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Introducao: O Fator Induzido por Hipdxia-1 (Hypoxia Inducible Factor-1 - HIF-1) é
um fator de transcricdo responsavel por transcrever genes relacionados as
alteragbes nas concentragdes de oxigénio e sobrevivéncia celular. A cartilagem
articular € um tecido avascular e o0 ambiente dos condrdcitos € caracterizado por
condigbes de hipoxia dentro da matriz. Nestas condi¢gdes a proteina HIF-1a do
Fator de transcrigdo Induzido por Hipdxia-1a (HIF-1a) € necessario para controlar
o metabolismo e a integridade funcional da cartilagem. Além da hipdxia algumas
citocinas como IL-13 e TNFa s&o também capazes de estabilizar HIF-1a, além de
serem consideradas as principais mediadoras da osteoartrite (OA). Objetivo:
Verificar a participagdo da IL-13 na regulagdo do HIF-1a em condi¢gbes normais
de oxigénio; Verificar a utilizacdo da via da Fosfatidil-Inositol-3-Kinase (PI-3K) pelo
HIF-1o e analisar a participagdo HIF-1a na expressdao de colageno tipo Il e
agrecano e a sua regulagdo pelas citocinas TNF-a e da IL-13. Material e
Métodos: Condrécitos humanos provenientes de pacientes em OA, submetidos a
artroplastia de joelho, foram cutivados em suspensdao e em monocamada,
submetidos ou ndo ao silenciamento do gene do HIF-1a pela técnica de
Interferéncia por RNA e estimulados com IL-18, TNFa e LY294002, o inibidor da
via da PI-3K em condi¢des normais de oxigénio e em hipdxia e foram submetidos
a extracado de proteina nuclear, extracdo de RNA e precipitagado das proteinas do
meio de cultura das células. A analise das proteinas foi feita por meio da técnica
de Western Blotting para a detecgdo da proteina nuclear HIF-1a. e do colageno
tipo Il no meio de cultura das células. O RNA foi analisado pela técnica de PCR

em Tempo Real para a quantificagdos dos genes do HIF-1a, Colageno tipo Il e
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Agrecano. Resultados: IL-13 aumentou a expressao da proteina nuclear HIF-1a,
mas nao alterou a expressdao do RNAm. Essa modulagéo utilizou a via da PI-3K. A
hipéxia aumentou as concentragdes do RNAmM do HIF-1a. em comparagdo com as
condigbes normais de oxigénio, mas IL-1 e TNFa ndo alteraram o RNAm do HIF-
10 em condigbes normais de oxigénio e em associagdo com a hipodxia, inibiram o
efeito regulatério positivo desta sobre o HIF-1a. A hipdxia isoladamente também
aumentou RNAm de colageno tipo Il, o que foi anulado pelo estimulo associado
com a IL-1B. Nos grupos de condrécitos com deficiéncia do HIF-1a (silenciados),
em quaisquer condicbes de oxigénio, IL-1p e TNFoa n&o alteraram
significativamente a expressdo de HIF-1a, mas em hipoxia, a expressao de
colageno tipo Il foi regulada negativamente nesses grupos. A associagao entre a
falta do HIF-1a e as citocinas diminuiu ainda mais a expressao do colageno tipo Il
em condigdes de hipoxia. Em todas as andlises ndo foram observadas diferencas
significativas nas expressées do RNAmM do agrecano e na analise do colageno tipo
Il das proteinas precipitadas dos meios de cultura das células. Conclusao: IL-1p3
aumentou a expressdo da proteina nuclear HIF-1a pos-transcricdo. A regulagao
do HIF-1a pela IL-1B em situagdo normal de oxigénio ocorreu, ao menos em parte,
pela PI-3K. O HIF-1a se relacionou positivamente com a expressdo do gene do
colageno tipo Il, principalmente em hipdxia, mas ndo com os niveis da proteina.

N&o houve associagdo com a expressao do gene do agrecano.
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Introduction: Hypoxia Inducible Factor -1 (HIF-1) is a transcription factor that
regulates the expression of genes related with oxygen concentration e cellular
survive. Articular cartilage is a non-vascular tissue and the condrocytes
microenviroment are caracterized by hypoxic conditions inside the extracelluar
matrix. In this condition, the protein HIF-1a, from HIF-1 is necessary to the
metabolism control and cartilage functional intengrity. Some citokines like IL-1(3
and TNFa, as well as hypoxia, are capable to stabilize HIF-1a and are essential in
oateoarthritis (OA) progression disease. Objective: To verify the participation of
IL-1B in the HIF-1a regulation under normal conditions of oxygen; To verify if the
pathway of phosphatidilynositol-3-Kinase (PI-3K) is used in this modulation; To
analyse HIF-1a participation in the collagen type Il and aggrecan gene expression
and your regulation by TNF-o and IL-1p3. Material and Methods: Human OA
chondrocytes were obtained from patients with OA that underwent total knee joint

replacement surgery, were cultured either in suspension or monolayer. They were

submitted to HIF-1a gene silencing by RNA Interference and lately stimulated with
IL-1B, TNFa and LY294002, a specific inhibitor to Phosphatidilinosiltol — 3- Kinase
(PI-3K) pathway in normal conditions of oxygen and in hypoxia. The condrocytes
were submitted to protein nuclear extraction, RNA extraction and protein
precipitation of culture media from the experiments. The proteins were analyzed by
Western Blotting to HIF-1a detection in nuclear extraction and collagen type Il
detection in precipitated media. The RNA were analized by Real Time PCR to HIF-
1a, collagen type Il and aggrecan gene quantification. Results: HIF-1o expression

is up-regulated by IL-1B at the protein level but not in the mRNA expression. This
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modulation used, at least in part, the PI-3K pathway. Hypoxia enhanced the mRNA
concentrations of HIF-1a when compared with normal conditions of oxygen, but in
this cases IL-13 and TNFa did not change mRNA expression of HIF-1a. In
association with hypoxia, these citokines inhibited the positive regulatory effect
under HIF-1a. mRNA expression. Hypoxia up-regulated collagen type Il gene
expression and that was inhibited by the association with IL-1f. In the groups with
lack of HIF-1a (silenced), in both oxygen conditions, IL-1p and TNFa did not cause
any significant change of the HIF-1a mRNA expression, but in hypoxia, collagen
type Il was up-regulated in those groups. The association between the lack of HIF-
10 and citokines down-regulated more strongly collagen type Il in hypoxia. In all
analyzes it was not observed significant differences in the aggrecan mRNA
expression and collagen tipe Il protein from cultured media of the cells
Conclusion: IL-1B post-trancriptionaly up-regulated the HIF-1a protein level. HIF-
1a regulation by IL-1p in normal conditions of oxygen used, at least in part, the PI-
3K pathway. HIF-1a positively related with gene expression, but not with the
protein levels, of collagen type Il, mainly in hypoxia. There was no relation in the

HIF-1a and aggrecan gene expression.
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HIF-1a

O Fator Induzido por Hipdxia-1 (Hypoxia Inducible Factor-1 - HIF-1) € um
fator de transcricao heterodimérico, composto por duas proteinas basic helix-loop-
helix (bHLH) - HIF-1a e HIF-1B, ambos membros da superfamilia contendo o
dominio PAS. As duas subunidades sao constitutivamente expressas, no entanto,
em condi¢gdes normais de oxigénio a subunidade HIF-13 é estavel, enquanto a
subunidade HIF-1a é rapidamente degradada (Wang et al., 1995; Maxwell et al.
1999, Semenza, 2000). O dominio PAS (Per ARNT Sim) da molécula é
responsavel pela dimerizagdo nuclear com a subunidade HIF-13, o dominio bHLH
pela ligagdo ao DNA e o dominio C-terminal da subunidade HIF-a (CTAD) interage
com os coativadores gerais de transcricdo génica, como a proteina de ligagao
p300/CREB e p160/SCR1. O dominio de degradagao oxigénio-dependente (ODD)
€ essencial para a degradacgao proteolitica do HIF-1a (Gaber et al. 2005; Schipani

2005) (Fig. 1).

Ligacdo ao DNA .
: @@ @
| | |
P402 K5332 P564
bHLH PAS 1 PAS 2 NTAD

| oDD
Dimerizacido com l,
subunidade HIF-1B Degradagao
proteassomica
mediada pelo pVHL

Figura 1. Proteina HIF-1a. Desenho esquematico da proteina HIF-1a, com suas regibes e

respectivas fungdes: bHLH (basic helix-loop-helix) — ligagdo no DNA, PAS ( Per ARNT Sim) —
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dimerizacdo com HIF-1p, ODD (dominio de degradacédo dependente do oxigénio) — degradagao
pela pVHL (proteina de von Hippel Lindau), NTAD (porgéo N terminal) e CTAD (porgédo C terminal)

— dominios de transativagao transcripcional e ligagao do FIH ( Fator inibidor do HIF).

Em condi¢des normais de oxigénio, enzimas prolil-hidroxilases, promovem
a hidroxilagao de residuos de prolina (Pro402 e Pro564) localizados no dominio
ODD e a acetilagdo de uma lisina (Lys532). Esses residuos hidroxilados séo
reconhecidos pelo fator de supressao tumoral Von Hippel-Lindau (pVHL), que
marca a subunidade HIF-1a para a degradacéo via ubiquitina-proteasoma. O fator
inibidor do HIF-1a (FIH) também ¢é capaz de inibir a estabilidade dessa
subunidade e consequente formacao do fator de transcricdo HIF-1. O FIH é uma
oxigenase dependente dos co-substratos: ferro, oxigénio molecular e 2-
oxigluterato. Ele pode recrutar deacetilases, que reprimem o remodelamento da
cromatina e/ou promover a hidroxilagdo de um residuo de asparagina (Asn 803),
localizado no dominio CATD, impedindo a ligacdo dos coativadores gerais
p300/CREB e p160/SCR1. Na auséncia destes co-substratos a reacédo de
hidroxilagao ¢é inibida e o HIFa torna-se estavel (Gaber et al. 2005; Schipani 2005).

Sob hipdxia, isto €, na auséncia de oxigénio necessario para que ocorram
as hidroxilagdes e acetilagbes da subunidade do HIF-1a, a degradagédo do mesmo
€ reduzida e a proteina se estabiliza no citoplasma. Posteriomente se transloca
para o nucleo onde dimeriza-se a subunidade B, formando o fator de transcricéo
HIF-1. Este, por sua vez, se liga ao DNA transcrevendo genes relacionados as
alteragdes nas concentragdes de oxigénio (Wang et al., 1995; Gaber et al, 2005;

Semenza, 2001) (Fig. 2).
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Hipoxia
IGFs/Insulina
IL-1B/TNF-a.

NO

MAPK
CoCl,/Quelantes
de ferro

Degradagao
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HIF-1 cenEs ALvOS

Angiogenese Eritropoiese
Sobrevivéncia e/ou Metabolismo
proliferagao celular da Glicose

Figura 2. Subunidade HIF-1a. Representagdo esquematica da atividade do HIF-1a. Em condigdes
normais de oxigénio, a subunidade HIF-1a é marcada para degradagdo via ubiquitina-
proteassoma, enquanto em condi¢coes de hipdxia ou sob acido de outros fatores como hormoénios,
citocinas, fatores de crescimento entre outros, o HIF-1a estabiliza-se no citoplasma, transloca-se
para o nucleo dimerizando-se com a subunidade HIF-1 formando o Fator de Transcrigao Induzido

por Hipdxia -1 (HIF-1).

Além da hipdxia, outros fatores, como a agdo de horménios, citocinas (IL-
18, TNFa), fatores de crescimento insulina-like (IGF), ferro (Fe), 6xido nitrico (NO)
entre outros, sdo também capazes de estabilizar HIF-1a. A estabilizagao,
translocacgao nuclear e ativagao do HIF-1a requer um mecanismo que envolve as

espécies reativas ao oxigénio (ROS), indicando que a via n&o hipdxica é
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dependente de citocinas inflamatdrias, principalmente IL-1p e TNFa (Haddad,
2002). Stiehl et al (2002) relataram que a IL-1B e a insulina estabilizam o HIF-1a
em condi¢cdes de condi¢bes normais de oxigénio e que esse mecanismo ocorre
pela via da Fosfatidil-Inositol-3-kinase (PI-3K). Outros autores, por outro lado,
relataram que a hiperregulagdo do HIF-1a pela IL-1B utiliza a via NF-kB/COX2
demonstrando a relagao entre a regulagao do HIF-1a e a inflamagéo, uma vez que
o fator de transcricdo NF-kB é reconhecido como o maior regulador da transcrigao
de citocinas (Jung et al, 2003; Coimbra, 2004; Qian, 2004). Conclui-se desta forma
que a estabilizacdo nao-hipéxica do HIF-1a é feita por diferentes vias de
sinalizagdo. Em resumo, os estimulos das citocinas inflamatdrias IL-13 € TNFa
ativam vias de sinalizacao intracelular, estimulando a liberacdo pelas mitocondrias
de espécies reativas ao oxigénio (ROS), que diminuem a hidroxilagédo do HIF-1a e
consequentemente inibem sua degradacdo. Além disso, o estimulo final comum
das vias de sinalizacdo, € o de ativar fatores de transcrigdo responsaveis por
transcrever o RNAmM do proprio HIF-1a. Além dessa fungdo, a via da PI-3K
também libera o NF-xB que transcreve os genes das principais citocinas
inflamatdrias, entre elas a IL-1p e o TNF-a. A diminuicdo da degradagéao do HIF-
10, associado ao aumento da expressdao de seu RNAm, garantem sua

estabilizacao celular ndo relacionada com a hipdéxia (Haddad 2002; Stiehl et al,

2002; Jung et al, 2003; Qian, 2004).
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Importancia Clinica do HIF-1a

O oxigénio é um nutriente essencial para o metabolismo celular pela sua
participacdo na respiracdo mitocondrial. Quando as células sao expostas a
condicdes de hipdxia, podem morrer por necrose ou apoptose. A hipdxia ocorre
em algumas condig¢des patolégicas como infarto do miocardio, acidente vascular
cerebral, e também como consequéncia da deficiente perfusdo em membros
inferiores, que pode ser decorrente do diabetes ou em articulagbes com
osteoartrite, conforme estabelecido pelo nosso grupo (Coimbra et al, 2004). O HIF-
1 tem participagdo na homeostase do oxigénio, regulando os processos celulares
adaptativos a hipoxia e a outros fatores fisicos e bioquimicos, atuando direta ou
indiretamente em todas as células eucariontes, ordenando centenas de genes
com padrdes de resposta a hipoxia e com fungdes fisiologicas (Gaber et al, 2005;
Ratcliffe, 2007). Os mecanismos de adaptacdo a hipdxia regulados pelo HIF-1
incluem a ativacdo de genes envolvidos na angiogénese, tranporte de oxigénio,
metabolismo de ferro, glicélise, captagao rapida de glicose, sinalizagdo de fatores
de crescimento, apoptose, invasdo e metastases (Tabela 1) (Bardos e Ashcroft,
2005; Weidemann e Johnson, 2008). A fisiopatogenia de algumas doengas que
podem levar a morte, como doengas cardiacas, acidente vascular cerebral,
cancer, doenga pulmonar obstrutiva crénica (DPOC), hipertensdo pulmonar e
outras tém a participagdo da hipoxia (Agani et al, 2000). Além disso, estudos in
vivo tém revelado um papel especifico do HIF-1 durante a isquemia, inflamacgao e
varios tipos de tumores malignos (Berchner-Pfannschmidt, 2008; Krohn et al,

2008).



Tabela.1. Genes regulados pelo HIF-1q.

Gene

Fungéao

Adrenomodulina

Aldolase Ae C

Endotelina 1

Enolase 1

Eritropoietina

Fator de Crescimento Vascular
e Endotelial (VEGF)

Fator de Crescimento Insulina-like 2

Heme-oxigenase-1

Lactato deidrogenase

NIP3

Oxido nitrico sintetase

Proli-4-hidroxilase (o) |

Transpostador de Glicose 1 e 3

Tonus vascular, sobrevivéncia celular
Metabolismo da Glicose

Tonus vascular

Metabolismo da Glicose

Eritropoiese, sobrevivéncia celular

Angiogénese, sobrevivéncia celular

Proliferacao celular e sobrevivéncia
Tbnus vascular, sobrevivéncia celular
Metabolismo da Glicose

Apoptose

Ténus vascular, sobrevivéncia celular

Metabolismo do Colageno

Metabolismo da Glicose

Adaptado de Semenza, 2001.

A baixa tensdo de oxigénio

também

tem importante papel

38

no

desenvolvimento e diferenciagao celular fetal normal, principalmente com relacao

a diferenciacdo da cartilagem e desenvolvimento &ésseo endocondral.

A

subunidade HIF-1a e o fator Von-Hippel Lindau (VHL) tém importante papel na

biologia do condrécito. Condrécitos deficientes em HIF-1a sofrem morte celular na

regido central da cartilagem (Schipani, 2005). O ambiente dos condrécitos é

caracterizado por condigdes de hipdxia dentro da matriz, variando entre 10% de
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oxigénio na superficie do tecido até menos de 1% nas zonas mais profundas e o
Fator Induzido por Hipdxia-1a (HIF-1a) € necessario para prover adaptagdes dos
mesmos a essas condigdes, controlando o metabolismo e a integridade funcional
da cartilagem articular (Cramer , 2004; Goldring, 2006). Durante o processo
etiopatogénico da osteoartrite sugere-se que o HIF-1 possa exercer um papel

protetor da cartilagem articular (Gelse et al, 2008).

Cartilagem Articular Normal

A cartilagem articular normal € composta por fluido intersticial, elementos
celulares e moléculas que compdem a matriz extracelular (MEC). Cerca de 70%
da cartilagem €& constituida por agua e esta porcentagem aumenta com a
progressao da osteoartrite. Caracteriza-se por ser avascular, sendo a difusdo de
nutrientes e metabdlitos feita pela MEC e pelo liquido sinovial, estimulado pelos
movimentos articulares (Lee et al, 1997). Os elementos celulares presentes na
cartilagem sao “residentes”, representados pelos condrécitos, que respondem por
apenas 2% da cartilagem, ou circulatérios, representados por linfécitos e outras
células mononucleares. As moléculas que compdem a MEC sao sintetizadas pelos
condrdcitos e entre as proteinas presentes, destacam-se os diferentes tipos de
fibras colagenas, particularmente o colageno do tipo Il, que € o mais abundante
(10-30% do peso da cartilagem), além de ser especifico da cartilagem. Também
as fibras colagenas dos tipos IX, Xl| e outros presentes em menor quantidade

como os colagenos IV e X (na cartilagem com osteoartrite), além de elastina e
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fibronectina que sao proteinas sintetizadas pelos condrécitos (Martel-Pelletier et
al, 2008).

O fator estrutural comum das moléculas de colageno € a tripla hélice, que é
o resultado do enrolamento de trés cadeias polipeptidicas, conhecidas como
cadeias o que possuem conformacao tridimensional. Cada tipo de colageno tem
uma unica sequéncia de aminoacidos e os diferentes tipos de colageno podem ser
classificados de acordo com sua habilidade de agregar-se em fibras altamente
estruturadas ou associar-se com fibras de outros colagenos. As fibras de colageno
estruturadas sao responsaveis pela construgdo de tecidos conectivos e
compreendem os colagenos tipos |, I, lll, V e XI. A classe das fibras de colageno
associadas compreende as que formam as estruturas especializadas como as
membranas basais, fibras de apoio da derme ou colagenos que realizam fungdes
especializadas como na cartilagem da placa de crescimento e incluem os
colagenos tipos IX, XllI, XIV entre outros (Jiménez, 2000).

O colageno tipo Il é sintetizado como uma molécula pré-colagena pelos
condrécitos e € composto por trés cadeias polipeptidicas idénticas (al, all e alll). A
molécula trimérica do colageno nao existe isoladamente no interior da MEC e sim
em forma de fibras, formadas pelas associagdes das moléculas (Martel-Pelletier et
al, 2008). A estrutura da cartilagem hialina constitui-se de grandes fibras de
colageno tipo Il imersas em proteoglicanos, glicoproteinas, agua e ions soluveis
(Mayne, 1989) (Fig.3). O colageno tipo Xl assim como o colageno tipo Il € um
constituinte especifico de tecidos cartilaginosos e tém sido sugerido que a

molécula de colageno tipo IX pode exercer regulagao sobre a espessura das fibras
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de colageno tipo Il na cartilagem. O colageno tipo IX & encontrado quase
exclusivamente nos tecidos cartilaginosos e apesar de sua abundancia na
cartilagem, sua fungao ainda nao foi determinada. A cadeia a2 do colageno tipo IX
contém uma ligagao covalente com um glicosaminoglicano e pode ser considerada
como core protéico proteoglicano sugerindo que este tipo de colageno possa estar
envolvido na mediacédo da interagdo colagenos-proteoglicanos na MEC (Jiménez,

2000).

Acido Hialurénico
\:ibronectina
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Figura 3. Composicao da Matriz Extracelular (MEC). Aproximadamente 70% da cartilagem é

Decorina
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constituida por agua. Os condrdcitos respondem por 2% do peso seco da cartilagem e séo
responsaveis pela sintese das principais proteinas da MEC, entre elas as fibras de colageno tipo Il
(10-30% do peso da cartilagem) e os proteoglicanos (5-10%) formados por um core protéico central

ligados a cadeias de GAGs (Glicosaminoglicanos).
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Dentre os complexos polissacarideos, estao os proteoglicanos (5-10%) que
sdo uma familia de glicoconjugados, formados por um core protéico central no
qual uma ou mais cadeias de glicosaminoglicanos (GAG) sao covalentemente
ligadas. Destaca-se o agrecano, em cuja estrutura complexa séo encontrados os
derivados do glicosaminoglicano (keratan sulfato e sulfatos de condroitina)
formando angulos de 90° e o acido hialurdnico (Kiani et al, 2002). Além deste,
outros proteoglicanos menores sao encontrados, como o biglicano, a decorina, a
ancorina e a fibromodulina (Skare,1999). Esta composicdo € que confere a
cartilagem suas propriedades de reversibilidade as deformidades e elasticidade.
Sua funcdo é de absorcdo de impactos sobre a articulagdo e permitir um
deslizamento suave entre as duas extremidades Osseas justapostas (Poole et al.
2001). Na cartilagem ja formada do adulto, os condrocitos mantém um baixo
turnover de reposicao das proteinas da matriz extracelular. A vida média do
colageno pode ser de mais de 100 anos e das subfragbes do core protéico do
agrecano variando entre 3 e 24 anos. Glicosaminoglicanos e outros constituintes
da matriz, incluindo biglicano, decorina, tenascina e matrilinas também podem ser
sintetizadas pelos condrdcitos sob baixas condigdes de turnover. No entanto, ha
diferencas regionais nas atividades de remodelagdo dos condrécitos e o turnover
da matriz pode ser mais rapido nas zonas pericelulares intermediarias (Goldring,
2006).

Além da produgao dos componentes da matriz extracelular, os condrécitos
também sao responsaveis pela produgcdo das enzimas responsaveis pela sua

degradacgdo, como as colagenases e as proteinases. Estimulos mecanicos e a
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acao de algumas citocinas e fatores de crescimento podem regular as fungbes de
sintese e proliferagcao da cartilagem articular. A manutencao da matriz extracelular
é feita por meio de um equilibrio controlado entre anabolismo e catabolismo
dessas proteinas, com renovagao constante do tecido (Rosenberg, 2000; Sledge,

2001).

Osteoartrite (OA)

Osteoartrite (OA) é a doenga reumatica mais prevalente do sistema
esquelético, sendo a principal causa de incapacidade fisica e diminuicdo da
qualidade de vida nas nagdes industrializadas. Aproximadamente de 65% a
populagao acima de 65 anos apresentam evidéncias clinicas e/ou radiograficas da
doencga. As regides mais frequentemente afetadas sao maos, joelhos, quadris e
coluna. Os sintomas sao geralmente associados com significante prejuizo
funcional bem como sinais e sintomas de inflamagéao, incluindo dor, rigidez e
diminuicdo da mobilidade. Atualmente ndo ha tratamento comprovado para
restauracdo da cartilagem ou para diminuir a progressao da doenga. Dessa
maneira, a osteoartrite resulta em dor crénica, incapacidade fisica, depressao e
até isolamento social (Krasnokutsky, 2007). Dentre os fatores de risco, como
idade, sexo, trauma, obesidade, fatores biomecanicos da articulagao entre outros,
encontram-se também as predisposi¢cdes genéticas, como mutagdes nos genes
que transcrevem as proteinas especificas da cartilagem hialina (Goldring, 2006).

Os elementos da matriz sdo constantemente degradados por enzimas
proteoliticas e repostos através da producdo de novas moléculas pelos

condrdcitos. Na osteoartrite este processo € alterado e, em consequéncia disto ha
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um desequilibrio entre a formagao e a destruicdo das moléculas, levando a um
predominio desta ultima, a despeito de um aumento no processo de reparagéo. As
moléculas que s&o sintetizadas sdo mecanicamente inferiores as moléculas
originais e, portanto, sdo mais suscetiveis as injurias e a consequente lesdo. O
processo pode ser iniciado por uma série de eventos que levam a alteragdo da
funcdo dos condrécitos, com fortes evidéncias que os estimulos a eles seriam
ocasionados por citocinas pro-inflamatdrias, especialmente a IL-1 € o TNF-a
(Van der Kraan e Van der Berg, 2000; Martel-Pelletier,1999, 2004). Em
condrécitos humanos em OA foi demonstrado que essas citocinas, IL-13 e TNF-a
sao fortemente expressas (Honorati et al, 2004). Os condrdcitos liberam enzimas
proteoliticas (proteinases neutras, catepsina e metaloproteinases -MMPs-1, 3, 8 e
13 e agrecanases -ADAMTS-4 e -5), as quais degradam as moléculas que
compdem a matriz cartilaginosa, incluindo os proteoglicanos maiores, produzindo
outras moléculas ndo agregadas. Isto leva a um adelgagamento da cartilagem e a
uma deterioracdo da sua qualidade mecanica. A velocidade de liberagcao destas
enzimas e a consequente destruicio das moléculas da matriz sao
significativamente maiores na cartilagem em osteoartrite do que na cartilagem
normal (Bland e Cooper, 1984; Malemud, 2004; Goldring, 2006).

A perda da forca de tens&o para suportar cargas leva a transmissdo de uma
forca maior aos condrdcitos e osso subcondral. Os condrécitos sob agao destas
forcas liberam mais enzimas proteoliticas. O osso subcondral desenvolve
microfraturas, causando endurecimento e perda da reversibilidade a compressao.

Alguns produtos resultantes da quebra da cartilagem e os proteoglicanos podem
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estimular a resposta inflamatéria, perpetuando o ciclo destrutivo. Embora a
degeneracgao da cartilagem caracterize a OA, ha evidéncias cada vez maiores que
sugerem que as alteragdes na OA também envolvem a participacdo da membrana
sinovial, principal fonte de citocinas pré-inflamatérias, e do osso subcondral. A
esclerose do osso subcondral parece ser mais intimamente relacionada ao inicio
ou progressao da OA do que meramente uma consequéncia da doencga.
Evidéncias clinicas e laboratoriais mostram que o metabolismo do osso
subcondral esta alterado na OA, provavelmente decorrente do comportamento
anormal dos osteoblastos nesta regido. Esta anormalidade aliada ao estresse
quimico e mecanico leva ao aumento da formacédo 6ssea nesta area, elevando a
pressdo mecanica na cartilagem de articulagbes de carga, promovendo uma maior
deterioragdo e surgimento de erosdes. Além disto, o papel de mediadores locais
produzidos pelos osteoblastos (como o sistema do IGF- fator de crescimento
insulina-like — e o ativador de plasminogénio/plasmina) vem se tornando mais

importante (Bland e Cooper, 1984).

HIF-10 e Osteoartrite (OA)

A IL-1B € o mais importante fator catabdlico na OA, sua agéo é local e pode
mudar o metabolismo da cartilagem em articulagdes durante a doenga, inibindo a
sintese de colageno tipo Il, dos proteoglicanos e aumentando a sintese de MMPs
(Chevalier, 1997; Van der Kraan e Van der Berg, 2000; Malemud, 2004). Além
disso, a IL-1B estimula a atividade de ligacdo do HIF-1 com o DNA (Hellwig-Burgel

et al, 1999), demonstrando que o HIF-1 pode estar envolvido na modulagao da
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expressao génica durante a inflamagao (Haddad e Harb, 2005). O TNFa tem um
efeito estimulatorio sobre a ligagdo HIF-1 ao DNA semelhante ao da IL-13. Mas é
considerado menos potente como agente destrutivo da cartilagem. Os condrocitos
sao a fonte mais provavel de TNFa na osteoartrite, pois condrécitos osteoartriticos
apresentam elevados niveis de RNAm de TNFa quando comparados a
condrécitos normais (Van der Kraan e Van der Berg, 2000; Haddad e Harb, 2005).

Em um estudo com condrdcitos humanos normais e em osteoartrite (OA),
Coimbra et al (2004), detectaram a expressédo de RNAm e proteina do HIF-1a em
condrécitos normais € em OA em condigdes normais de oxigénio, bem como
estabilizacdo ou aumento dessas expressdées em hipdxia. O tratamento dos
condrécitos com TNFa resultou num aumento da estabilizagdo do HIF-1a em
condigdes normais de oxigénio e esse resultado foi parcialmente bloqueado pelo
pré-tratamento dos condrécitos com inibidores das vias do NF-«B e da P38 kinase.
Concluiram que o HIF-1a é expresso em condrécitos humanos normais e em OA
em condi¢gdes normais de oxigénio. Em hipoxia ou com tratamento com TNFa,

pode-se estabilizar ou aumentar os niveis de HIF-1a.
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O HIF-1a modula a expresséo do colageno tipo Il e do agrecano, principais
constituintes da matriz extracelular da cartilagem articular, e esta modulagcao seria

mediada por IL-13 e TNF-a.
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OBJETIVO GERAL

Estabelecer a associagdo entre mecanismos regulatérios do HIF-1a e a

expressao de colageno tipo Il e agrecanos na cartilagem articular.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
Para alcancar o objetivo geral, foram tragcados os seguintes objetivos

especificos:

1) Verificar a participagao da IL-1p na regulacdao do HIF-1a em condi¢des

normais de oxigénio.

2) Verificar a utilizacdo da via da Fosfatidil-Inositol-3-Kinase (PI-3K) pelo

HIF-1c.

3) Analisar a participacdo HIF-1a na expressdo de colageno tipo Il e

agrecano e a sua regulacao pelas citocinas TNF-a e da IL-1p.



[MATERIAL E METODOS]
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4.1. Isolamento e cultura de condrocitos humanos

As cartilagens articulares trabalhadas foram obtidas em pelo menos trés
hospitais da cidade de Campinas, provenientes de pacientes portadores de
osteoartrite (OA) de joelho, em estagios diversos de evolugdo, porém na sua
maioria do grau lll da escala de Kellgren e Lawrence (K&L) (1957), submetidos a
cirurgia de protese total de joelho. Apds a lavagem das pegas com solugdo de
Hank’s, a cartilagem foi bem fragmentada (Fig.4. A e B) e incubada em Hank’s
com tripsina e colagenase tipo Il (2mg/ml de cada uma) por 1h e 30min a 37 °C
em incubadora de CO; a 5% (Fig4. C e D). Apos esse periodo FBS foi
acrescentado para interromper a agao da tripsina e a solucao foi centrifugada a
250g por 10 minutos e entdo o sobrenadante foi descartado. O pellet formado foi
ressuspendido em meio de cultura DMEM (Dulbecco’s minimum essential
medium) suplementado com 4,5 g/l de glicose, 10% de soro bovino fetal (FBS) e
0,5mg/ml de colagenase bacteriana, e adicionado ao restante dos fragmentos de
cartilagem, permanecendo em digestdo overnight em incubadora de CO; a 5% a
37°C, com agitacdo. Apds essa incubacao, o meio de cultura foi entdo diluido em
solugdo de Hank's e passado em filtro de nylon de 70um (Fig.5. A), para
separacao das células, submetido a centrifugagao a 250g por 10min (Fig.5. B).
Finalmente as células foram contadas em camera de Neubauer com azul de tripan
para verificar sua viabilidade e, foram entdo congeladas em nitrogénio liquido,
devidamente identificadas, com 90% de FBS e 10% de DMSO até a utilizagao nos

experimentos.
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(B)

(C) (D)

Figura 4. Etapas de isolamento e cultura de condrécitos a partir de joelhos obtidos de pacientes
com osteoartrite submetidos a cirurgia de protese total — artroplastia. (A) Retirada da cartilagem
das partes 6sseas. (B) Fragmentagéo. (C) Solugéo de tripsina e colagenase. (D) Manutengdo em

incubadora a 5% de CO, e 37°C.
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(B)

Figura 5. Etapas finais de isolamento e cultura de condrécitos a partir de joelhos obtidos de
pacientes com osteoartrite submetidos a cirurgia de prétese total — artroplastia. (A) Passagem da
solugao de digestdo em filtro de nylon 70um. (B) Pellet de células obtido apds centrifugagéo da

solucado de digestao.

4.2. Cultura dos condrodcitos para realizacao dos experimentos

Os condrocitos foram cultivadas em monocamada (monolayer) elou
suspensao (Fig.6), em placas preparadas com hidrogel poli-(2-hidroxietil
metacrilato) no nosso laboratério, para evitar a adesdo das mesmas em sua
superficie (Fig.7), de acordo com o tipo de experimento realizado. Antes do
descongelamento as placas, devidamente revestidas, foram expostas a radiagao
UV (ultra-violeta) por, no minimo, 15 minutos. As células foram descongeladas em
banho-maria a 37°C e centrifugadas a 250g, 2x de 10 minutos, antes de serem
colocadas nas placas com DMEM contendo 10% FBS, 2mM de glutamina, 1% de
suplemento vitaminico, 100 unidades/ml de penicilina e 100 ug/ml de
estreptomicina e sem a adicdo de anfotericina B e acido ascoérbico, uma vez que

eles podem interferir com a expressdo do HIF-1a. Nos experimentos em
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suspensao, as células isoladas foram cultivadas em cada placa, numa
concentracdo maxima de 5x10° condrécitos e para os experimentos em
monocamada (monolayer) foram cultivadas no maximo 3x10° células, sendo
utilizadas sempre a mesma amostra, isto é, células provenientes de um unico

paciente eram submetidas a um determinado experimento.

Cultivo células em Suspensio Cultivo células em
Monocamada (Monolayer)

Figura 6. Tipos de cutura. Condrdcitos cultivados em Suspensdo (& esquerda) em placas
revestidas com hidrogel e cultivo em placas sem revestimento (a direita), no sistema de

monocamada (monolayer).
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Figura 7. Cultivo dos condrécitos em placas de cultura para realizagéo dos experimentos.

4.3. Desenho Experimental

Esse trabalho foi realizado em trés fases, sendo a primeira fase destinada a
detectar a presenca da proteina nuclear HIF-1a, em condi¢bes normais de
oxigénio, induzida pela IL-1p3, bem como a proteina colageno tipo Il no meio de
cultura das células. Na segunda fase, o objetivo foi detectar a expressao génica
relativa (RNAm) dos genes do HIF-1a, Colageno tipo Il e Agrecano, bem como os
niveis do colageno tipo Il no meio de cultura das células, em condi¢ées normais de
oxigénio e em hipdxia, mediados pelas citocinas IL-13 e TNFa. Na terceira e
ultima fase dos experimentos, o objetivo foi verificar a participagdo do HIF-1a na
regulagdo da expressao de Colageno tipo Il (RNAm e proteina) e expressao
génica de Agrecano (Tabela 2), para isso utilizamos a técnica de interferéncia do

RNAm para o silenciamento do gene do HIF-1a.



Tabela 2. Desenho Experimental.
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Fase Tipo de Cultura Tratamento 0, Analise
o ) Extrato protéico nuclear- HIF-1a
B IL-1B Condigbes normais
12 Suspenséao o Precipitado Meio de Cultura- Colageno Tipo
LY294002 de oxigénio |
Condi¢bes normais Expressdo mRNA — HIF-1a, Col Il e
28 Suspenséo IL-18 e TNFa de oxigénio Agrecano
e Hipdxia Precipitado Meio Cultura- Colageno Tipo I
Condig¢des normais Expressdo mRNA — HIF-1a, Colll e
Monocamada o
32 IL-18 e TNFa de oxigénio Agrecano
(Monolayer) o
e Hipoxia Precipitado Meio Cultura- Colageno Tipo I

Em 1998, Fire et al descreveram o fendmeno intracelular no qual uma

dupla-fita de RNA pode reduzir ou até mesmo abolir a atividade genética pela

destruicdo do RNAmM, num mecanismo denominado Interferéncia por RNA (RNAI).

Este mecanismo de controle de atividade genética é importante para o

desenvolvimento dos organismos e para as fungdes fisioldgicas de células e

tecidos. Nele, longas fitas duplas de RNA s&o alvo de uma endonuclease (Dicer)

que cliva o RNAm em pequenas duplas fitas de, no maximo, 25 nucleotideos

(Small Interference RNA —siRNA). Essas pequenas duplas fitas de RNA, por sua

vez, formam o Complexo de Silenciamento Induzido por RNA ou RNAi-/nduced

Silencing Complex (RISC), capaz de degradar o RNAm. Esse processo degrada

apenas RNAm especificos, uma vez que o complexo RISC utiliza a pequena dupla

fita de RNA como um modelo de reconhecimento do RNAm alvo (Dykxhoorn et al,

2003) (Fig.8).
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Dicer :
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Sintetizado
Pequena dupla fita 0
de siRNA
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& RISC

ATP
Ativacao do RISC

Transfecgao
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l Regiao de reconhecimento pelo siRNA

RNAmM
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l Clivagem RNAm
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Figura 8. Mecanismo de silenciamento do gene pela interferéncia no RNAm. Pequenas duplas
fitas de RNAm introduzidas nas células sdo reconhecidas por proteinas que formam o RNAi-
Induced Silencing Complex (RISC), capaz de degradar o RNAmM de maneira especifica, pois utiliza

a dupla fita como molde para o gene alvo.
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4.4. Experimentos com cultura em suspensao

Os experimentos foram feitos em condicbes de condigdes normais de
oxigénio, isto € a 37°C em 5% CO; e 95% de ar (O 21%) e em condi¢des de
hipoxia. Para isso as células foram colocadas dentro de uma camara modular
(Billups-Rothenburg, Del Mar, CA) que foi submetida a uma mistura de 1% de O,

5% CO, e 94% Ny e a 37°C (Fig.9).

Figura 9. Camara de hipdxia

Para todos os experimentos, as células foram langadas em cultura com
DMEN e 10% de FBS e s6 depois de 48 horas, no minimo, € que os estimulos
foram feitos. Os periodos e as doses dos tratamentos foram pré-definidos em
curvas de padronizagbes realizadas em experimentos anteriores no nosso
laboratério. Para os experimentos com IL-1p foi utilizada a dose de 10ng/ml em 6
horas de tratamento. O LY294002, inibidor da via da Fosfatidil-Inositol-3-kinase
(PI-3K) foi utilizado na dose 10uM/ml. Para o TNFa em 4 horas de tratamento,
também foi utilizada a dose de 10ng/ml, no entanto, no caso especifico desse

tratamento as células foram previamente serodeprimidas a 0,1 de FBS 12h antes
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do estimulo, pois se sabe que o FBS pode anular o efeito do TNFa, uma vez que
ja foi observado que a albumina sérica bovina pode aumentar a producdo de

TNFa (Zheng, 1995), o que poderia introduzir um viés em nossos resultados.

4.5. Obtencao dos extratos nucleares

Os extratos protéicos nucleares foram obtidos de acordo com o método de
Dignam et al (1983) usando-se o kit para extragcao CellLytic NUCLEAR (Sigma-
Aldrich,St.Louis,MO). Todo o procedimento foi realizado a 4°C para evitar a
denaturacdo das proteinas nucleares e, quando da realizagdo do experimento em
hipoxia, 1ul/ml de calpaina foi adicionado as células imediatamente apds a retirada
da incubadora modular. Esse procedimento visa estabilizar os niveis de HIF-1a no
citoplasma, que tendem a diminuir em ambiente com tensdo normal de oxigénio.
Resumidamente, as células foram adicionadas a um tamp&o hipoténico (10mM
HEPES, pH7.9), 1.5mM MgCI2, 10 mM KCI e 0.5mM dithiothreitol- DTT) e
incubadas por 15 minutos em gelo. Foi entdo adicionado um detergente, Igepal
CA-630, em concentragao final de 0.6% e misturados vigorosamente no vortex por
10 segundos. Os nucleos foram recuperados por centrifugagcéo a 3,300g por 30
segundos, e extraidos em um tampao contendo 20mM HEPES pH 7,9, 0.42M
NaCl, 25% de glicerol, 1.5mM MgCI2, 0.2mM de EDTA e 0.5 mM DTT por 30
minutos a 4°C com agitagao constante. O extrato foi centrifugado por 15 minutos a
25,000xg, e o sobrenadante contendo as proteinas foi armazenado a -80°C. Em
todos os tampdes foi adicionado um coquetel de inibidores de proteinases (2mM

4-(2-aminoetil) benzenosulfonilfluoreto, 1.4 pM trans-epoxysuccinil-L-leucilamida
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[4-guanidininobutano], 130 pM bestatina, 1uM lepeptina e 0.3 pM aprotinina
,Sigma-Aldrich) e 26 mM de inibidor proteossomal Calpaina inibidor | (Calbiochem,
San Diego CA). A quatificagdo das proteinas foi feita pelo método de Bradford em

espectrofotbmetro com comprimento de onda de 595nm.

4.6. Precipitacao de Proteinas do Meio de Cultura

Os meios de cultura dos diferentes experimentos foram utilizados para a
analise das quantidades de colageno do tipo Il produzidas pelas células. Foram
acrescentados 2mg/ml de Pepsina (Sigma-Aldrich®) e 30ul/ml de Acido Acético
Glacial PA. As amostras foram mantidas a 30°C por 30 minutos, a fim de diluir
toda a pepsina e depois colocadas a 4°C, sob agitacédo, over-nigth. Apds este
periodo, os meios foram centrifugados a 2000g por 1:30h a 4°C. O sobrenadante
foi descartado e os pellets foram lavados 1x com PBS gelado. As proteinas foram
entdo quantificadas em espectrofotdmetro pelo método de Bradford, como descrito

anteriormente.

4.7. Andlise das proteinas nucleares por Western Blotting

Para a analise das proteinas por Western Blotting, 30 a 40 ug de extrato
nuclear, 2x SDS buffer e agua destilada, num volume final de 30ul, foram
denaturados a 95°C por 1:30minuto, separados em gel de poliacrilamida-SDS
(PAGE) e transferidos para membrana de nitrocelulose Hybond-P (Amersham) em
tampao contendo 20mM Tris, 150 mM glicina e 20% de metanol, a uma voltagem

continua 100mA over-night a 4°C. As membranas foram bloqueadas com uma
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solugcdo de TBS com 5% de leite desnatado e 0,1% de Tween 20, pH 7,6, por 2
horas e entdo imunoblotadas com anticorpo primario monoclonal anti-HIF-1a
produzido em camundongo, na diluigdo de 1/150 (Transduction Laboratories,
Lexington,KY) over-night a 4°C sob agitacdo continua. O anticorpo secundario foi
uma IgG anti-camundongo conjugada com horseradish- peroxidase, em diluicdo
de 1:2000 (Amersham). As membranas foram lavadas 3 vezes (1x 15min e 2x
10min) entre as incubagdes com os anticorpos com solugéo de TBS+Tween 0,1%
pH 7,6. As bandas protéicas na membrana de nitrocelulose foram entdo reveladas
usando-se o kit de detecgdo ECL (Amersham) e entdo realizada a auto-
radiografia. Posteriormente as membranas foram submetidas ao procedimento de
stripping para retirada dos anticorpos € novamente bloqueadas em solugado de
leite 5% e imunoblotadas com anticorpo monoclonal primario anti-pB-actina, que é
uma proteina celular estrutural. Esse procedimento visou normalizar a quantidade
de proteinas presentes em cada amostra, evitando-se falsos positivos, pois desta

maneira € possivel descartar eventuais erros de pipetagem.

4.8. Anadlise das proteinas precipitadas por Western Blotting

O principio de separagdo em gel e transferéncia das proteinas para
membrana de nitrocelulose utilizado foi o mesmo do descrito acima. Para a
deteccdo do colageno tipo Il foi utilizado o anticorpo monoclonal anti-colageno Il
(gentiimente cedido pelo Prof Natalino Yoshinari-USP-SP). Sendo assim, o
tampao utilizado para lavagem das membranas e diluigdes dos anticorpos foi o

PBS e ndao o TBS. O anticorpo secundario utilizado foi o anti-coelho policlonal
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(Amersham®). As autoradiografias das bandas também foram feitas como descrito

anteriormente para os extratos nucleares.

4.9. Interferéncia na expressao do RNA através de siRNA.

Para a técnica de interferéncia na expressao do RNA pelo uso de siRNA,
condrécitos foram submetidos a cultura em monolayer diretamente apds a
digestdo com colagenase tipo 2, antes de serem congelados. Aproximadamente
3x10° células foram colocadas em placas de 60 x 15 mm com meio de cultura
(DMEN + 10%FBS+ 1% de MEM +1% de penicilina e estreptomicina) como ja
descrito anteriormente. Os meios foram trocados a cada 48 horas e as células
permaneceram em cultura por no maximo 7 dias até atingirem 50 a 70% de
confluéncia. Nessa fase o meio de cultura foi retirado e as células foram lavadas 1
vez e mantidas apenas em DMEM por 24h. Apds esse periodo as células foram
incubadas com a solugéo de transfecgéo contendo os oligos de siRNA (100nM) e
a lipofectamina (2ul/ml). Os oligos de siRNA foram desenhados utilizando-se o
software Vector NTI Advance 10® e manufaturados pela Invitrogen (Tabela 3). Os
oligos empregados foram: Controle Negativo (Cnt-), que nao tem como foco o

silenciamento do HIF-1a e Controle Positivo para silenciamento do HIF-1a.(HIF-).
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Tabela 3. Seqliéncia dos oligos de siRNA utilizados na transfeccao para

interferéncia em RNAm para o silenciamento do gene do HIF-1a (HIF1A).

Gene siRNA- Senso siRNA- Antisenso

CNT - GGAGGUCUAGUGGUUUAUAUGUGAA | UUCCAUAUAAACCACUAGACCUCC

HIF1A | GGAUGCUGGUGAUUUGGAUAUUGAA | UUCAAUAUCCAAAUCACCAGCAUCC

Para a preparagcdo da solucdo de transfeccdo, inicialmente foi feita a
diluicdo dos oligos (Cnt- e HIF-) em Opti-mem (OM), em seguida foi feita a diluigao
do Opti-mem com a lipofectamina e esta solugcdo foi entdo incubada em
temperatura ambiente (TA) por 5 minutos. Depois as duas solugdes: Opti-mem +
oligos e Opti-mem + lipofectamina foram misturadas e incubadas por mais 20
minutos em TA antes de serem colocados num volume final de 2ml. As células
foram mantidas nessa solugao de transfecgao por 24h em incubadora a 37°C e 5%
de CO,. Apds esse periodo, a solucdo de transfeccéo foi retirada e as células
foram mantidas em meio de cultura normal (DMEN + 10%FBS+ 1% de MEM +1%
de penicilina e estreptomicina). Nos periodos especificados foram realizados os
tratamentos com as citocinas em condi¢cdes normais de oxigénio e hipdxia, sendo
respeitado o tempo maximo de 72h, para extracdo do RNA total com Trizol®,
como descrito abaixo (item 4.9.1).

Para garantir a eficiéncia da transfecgdo, condrécitos também foram
transfectados com oligos fluorescentes como controle positivo da técnica de
transfeccdo com lipofectamina. Para isso, as células foram cultivadas em

monocamada (monolayer) sobre laminulas e foi utilizado o mesmo protocolo de
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transfeccao citado anteriormente, utilizando-se oligos fluorescentes (100nM). Para
a andlise das imagens, as laminulas foram previamente lavadas com PBS e
colocadas sobre laminas histolégicas com uma gota de Vecta-Shield® (Sigma-
Aldrich®), para a marcagdo em azul dos nucleos celulares. As imagens foram

obtidas em microscopio eletrénico Leica FW 4500 B (Fig.10).

| ..
| . .

Figura 10. Imagens de condrdcitos humanos em OA cultivados em monocamada (monolayer) e

submetidos a tranfecgdo com oligos fluorescentes: (A) A cor azul representa os nucleos celulares e

a cor verde demonstra os oligos fluorescentes no interior da célula; (B) Condrdcitos submetidos a
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técnica de transfeccdo apenas com lipofectamina, com auséncia de oligo fluorescente, os pontos

azuis representam os nucleos celulares, demonstrando a viabilidade celular.

4.9.1. Padronizacao da Concentracao de Oligos e do periodo necessario pos-

transfeccao para o silenciamento do gene do HIF-1a

Para a padronizagdo da concentracdo de oligos de siRNA visando o
silenciamento do gene do HIF-1a, condrécitos foram submetidos a transfecgao
com 3 concentracgdes diferentes de siRNA 50, 100 e 150nM, tanto para os grupos
controle negativo (CNT-) quanto para os grupos de silenciamento do HIF (HIF- 50,
100 e 150) (Fig. 11). O RNA total foi extraido 72 horas apods a transfecgéo. Para
checar o silenciamento do gene do HIF-1a foi realizada a analise por Reagdo em
Cadeia da Polimerase em Tempo Real (QRT-PCR). A concentracdo de 100nM foi

considerada 6tima para silenciamento do HIF-1a, com eficiéncia em torno de 60%.

1,5 -

Nivel Relatlvo
HIF=1c/B=Actina
-

=
&

Controle 50nM 100nM 150nM

Figura 11: Expressdo do RNA mensageiro do HIF-1a em condrdcitos submetidos ao RNAI para

silenciamento do gene, com concentragdes de oligos de 50,100 e 150nM.
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Para a padronizagao do periodo pos-transfeccdo com melhor resposta ao
silenciamento do gene do HIF-1a, o0 mesmo procedimento foi realizado, na
concentragdo de 100nM de oligo, porém a extracdo do RNA total foi feita 48 e 72
horas apdés o periodo de transfeccdo. Observou-se que a resposta de
silenciamento do gene do HIF-1a foi mais eficaz no periodo de 72h péds-

transfecgao (70%) em relagéo as 48h (50%) (Fig. 12).

15 -

@48h m72h

Nival relativo
HIF-1a/p-Actina
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CNT HIF

Figura 12: Expressdo do RNA mensageiro do HIF-1a em condrécitos submetidos a técnica de

RNAI para silenciamento do gene, 48 e 72 horas pos transfecgao.

4.10. Obtencao do RNA total e cDNA

O RNA total foi obtido dos condrécitos através do reagente comercial
TRIzol® (Invitrogen). Resumidamente, 1ml de Trizol foi adicionado as células,
incubando-se por 5 minutos TA para completa dissociagdo dos complexos
nucleoproteicos e adicionou-se em seguida 0,2 ml de cloroférmio. A solugéo obtida

foi agitada manualmente por 15 segundos e incubada por 3 minutos em TA. As
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amostras foram centrifugadas a 12000x g por 15 minutos a 4°C. Apés
centrifugagcéo a solugdo dividiu-se em duas fases, sendo transferida para outro
tubo a fase aquosa que contém o RNA. Foi adicionado 0,5 ml de alcool
isopropilico e as amostras foram mantidas em TA por 10 minutos e entéo
centrifugadas a 12000 x g por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi removido e o
precipitado lavado uma vez com 1 ml de alcool etilico a 75% em agua livre de
RNAse (DEPC). A amostra foi misturada no vértex e centrifugada a 7500 x g por 5
minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o precipitado de RNA foi
dissolvido em agua livre de RNAse (DEPC) e incubado por 10 minutos a 55°C.

O RNA extraido foi quantificado em cuveta de quartzo sob luz ultravioleta
(UV) em espectrofotdmetro (260/280 nm) e a qualidade dos mesmos foi avaliada
em gel de agarose 2%. As amostras de cDNA foram sintetizadas a partir de 2ug
de RNA total usando o sistema de Transcrigdo Reversa com primers hexameros
randémicos (5uM) (Invitrogen) em uma mistura de 20 ul contendo: tampao RT
(Tris-HCI 10 mM (pH 8,3), KCI 50 mM, MgCl, 1 mM), dNTP’s 250 uM cada dATP,
dCTP, dGTP, dTTP (Invitrogen); 5mM DTT (Invitrogen) e 200 U da enzima
transcriptase reversa (M-MLV -Moloney Murine Leukemia Virus- RT; kit
Superscript™ 1l Reverse Transcriptase, Invitrogen). As amostras de cDNA foram

armazenadas a -20°C até o uso.

4.11. Reacao em cadeia da polimerase em Tempo Real (QRT-PCR)
A reacdo de PCR em tempo real foi realizada utilizando-se o kit SYBR®

Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) e o equipamento 7500 Real-Time
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PCR System (Applied Biosystem). As condicbes de ciclagem seguiram as
especificagdes do equipamento 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystem)
(Fig. 13). Como os dados fluorescentes da amplificacdo sdo obtidos no terceiro
estagio a 60°C e nao ha o estagio de extensao a 72°C, o desenho dos primers

deve ser feito respeitando um limite maximo de 150 pares de base como produto.

Foram desenhados primers (Vector NTI Advance 10®), com um produto
maximo de 150 pares de base, sense e antisense para os genes HIF1A
(NM_001530), COL2A1 (NM_001844), ACAN (NM_001135) e ACTB
(NM_001101), que codificam as proteinas HIF-1a, colageno 2, agrecano e -
actina, respectivamente (Tabela 4). O gene da B-actina € um ‘“house keeping
gene” ou gene doméstico e & constitutivamente expresso no meio celular, por isso
€ utilizado para normalizar as expressdes dos genes alvo. Os primers foram
manufaturados pela Invitrogen. Para a amplificagcdo dos genes, a concentragao
final dos primers senso e antisenso e de cDNA necessaria a reacdo de PCR em

tempo real foram obtidas apds a padronizagao.
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Tabela 4. Seqiiéncia dos primers utilizados para a realizacao da PCR em

tempo real para os genes HIF1A, COL2A, ACAN e ACTB.

Gene Senso Antisenso

HIF1A CTGACCCTGCACTCAATCAA CTTTGCTTCTGTGTCTTCAGCAGCA
COL2A1 CCCAGTTGGGAGTAATGCAA TTGCCTTGAAATCCTTGAGG

ACAN CAACAGTGCCTATCAGGACAA TAGACCCCAGAGTCATTGGA

ACTB GCT CGT CGT CGA CAACGG CTC | CAAACATGATCT GGG TCATCTTCTC

HIF1A — Gene do HIF-1a; COL2A1 — Gene do Colageno 2; ACAN — Gene do Agrecano e ACTB —

Gene da B-actina.

Theamnal Cycler Protocol
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Stage 1 Slage 2 Stage 3
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Figura 13. Condicoes de ciclagem da reacao de PCR em tempo real. O terceiro estagio (Stage

3) compreende a repetigdo de 40 ciclos e os dados de fluorescéncia sdo coletados durante no

periodo que a reagéo permanece em 60°C, em cada ciclo (destacado em amarelo).
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4.11.1. Padronizacao das concentracoes de primers e cDNA para o qRT-PCR

A solugdo de qRT-PCR tem um volume final de 10ul, dos quais: 5 pl de
Sybr Green, 3ul de cDNA ja diluido e 2pl de solugéo de primers. Na padronizagao
da concentracéo de primers, foram utilizados 4 valores diferentes: 150, 300, 600 e
900nM de senso e antisenso na solugao final gRT-PCR. As reacdes foram feitas
em triplicata. Foi realizada quantificagdo absoluta das amplificagdes dos genes e
na analise da concentragao 6tima, procurou-se o valor que obtivesse o menor Ct e
o maior ARn. Ct corresponde ao ciclo em que a reacio cruza o Threshold, que € a
linha base do nivel de fluorescéncia em que a reagdo é detectada, na fase
exponencial. ARn refere-se a quantificacdo do produto amplificado ao final dos 40
ciclos, onde Rn corresponde a intensidade de sinal a cada ciclo, comparando-o
com a referéncia passiva, no caso do Sybr Green, essa referéncia é o ROX (Fig.
14). As concentragbes 6timas obtidas foram 150nM para o primer do HIF-1a, 300

nM para os primer de B-actina e agrecano e 900nM para colageno tipo Il.

Delta Rn cl
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Cycle Number
Figura 14: Treshold representa a linha base de detec¢céo da fluorescéncia e Ct indica o

ciclo em que o nivel de fluorescéncia da amostra comegou a ser detectada.
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Na padronizagcao da concentracdo de cDNA, foram utilizadas 6 diluicbes
diferentes de cDNA em agua DEPC: 1:2/ 1:4/ 1:6/ 1:8/ 1:10 e 1:12ul. A
concentracao 6tima também é a que obteve menor Ct em maior ARn, e nesse
caso, a concentracédo de 1yl de cDNA em 6ul de agua DEPC foi considerada
otima para a realizacdo dos experimentos com todos os primers, exceto para o do
HIF-1a que foi de 1:12 . Em todos os experimentos foram realizadas as curvas de

dissociagao para verificar a especificidade do produto formado (Fig. 15).

Dissociation Curve
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Figura 15: Curva de dissociagdo demonstrado a especificidade do produto amplificado, sem

contaminagoes.

4.12. Anadlise Estatistica

Os resultados dos experimentos foram expressos em médias e desvios
padroes. Os dados foram submetidos a analise estatistica ndao-paramétrica. Foi
utilizado o teste de Kruskal-Wallis, e o pods-teste realizado para a discriminacao
das diferencas foi o teste de Duncan. Para todas as analises foi considerado o

valor de P < 0.05.
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5.1. 12 Fase

A citocina inflamatéria IL-1p regulou negativamente a expressao génica do
HIF-1a, no entanto, sem significancia estatistica. O tratamento associado de IL-1
e LY294002, o inibidor da via da PI-3K, potencializou o efeito na expressao do
RNAm do HIF-1a em comparagdo com o grupo controle, sem nenhum tratamento
(P<0,05) (Fig.16).

2,0 -

Nivel Relatlvo
HIF-1a/p-Actina
[=]

—

0.0
IL-18 = + +
LY294002 - - +

Figura 16. Expressdao de RNAm do gene do HIF-1a em condrécitos humanos em OA sob
condicoes normais de oxigénio. A primeira barra representa o grupo controle, sem nenhum
tratamento. A segunda barra representa a regulagdo negativa, porém nao estatisticamente
significativa da IL-1p sobre o HIF-1a e a terceira o grupo demonstra que associacéo entre IL-1B e

LY294002 regula negativamente o RNAm do HIF-1a com mais intensidade (*P <0,05) (n=3).

A expressao protéica nuclear do HIF-1a foi regulada positivamente pela IL-

1B, porém o bloqueio da via da PI-3K anulou esse efeito hiperregulatério da IL-1

sobre HIF-1a (Fig.17).
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Figura 17. Expressao da Proteina Nuclear do HIF-1a em condrocitos humanos em OA. A

primeira banda demonstra a expressdo do HIF-1a. no grupo controle, na segunda banda
observamos a regulagdo positiva da IL-13 sobre a expressdo do HIF-1a e a terceira banda
demonstra que o bloqueio da via da PI-3K anula o efeito regulatdrio da IL-1p. Os resultados foram

normalizados com a B-Actina.

Com relagédo a expressao protéica de colageno tipo Il no meio de cultura
dos condrdcitos, ndo foram observadas alteragbes significantes entre os grupos

(Fig.18).

. - | colageno Tipo Il (70Kd)

Figura 18. Expressao da Proteina do Colageno tipo Il nos meios de cultura de condrécitos

humanos em OA. Nao houve alteragdes significantes entre os grupos.

5.2. 22 Fase
Na segunda fase do trabalho, analisamos a expressao génica do HIF-1a,
colageno tipo Il e agrecano de condrdécitos cultivados em suspenséo. Observamos

que em hipdxia, a expressao do HIF-1a aumentou em relagédo ao grupo controle
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em condigdes normais de oxigénio, como esperado, principalmente nos
experimentos com IL-18 (P<0,05) (Fig.19A). As citocinas inflamatérias nao
exerceram efeito sobre o HIF-1a em condigdes normais de oxigénio (P>0,05). Em
associagdao com a hipoxia, IL-1B (Fig.19A) e TNFa (Fig.19B) anularam o efeito
regulatorio positivo dessa condicdo de oxigénio na expressdo do HIF-1a,
mantendo os niveis relativos de expressao proximos aos valores basais (grupo

controle) (P>0,05).

A) B)

0O Controle % O Controle

miL-1B o INa

“
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HIF-10/-Actina
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Hipoxia Normdxia Hipéxia

Norméxia
Figura 19. Expressao do RNAm do HIF-1a em condrécitos humanos OA cultivados em
suspensdo. Em condigdes normais de oxigénio, as citocinas IL-18 (A) e TNFa (B) ndo exerceram
nenhum efeito sobre o HIF-1a. A) A hipdxia aumentou a expressao do HIF-1a (*P<0,05) em
relagdo ao grupo controle em condi¢des normais de oxigénio. Mas esse efeito regulatério positivo
da hipdxia sobre o HIF-1a foi anulado quando em associagdo com os estimulos da IL-13 (A) e
TNFa (B) que retornaram aos valores relativos de expressao do HIF-1a observados nos grupos

controle (P >0,05) (n=3).
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Nos experimentos com IL-1B, a expressao génica do colageno tipo Il
aumentou em hipdxia, assim como observado com o HIF-1a, apesar de nao
apresentar significancia estatistica (P >0,05). Mas a hipoxia em associacédo com a
IL-1B, regulou negativamente os niveis de expressao de colageno tipo Il (*P <0,05)
em comparagdo com O grupo controle também nessa condicdo de oxigénio
(Fig.20A). Nos experimentos com TNFa, ndo foi observado nenhuma alteragcao

significante nos niveis de colageno tipo Il (Fig.20B).
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Figura 20. Expressao do RNAm do Colageno tipo Il em condrécitos humanos OA cultivados
em suspensao. A) A hipéxia aumentou a expressao do Colageno tipo Il nos experimentos com IL-
18 (P >0,05), mas em associagdo com essa citocina regulou negativamente os niveis de Colageno

tipo Il (*P<0,05). B) Nos experimentos com TNFa, ndo foi observado nenhuma alteragédo

significante nos niveis de colageno tipo Il (P>0,05) (n=3).
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Na analise da expressao génica do agrecano, a IL-1p (Fig.21A) e o TNFa,
(Fig.219B) demonstraram tendéncia a regulacdo positiva desse gene em ambas
as condigdes de oxigénio, ao contrario do observado na expressdo de colageno

tipo Il, no entanto, ndo foram observadas alteracdes estatisticas (P >0,05).
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Figura 21. Expressao do RNAm do Agrecano em condrécitos humanos OA cultivados em
suspensdo. A) IL-1B e TNFa (B) demonstraram tendéncia a aumentar a expressdo do agrecano
tanto em condi¢des normais de oxigénio quanto em hipdxia, porém, ndo foram observadas

alteragoes estatisticas (P >0,05) (n=3).

Com relagcédo a expressao protéica de colageno tipo Il no meio de cultura

dos condrdcitos, também n&o foram observadas alteragdes significantes entre os

grupos (Fig.22).
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Figura 22. Expressao da Proteina do Colageno tipo Il nos meios de cultura de condrécitos

humanos em OA. Nao houve alteragdes significantes entre os grupos.

5.3. 32 Fase

Nessa fase foram feitos experimentos para o silenciamento do gene do HIF-
1o por interferéncia do RNAm e analisamos a expressao génica do proprio HIF-
1a, para verificar a eficiéncia da técnica, além dos genes do colageno tipo Il e
agrecano. Nesses experimentos em que foi utilizada a cultura em monocamada
(monolayer), o comportamento dos condrécitos em relagdo ao padrédo de
expressdo do RNAm do HIF-1a foi diferente do observado nas culturas em
suspensao (Fase 2). Aqui observamos que as citocinas IL-1p (Fig.23) e TNFa
(Fig.24) apresentaram tendéncia em aumentar HIF-1a nos grupos nao silenciados
para esse gene, em ambas as condicbes de oxigénio, principalmente em
associagdao com hipdxia, quando comparados aos grupos controle também nao
silenciados (P >0,05) e quando comparados aos grupos silenciados para o HIF-1a
(*P <0,05; **P <0,01) (Fig.23B e 24B). A eficacia do silenciamento do gene do HIF-

1o foi de aproximadamente 70% nos experimentos com IL-1B (Fig.21) e de 40%
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nos experimentos com TNFa (Fig.24). Mas em todos os grupos silenciados, em
quaisquer condi¢gbes de oxigénio, IL-1B (Fig.21 e B) e TNFa (Fig.24A e B) nao

foram capazes de alterar significativamente a expresséo de HIF-1a.
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Figura 23. Expressao do RNAm do HIF-1a. em condrécitos humanos OA cultivados em
monolayer tratados com IL-1B. Nos grupos n&o silenciados para o gene do HIF-1a, houve uma
tendéncia ao aumento de sua expressédo sob o tratamento da IL-1f em condi¢cdes normais de
oxigénio (A) e em hipoxia (B) quando comparados aos grupos controle (P >0,05) e quando
comparados aos grupos silenciados para o HIF-1a (*P <0,05; ** P <0,01) também em ambas as
condigdes de oxigénio. Nos grupos silenciados para o gene do HIF-1a, em quaisquer condigées de
oxigénio, condi¢gdes normais de oxigénio (A) ou hipdxia (B), IL-1p n&o alterou significativamente a

expressao de HIF-1a (P >0,05) (n=6).
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Figura 24. Expressao do RNAm do HIF-1a. em condrécitos humanos OA cultivados em
monolayer tratados com TNFa. TNFa também apresentou tendéncia a aumentar a expresséao do
HIF-1 em condi¢cbes normais de oxigénio (A) e em hipdxia (B) quando comparados aos grupos
controle (P >0,05) e essa hiperregulacado foi significante quando comparada a expressao dos
grupos silenciados para o HIF-1a (*#P <0,05; ** P <0,001) também em ambas as condi¢des de
oxigénio. Nos grupos silenciados para o gene do HIF-1a, em quaisquer condigbes de oxigénio,

condi¢des normais de oxigénio (A) ou hipdxia (B), TNFa néo alterou significativamente a expressao

de HIF-1a. (P >0,05) (n=6).

Quando analisamos a expressao do Colageno tipo I, observamos que em
condi¢cdes normais de oxigénio, IL-1p (Fig. 25A) e TNFa (Fig.26A) ndo exerceram
nenhuma agao regulatéria sobre a expressdo desse gene, tanto nos grupos nao
silenciados quanto nos grupos silenciados para o HIF-1a. No entanto em
condigdes de hipdxia (Fig.25B e 26B), a expressao do colageno tipo Il foi regulada
negativamente nos grupos silenciados quando comparados aos grupos controle,

nao silenciados, principalmente nos experimentos com TNFa (*P<0,05 e
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** P<0,001) (Fig.26B). A associagao entre a falta do HIF-1a. e as citocinas IL-1
(Fig.25B) e TNFa (Fig.26B), diminuiu mais ainda a expresséo do colageno tipo |l

nos grupos silenciados em condi¢cdes de hipoxia.
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Figura 25. Expressdao do RNAm do Colageno tipo Il em condrécitos humanos OA cultivados
em monolayer tratados com IL-1f. A) Em condi¢des normais de oxigénio IL-13 e o silenciamento
do gene do HIF-1a. ndo exerceram nenhuma agéo regulatéria sobre a expressao de colageno tipo
Il (P >0,05). B) Em hipdxia, a falta do HIF-1a diminuiu a expresséo de colageno tipo Il (*P <0,05),

principalmente quando associada com a IL-1p (*P <0,05) (n=6).
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Figura 26. Expressdao do RNAm do Colageno tipo Il em condrécitos humanos OA cultivados
em monolayer tratados com TNFa. A) Em condi¢gdes normais de oxigénio, nem o silenciamento
do gene do HIF-1a nem TNFa exerceram nenhuma acdo regulatéria sobre a expressdo de
colageno tipo Il (P >0,05). B) Em hipdxia, a falta do HIF-1a diminuiu significativamente a expressao

de colageno tipo Il (**P <0,001), e também quando associada com o TNFa (*P <0,05) (n=6).

Na analise do agrecano, observamos que em condigdes normais de
oxigénio nado houve diferenga na expressdo desse gene com ou sem O

silenciamento do gene do HIF-1a e os tratamentos com IL-1B3 (Fig.27A) e TNFa
(Fig.27B) (P>0,05). Em hipoxia, nos experimentos com IL-13 observamos uma
tendéncia a diminuicdo do agrecano no grupo silenciado para o HIF-1a (Fig.27B),
no entanto, essa diferenga ndo foi significante (P>0,05). Também nos
experimentos com TNFa (Fig.28B), ndo foram observadas alteragcbes na

expressdo do agrecano independente do silenciamento do HIF-1a (P >0,05) (n=6).
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Figura 27. Expressao do RNAm do Agrecano em condrdécitos humanos OA cultivados em
monolayer tratados com IL-1B. A) Em condi¢des normais de oxigénio ndo foram observadas
alteracGes na expressao do agrecano, independente do silenciamento do gene do HIF-1a e do
tratamento com IL-13 (P >0,05). B) Em hipdxia, apesar da tendéncia a diminui¢gdo da expresséo do
agrecano no grupo silenciado para o HIF-1a, ndo foram encontradas diferengas estatisticamente

significativa entre nenhum grupo analisado (P >0,05).
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Figura 28. Expressao do RNAm do Agrecano em condrécitos humanos OA cultivados em
monolayer tratados com TNFa. Tanto em condi¢cdes normais de oxigénio (A) quanto em hipdxia

(B) nao foram observadas alteragdes na expressao do agrecano independente do silenciamento do

gene do HIF-1a (P >0,05) (n=6).
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Assim como observado em todas as analises das proteinas precipitadas

dos meios de cultura, também nessa fase dos experimentos, ndo encontramos

diferencas significantes na expressao da proteina do colageno tipo Il, mesmo nos

grupos silenciados para o gene do HIF-1a (sHIF-1a) e sobre os tratamentos com

IL-1B (Fig.29A) e TNFo (Fig.29B)
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Figura 29. Expressao da Proteina do Colageno tipo Il nos meios de cultura de condrécitos

humanos em OA cultivados em monolayer. Nao houve alteragdes significantes mesmo nos

grupos silenciados para o gene do HIF-1a (sHIF-1a) e sobre os tratamentos com IL-1p (A) e TNFa

(B).
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12 Fase

A ativagdo do Fator de Transcrigdo Induzido por Hipoxia (HIF-1),
responsavel por transcrever genes relacionados as alteragdes nas concentragdes
de oxigénio e a sobrevivéncia celular, somente acontece apds a dimerizagao entre
as subunidades HIF-1a e HIF-1B no nucleo. Em virtude da cartilagem articular ser
um tecido avascular, todo o metabolismo dos condrdcitos ocorre sob baixas
tensdes de oxigénio (Archer et al. 2003). Sabe-se, portanto da importancia da
presenca e atuagcdo da subunidade HIF-1a na condrogénese, sobrevivéncia dos
condrocitos e manutencdo da homeostase na naturalmente hipoxica cartilagem
articular (Coimbra et al. 2004; Pfander et al, 2004; Schipani, 2005; Yudoh et al.
2005), mas sua participagdo no processo de degeneragao durante a osteoartrite

permanece por ser melhor compreendido.

As fibrilagbes que ocorrem na cartilagem em decorréncia do processo de
degeneragdo na osteoartrite (OA) podem determinar o aparecimento de
microfraturas no osso subcondral, o que provavelmente altera o gradiente de
concentracdo de oxigénio da cartilagem, facilitando a produgdo das espécies
reativas de oxigénio (ROS), as quais podem alterar a modulagdo da expresséo
génica dos condrdcitos (Martin et al, 2004). Baseado nesses dados torna-se
relevante o estudo de condrocitos humanos cultivados em condigdes normais de

oxigénio.

Nessa fase do estudo, observou-se que em condi¢gées normais de oxigénio

a IL-1p regulou negativamente a expressao do RNAm do HIF-1a, no entanto, esta
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regulacdo nado foi estatisticamente significante quando comparado ao grupo
controle, sem o tratamento com IL-13. Por outro lado, quando as células foram
tratadas com IL-1 e a micromolécula LY294002, conhecida por ser inibidora da
via da Fosfatidil-Inositol-3-Kinase (PI-3K), uma das vias n&o hipoxicas utilizada na
acao do HIF-1a, houve uma diminuigdo acentuada da expresséo do gene do HIF-
1o em relagdo ao grupo controle (P<0,05) (Fig. 30). Esses dados confirmam
outros ja encontrados num estudo previamente realizado pelo nosso grupo (dados

ainda em fase de peer review) (Andrade, 2006).
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Figura 30. Representagdao esquematica das vias de sinalizacdo utilizadas pelas citocinas

inflamatérias na ativagdo nao hipéxia do HIF-1a. Basicamente, atuam na sintese do RNAm do
préprio HIF-1a e, ou, no aumento da estabilizagdo do HIF-1a no citoplasma, consequentemente
favorecendo sua translocagéo para o nucleo celular onde se liga a subunidade HIF-1p para exercer

sua fungéo.
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Em relacdo a expresséao protéica do HIF-1a, diferentemente do observado
em relagcdo a expressao do seu gene, o estimulo pela IL-1fp aumentou a
concentragdo da proteina nuclear HIF-1a e esta regulagdo também ocorreu, como
esperado, por meio da via da PI-3K, uma vez que o bloqueio desta, anulou o efeito
regulatorio positivo da IL-1p sobre o acumulo da proteina HIF-1a.

Alguns autores observaram em células de hepatoma (HepG2) e
citotrofoblasticas humanas que nao houve alteragcdo na expressdo do RNAm do
HIF-1a. quando as mesmas foram tratadas com IL-1p, mas detectaram aumento
da expressao protéica do HIF-1a induzida pela IL-1B, assim como os dados
observados no presente estudo. Esses autores também relataram que essa
citocina causa a ativacao da ligagao do dimero HIF-1 com o DNA em condigcbes
normais de oxigénio (Hellwig-Burgel et al, 1999; Qian et al, 2004). Outros autores
relataram ainda, em células epiteliais alveolares tipo Il, esse mesmo efeito de
aumento da estabilizacdo do HIF-1a, translocagdo nuclear e ativagcéo da ligagao
HIF-1-DNA induzida pela IL-1p em condi¢des normais de oxigénio. Em uma
linhagem celular neoplasica, ndo somente observaram uma regulagao positiva do
HIF-1a induzida pela IL-1B, mas também demonstraram que a via da PI-3K é
utilizada por essa citocina nessa regulacao (Jiang et al, 2001; Haddad, 2002,
Stielh, 2002). Todos esses resultados, apesar de observados em outros tipos
celulares sdo semelhantes aos observados nesse estudo com condrécitos OA
humanos.

Em 2004, Coimbra et al, relataram aumento da expressao protéica nuclear

do HIF-1a induzida pelo TNFa em condrécitos normais e em osteoartrite sob
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condigdes normais de oxigénio. O TNFa, apesar de menos potente, € outra
importante citocina envolvida na patogénese da osteoartrite e assim como a IL-1
aumenta a ativacao da ligagao HIF-1-DNA (Hellwig-Burgel et al, 1999).

Na anadlise da expressdo génica do HIF-1a realizada em diferentes
amostras de cartilagem articular,degeneradas e sadias, observou-se maior
expressao desse gene nas amostras degeneradas, sugerindo que este fator pode
estar relacionado com os mecanismos patogénicos da osteoartrite (Yudoh, 2005).
Assim como os dados observados nessa fase do trabalho, esses autores também
ndo encontraram efeito estatisticamente significante do tratamento com IL-1p
sobre a expressdo do RNAm do HIF-1a, mas diferentemente dos nossos
resultados observados no presente estudo, os quais demonstraram ser o estimulo
com a IL-1B suficiente para aumentar a expresséo da proteina HIF-1a, conforme
demonstrado nos experimentos por western blotting e normalizados pela proteina
celular estrutural $-actina, esses mesmos autores ndao encontraram diferencas na
expressao dessa proteina em situagdes normais de oxigénio mas apenas em
hipéxia (Yudoh et al, 2005), o que pode ser explicado pelo fato destes autores
utilizarem um sistema de cultura diferente do empregado neste estudo. Enquanto
aqui o sistema de cultura foi o de células em suspensao em placas com superficie
revestidas por hidrogel, aqueles autores optaram pela cultura em monocamada.
Em suspensao, os condroécitos permanecem com seu formato arredondado, unem-
se em grupos e permanecem expressando elementos da matriz extracelular,
inclusive formando nédulos de células com producgao ativa de matriz extracelular.

O fendtipo do condrécito, neste sistema, é preservado por mais de seis meses
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(Reginato et al. 1994). O cultivo em suspensao de condrocitos, que sao originados
de um tecido relativamente hipoxico, pode tornar o ambiente, principalmente a
parte central dos agrupamentos, hipéxico (Stokes et al. 2002).

Mais tarde, o0 mesmo grupo descreveu aumento dos niveis protéicos de
HIF-1a. em condrécitos OA cultivados em condigbes normais de oxigénio e
hipoxia, porém tratados com IL-1B por um periodo longo de tempo (24h) (Murata
et al, 2006). Talvez essa diferenca em relagao aos resultados aqui observados
possa ser explicada pelo fato de que no presente estudo analisou-se o extrato
nuclear protéico, enquanto eles analisaram o lisado celular total, que pode
acarretar problemas de concentragao protéica em razdo da grande diluicédo e da
quantidade de proteinas que sado observadas quando se analisa lisado celular
total. Além do mais, HIF-1a para exercer sua funcdo tem que estar translocado
para o interior do nucleo celular.

Esses resultados sugerem que em condrocitos, bem como em outros tipos
celulares, a agéo da IL-1B como regulador positivo do HIF-1a deve ocorrer apos a
transcricdo, em razdo da auséncia de efeito da IL-13 na expressdo do gene do
HIF-1a. Também confirmamos que a regulagdo do HIF-1a pela IL-18, utiliza, ao
menos em parte, a via da PI-3K. Os dados obtidos até aqui sugerem que o HIF-1a
pode estar envolvido no mecanismo patogénico da osteoartrite, uma vez que as
principais citocinas inflamatorias dessa doenga aumentam a concentragdo da

proteina do HIF-1a dentro do nucleo do condrécito.
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2% Fase

Na segunda fase do trabalho analisou-se a modulagdo do HIF-1a pelas
citocinas inflamatdrias IL-18 e TNFa e a participagdo das mesmas na modulagao
sobre a expressao dos genes do colageno tipo Il e do agrecano, os dois principais
constituintes da matriz extracelular e, consequentemente, os mais danificados no
processo de degeneracgao da cartilagem articular durante a osteoartrite. Observou-
se que em condi¢gdes normais de oxigénio ndo houve alteragdo na expressao do
RNAm do HIF-1a quando as células foram estimuladas com ambas as citocinas
IL-1B e TNFa, dado que reforca o achado anteriormente na 1 fase desse estudo.
Esses resultados também foram observados por outros autores.

Em linhagem celular de hepatoma humano (HepG2), Hellwig-Burgel et al
(1999) utilizando a técnica de Northen Blotting n&do observaram diferengcas na
expressdo do RNAm do HIF-1a apds os estimulos das células tanto com IL-13
quanto com TNFa indiferente a condicdo de tensdo de oxigénio. Em células de
infiltrado inflamatério de lesdes cutadneas de ratos, o estimulo da hipoxia e o
estimulo do TNFa também ndo foram suficientes para alterar a expressao do
RNAmM do HIF-1a, neste estudo os autores também utilizaram a técnica de
Northen Blotting para detecgdo do RNAm, bem como a técnica de analise semi-
quantitativa da Reagcdo em Cadeia da Polimerase (RT-PCR) para quantificar a
expressdo do RNAm do HIF-1a (Albina et al, 2001). Utilizando essa mesma
técnica de analise semi-quantitativa da Reagdo em Cadeia da Polimerase (RT-
PCR), Zhou et al (2003), também observaram em células tubulares proximais

renais (LLC-PK) que o estimulo do TNFa ndo alterou a expressao do RNAm do



93

HIF-10, apesar de aumentar a sintese da proteina HIF-1a, da mesma forma Qian
et al (2004) em células citrotrofoblasticas humanas estimuladas com IL-13
observaram aumento da expresséo da proteina HIF-1a, porém sem alteragbes na
expressdao do RNAm desse gene.

A técnica de analise da Reagcdo em Cadeia da Polimerase em tempo Real
(qRT-PCR), utilizada no presente estudo, destaca-se por ser mais sensivel na
deteccao das alteragcdes da expressdo do RNAm, uma vez que € uma técnica
quantitativa e ndo semi-quantitativa. Yudoh et al (2005), também utilizando essa
técnica de gRT-PCR para verificar a modulagado da expressao do RNAm do HIF-
10 em condrocitos humanos, também observaram que a IL-1p somente associada
a condicao de hipdxia e apds 12h de estimulo, foi capaz de aumentar a expressao
do RNAm do HIF-1a, dado que nao foi observado em condi¢des normais de
oxigénio.

Observou-se ainda que o estimulo isolado da hipdoxia aumentou
consideravelmente a expressdo do HIF-1a (P<0,05) como esperado e nos
experimentos com TNFo houve uma tendéncia a esse mesmo resultado,
entretanto nado foi possivel demonstrar que este aumento foi estatisticamente
significante (P>0,05), talvez em razao do tempo de tratamento com IL-1p ter sido
de 6h enquanto que com TNFa foi de 4h, o que permitiu menor tempo de
exposi¢cao dos condrécitos a essa condicado de oxigénio. No entanto, mesmo
nestas condigcdes, ambas as citocinas anularam os efeitos positivos da hipdxia
sobre a expressao do HIF-1a. Yudoh et al (2005) também observaram que a

hipoxia aumenta a expressdo génica do HIF-1a, no entanto, demonstraram
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também que esse aumento é acelerado pela IL-1p, diferentemente dos nossos
dados onde observou-se tendéncia a anulagdo do efeito regulatério positivo da
hipoxia pela IL-1B e pelo TNFa, mas esses dados n&o foram significantes
(P>0,05). Nao se pode destacar ainda as diferentes fases de evolugéo da doenca
nas amostras de cartilagem utizadas na obtencdo dos condrocitos utilizados no
presente estudo, uma vez que dada a dificuldade na obtencéo dos espécimes, nao
foi possivel utilizar cartilagens provenientes de fases mais iniciais da OA , sendo a
maioria das amostras provenientes de paciente com classe trés na classificacao
radiolégica de K&L pré-cirurgico, segundo informacao fornecida pelos diferentes
cirurgides.

Quando foi analisada a expressdo do colageno tipo II, no mesmo
experimento, observou-se que assim como ocorreu com relacdo ao HIF-1a, nos
experimentos com IL-1B, a hipdxia isoladamente aumentou colageno tipo Il, mas
em associagao com a IL-1p, como esperado a expressado do colageno Il diminuiu
consideravelmente (P<0,05). Em condrdcitos de cartilagem de coelhos, ja foi
demonstrado que a IL-13 diminuiu o RNAm de colageno tipo Il (Chadjichristos et
al, 2003) Nos experimentos com TNF-a ndao foram observadas alteracdes
significantes (P>0,05). No entanto alguns estudos ja demonstraram que em
condrécitos de ratos, o TNFa diminui a expressao génica de colageno tipo Il de
maneira tempo-dependente, tanto em condi¢des normais de oxigénio como em
hipoxia, e que essa regulagdo ocorre por meio da via do NF-kB (Séguin et al,
2003; Klooster et al, 2005). Durante a condrogénese, a hipoxia aumenta as

concentragbes protéicas das prolil-hidroxilases pré-colageno, que sao
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indispensaveis para a formacédo dessa fibra, via estabilizacdo do HIF-1a,
aumentando assim, a expressao do colageno tipo Il (Schipani, 2005). No decurso
da osteoartrite, verificou-se o aumento da concentragdo de RNAm de colageno
tipo I, pelo aumento dos niveis de prolil-4-hidroxilase (P4H-A1), co-localizados
com o HIF-1a. O estimulo da hipéxia aumenta a expresséo de colageno tipo Il por
uma via dependente do HIF-1a (Pfander et al, 2004). Confirmou-se esses achados
com os resultados aqui obtidos que demonstraram que a hipéxia aumentou os
niveis de RNAm do HIF-1a. e do colageno tipo Il paralelamente, talvez a fungéo
regulatoria do HIF-1a para geracdo anaerdbica de energia pode estar
indiretamente envolvida no controle da sintese de matriz, num esforco para

repara-la durante a doenca (Grimer et al, 2006).

A acédo catabdlica da IL-1p sobre a express&o do colageno tipo Il deve-se
ao fato dessa citocina pro-inflamatéria, fortemente presente na osteoartrite,
estimular a producdo de metaloproteinases, como a MMP-1, 3, 9 e 13, que sao
capazes de destruir as proteinas da matriz extracelular, exacerbando a fungao
anabdlica do processo de renovagao do tecido cartilaginoso. A atividade das
MMPs s&o controladas pelos seus inibidores especificos, os TIMPs (Tissue
Inhibitor Metalloproteases), e o balango entre as quantidades de MMPs e TIMPs,
determina se a cartilagem é degradada ou n&do. Antagonistas de receptores de IL-
18 como a IL-4, IL-10 e IL-13 previnem a secreg¢ao de algumas MMPs e podem
aumentar a sintese de TIMPs, determinando a ag&o catabdlica da IL-13 sobre as
proteinas da matriz extracelular pela diminuicdo da secre¢do dos TIMPs e

consequente aumento das MMPs (Klippel, 2001; Ruhul Amin, 2003). A principal
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proteina atingida por essa destruicdo € o colageno do tipo IlI, por ser a mais
abundante no tecido (Qian et al, 2004; Martin et al, 2004; Fan et al, 2006;
Shakibaei et al, 2007). Liacini et al (2003) também observaram que condrécitos
provenientes de cartilagem com OA expressam o RNAm da metaloproteinase
MMP-13, ao contrario dos condrécitos normais que tém a expressao nula para
esse gene. Esses resultados demonstram a intrinseca relagdo entre HIF-1a e
colageno tipo Il. Ambos foram estimulados positivamente pela hipdxia, que melhor
representa a condi¢ao in vivo dos condrdcitos, e foram regulados negativamente
pela IL-1B, que sabidamente contribui para o processo de destruigdo da cartilagem

na osteoartrite, atacando diretamente a proteina do colageno tipo Il.

A anadlise da expressdo do agrecano nao demonstrou nenhum resultado
estatisticamente importante, porém, houve tendéncia a regulagcdo positiva da
expressdo desse gene sob os estimulos das citocinas IL-1p e TNFa,
indiferentemente da condicdo de oxigénio. Nesse caso, podemos também atribuir
esse fato a evidéncia de tentativa imediata dos condrécitos, em reparar a matriz
extracelular em resposta aos efeitos destrutivos das citocinas. No entanto, sob o
estimulo da IL-1B por periodo prolongado de tempo, ha diminuicdo de
glicosaminoglicanos (GAG) em condrécitos deficientes para o HIF-1a sob
condigdes de hipdxia conforme ja demonstrado (Yudoh, 2005), sugerindo também
relacdo entre a expressao do agrecano e o HIF-1a. Também ja foi demonstrado
que sob o estimulo do TNFa durante 24h, condrdcitos de ratos apresentaram

diminuicao da expressao de RNAm de agrecano (Klooster et al, 2005).
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3? Fase

Visando estabelecer a real relagdo entre HIF-1o e as expressdes dos genes
do colageno tipo Il e agrecano, na terceira fase desse estudo, foi realizado o
silenciamento do gene do HIF-1a por meio da realizagdo da técnica de
interferéncia por RNA e para isso utilizou-se o sistema de cultura dos condrdcitos
em monocamada (monolayer), visto ser este o tipo de cultura solicitado, embora
os condrdcitos humanos quando cultivados neste sistema diminuem a expressao
do RNAm do HIF-1 a per se apo6s onze dias quando comparado com o sistema de
cultura em suspensao (Stockes et al 2002). Esta foi a razédo pela qual no presente
estudo optou-se pelo uso do kit comercial Stealth (Invitrogen®), que permite obter
resultados de silenciamento em até 96h, o que possibilitou manter-se as culturas
em monocamada no maximo por 10 dias, ndo havendo portanto, a introdugao do
viés que poderia ocorrer neste sistema.

Nessa fase do estudo, encontrou-se um comportamento diferente dos
condrécitos em relagcao a expressao do gene do HIF-1a. Aqui, as citocinas IL-1B e
TNFa aumentaram HIF-1a nos grupos n&o silenciados, no entanto, ndo de
maneira significante em relagcdo ao grupo controle (P>0,05) em ambas as
condigbes de tensado de oxigénio. Nao € possivel descartar que esta diferenca de
comportamento observada durante os experimentos nesta fase esteja relacionada
as diferentes amostras de cartilagem estudadas, provenientes de pacientes com
diferentes fases evolutivas da doenca, entretanto esta afirmativa somente podera
ser confirmada quando se tornar possivel a padronizagdo da coleta de material

proveniente dos diferentes centros cirdrgicos, utilizando-se espécimes de
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cartilagem provenientes de pacientes na mesma fase de evolugdo de doenga, o
que sera, baseado na experiéncia deste estudo, muito dificil de ser realizado. Com
a técnica de interferéncia do RNA mensageiro (RNAm) conseguiu-se silenciar a
expressdo do gene do HIF-1a, entre 50% e 70% nos diferentes experimentos,
resultado que também ja foi alcangado em outro tipo celular como a linhagem de
células epiteliais pulmonares humanas (A549) (Hanze et al, 2003). Nesses grupos
de condrocitos silenciados para o HIF-1a, tanto IL-1B8 quanto TNFa nao
conseguiram alterar a expressédo desse gene também em ambas as condigdes de
oxigénio em relagao aos grupos nao silenciados e estimulados (P<0,05).

Em relagdo a expressao do colageno tipo I, observou-se que em condigbes
normais de oxigénio nao houve alteragdes significantes na expressao desse gene
tanto nos grupos silenciados quanto nos n&o-silenciados para o HIF-1q,
indiferente a presenca das citocinas IL-1p e TNFa. No entanto, em hipdxia, a
falta do HIF-1a diminuiu consideravelmente a expressé&o do colageno tipo Il nos
experimentos com IL-1B (P<0,05). Esta diminuicdo também foi observada de
maneira mais contundente nos experimentos com TNFa (P<0,001). Essa
deficiéncia do HIF-1a associada principalmente ao tratamento com TNFa também
demonstrou regulacdo negativa importante na expressdo do colageno tipo Il
(P<0,05). Esses dados reforgam aqueles observados na segunda fase desse
trabalho, sobre o efeito regulatorio negativo da IL-1 e a tendéncia de regulagao
também negativa do TNFa sobre o colageno tipo Il. Com estes achados, torna-se
mais robusta a hipotese da fungdo regulatéria positiva do HIF-1a sobre a

expressao do gene do colageno tipo Il, especialmente em hipdxia, uma vez que é
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0 ambiente que mais se assemelha a real condigdo em que vivem os condrécitos
in vivo (Pfander et al, 2003).

Na analise da expressao do gene do agrecano, também nessa terceira fase
do estudo, assim como na anterior, ndo foi verificada nenhuma diferenca
estatistica. Porém em condi¢des de hipdxia, foi observada uma tendéncia a
diminuicao do agrecano nos grupos deficientes para o HIF-1a, especialmente nos
experimentos com IL-1B, em que o tempo de exposi¢cdo a hipoxia foi maior que
nos experimentos com TNFa. J& nesses mesmos grupos deficientes para o HIF-
1a, o estimulo com a IL-1 associado com a hipoxia ndo alterou a expressao do
gene do agrecano. Esse resultado, assim como os obtidos na segunda fase, onde
as citocinas IL-13 e TNFa tenderam a aumentar a expressao de agrecano,
indiferente da condicdo de oxigénio, pode sugerir que haja uma eventual relagéo
entre HIF-1oo e agrecano. Talvez a técnica utilizada neste trabalho utilizada
(quantificacdo da expressao de RNAm) nao tenha sido suficientemente sensivel
para a deteccéo dessa relagdo. Sabe-se que o agrecano é constituido de um core
protéico associado a cadeias laterais de acgucares, os glicosaminoglicanos,
sulfatos de condroitina, bem como acido hialurdénico entre outros componentes,
que conferem a proteina agrecano um carater impar, como por exemplo, o fato de
ser uma proteina de grande peso molecular (Martel-Pelletier et al, 2008). A
simples presenca do RNAm do core protéico do agrecano, que € o que foi
avaliado aqui pode ter sido insuficiente em fornecer elementos para melhor
entender a acdo do HIF-1a na sua modulacdo. Por meio da analise das

concentragdes dos glicosaminoglicanos (GAGs), que é na literatura o método de
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analise de agrecanos mais frequente, foi observado diminuicdo dos GAGs em
hipéxia em condrdcitos deficientes para o HIF-1a (Yudoh, 2005). Entretanto, mais
estudos sao necessarios para a melhor elucidagao desse ponto.

Em todas as fases desse trabalho, avaliou-se a expressao da proteina do
colageno tipo Il precipitada dos meios de cultura das células submetidas aso
diferentes experimentos. Em todas as analises nao foram observadas alteracdes
importantes na expressao do colageno tipo Il, indiferente aos estimulos aplicados:
citocinas, hipdxia e silenciamento do gene do HIF-1a. Os resultados do corrente
estudo descrevem uma agao catabolica da IL-13 e do TNFa sobre a expresséo do
colageno tipo Il, e estdo de acordo com outros achados descritos na literatura
(Qian et al, 2004; Martin et al, 2004; Fan et al, 2006; Shakibaei et al, 2007). No
entanto, a analise das proteinas dos meios de cultura realizada aqui também pode
nao ter sido sensivel suficiente as alteracbes dessa proteina, provavelmente
relacionada aos periodos experimentais aqui utilizados, que foram relativamente
curtos, levando-se em conta que o fturnover do colageno tipo Il pode ser
extremamente lento e a produgao da proteina foi analisada neste trabalho usando
o total produzido pelos condrdcitos obtidos das amostras de cartilagem e, nao
somente dos perinucleares, que parecem apresentar um turnover mais acelerado
(Goldring, 2006), sugerindo que uma conclusdo melhor somente seria possivel
num outro desenho experimental.

Durante a condrogénese, a participacdo do HIF-1a € essencial para o
desenvolvimento da cartilagem articular, por promover condi¢des de sobrevivéncia

e funcionalidade para os condrocitos num ambiente hipdxico (Schipani, 2005;
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Gelse et al, 2008). No presente estudo observamos que as citocinas inflamatorias
presentes durante o processo da OA sdo capazes de aumentar a expressao do
HIF-1a, bem como diminuir o colageno tipo Il. Verificou-se ainda que quando o
HIF-1a é silenciado nos condrécitos, causando, consequentemente, deficiéncia
deste gene houve diminuicdo consideravel da expressédo do colageno tipo I,
demonstrando que esta possa ser, pelo menos em parte, regulada por ele. Além
disto pode ser que durante a OA, o HIF-1a atue na tentativa de diminuir os danos
causados pela agao das citocinas, estimulando principalmente a producdo de
colageno tipo Il (Grimmer, 2006). No entanto mais estudos neste sentido séo
necessarios. Por outro lado, num estudo recente, a inibicdo do HIF-1a por meio
quimico realizado em modelo in vivo, utilizando-se injegdo intra-articular em
camundongos com 2-Metoxiestradiol (2ME2), substancia conhecida por suas
propriedades anti-carcinogénicas e também aceita como inibidora do HIF-1a,
notou-se incapacidade das células de se adaptar ao meio hipdxico acarretando
prejuizo as fungdes celulares e até mesmo morte celular, presumivelmente o
mecanismo fisiopatologico primario da degeneragdo da cartilagem articular.
Entretanto, quando a injegdo intra-articular foi realizada utilizando-se a
dimetiloxaloilglicina (DMOG) que estabiliza HIF-1a. ndo se observou prevengéo na
progressao da OA (Gelse et al, 2008), indicando que o HIF-1a é importante na
integridade da cartilagem articular, mas tem acdo limitada na prevencédo da

degeneragdo da cartilagem.
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1) IL-1B regulou positivamente a expressédo da proteina nuclear HIF-1a pds-

transcripcionalmente.

2) A regulacao do HIF-1a pela IL-1p em situacao normal de oxigénio ocorreu,

ao menos em parte, por meio da via PI-3K.

3) O HIF-1a se relacionou positivamente com a expressao do gene do
colageno tipo I, principalmente em hipoxia, mas ndo com os niveis da

proteina. Nao houve associacdo com a expressao do gene do agrecano.
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