIH 85-23). O protocolo de pesquisa foi aprovado pela comissdo de
ética em uso de animais da Universidade Federal de Santa Catarina (CEUA) — parecer

23080.051568/2008-15.

3.2 Procedimento Cirurgico

Para inducdo de osteoartrite, os animais foram submetidos a ressec¢do dos ligamentos
cruzado anterior e colateral medial e do terco anterior do menisco medial do joelho direito, de
acordo com a técnica descrita por Hayami et al. (2003), com algumas modificacfes. Os
procedimentos cirargicos foram realizados em camara de fluxo laminar. Apos anestesia com
guetamina (100 mg/Kg) e xilazina (5 mg/Kg), por via intraperitoneal, foram incisadas, com
uso de bisturi, a pele e a fascia. A seguir, a capsula articular foi incisada no sentido
longitudinal, medialmente ao tendao patelar. Com uso de microtesouras, o ligamento colateral
medial foi exposto e seccionado. Procedeu-se, entdo, a exposicdo do menisco medial e

cuidadosa resseccdo dos ligamentos entre este e a tibia e o fémur. Seguro por pinca
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hemostéatica, o terco anterior do menisco medial foi ressecado. Por fim, o ligamento cruzado
anterior foi ressecado, a articulacdo foi lavada com soro fisioldgico 0,9% e a seguir foi

procedida sutura da capsula articular e da pele com fio de seda 4.0. (figuras 3 € 4)

Os animais submetidos a cirurgia sham (falso operado) sofreram procedimento
idéntico ao descrito anteriormente, até a incisdo da capsula articular. Nesse ponto, a
articulacdo foi lavada com soro fisioldgico e foi procedida sutura da cépsula articular e da
pele com fio de seda 4.0. Ap6s o procedimento cirurgico foi permitido aos animais deambular

livremente na gaiola.

Ligamento patelar

Ligamento colateral medial
Menisco medial

Ligamento cruzado anterior

Ligamento cruzado posterior

Menisco lateral

Ligamento colateral lateral

Figura 3 — Estrutura anatdmica do joelho. Articulagdo representada em flexdo e com seccao do tendao
patelar. Adaptado de Kamekura etal. (2005).
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Figura 4 — Procedimento cirdrgico.A — Exposicdo do joelho. B — Seccdo da capsula articular. C —
Exposicéo do ligamento colateral medial. D — Menisco medial pingado. E — sutura da capsula articular. F
— Sutura da pele.

3.3 Grupos experimentais

De acordo com os testes a serem realizados, os animais foram divididos nos seguintes
grupos experimentais: naive (sem tratamento ou manipulacdo cirurgica), falso operado,
cirurgia/salina (controle), cirurgia/sinvastatina 1, 10 e 20 mg/Kg, cirurgia/cetoprofeno 10

mg/Kg e naive/sinvastatina.

Os animais do grupo naive ndo foram submetidos a procedimentos cirtrgicos e

receberam agua filtrada por gavage. O grupo falso operado foi submetido a cirurgia sham e
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recebeu agua filtrada por gavage. O grupo cirurgia/salina (controle) foi submetido a cirurgia
completa e também recebeu, via gavage, apenas agua filtrada. Os grupos cirurgia/sinvastatina
foram submetidos ao procedimento cirurgico completo e receberam, via gavage, sinvastatina
1, 10 ou 20 mg/Kg. O tratamento com sinvastatina foi iniciado trés dias antes do
procedimento cirdrgico, sendo a droga administrada por gavage, em suspensao em agua
filtrada, uma vez ao dia, até a eutandsia dos animais, i.e. 42 dias apds a cirurgia, que foi

realizada por overdose de anestésico inalatorio.

O grupo cirurgia/cetoprofeno foi submetido a cirurgia completa e recebeu agua filtrada
por gavage diariamente. Uma hora antes do teste de incapacitancia, estes animais receberam
cetoprofeno 10 mg/Kg, por via subcutanea. O grupo naive/sinvastatina ndo foi submetido a

cirurgia e recebeu sinvastatina 20 mg/Kg/dia via gavage, por 45 dias.

3.4 Avaliacéo da nocicepgao

3.4.1 Teste de Incapacitancia

Para a realizacdo do Teste de Incapacitancia foram utilizados os grupos cirurgia/salina,
falso operado, cirurgia/sinvastatina 1 mg/Kg, cirurgia/sinvastatina 10 mg/Kg,
cirurgia/sinvastatina 20 mg/Kg e cirurgia/cetoprofeno 10 mg/Kg. Cada grupo foi constituido
por oito animais, com exce¢do do grupo cirurgia salina, constituido por 16 animais. O teste foi

realizado semanalmente, a partir da quarta semana apds a cirurgia.

Para determinacdo do gradiente de distribuicdo de peso entre os membros inferiores,
foi utilizado um aparelho Incapacitance Tester (Linton Instrumentation, Norfolk, UK), de
acordo com o protocolo descrito por Bove et al. (2003). Os animais foram colocados em
caixas de acrilico especificas, sendo que cada pata traseira foi apoiada sobre uma placa. Apds
um periodo de aclimatacdo de pelo menos cinco minutos, foi aferido o peso médio apoiado

em cada pata posterior em um periodo de cinco segundos. O procedimento foi repetido trés
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vezes, com intervalos de um minuto. Considerou-se como resultado a média da relacéo entre

0 peso apoiado nas patas traseiras direita e esquerda. (Figura 5)

Figura 5 — Posi¢éo do animal no Incapacitance Tester.

3.4.2 Teste de Hipernocicepgao mecéanica

Para a realizacdo do teste de hipernocicepgdo mecénica, foram utilizados animais dos
grupos; naive, naive/sinvastatina, falso operado, cirurgia/salina, cirurgia/sinvastatina 10
mg/Kg e cirurgia/sinvastatina 20 mg/Kg. Cada grupo foi constituido de cinco animais. O

teste foi realizado antes da cirurgia (basal) e a cada 10 dias, por 30 dias.

Antes do teste, os animais foram colocados individualmente nas caixas de acrilico
transparente, com fundo de arame, sobre plataforma elevada. Apds aclimatacdo por pelo
menos trinta minutos, foram realizados 10 ciclos de 10 estimulos ndo nocivos da parte central
da face plantar da pata posterior direita com filamento de von Frey de 8g (FVF, Stoelting,
Chicago, USA). Entre cada ciclo, houve um intervalo de um minuto. Em seguida, o
procedimento foi repetido na pata contralateral. Cada ciclo em que o animal respondeu aos

estimulos com retirada do membro foi considerado positivo. Como resultado, considerou-se o
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percentual de ciclos positivos para cada pata, de acordo com o protocolo descrito por Won et

al. (2004).

3.4.3 Teste de Hipernocicepcdo Térmica

Para a avaliacdo da sensibilidade térmica, foram utilizados animais dos grupos: naive,
naive/sinvastatina, falso operado, cirurgia/salina, cirurgia/sinvastatina 10 mg/Kg e
cirurgia/sinvastatina 20 mg/Kg. Cada grupo foi constituido de cinco animais. O teste foi

realizado antes da cirurgia (basal) e a cada 10 dias, por 30 dias.

Foi utilizado o protocolo proposto por Hargreaves et al. (1988), com algumas
modificacfes. Utilizou-se um aparelho Plantar test (Ugo Basile; modelo 7370, Mil&o, Italia),
composto por uma plataforma plana de acrilico transparente (dimensdes: 86 x 35 x 17 cm),
dividida em trés compartimentos com paredes de acrilico opaco (dimensdes: 22 x 19 x 15
cm). Um gerador mdvel de calor radiante, localizado sob a plataforma, foi posicionado sob o
centro da pata posterior direita do animal e registrou automaticamente a laténcia para retirada
da pata. Foi utilizada intensidade de 35W, sendo o tempo maximo de estimulacdo de vinte
segundos para evitar danos ao animal. Antes do teste foi permitido aos animais aclimatarem-
se as caixas por pelo menos 30 minutos. Cada animal foi submetido a trés medidas, com
intervalos de cinco minutos. Foram consideradas como resultados, as médias das trés

medidas.

3.4.4 Teste de campo aberto

Para a realizagdo do teste de campo aberto, foram utilizados animais dos grupos: naive,
naive/sinvastatina, falso operado, cirurgia/salina, cirurgia/sinvastatina 10 mg/Kg e
cirurgia/sinvastatina 20 mg/Kg. Cada grupo foi constituido de cinco animais. O teste foi

realizado antes da cirurgia (basal) e a cada 10 dias, por 30 dias.
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Para tal, foi utilizado aparelho de campo aberto circular, medindo 60 cm de didmetro,
com base de acrilico branco, dividida em quadrantes, e laterais de acrilico transparente, de 50
cm de altura. Os animais foram colocados individualmente no centro do circulo durante cinco
minutos, sendo registrados os numeros de levantamentos (rearings) e de cruzamentos de

quadrantes. Entre os testes de diferentes animais, o aparato foi limpo com alcool.

3.5 Analise histologica

Para realizacdo da andlise histologica, foram utilizados animais dos grupos
cirurgia/salina, falso operado, cirurgia/sinvastatina 1 mg/Kg, cirurgia/sinvastatina 10 mg/Kg e
cirurgia/sinvastatina 20 mg/Kg. Os animais foram sacrificados 42 dias ap0s o procedimento
cirurgico e ambos os seus joelhos foram retirados para analise. Cada grupo foi constituido por

8 animais; os joelhos esquerdos, ndo operados, foram utilizados para comparacao.

Os joelhos foram removidos e prontamente fixados em solucdo de formol 10%
tamponado e encaminhados para descalcificacdo com &cido diaminotetra-acético (EDTA),
processamento histoldgico de rotina e inclusdao em parafina. Foram realizados cortes no plano
coronal, para permitir a visualizacdo das porcGes lateral e medial do plato tibial, de 5um de
espessura, em 3 pontos, iniciando a partir da linha média da tibia, a intervalos de 50 um. As
seccdes histoldgicas foram submetidas as coloragGes de hematoxilina-eosina e azul de

toluidina.

Para analise histoldgica, as laminas foram numeradas randomicamente, sua avaliacdo sem
identificacdo de grupo e/ou animal. A intensidade da osteoartrite foi graduada de acordo com
0 método proposto pela OARSI - Sociedade Internacional de Pesquisa de Osteoartrite
(Pritzker et al., 2006). Foram determinados o grau de lesdo articular e o estagio, representado

pela extensdo da lesdo. A seguir, os valores obtidos foram multiplicados, resultando no escore
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de leséo articular. O resultado da lamina com maior escore de cada peca foi escolhido para as

analises estatisticas. (Anexo 1)

A membrana sinovial foi avaliada pelo valor médio da contagem do nimero de camadas
celulares em quatro campos distintos, dois na membrana sinovial medial e dois na lateral.

Para analise, foi considerado o maior valor entre as Iaminas de uma mesma pega.

3.6 Imuno-histoquimica

Para realizacdo de andlise imuno-histoquimica, animais dos grupos cirurgia/salina,
cirurgia/sinvastatina 10 mg/Kg e cirurgia/sinvastatina 20 mg/Kg foram sacrificados 42 dias
apos a cirurgia e seus joelhos direitos foram retirados. Os joelhos esquerdos do grupo
cirurgia/salina também foram retirados para comparacdo. Cada grupo foi constituido por 5

animais.

Apos retirados, os joelhos tiveram o ligamento patelar seccionado transversalmente para
facilitar a fixacdo e colocados em solugdo de formol 10% tamponado, por 48 horas.
Posteriormente, as pecas foram descalcificadas em solucdo de EDTA 10%. A solugédo de
EDTA foi trocada a cada dois dias; o controle de descalcificagdo foi realizado por pesagem da
peca. Quando esta ndo mais apresentava perda de peso, a descalcificacdo foi considerada
completa. As pecas descalcificadas foram lavadas em &gua destilada por 12 horas e
encaminhadas para processamento histologico e confecgdo de laminas contendo cortes

histolégicos em parafina.

Os cortes teciduais de espessura de 3—4 pum foram montados sobre laminas preparadas
com solucdo de ATPS (3-aminopropyltriethoxysilenel) a 5% em acetona PA, sendo mantidas
em estufa a uma temperatura de 50°C durante 1 h para fixacdo dos cortes. Ap6s fixacdo, 0s
cortes foram desparafinados através de imersdes consecutivas em xilol e rehidratados por

passagens sucessivas em etanol em concentragdes decrescentes (etanol absoluto, etanol 90%,
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80% e 70%). O bloqueio da peroxidase enddgena dos tecidos foi realizado com o objetivo de
eliminar reagdes inespecificas falso positivas. Para tanto, as laminas foram imersas em
solucdo de perdxido de hidrogénio a 1,5% e metanol absoluto (v/v) por 20 min, com posterior
lavagem em &agua destilada. Previamente a incubagdo com o anticorpo primario, as laminas
foram submetidas ao tratamento para reativacdo antigénica, com a finalidade de recuperar os
sitios antigénicos mascarados pela fixacdo e inclusdo do tecido em formol e parafina. Para
este fim, foi preparada uma solugdo composta por 180 ml de &cido citrico 0,1 M e 820 ml de
citrato de sédio 0,1 M (pH 6,0). As laminas foram imersas nesta solucdo de reativacao
antigénica diluida 1:10 em agua destilada e mantidas em banho-maria ajustado para 95-98°C,
durante 45 min. Logo apds, ainda como parte do processo térmico de reativacao antigénica, as
laminas foram retiradas do banho-maria, mantidas durante 20 min a temperatura ambiente e
lavadas em agua destilada. Apds a lavagem das laminas, estas foram submersas em PBS.

A solucdo contendo os anticorpos foi adicionada sobre os cortes teciduais e as laminas
foram mantidas em camara Umida a uma temperatura de 2—8°C, durante 12-16 h. A seguir, as
laminas foram lavadas com PBS a temperatura ambiente. Apo6s lavagem os cortes foram
incubados com o anticorpo secundario biotinilado apropriado em camara Umida durante 90
minutos a temperatura ambiente. As laminas foram lavadas com PBS e a detec¢do foi
realizada com o uso de solucdo peroxidase-estreptavidina. Apos 30 minutos de incubacdo em
camara Umida a temperatura ambiente, as laminas foram lavadas com PBS e a deteccdo foi
completada com o uso de solugdo cromoégena contendo 0,03% de 3,3"-diaminobenzidina
(3,37,4,4 -tetraaminobifeniltetrahidrocloreto) e 0,3% de perdxido de hidrogénio, seguida de
contra-coloracdo em solucdo de hematoxilina de Harris, desidratacao atraves de passagem das
laminas em concentracfes crescentes de etanol (etanol 70%, 80%, 90% e etanol absoluto),
diafanizacdo em xilol e montagem em meio de montagem permanente. Para cada reacdo foi

utilizado um controle negativo, com aboli¢do do anticorpo primario nas reagdes.
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Foram utilizados, para analise da porcdo medial da cartilagem tibial e da membrana
sinovial, anticorpos contra a subunidade p65 fosforilada do fator de transcrigdo NFkappaB
(diluicdo 1:100), contra a enzima caspase-1 (diluicdo 1:100) e contra a citocina IL-17
(diluigdo 1:100). Os resultados foram obtidos atraves de uma camera digital (Moticam 2300

3MP), acoplada a um microscopio éptico Eclipse 200 (Nikon, Melville, NY, USA).

Foram obtidas trés imagens (1280 x 1024 pixels) a partir de cada sec¢do histoldgica.
Devido ao formato irregular dos tecidos, foram escolhidas para analise areas representativas
de cada foto, medindo 640 x 512 pixels para analise das cartilagens, e 640 x 300 pixels para
analise das membranas sinoviais. A densidade Optica que melhor discriminou a
imunomarcacdo (coloragdo castanha) foi obtida utilizando o programa NIH ImageJ 1.36b. A
intensidade total de pixels foi determinada e os dados foram expressos como unidade

arbitréria, representativa da densidade éptica (D.O.).
Drogas e reagentes

As seguintes drogas e reagentes foram utilizados: sinvastatina (gentilmente cedida por
Genéricos Biosintética, Sdo Paulo, Brasil), cetoprofeno (Profenide® 100 mg/2ml, gentilmente
cedido por Sanofi-Aventis, Sdo Paulo, Brasil), quetamina, xylazina (Vetbrands Salde
Animal, Jacarei, Brasil), alcool etilico absoluto (CPQ, Diadema, Brasil), Xylol (Labsynth,
Diadema. Brasil), EDTA (Invitrogen, Auckland, Nova Zelandia), peroxido de hidrogénio,
cloreto de sddio, cloreto de potassio, hematoxilina de Harris (todos de Merck, Alemanha),
acido citrico, dimetilsufoxido (DMSQO), hidroxido de aménia ( todas adquiridos de Vetec, Rio
de Janeiro, Brasil), PBS (Laboclin, Pinhais, Brasil), estreptavidiba-biotina-peroxidase (Dako

Cytomation), solucdo salina 0,9%.

Os seguintes anticorpos foram adquiridos da Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz,

EUA); anti-caspase 1(referéncia SC-1597), anti-interleucina 17 (referéncia SC-7917),
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anticorpos anti-1gG de cabra e coelho. O anticorpo anti NFkappaB p65fosforilada (referéncia

3037) foi adquirido de CellSignaling (EUA).

3.7 Analise estatistica

A andlise estatistica dos resultados foi realizada com uso do programa SPSS 15.0 (SPSS
Inc. Chigaco, EUA). Os resultados foram apresentados como média + erro padrdo da media.
A comparacdo entre multiplos grupos independentes foi realizada com o teste de Kruskal-
Wallis. Quando esse teste mostrou diferencas significantes, o teste U de Mann-Whitney
monocaudado com testes exatos de significancia foi empregado para detec¢cdo de diferencas
entre dois grupos. A comparacdo de dados escalares derivados de aferi¢cbes sequienciais foi
realizada por analise de variancia (ANOVA) de medidas repetidas, seguida por teste de

Bonferroni. Os testes foram realizados com nivel de significancia de 5% (p<0,05).
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4. RESULTADOS

4.1 Testes de dor e motilidade

4.1.1 Teste de Incapacitancia

Os resultados dos testes de incapacitancia estdo expressos nas figuras 6, 7 e 8. Na
guarta semana apo0s a cirurgia, a relacdo de distribuicdo de peso entre as patas posteriores de
todos 0s grupos que receberam sinvastatina diferiu significativamente dos resultados do grupo
falso operado, mas nédo diferiu significativamente em relagdo ao grupo cirurgia/salina. Os
animais do grupo falso operado apresentaram maior proporcdo de peso apoiado no membro
inferior direito (grupo cirurgia/salina: 0,8426 + 0.0339, falso operado: 1.071 %= 0.022,
cirurgia/sinvastatina 1 mg/Kg/dia: 0,8692 + 0,0347, cirurgia/sinvastatina 10 mg/Kg/dia:
0,7250 %0,0468, cirurgia/sinvastatina 20 mg/Kg/dia: 0,9364 + 0,0625, p: < 0,001). O
tratamento dos animais com cetoprofeno 10 mg/Kg aumentou significativamente a proporgéo
de peso apoiada na pata posterior direita em relagdo ao grupo cirurgia/salina, tornando a
distribuicdo de peso semelhante & do grupo falso operado (grupo cetoprofeno: 1,050 + 0,0317,

p: <0,001). (Figura 6)

Na quinta e na sexta semanas apds a cirurgia, 0s resultados do grupo que recebeu
sinvastatina 20 mg/Kg foram significativamente diferentes dos resultados do grupo
cirurgia/salina, indicando maior proporcdo de peso descarregado no membro operado (p:
<0,001 e 0,026, respectivamente). Esses resultados ndo diferiram em relacdo aos do grupo
falso operado. (Quinta semana: grupo cirurgia/salina: 0,8639 + 0,0283, grupo falso operado:
1,045 + 0,0182, grupo cirurgia/sinvastatina 20 mg/Kg/dia: 1,007 + 0,0264. Sexta semana:
grupo cirurgia/salina: 0,8931 * 0,0369, grupo falso operado: 1,083 + 0,0384, grupo

cirurgia/sinvastatina 20 mg/Kg/dia: 0,9739 + 0,0655 ) A administragdo de cetoprofeno
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produziu resultados semelhantes na quinta semana (0,9750+0,0360, p: 0,001). Quando
avaliada na sexta semana, a diferenca ndo atingiu significancia estatistica em relacdo ao grupo

cirurgia/salina devido ao maior erro padréo (0,9963 £ 0,0705, p: 0,056) (figuras 7 e 8)

O tratamento com sinvastatina nas doses de 1 e 10 mg/Kg néo foi capaz de produzir
diferencas significativas em relacdo ao grupo cirurgia/salina nos resultados dos testes de
incapacitancia. (Semana 5: cirurgia/sinvastatina 1 mg/Kg/dia: 0,9235 + 0,0199,
cirurgia/sinvastatina 10 mg/Kg/dia: 0,8284 + 0,0327. Semana 6: cirurgia/sinvastatina 1
mg/Kg/dia: 0,8571 + 0,0352, cirurgia/sinvastatina 10 mg/Kg/dia: 0,8360 + 0,0456. ) (figuras

6,7¢e8).

4.1.2 Teste de Hipernocicep¢do mecéanica

Os resultados dos testes de hipernocicep¢do mecanica estdo expressos nas figuras 9 e 10.
A comparacéo entre os resultados realizada através do teste de ANOVA de medidas repetidas
ndo demonstrou diferencas estatisticamente significantes (membro posterior direito p: 0,1479,

membro posterior esquerdo p: 0,7458).

4.1.3 Teste de Hipernocicepgdo Térmica

Os resultados dos testes de hipernocicepgdo térmica estdo apresentados na figura 11. A
comparagdo entre os resultados realizada com teste de ANOVA de medidas repetidas néo

demonstrou diferencas estatisticamente significantes entre os grupos (p: 0,1123)
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falso operado

cirurgia/salina
cirurgia/sinvastatina 1 mg/Kg
cirurgia/sinvastatina 10 mg/Kg
cirurgia/sinvastatina 20 mg/Kg
cetoprofeno 10 mg/kg
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Figura 6 — Relacdo entre o peso distribuido nos membros posteriores direito e esquerdo dos animais
avaliados 4 semanas apo6s a cirurgia. Os resultados estdo expressos como a média * erro padréo da
média de 8 a 16 animais por grupo. * - Difere estatisticamente em relacdo ao grupo falso operado, teste de
Mann-Withney, monocaudado. # - diferenca estatisticamente significante em relacdo ao grupo

cirurgia/salina, teste de Mann-Withney, monocaudado. Teste de Kruskal-Wallis: p 0,0001.
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Figura 7 - Relagdo entre o peso distribuido nos membros posteriores direito e esquerdo dos animais
avaliados 5 semanas apds a cirurgia. Os resultados estdo expressos como a média + erro padrdo da
meédia de 8 a 16 animais por grupo. * - Difere estatisticamente em relacdo ao grupo falso operado, teste de
Mann-Withney, monocaudado. # - diferenca estatisticamente significante em relacdo ao grupo

cirurgia/salina, teste de Mann-Withney, monocaudado. Teste de Kruskal-Wallis: p <0,0001.
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cirurgia/salina
cirurgia/sinvastatina 1 mg/Kg
cirurgia/sinvastatina 10 mg/Kg
cirurgia/sinvastatina 20 mg/Kg
cetoprofeno 10 mg/kg

OROBRE

=
S

[EEN
by
H

HH*

iy

o
2

o
i

Relacdo de peso apoiado nas patas
Direita/Esquerda
[EEY
o

Figura 8 - Relagdo entre o peso distribuido nos membros posteriores direito e esquerdo dos animais
avaliados 6 semanas apds a cirurgia. Os resultados estdo expressos como a média + erro padrdo da
média de 8 a 16 animais por grupo. * - Difere estatisticamente em relagdo ao grupo falso operado, teste
de Mann-Withney, monocaudado. # - diferenca estatisticamente significante em relagdo ao grupo

cirurgia/salina, teste de Mann-Withney, monocaudado. Teste de Kruskal-Wallis: p 0,003.
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Figura 9 — Frequéncia de resposta de retirada do membro posterior direito a estimulacédo com filamento
de von Frey, ao inicio do estudo (basal) e a cada 10 dias. Os resultados estdo expressos como média + erro

padrdo da média de 5 animais por grupo. Diferenca ao teste de ANOVA de medidas repetidas p: 0,1479.
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Figura 10 - Frequéncia de resposta de retirada do membro posterior esquerdo a estimulagdo com
filamento de von Frey, ao inicio do estudo (basal) e a cada 10 dias. Os resultados estdo expressos como
média * erro padrdo da média de 5 animais por grupo. Diferenca ao teste de ANOVA de medidas

repetidas p: 0,7458.



44

- naive/salina
-®- falso operado
—¥— cirurgia/salina
—€— cirurgial/sinvastatina 10 mg/Kg
—A— cirurgia/sinvastatina 20 mg/Kg
- naive/sinvastatina
20
3 15
©
c
>
o
@ 10
o
o
S 5-
|_
O I I 1
Basal 10 20 30

Dias

Figura 11 — Tempo de laténcia de retirada do membro posterior direito em resposta ao estimulo térmico,
ao inicio do estudo (basal) e a cada 10 dias. Os resultados estdo expressos em média do tempo de laténcia
para retirada da pata, em segundos + erro padrdo da média de 5 animais por grupo. Diferenca ao teste de

ANOVA de medidas repetidas p: 0,1123.
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4.1.4 Teste de Campo Aberto

Os resultados do teste de campo aberto estdo sumarizados nas figuras 12a e 12b. A
comparacgdo entre os resultados realizada pelo teste de ANOVA de medidas repetidas ndo
demonstrou diferencas estatisticamente significantes tanto para o numero de cruzamentos de

guadrantes, quanto para o de levantamentos (rearings) (p: 0,0662 e 0,4227, respectivamente).

4.2 Analise histoldgica

Os resultados das analises histologicas estdo expressos nas figuras 13 e 14.

Os joelhos direitos dos animais do grupo cirurgia/salina apresentaram os maiores valores
de escore OARSI, indicando a presenca de avancada osteoartrite (14,25+ 1,216). Os escores
dos joelhos esquerdos, ndo operados, foram zero, indicando auséncia de alteracdes sugestivas
de osteoartrite. Os escores do grupo falso operado também foram préximos de zero (0,4286 +
0,4286). Os joelhos direitos de todos 0s grupos que receberam sinvastatina apresentaram
escores menores do que os do grupo cirurgia/salina, todavia esta diferenga somente alcangou
significancia estatistica para o grupo que recebeu a maior dose de sinvastatina. (grupo
cirurgia/sinvastatina 1 mg/Kg/dia: 9,833 + 2,889, cirurgia/sinvastatina 10 mg/Kg/dia: 9,875 +
1,1556, cirurgia/sinvastatina 20 mg/Kg/dia: 6,875 + 1,520). Contudo, os escores dos joelhos
operados do grupo que recebeu cirurgia/sinvastatina 20 mg/Kg/dia permaneceram elevados
em relacdo aos joelhos ndo operados, refletindo o processo degenerativo secundario a intensa

instabilidade articular decorrente da cirurgia.



46

A
100+ - naive/salina
4 i —o- falso operado
‘g -¥- cirurgia/salina
= —&- cirurgia/sinvastatina 10 mg/Kg
§ —A— cirurgia/sinvastatina 20 mg/Kg
3] - naive/sinvastatina
S
°
L)
1S
S
z
Basal 10 20 30
Dias
B
60 - naive/salina
g - falso operado
S —¥ cirurgia/salina
% 40 —— cirurgia/sinvastatina 10 mg/Kg
= /‘8,\ —A— cirurgia/sinvastatina 20 mg/Kg
IS . . .
3 £ —#- naive/sinvastatina
=
sg
o — 20
L)
S
S
z
O 1 T T 1
Basal 10 20 30
Dias

Figura 12 — A - Namero de cruzamentos de quadrantes no campo aberto, em um periodo de 5 minutos,
ao inicio do estudo (basal) e a cada 10 dias. B — NUmero de levantamentos (rearings) no campo aberto, em
um periodo de 5 minutos, ao inicio do estudo (basal) e a cada 10 dias. Os resultados estdo expressos em
média + erro padrdo da média de grupos de 5 animais. Diferenca ao teste de ANOVA de medidas

repetidas de cruzamentos e elevacdes, respectivamente, p: 0,0662 e 0,4227.
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Figura 13 - Avaliacdo histologica da cartilagem tibial. A — Imagens representativas dos cortes histolégicos da cartilagem hialina
tibial, corados por azul de toluidina. 1 — Joelho nao operado, aspecto histolégico normal. 2 — Falso-operado, aspecto histolégico
normal. 3 - Operado/salina, demonstrando diminuicdo da coloracdo pelo azul de toluidina, secundario a perda de
glucosaminoglicanos, areas hipocelulares, presenca de clusters de condrécitos e denudagdo 6ssea. 4 — Operado/sinvastatina 1
mg/Kg/dia, apresentando diminuicdo da coloracdo pelo azul de toluidina, secundario a perda de glucosaminoglicanos, areas
hipocelulares e denudacéo 6ssea. 5 — Operado/salina 10 mg/Kg/dia, apresentando reducéo da coloragédo por azul de toluidina e
hipocelularidade da camada superficial da cartilagem, além de proliferacdo de condrécitos nas zonas média e profunda. 6 —
Operado/salina 20 mg/Kg/dia, apresentando fibrilagdo, reducdo da coloracdo por azul de toluidina, secundaria a edema, e
hipocelularidade da camada superficial da cartilagem. Aumento original 20x. B - Escores OARSI. Os resultados estdo expressos em
média * erro padrdo da média de grupos de 8 animais. * - Difere estatisticamente em relagdo ao joelho ndo operado (contralateral),
teste de Mann-Withney, monocaudado. # - diferenca estatisticamente significante em relagdo ao grupo cirurgia/salina, teste de

Mann-Withney, monocaudado. Teste de Kruskal-Wallis: p <0,001.
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Figura 94 — Avaliacéo histolégica da membrana sinovial. A — Imagens representativas dos cortes histol6gicos da membrana sinovial,
corados por hematoxilina-eosina. 1 — Joelho ndo operado. 2 — Falso-operado. 3 — Operado/salina. 4 — Operado/sinvastatina 1
mg/Kg/dia. 5 — Operado/salina 10 mg/Kg/dia. 6 — Operado/salina 20 mg/Kg/dia. Aumento original 40x. B - Numero de camadas
celulares da sindvia. Os resultados estdo expressos em média = erro padrdo da média de grupos de 8 animais. * - Difere
estatisticamente em relacdo ao joelho ndo operado (contralateral), teste de Mann-Withney, monocaudado. # - diferenca
estatisticamente significante em relagéo ao grupo cirurgia/salina, teste de Mann-Withney, monocaudado. Teste de Kruskal-Wallis: p

0,005.
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Quanto ao numero de camadas celulares da sindvia, os joelhos ndo operados
(esquerdos) e o grupo falso operado apresentaram as menores médias. A presenca de
osteoartrite causou aumento do numero medio de camadas celulares que, embora
estatisticamente significante, revelou-se pouco expressivo. (Joelhos esquerdos; 1,371 =+
0,0808, cirurgia/salina 1,793 + 0,256, Falso operado 1,157 + 0,0782, cirurgia/sinvastatina 1
mg/Kg/dia 2,607 + 0,4120, cirurgia/sinvastatina 10 mg/Kg/dia: 2,013 * 0,3281,

cirurgia/sinvastatina 20 mg/Kg/dia 2,063 +0,2958).

4.3 Imuno-histoquimica

Os resultados da imuno-histoquimica para a subunidade p65 fosforilada do NFkappaB na
cartilagem medial da tibia e na membrana sinovial estdo expressos nas figuras 15 e 16. A
marcacao para o0 NFkappaB p65 fosforilado encontrada na cartilagem tibial medial foi menor
nas amostras de joelhos ndo operados do que nos joelhos com osteoartrite. A intensidade de

marcacgéo detectada nos animais que receberam sinvastatina 10 ou 20 mg/Kg/dia ndo diferiu

+

da encontrada nas amostras cirurgia/salina. (joelhos ndo operados: 1,109 <+ 0,3428,
cirurgia/salina 3,331 * 0,4434, cirurgia/sinvastatina 10 mg/Kg/dia: 2,788 + 0,2783,

cirurgia/sinvastatina 20 mg/Kg/dia 2,804 * 0,305).

A andlise da expressdo de NFkappaB p65 fosforilado por imuno-histoquimica na
membrana sinovial mostrou expressdo significativamente maior nas articulacdes
osteoartriticas em relacdo aos joelhos esquerdos, ndo operados. A administracdo de
sinvastatina em ambas as doses diminuiu significativamente a expressdo deste fator de
transcricdo em comparacdo aos animais do grupo cirurgia/salina. (joelhos ndo operados: 4,317
+ 0,4728, cirurgia/salina 13,24 + 1,325, cirurgia/sinvastatina 10 mg/Kg/dia: 7,185 + 0,898,

cirurgia/sinvastatina 20 mg/Kg/dia 8,904 + 0,8257).
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Os resultados da imuno-histoquimica para caspase 1 na cartilagem medial da tibia e na
membrana sinovial estdo expressos nas figuras 17 e 18. A marcacdo para caspase 1 na
cartilagem foi significativamente mais intensa nos joelhos com osteoartrite ndo tratados com
sinvastatina do que a encontrada nos joelhos esquerdos, ndo operados. (cirurgia/salina 2,834
10,5581, joelhos ndo-operados 0,3882 + 0,1175). A administracdo de sinvastatina em ambas
as doses, 10 e 20 mg/Kg/dia, proporcionou reducdo significativa da marcacdo para essa
enzima em relacdo aos joelhos com osteoartrite de animais nédo tratados. (cirurgia/sinvastatina

10 mg/Kg 0,4191 £ 0,1191, cirurgia/sinvastatina 20 mg/Kg 1,160 +0,166).

Com relacdo a membrana sinovial, os valores da marcagdo para caspase 1 encontrados
nas amostras cirurgia/salina, joelhos com osteoartrite de animais que ndo receberam
sinvastatina, ndo diferiram dos joelhos esquerdos, ndo-operados. Os valores encontrados nas
amostras dos animais que receberam sinvastatina foram significativamente menores do que as
dos que néo receberam. (joelhos ndo operados 2,197 +0,4653, cirurgia/salina 2,290 +0,4301,
cirurgia/sinvastatina 10 mg/Kg 1,093 + 0,4689, cirurgia/sinvastatina 20 mg/Kg 0,9672

+0,2397).
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Figura 15 — Analise por imuno-histoquimica da subunidade p65 fosforilada do NFkappaB em cartilagem
hialina. A — Imagens representativas. Aumento original 40x. Barra horizontal representa 100 um. B -
Densidade dptica da marcacao para NFkappaB p65 fosforilado em cortes de cartilagem tibial. Resultados
expressos em média + erro padrdo da média em grupos de 5 animais. * - Difere estatisticamente em
relacdo ao joelho ndo operado (contralateral), teste de Mann-Withney, monocaudado. # - diferenca
estatisticamente significante em relagéo ao grupo cirurgia/salina, teste de Mann-Withney, monocaudado.

Teste de Kruskal-Wallis: p 0,027.
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Figura 106 — Analise por imuno-histoquimica de NFkappaB p65 fosforilado em membrana sinovial. A -
Imagens representativas. Aumento original 40x. Barra horizontal representa 100 um. B -Densidade
optica da marcacdo para NFkappaB p65 fosforilado em cortes de membrana sinovial. Resultados
expressos em média + erro padrdo da média em grupos de 5 animais. * - Difere estatisticamente em
relagdo ao joelho ndo operado (contralateral), teste de Mann-Withney, monocaudado. # - diferenca
estatisticamente significante em relacdo ao grupo cirurgia/salina, teste de Mann-Withney, monocaudado.

Teste de Kruskal-Wallis: p - <0,001.
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Figura 17 - Andlise por imuno-histoquimica da enzima caspase-1 em cartilagem hialina. A —Imagens
representativas. Aumento original 40x. Barra horizontal representa 100 um. B -Densidade Optica da
marcagdo para caspase 1 em cortes de cartilagem. Resultados expressos em média + erro padrdo da média
em grupos de 5 animais. * - Difere estatisticamente em relagdo ao joelho nédo operado (contralateral), teste
de Mann-Withney, monocaudado. # - diferenca estatisticamente significante em relagdo ao grupo

cirurgia/salina, teste de Mann-Withney, monocaudado. Teste de Kruskal-Wallis: p < 0,001
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Figura 1811 — Analise por imuno-histoquimica da enzima caspase 1 em membrana sinovial. A — Imagens
representativas. Aumento original 40x. Barra horizontal representa 100 um. B - Densidade éptica da
marcag¢do para caspase 1 em cortes de membrana sinovial. Resultados expressos em média + erro padréo
da média em grupos de 5 animais. * - Difere estatisticamente em relagdo ao joelho ndo operado
(contralateral), teste de Mann-Withney, monocaudado. # - diferenga estatisticamente significante em

relacdo ao grupo cirurgia/salina, teste de Mann-Withney, monocaudado. Teste de Kruskal-Wallis: p 0,21



55

A marcagdo para a IL-17 na cartilagem articular foi muito discreta, estando presente
em poucas amostras. Os resultados da andlise da interleucina 17 por imuno-histoquimica na
membrana sinovial estdo representados na figura 23. A intensidade das densidades Opticas da
marcagdo para essa citocina foi maior nas membranas sinoviais das amostras cirurgia/salina
do que nas amostras dos joelhos ndo operados (joelhos n&o-operados 14,96 + 2,339,
cirurgia/salina 31,17 + 6,094). O tratamento com sinvastatina resultou em valores
significativamente mais baixos de IL-17 na membrana sinovial em relacdo as amostras
cirurgia/salina (cirurgia/sinvastatina 10 mg/Kg 20,24+3,571, cirurgia/sinvastatina 20 mg/Kg

10,89 +2,156).
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Figura 19 - Andlise por imuno-histoquimica da IL-17 na membrana sinovial. A - Imagens

representativas. Aumento original 40x. Barra horizontal representa 100 um. B - Densidade éptica da
marcac¢do para IL-17 em cortes de membrana sinovial. Resultados expressos em média + erro padréo da
média em grupos de 5 animais. * - Difere estatisticamente em relagdo ao joelho ndo operado
(contralateral), teste de Mann-Withney, monocaudado. # - diferenca estatisticamente significante em
relagdo ao grupo cirurgia/salina, teste de Mann-Withney, monocaudado. Teste de Kruskal-Wallis: p

0,036.
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5. DISCUSSAO

A osteoartrite € uma doenca decorrente do envelhecimento ou de lesbes articulares
prévias. Como toda consequéncia da senescéncia, sua incidéncia tende a aumentar com o
aumento progressivo da expectativa de vida, alcancado por progressivas melhorias na
qualidade de vida e por avangos técnicos no tratamento e na prevencdo de diversas doencas.
Esse desequilibrio entre a disponibilidade de tratamento de doencas outrora fatais e a falta de
medidas que impecam o desenvolvimento da osteoartrite fara que, a medida que a populacéo
envelheca, aumentem os gastos decorrentes da osteoartrite, incluindo tratamento e perda de

capacidade laboral.

O tratamento atual da osteoartrite, composto por medicamentos analgésicos, anti-
inflamatdrios, medidas fisioterapicas e controle de fatores como a obesidade, proporciona
controle satisfatorio do quadro algico para grande proporcdo dos pacientes. Um grupo de
drogas denominado “medicamentos sintomaticos de a¢ao lenta na osteoartrite” (Sysadoa) vem
sendo utilizado tanto para controle sintomatico quanto para tentar estancar ou alentecer a
evolucdo da osteoartrite. No entanto, essas medidas ndo impedem a evolucdo continua da
doenca, tornando necessario, em casos avancados, uso de proteses articulares. Outro anseio
ndo atendido de diversos pacientes refere-se a prevencdo da osteoartrite em pessoas cujo
historico familiar demonstra predisposicdo ao desenvolvimento da mesma. Por esses
motivos, a busca de novas abordagens terapéuticas que possam agir efetivamente sobre a

evolucdo da osteoartrite € imperativa.

A estatinas bloqueiam a sintese de compostos essenciais para a acdo de pequenas
GTPases, enzimas envolvidas em diversos processos celulares, particularmente na

organizacéo do citoesqueleto, na expressdo génica e no transporte nucleocitoplasmatico. Essas
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propriedades resultam em interferéncias em processos inflamatérios e no metabolismo 6sseo.
Embora a osteoartrite ndo seja caracterizada por um processo inflamatdrio intenso, a produgédo
de citocinas inflamatérias pela sindvia e sua acdo sobre a cartilagem hialina e 0 0sso
subcondral séo partes fundamentais de sua patogénese. Por esses motivos, essa classe de

drogas poderia apresentar atividade terapéutica sobre a evolucdo da osteoartrite.

Para investigar a possivel acdo da sinvastatina sobre a evolucdo da osteoartrite, foi
utilizado, no presente estudo, um modelo de osteoartrite induzida por resseccdo ligamentar e
meniscectomia parcial, que gera instabilidade articular e reproduz quadros de osteoartrite

secundaria causados por lesdes ligamentares ou meniscais em humanos.

O tratamento dos animais com a sinvastatina resultou em reducéo significativa do dano
condral em relacdo aos animais que receberam apenas agua filtrada. Embora todos as doses
testadas de sinvastatina tenham reduzido os escores de dano condral, apenas a dose de 20
mg/Kg/dia produziu reducdo estatisticamente significante, ainda que o processo degenerativo
ndo tenha sido completamente abortado. A falha do tratamento em evitar 0 processo
degenerativo condral pode ser devido a efeito insuficiente da droga, mas ha que se considerar
que o procedimento cirdrgico utilizado no presente estudo causa severa instabilidade articular.
A escolha de um modelo mais suave poderia permitir resultados mais expressivos do
tratamento, no entanto, a eficacia, ainda que parcial, frente & presenca de instabilidade

articular importante ressalta a significancia dos resultados obtidos.

Estudos com uso de drogas consideradas SYSADOA, utilizadas na pratica clinica atual,
em modelos experimentais de osteoartrite demonstraram, da mesma forma, protecdo apenas
parcial contra a evolucdo da doenca. Demonstrou-se que glucosamina, condroitina,
combinagdo de glucosamina e condroitina e diacereina, s&o capazes de abrandar o dano

condral, mas ndo de aboli-lo (Lippiello et al., 2000; Tiraloche et al., 2005; Rezende et al.,
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2006; Smith et al., 1999). Além disso, alguns estudos falharam em demonstrar efeitos
benéficos dessas drogas no escores histoldgicos (Hwa et al., 2001; Cake et al., 2000; Brandtet

al., 1997).

Diversas outras drogas vém sendo estudadas na busca de melhor alternativa terapéutica
para a osteoartrite. Em varios trabalhos foi demonstrado reducdo da intensidade do dano
condral, mas néo sua abolicdo completa. Podem ser citados como exemplo doxicilina (Yu et
al., 1992), licofelone (Moreau et al., 2006), pioglitazona (Kobayashi et al., 2005), inibidores
de MEK 1/2( Pelletier e tal., 2003), inibidores de NOS ( Pelletier e tal., 2001), inibidores de
metaloproteinases (Sabatini et al., 2005) e antagonistas do receptor da IL-1 (Caron et al.,

1996).

O modelo utilizado no presente estudo emula quadros de osteoartrite secundaria em
humanos. Embora grande parte dos casos de osteoartrite encontrados na pratica clinica seja
considerada secundaria, as respostas obtidas nesse tipo de modelo poderiam nédo se aplicar a
osteoartrite priméria, a forma mais comum da doenca. O parco conhecimento atual sobre a
etiologia da osteoartrite primaria ndo permite esclarecer essa davida, mas, ao menos do ponto
de vista histoldgico, as alteracdes articulares produzidas pelo modelo utilizado no presente
estudo assemelham-se as encontradas na osteoartrite primaria. Essa semelhanca torna
possivel, em tese, extrapolar os resultados encontrados em modelos cirdrgicos de osteoartrite
para formas de osteoartrite, priméarias ou secundarias, em humanos. Deve ser enfatizado,
ainda, que, no presente estudo, o tratamento com sinvastatina foi capaz de atenuar o0 processo
degenerativo em um modelo caracterizado por severa instabilidade articular e acelerado
desenvolvimento de osteoartrite. A osteoartrite priméria é, em geral, um processo de evolucéao

mais lenta o que poderia determinar, teoricamente, melhor resposta ao tratamento.
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A limitada capacidade de recuperacédo da cartilagem hialina é um dos aspectos centrais da
osteoartrite e 0 que a torna, atualmente, irreversivel. Uma droga profilatica ideal deveria ser
capaz de impedir a degeneracdo inicial dessa estrutura articular, enquanto que o tratamento
ideal deveria ser capaz de reconstituir a cartilagem a seu estado habitual, blogqueando o ciclo
vicioso da osteoartrite. Enquanto tais tratamentos néo se tornam realidade, devemos focar em

medidas capazes de impedir ou retardar sua evolugéo.

Né&o obstante ser a dor um dos motivos, ao lado da incapacidade funcional, que justificam
e norteiam o tratamento da osteoartrite, esse sintoma ndo possui relagcéo direta com o processo
degenerativo da cartilagem, uma vez que essa estrutura ndo € inervada. Outrossim, é comum
encontrar pessoas assintomaticas portadoras de osteoartrite. Diversas estruturas podem ser
responsaveis pela dor da osteoartrite, incluindo a membrana sinovial, a cépsula articular, o
0sso subcondral, o peridsteo, tenddes e ligamentos. Embora vérias substancias presentes na
articulacdo osteoartritica, como as prostaglandinas e o 6xido nitrico, possam causar dor, 0
quadro algico pode ser decorrente, em diversos casos, de lesdo ou sobrecarga de estruturas
periarticulares, secundarias a alteragdes anatémicas, restricdo do uso da articulacdo lesada,
retracdo ligamentar, entre outras causas (Kean et al, 2004; Dieppe, Lohmander , 2005; Hunter

et al, 2008).

No presente estudo, foi demonstrado que a administracdo de sinvastatina, a semelhanca
do cetoprofeno, aumentou significativamente a proporcdo de peso apoiado no membro lesado,
representando reducdo da restricdo funcional secundaria & osteoartrite. Esse teste baseia-se no
fato de que a dor da osteoartrite é tipicamente mecénica, ou seja, desencadeada por
movimentos ou carga articular. Assim, para evitar a dor, 0s animais evitariam apoiar 0 peso

na pata lesada.
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O papel da dor na distribuicdo de peso em articulacbes afetadas por osteoartrite é
demonstrado pelos efeitos de anti-inflamatérios ndo esteroidais, como o cetoprofeno, que
aumentam a descarga de peso no membro afetado. No entanto, se é possivel afirmar que uma
dose Unica de cetoprofeno altera o resultado do teste de incapacitancia em direcdo ao normal
em decorréncia apenas de seus efeitos analgésicos e anti-inflamatdrios, 0 mesmo nao se pode
afirmar a respeito do tratamento prolongado com a sinvastatina. Embora seja provavel que a
reducdo da intensidade da leséo articular pela sinvastatina resulte em diminuicdo da dor e ja
tenha sido fartamente documentado que sinvastatina é capaz de reduzir processos
inflamatdrios, outros fatores presentes em uma doenca articular cronica podem alterar os
resultados do teste de incapacitancia. E provavel que a alteracdo da distribuicio de peso nas
patas posteriores ndo se deva apenas a dor, mas também a outros fatores secundarios a
osteoartrite, incluindo hipotrofia muscular e inibicdo reflexa da ativagdo muscular (Hubley-
Kozey et al., 2006; Hurley, Newham, 1993). Minorando a leséo articular, a administragéo de

sinvastatina também pode ter influido nesses fatores.

Infelizmente, ndo foi possivel, no presente estudo, demonstrar através de outros testes se
a sinvastatina é capaz de reduzir a dor associada a osteoartrite, ja que ndo encontramos
diferencas entre animais controles e com osteoartrite nos testes de sensibilidade tatil e
térmica. Esse resultado ndo era de todo inesperado, tendo em vista que diferentes estudos
demonstraram respostas variaveis a esses testes em modelos de osteoartrite (Fernihough et al.,

2004; Vonsy et al., 2008; Bove et al., 2006).

O fator de transcricdo NFkappaB ¢é fundamental na osteoartrite, participando das vias de
sinalizacdo da IL-1 beta e do TNF alfa. O assim chamado fator de transcricdo NFkappaB é,
na verdade, uma familia de fatores de transcricdo com cinco membros: c-Rel, RelA (p65),
RelB, NFkappaB1l (p50/p105) e NFkappaB2 (p52/p100). Quando inativas, essas proteinas

estdo conjugados no citoplasma com seus inibidores IkappaB. Uma vez ativados, as proteinas
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NFkappaB migram para o nucleo onde se ligam a sequéncias especificas de DNA e ativam
genes relacionados, em sua maioria, a processos inflamatorios. A ativacdo do NFkappaB pode
ocorrer atraves das chamadas vias candnica e alternativa. A via canonica, deflagrada pela
ativacdo de receptores celulares comos para TNF alfa e IL-1 beta, resulta na ativagdo de
quinases do IkappaB ( IKKSs) alfa e beta, associadas a uma subunidade regulatéria chamada
modulador essencial do NFkappaB (NEMO). Essas enzimas fosforilam o IkappaB, liberando
as proteinas do NFkappaB que, sob a forma de dimeros séo translocadas para o ndcleo. Os
dimeros formados por essa via sdo, mais comumente p50/p65. A via alternativa, ativada por
receptores como o receptor ativador de NFkappaB (RANK), depende exclusivamente da
ativacdo de IKK alfa, que fosforila a proteina NFkappaB2, resultando em dimeros de p52 e
RelB. Esses fatores de transcricdo, uma vez no nucleo celular, ativam genes distintos dos
ativados pela via canénica (Brown, Claudio, Ulrich, 2008). A importancia do fator de
transcricdo NFkappaB nas vias de sinalizacdo intracelulares de citocinas relevantes na
osteoartrite, particularmente IL-1 beta e TNF alfa motivou a realizacdo de imuno-
histoquimica para identificar se a administracdo de sinvastatina poderia interferir em sua

expressao na cartilagem e/ou na membrana sinovial em articulacfes osteoartriticas.

Conforme esperado, os valores da fracdo p65 fosforilada do NFkappaB encontrados no
presente estudo foram maiores nas articulagdes com osteoartrite do que nas articulacbes
normais, tanto na cartilagem tibial, quanto na membrana sinovial. Na literatura apenas um
trabalho relata a expressdo da fracdo p65 do NFkappaB em cartilagens degeneradas em
comparacdo a cartilagens normais, embora esse trabalho tenha comparado meniscos,
compostos por fibrocartilagem, e ndo a cartilagem hialina. Papachristou et al. (2008)
encontraram niveis maiores de NFkappaB p65 em meniscos degenerados, em comparagédo a
meniscos sem evidéncias histoldgicas de degeneracdo. Ja o aumento da expressdo do

NFkappaB p65 em membranas sinoviais de articulacdes inflamadas, incluindo articulagdes
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osteoartriticas estd bem estabelecido na literatura (Benito et al., 2004; Simmonds, Foxwell,

2008; Handel et al., 1995).

A diminuicdo de expresséo, fosforilagcdo e translocacdo para o nucleo, da subunidade p65
do NFkappaB apds tratamento com sinvastatina j& fora descrita antes em fibroblastos,
sinoviocitos, macrofagos e células mesoteliais mas ndo em condrécitos (Ahn et al., 2007;
Mikael, Rozen, 2008; Haslinger et al., 2003). Segundo demonstrado por Xu et al. (2006), a
inibicdo da translocacdo de p65 para o nlcleo se deve a inibi¢do da acdo da Rho quinase pela

sinvastatina.

O presente estudo demonstra, pela primeira vez, o aumento da expressdo do NFkappaB
p65 fosforilado em cartilagens hialinas de articulagbes com osteoartrite. Além disso,
demonstra que o tratamento com sinvastatina diminui significativamente os niveis de
NFkappaB p65 fosforilado na membrana sinovial. Embora a marcagao para essa proteina na
cartilagem hialina tenha sido menor nas articulagdes osteoartriticas dos animais tratados com
sinvastatina em comparagdo com 0S animais que receberam salina, essa diferenca ndo
alcangou significancia estatistica. Esse fato poderia sugerir que os efeitos das estatinas nas
articulagBes osteoartriticas se d&o, principalmente, por sua acdo na membrana sinovial,
conforme proposto por Akasaki et al. (2009). E provavel, no entanto, que a sinvastatina
realmente iniba a fungdo do NFkappaB na cartilagem hialina, a semelhanca de seus efeitos em

outros tecidos. Novos estudos serdo necessarios para confirmar essa hipotese.

A presente demonstracdo da reducdo dos niveis de NFkappaB p65 fosforilado na
membrana sinovial, local de origem da maior partes das citocinas inflamatdrias presentes nas
articulacbes osteoartriticas, induzida pelo tratamento com sinvastatina indica que esse pode
ser um dos mecanismos pelos quais esse medicamento reduz a progressao da osteoartrite.

Ressaltando a importancia desse achado, foi demonstrado anteriormente por Chen et al.
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(2008) que a inibicdo da expressdo de NFkappaB p65 em modelo de osteoartrite atraves de
transfeccdo de adenovirus portando RNA inibitorios reduz a inflamagdo sinovial, a leséo

condral e os niveis de IL-1 beta e de TNF alfa no liquido sinovial.

A caspase 1, também conhecida como enzima conversora da interleucina 1, regula a
secrecdo de IL-1 beta e de IL-18 ao clivar suas formas imaturas. Essa enzima est presente em
complexos denominados inflamassomas, juntamente com proteinas NLRs (receptores
ligantes de nucleotidios contendo dominios ricos em repeticGes de leucina) e ASC. As
proteinas NLRs sd8o membros do grupo de sensores intracelulares de reconhecimento de
padrdo (PRRs), ativadas por diversos estimulos, incluindo proteinas virais e bacterianas,
cristais (Sutterwala, 2007; Martinon, Mayor,Tschopp, 2008; Sidiropoulos et al., 2007). N&o
esta claro quais fatores estdo envolvidos na ativacdo da caspase 1 na osteoartrite, embora 0s
niveis aumentados e IL-1 beta indiquem que essa ativacdo ocorre. Os cristais de calcio
presentes no liquido sinovial de articulagdes com osteoartrite poderiam contribuir para esse

processo.

Foram encontrados, no presente estudo, niveis aumentados de caspase 1 na cartilagem
articular, mas ndo foram detectadas diferencas significativas entre a expressao de caspase 1
nas membranas sinoviais de articulacbes com osteoartrite quando comparadas com
articulages normais. Achados semelhantes foram reportados por Boileau et al. (2002) em
cartilagem osteoartritica em cées. Ja Saha et al. (1999), encontraram maiores quantidades de
células positivas para caspase-1 em amostras de tecido de pacientes com osteoartrite em
comparacdo a amostras de articulagbes normais ndo somente na cartilagem, mas também na
membrana sinovial. Embora a presenca de maiores quantidades de caspase 1 ndo seja
indicativo de sua efetiva atividade enzimatica, os niveis aumentados encontrados na
cartilagem osteoartritica poderiam estar associados a maior sintese local de IL-1 beta na

osteoartrite. O encontro, no presente trabalho, de niveis semelhantes de caspase 1 nas
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membranas sinoviais de articulagbes com osteoartrite e normais poderia ser devido a
expressdao constitucional dessa enzima nesse tecido. De acordo com essa hipétese, nos
processos de osteoartrite haveria maior atividade enzimatica, mas ndo necessariamente maior
expressdo de caspase 1. Estudos adicionais serdo necessarios para averiguar essa hipotese, ja
que ndo ha outros estudos além do de Saha et al. (1999) que relatem os niveis dessa enzima

em articulagbes normais.

De modo interessante, a administracdo de sinvastatina reduziu os niveis de caspase-1
tanto na sindvia quando na cartilagem hialina. Nao ha relatos prévios na literatura dos efeitos
das estatinas sobre a expressdo da caspase 1, mas ha evidéncias de que as estatinas podem
reduzir os niveis de seu produto, a IL-1 beta, em alguns modelos, incluindo modelos de
nefropatia (Zhang et al., 2008) e de aneurismas cerebrais (Aok et al., 2008). Por outro lado,
outros estudos apontam que, em mondcitos, as estatinas podem ativar caspase 1, levando a

secrecdo de IL-1 beta (Montero et al., 2004; Mandey et al., 2006; Kuijk et al., 2008).

A diminuigdo dos niveis de caspase 1 pelo tratamento com sinvastatina fornece um
grande indicativo acerca dos mecanismos de acdo desse medicamento na prevencdo da
osteoartrite. Sua menor expressao resultaria, teoricamente, em menor sintese de IL-1 beta,
citocina chave no processo de degradacdo condral. A reducdo dos niveis de IL-1 beta poderia
resultar em menor progressdo da osteoartrite, conforme exemplificado pela amenizagdo da
degradacdo condral em modelo de osteoartrite apds transferéncia de sinovidcitos transfectados
com antagonista do receptor da IL-1 (IL1-Ra) ( Zhang et al,, 2004). Além disso, foi
demonstrado que o a diacereina, droga capaz de reduzir a evolugdo de osteoartrite em alguns
estudos, exerce seus efeitos, ao menos em parte, pela reducdo da atividade de IL-1 beta

(Boileau et al., 2008, Martel-Peletier et al., 1998, Yaron et al., 1999).
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A interleucina 17 é uma citocina pré-inflamatéria produzida por linfocitos T helper 17 e,
de modo menos importante, por neutréfilos, eosindfilos e linfocitos T de memdria. A ativacao
de seu receptor ativa TRAF6 e NFkappaB, induzindo a expressdo de TNF alfa, IL-1 beta e
RANKL. Atencdo crescente vem sendo dada ao papel da IL-17 em diversos processos
inflamatorios cronicos (Shahrara et al., 2008; Lubbert, 2008). H& escassos dados na literatura
sobre os niveis de 1L-17 em articulagbes com osteoartrite, embora sua contribuicdo potencial
na génese da lesdo condral ja tenha sido demonstrada (Honorati et al., 2002; Martel-Pelletier
et al., 1999). Huebner e Kraus (2006) encontraram niveis aumentados da IL-17 em uma
linhagem de cobaias suscetiveis a osteoartrite quando comparados a outra linhagem, ndo-
suscetivel. No entanto, Maccoux et al. (2007) ndo detectaram aumento de IL-17 em tecidos de
cdes com osteoartrite, tampouco encontraram Honorati et al. (2001) em pequeno numero de

amostras de bidpsias sinoviais de pacientes com osteoartrite.

Contrastando com esses resultados, o presente estudo demonstrou aumento dos niveis de
IL-17 na membrana sinovial de articulagbes com osteoartrite quando comparadas com
articulagdes normais. Além disso, o tratamento com sinvastatina reduziu, de modo dose-
dependente, o aumento da expressdao dessa citocina em articulagdes com osteoartrite. A
reducdo dos niveis de IL-17 pelo tratamento com sinvastatina ja fora demonstrada em
linfocitos TH-17 (Zhang et al. 2008), mas ndo em articulacdes. De extremo interesse acerca
deste topico é a recente demonstracdo de que a sinvastatina € capaz de inibir a diferenciacdo
de linfécitos THy, em TH17 (Kagami et al., 2009). Esse mecanismo poderia explicar a
reducdo dos niveis dessa citocina encontrados no presente estudo em animais tratados com
sinvastatina. A diminuicdo da IL-17 pode ter contribuido para a reducdo do dano condral
secundaria a administracdo de sivastatina, no entanto, como o papel dessa citocina na

osteoartrite ndo esta claro, outros estudos serdo necessarios para confirmar essa hipotese.
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Embora os dados preexistentes na literatura sugerissem um provavel efeito benéfico da
sinvastatina na osteoartrite através do bloqueio das vias de sinalizacdo de citocinas que
estimulam o catabolismo da cartilagem, efeitos contrarios também poderiam ter ocorrido,
advindos do bloqueio de vias pré-anabdlicas. Foi reportado que as estatinas sao capazes de
bloquear a acdo do TGF beta em diversas linhagens celulares, como células epiteliais
(Murphy et al., 2008) e fibroblastos (Burke et al., 2009). Essa inibicdo, que parece se dever a
inibicdo da fosforilagdo de Smad 3 (Burke et al., 2009), poderia inibir mecanismos de
reparacao da cartilagem hialina e agravar a lesdo condral. Por outro lado, o bloqueio da acdo

do TGF beta também poderia ter efeitos benéficos, ao inibir a formacéo de osteofitos.

Apesar de membros especificos das vias de sinalizacdo do TGF beta ndo terem sido
analisados no presente estudo, uma possivel acdo inibitéria da sinvastatina parece nao ter
efeitos deletérios sobe a cartilagem integra, uma vez que a analise histologica ndo diferiu
entre os joelhos ndo operados dos animais que receberam a droga e dos que receberam
apenas agua destilada. J& nos joelhos osteoartriticos, uma possivel inibicdo da acdo de fatores

anabolicos ndo parece ter prejudicado o efeito benéfico global da sinvastatina.

Apesar das estatinas serem drogas de facil acesso e de custo ndo muito elevado, seu
possivel uso clinico para tratamento da osteoartrite poderia ser limitado pelas altas doses
necessarias, sabidamente relacionadas a maior incidéncia de efeitos colaterais,
particularmente mialgia e miopatia. A necessidade de altas doses provavelmente se deve ao
grande metabolismo de primeira passagem, ideal para o tratamento de dislipidemias, mas que
limita a acdo sobre tecidos periféricos. Os resultados do presente estudo demonstram que
drogas que bloqueiam a acdo de pequenas GTPases podem ser eficazes no tratamento da
osteoartrite. Essas drogas poderiam ser estatinas como menor metabolismo de primeira

passagem ou pré-drogas com metabolizacdo em tecidos periféricos. Estudos clinicos serdo
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necessarios para definir a real eficicia de diferentes estatinas no tratamento da osteoartrite em

humanos.

Em conclusdo, o presente estudo demonstrou que a administra¢do de sinvastatina é capaz
de reduzir a gravidade histoldgica da osteoartrite em um modelo animal de instabilidade
articular. A diminuicdo do dano condral esta associada a reducdo da incapacidade funcional
aferida pelo teste de incapacitancia de intensidade comparavel a proporcionada pela
administracdo de cetoprofeno. Estudos com imuno-histoquimica indicaram que os efeitos da
sinvastatina podem ser mediados, ao menos em parte, pela diminuicdo dos niveis de
NFkappaB p65 fosforilado, caspase 1 e interleucina 17. A partir dos resultados desse estudo,
pode-se concluir que as estatinas apresentam potencial terapéutico para a osteoartrite, 0 que

somente podera ser definido ap6s a realizagdo de estudos clinicos.
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ANEXOS



Escore OARSI

OA cartllage histopathology grade assessmeni—advanced grading methadology

Grade (key featura)

Subgrade (optional)

Azsociated critaria (tissue reaction)

Grade 00 surface intact, Mo subgrade

cartilage intact

Grade 1! surface intact 1.0 Cells intact
1.5 Cell death

Grade 2! surface
discontinuity

Grade 3 vertical
fissures

Grade 4! erosion

Grade 5: denudaticn

Grade & defomation

2.0 Fibrillation through suparicial zone
2.5 Surface abrasion with matrix loss
within superficial zone

A0 Simple fissures
A5 Branched/complex fissures

4.0 Superficial zone delamination
4.5 Mid zone excavation

5.0 Bone surface intact
5.5 Feparative tissue surface present

6.0 Joint mangin ostacphytes

8.5 Joint mangin and central cstecphytes

Intact, uninvahed cartilage

Matrix: superficial zone intact,

edama and/ar fibrillation

Cells: proliferation (clusters), hypertrophy
Reaction must be mone than

superficial fibrillation only

As above

+Discontinuity at supeizial zone
+Cationic stain matrix dapletion (Safranin
O or Taluidine Blue) upper 1/3 of cartilage
(mid 2one)

+Disanentation of chondron columns

As above

+Caticnic stain depletion (Safranin © ar
Toluiding Blue) inte kower 2/3 of cartilage
(deep zone)

+Mew collagen formation (polanzed light
micrascopy, Picne Sinus Red stain)

Cartilage matrix loss, cyst formation within
cartilage matrix

Surface is sclerotic bone or reparative tissue

including fibrocartilage

Bone remaodelling. Defomation of articular
surface contour (more than osteophyte
formatian anly)

Includes: micrafracture and repair

|. Grade = depth progression into cartilage.

O carfilage Rsiopafoiogy—si&pe sisessment

Siaga % Ivalwarnant
|guriacs | ares
W)
Siaga 0 HNa Dl activity tean
Siage 1 <10%
Siaga 2 10-28%
Einage 3 2E-E%
Hiaga 4 =60%

Staga = axiant of jard inwaieamant

(Pritzker et al., 2006)
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