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INFORMAQ@ES SOBRE O ARTIGO RESUMO
Historico do artigo: A osteoartrite (OA) é a forma mais comum de artrite e frequentemente é diagnosticada e
Recebido em 11 de fevereiro de 2016 gerenciada na atencdo primaria; é caracterizada por perda da cartilagem articular hialina,
Aceito em 28 de abril de 2016 um tecido conjuntivo Unico que fisiologicamente carece de vasos sanguineos. A cartilagem
On-line em 12 de julho de 2016 articular sobrevive em um microambiente desprovido de oxigénio, que é regulado pelo fator
induzivel por hipéxia-la (HIF-1a). O HIF-1a é considerado o principal regulador transcrici-
Palavras-chave: onal da resposta celular e de desenvolvimento a hipéxia. Na atualidade, a relevancia do
Fator induzivel por hipdxia 1-« HIF-1a na avaliagdo da cartilagem tem aumentado, ja que a sua participagdo é essencial
Via de sinalizaco do HIF-1a na homeostase desse tecido. Considerando as novas perspectivas emergentes do HIF-1a na
Polimorfismos genéticos literatura cientifica nos Ultimos anos, foca-se a presente revisdo no potencial papel da via
Osteoartrite de sinalizag@o do HIF-1a no desenvolvimento da OA, especialmente no modo como alguns

fatores genéticos podem influenciar na manuteng¢ao ou ruptura da cartilagem articular.
© 2016 Elsevier Editora Ltda. Este é um artigo Open Access sob uma licenca CC
BY-NC-ND (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

Role of HIF-1« signaling pathway in osteoarthritis: a systematic review

ABSTRACT

Keywords: Osteoarthritis (OA) is the most common form of arthritis and is frequently diagnosed and
Hypoxia inducible factor-1a managed in primary care; it is characterized by loss of articular hyaline cartilage, which is a
HIF-1a signaling pathway unique connective tissue that physiologically lacks blood vessels. Articular cartilage survi-
Genetic polymorphisms ves in a microenvironment devoid of oxygen, which is regulated by hypoxia inducible factor
Osteoarthritis (HIF-1o). HIF-1a is considered the main transcriptional regulator of cellular and develop-

mental response to hypoxia. To date, the relevance of HIF-1a in the assessment of cartilage
hasincreased since its participation is essential in the homeostasis of this tissue. Taking into
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account the new emerging insights of HIF-1a in the scientific literature in the last years,

we focused the present review on the potential role of HIF-1la signaling pathway in OA

development, especially in how some genetic factors may influence the maintenance or

breakdown of articular cartilage.

© 2016 Elsevier Editora Ltda. This is an open access article under the CC BY-NC-ND

license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

Introducao

A osteoartrite (OA) é uma condicdo cronica comum que afeta
milhoes de pessoas em todo o mundo e é uma causa impor-
tante de incapacidade.! Trata-se da doenca reumética mais
comumente encontrada, pode afetar todas as idades; con-
tudo, sua prevaléncia aumenta drasticamente com a idade,
com uma maior incidéncia em individuos entre 40 e 50
anos.’

As articulacdes envolvidas sao caracterizadas por uma rup-
tura e perda da cartilagem articular, que levam a uma
diminuicdo no espaco articular e atrito entre os ossos que
causa inchaco, dor cronica, prejuizo funcional, deformidade
e incapacidade >

Até o momento, o fator induzivel por hipéxia-la (HIF-1a)
tem aumentado a sua relevancia para a avaliacdo da carti-
lagem, ja que a sua participacdo é essencial na homeostase
desse tecido.” A cartilagem articular é um tecido hip6-
xico em que o HIF-la é de importdncia crucial para a
sobrevivéncia e o crescimento de condrdcitos durante o desen-
volvimento da cartilagem, bem como para a geracdo de
energia e sintese de matriz de condrécitos em condigdes
fisiolégicas e patolégicas.®? Com microarrays, mostrou-se
também que o HIF-la é expresso em condrécitos fetais
humanos, o que significa que esse fator de transcricdo
é essencial para o desenvolvimento e manutencdo da
cartilagem.’®

A viabilidade dos condrdcitos é comprometida por vérios
fendmenos, como o estresse oxidativo, mediadores infla-
matorios, lesdes bioquimicas e condicoes de hipdxia. O
avascularidade do tecido cartilaginoso possibilitou o estabe-
lecimento de mecanismos bem conservados, com condi¢oes
sob as quais os condrécitos podem sobreviver. £ importante
ressaltar que sob condicOes fisiolégicas a concentracdo de
oxigénio na cartilagem articular varia de 0,5 a 10% (~ 4 a
70mmHg, respectivamente).’>’? Quando a concentracdo
de oxigénio diminui e o ambiente torna-se cada vez mais
hipéxico, o HIF-1a desempenha um papel fundamental na
manutencado da homeostase, por meio da inducgédo da expres-
sdo de uma variedade de genes que codificam proteinas
para aumentar a disponibilidade de oxigénio e nutrientes até
niveis homeostaticos.®

Considerando essas informacdes e o recente interesse
crescente sobre o HIF-1la em doencas reumaéticas,'*!> foca-
-se a presente revisao no potencial papel do HIF-1la na OA,
especialmente em como alguns fatores genéticos podem

influenciar na manutencao ou degradacgao da cartilagem arti-
cular.

Métodos
Critérios de revisdo da literatura e estratégia de busca

Revisou-se toda a literatura relevante na area do HIF-1la e
OA publicada nos udltimos 15 anos. A busca incluiu artigos
originais relativos a seres humanos e/ou modelos animais
publicados entre janeiro de 2000 e dezembro de 2015. Para
identificar todos os estudos disponiveis, fez-se uma pesquisa
detalhada pertinente ao HIF-1a e OA de acordo com as dire-
trizes do Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and
Meta-Analyses (Prisma).'® Fez-se uma busca sistemética na
base de dados eletrénica PubMed com os seguintes descri-
tores de busca Mesh em todas as combinacdes possiveis:
“HIF-1a” ou “osteoartrite” ou “cartilagem articular” ou “poli-
morfismos do HIF-1a” ou “via de sinalizacao do HIF-1a” ou
“hipéxia” ou “doencas reumadticas” e as frases combinadas, a
fim de levantar todos os estudos genéticos sobre a relacdo de
polimorfismos genéticos da via de sinalizacdo do HIF-1a asso-
ciados a osteoartrite. Além disso, as listas de referéncia de
todos os artigos recuperados foram revisadas manualmente.
Dois autores independentes (JFT e GAMN) analisaram cada
artigo e fizeram a extracdo de dados de modo independente.
As discrepancias foram resolvidas por consenso.

Critérios de inclusdo e exclusdo

Foram excluidos desta revisdo os seguintes tipos de
publicacdes: artigos ndo publicados em inglés, relatos
de casos, ensaios clinicos randomizados e cartas ao editor
que eram puramente comentarios. Os resultados da pesquisa
foram selecionados de modo a evitar duplicacdes. Titulos,
resumos e relatdérios completos de artigos identificados foram
sistematicamente selecionados e consideraram os critérios de
inclusao e exclusao.

Resultados

Até o momento, compilaram-se importantes informacoes
sobre a fungdo do HIF-la em doengas reumaticas.
Identificaram-se 5.599 publicacdes na base de dados
PubMed entre janeiro de 2000 e dezembro de 2015. Os
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Termos de pesquisa inseridos na base de dados PubMed:“HIF-10” ou “osteoartrite” ou
“cartilagem articular” ou “polimorfismos do HIF-1o” ou “via de sinalizagdo do HIF-1a” ou
“hipdxia” ou “doencas reumaticas” e as frases combinadas a fim de levantar todos os estudos
genéticos sobre a relagdo de polimorfismos genéticos da via de sinalizagdo do HIF-1o. associados
a osteoartrite.

5.599 estudos identificados na
busca na base de dados

v

5.214 estudos excluidos: ndo publicados em inglés,
relatos de casos, ensaios clinicos, cartas ao editor
que eram puramente comentarios, artigos
publicados antes de 2.000.

v

383 potenciais estudos
elegiveis identificados

o

309 estudos excluidos, nao relacionados com o

topico de interesse

v

76 artigos em texto completos
submetidos a avaliacdo da
elegibilidade

Figura 1 - Representacdo da estratégia de busca.

resultados da estratégia de busca estdo ilustrados na
figura 1.

Conceitos gerais da génese e genética da OA

Nos ultimos anos, os conhecimentos acerca da OA cresce-
ram exponencialmente; no entanto, ainda existem lacunas
que néo foi possivel abordar. Atualmente, os casos de OA em
pessoas muito jovens sdo mais frequentemente relatados, o
que gradualmente induz a mudar o conceito de que a OA é
uma doenca apenas de idosos. Além disso, existem fendtipos
intermedidrios muito heterogéneos que definem os diferentes
graus de gravidade da OA, desde leves crepitacdes articula-
res até perda total da cartilagem articular. Esse processo é
complexo, mas se acredita que a interacdo entre o estresse bio-
mecanico, citocinas pré-inflamatérias e fatores metabdlicos,
ambientais e principalmente genéticos sejam os orquestrado-
res que promovem a ruptura da homeostase da cartilagem e
a iniciacdo da via catabélica.®/-%2

Embora a fisiopatologia da OA ndo esteja completamente
caracterizada, vérios genes candidatos foram descritos como
associados a suscetibilidade & OA. Fernandez-Moreno, et al.
determinaram que, apesar da natureza multifatorial da OA, ela
nao segue os padroes de heranca mendeliana, provavelmente
pelas alteracdes nas interagdes genéticas.’’ Eles analisaram
diferentes genes localizados em cromossomos distintos e os
resultados revelaram a complexidade da 4rea. A tabela 1 mos-
tra alguns genes e a sua relacdo com os diferentes fenétipos
da OA descritos neste estudo. Meulenbelt publicou um estudo
que teve como objetivo determinar quais vias de sinalizacao

eram mais importante para o desenvolvimento da OA.° As
vias ou genes mais comuns foram o lécus 7q22, que contém
vdarios genes potenciais, o gene fator 5 de diferenciagdo de
crescimento (GDF5), o gene proteina relacionada com o frizzled
(FRZB), o gene iodotironina deiodinase tipo II (DIO2) e o gene
Smad3.

As bases genéticas na OA podem refinar ainda mais a com-
preensdo da relagdo gendtipo-fendtipo, por meio da presenca
de polimorfismos de nucleotideo Unico (SNP). Um polimor-
fismo genético pode ser um pivd entre um mecanismo de
resisténcia ou a suscetibilidade a uma doenca. Polimorfismos
genéticos que afetam uma codificacdo ou sequéncia regulato-
ria e produzem grandes mudancas na estrutura ou mecanismo
de regulacdo da expressdo da proteina podem resultar em
diferentes fendtipos.”>?* A tabela 2 mostra alguns SNP com
fenétipos bem estabelecidos.

Fungdo e estrutura da cartilagem articular

A cartilagem articular é um tecido altamente especializado
das articulagoes; a sua funcao principal consiste em propor-
cionar uma superficie lisa e lubrificada para a articulacdo
e facilitar a transmissao de cargas com um baixo coeficiente
de atrito. A lesdo da cartilagem articular é reconhecidamente
uma causa significativa de morbidade musculoesquelética.
A estrutura Unica e complexa da cartilagem articular torna
o tratamento e o reparo ou restauracdo de seus defeitos
um desafio para o paciente, cirurgido e fisioterapeuta. A
preservacdo da cartilagem articular é altamente dependente
da manutencéo da sua arquitetura organizada.*’
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Tabela 1 - Genes associados ao desenvolvimento da OA

Gene Cromossomo Manifestacdo fenotipica
COL2A1, 1,6,12 OA de inicio precoce
COL11A1,
COL11A2
COL9A1 6 OA de inicio precoce do
joelho
MATNS3 2 OA de inicio precoce da
mao e joelho
COMP 19 OA de inicio precoce do
quadril
COL1A1 17 Reducgao da OA de
quadril em mulheres
BMP2 20 Reducao da OA de
joelho em mulheres
TGFB1 19 OA
FRZB, IL4R 2,16 OA de quadril em

mulheres

IL1, ASPN, TIMP3 2,9,22 OA de quadril e joelho

IL6 7 OA de quadril

AGC1 15 OA de mao

VDR 12 Artrite em varias
articulacoes

ERA 6 OA em mulheres

ADAM12, LRCH1, 3,10, 13 OA de joelho

TNA

CILP 15 OA de joelho em
homens

CALM1 14 OA de quadril na
populacdo japonesa

IGF-1 12 Aumento do risco de OA

IL17 6 Suscetibilidade para

desenvolver OA

Retirado de Fernandez-Moreno et al.”’ e modificado.

A cartilagem articular é o principal tecido alvo no processo
degenerativo; existem caracteristicas muito particulares que
a tornam diferente dos outros tecidos, principalmente a sua
auséncia de rede capilar. A cartilagem articular consiste em
matriz extracelular (MEC), proteoglicanos, condrécitos, cola-
geno e agua; recebe seus nutrientes e suprimento de oxigénio
por difusdo a partir do fluxo dindmico do liquido sinovial e
osso subcondral. A regulacdo do metabolismo da cartilagem

articular envolve uma vasta rede de vias de sinalizagao;
no caso da osteoartrite, o delicado equilibrio entre a sin-
tese e degradacdo de MEC é fortemente afetado. Assim, o
processo osteoartritico comeca com uma resisténcia dimi-
nuida ao estresse extrinseco dos condrécitos, juntamente
com alteracOes na atividade de proliferacdo, no metabolismo
energético e na resposta aos fatores de crescimento.*™#® A
degradacdo da cartilagem durante a patogénese da OA ndo
se relaciona apenas com a perda de MEC, mas também com a
morte de condrdcitos. A morte de condrécitos por apoptose,
necrose, condroptose ou uma combinacdo desses processos
tem sido implicada na patogénese da OA.*’

Sistema HIF-1a

O HIF-1a é um fator de transcri¢do codificado pelo gene HIF1A
localizado no interior do cromossomo 14q21-24, formado por
15 exons; o HIF-1a consiste em 826 aminoacidos e tem um
peso molecular de 120kDa.*® O HIF-1a é um heterodimero
de duas cadeias, a cadeia alfa (regulada pelo oxigénio) e a
cadeia beta, ambas dispostas em uma dupla hélice (hélice-
-volta-hélice basico, bHLH). Existem dois sinais de localiza¢do
nuclear (NLS), mas apenas aquele encontrado na posicao
C-terminal é responsavel pelo acimulo de HIF-1a no nucleo.
Na regido N-terminal, estdo localizados os dominios bHLH e
PER-ARNT-SIM A (PAS A), necessdrios para a dimerizacdo e
ligacdo ao DNA por elementos de resposta a hipéxia (HRE). Por
fim, o sitio ativo dessa proteina é um dominio de degradacao
dependente de oxigénio (ODDD) que atua como um sensor de
oxigénio (fig. 2).4%1

Sob condi¢des de normoéxia e na presenca de Fe* e
2-oxoglutarato, os residuos especificos de prolina 402 e 564
sdo hidroxilados no dominio ODDD pelas prolil-hidroxilases
(PHD) dependentes de oxigénio, formam um complexo com o
fator de Von Hippel-Lindau (BVS); por sua vez, esse complexo
se liga a ubiquitina (Ub) e subsequentemente se degrada no
proteassoma (fig. 3).

Um estimulo celular externo, como um fator de cres-
cimento que se liga ao seu receptor de tirosina-quinase,
desencadeia uma cascata de vias de sinalizagc@o no interior
da célula. Por exemplo, o fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF) ativa as vias da fosfatidilinositol-3-quinase

Tabela 2 - Polimorfismos de nucleotideo unico (SNP) associados aos processos da OA

Gene/dbSNP rs Id

Fendtipo

Primeiro autor [Referéncia]

WISP1 rs2929970

Suscetibilidade a OA da coluna vertebral na mulher

Urano et al.?®

RAGE rs2070600 Suscetibilidade a OA de joelho Han et al.?°
DVWA rs7639618 Suscetibilidade & OA de joelho Zhang et al.”’
ACE 154343, rs4362 Suscetibilidade a OA de joelho Qing et al.”®
MATN3 rs8176070 Suscetibilidade a OA Gu et al.?

DIO2 rs225014 Suscetibilidade a OA
ADAMTS14 rs4747096

ADAM12 rs1871054

HIF1A rs11549465

IL6 rs1800796

IL16 rs11556218, rs4072111, rs4778889

GDF5 rs143383

OA de joelho na mulher (populacdo tailandesa)
Aumento no risco de OA

Papel protetor na perda de cartilagem articular
Papel protetor para OA de quadril e joelho em idosos
Diminuic¢do no risco de OA de joelho

Fator de protec¢ao para OA de joelho

Meulenbelt et al.*

Poonpet et al.*

Wang et al.;>* Kerna et al.>
Fernandez, et al.**

Fernandes et al.*

Luo et al.;*® Liu et al.?”

Pan et al.;*® Tawonsawatruk et al.*®
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Figura 2 - Estrutura do fator induzivel por hipéxia-1a (HIF-1«). O NH2-terminal do HIF-1« e HIF-1f consiste nos dominios
bHLH (hélice-al¢a-hélice) e PAS (homologia Per-ARNT-Sim), que sio necessarios para a heterodimerizagio e ligacdo do DNA.
O terminal COOH do HIF-1« (residuos 531-826) contém dois dominios de transativag¢io (TAD). A meia-vida curta do HIF-1«
sob condic¢6es nao hipoéxicas e pés-hipoxicas é decorrente da rapida ubiquitinacdo e degradacio proteossomal. A regido dos
residuos 400-600 do HIF-1« foi designada dominio de degradac¢io dependente de oxigénio (ODDD).
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Figura 3 - Atividade do HIF-1« sob condi¢6es de norméxia. Sob condi¢cées de norméxia, os residuos especificos da prolina
402 e 564 no dominio ODDD sio hidroxilados por prolil-hidroxilases dependentes de oxigénio (DPS), o que leva a formacdo
de um complexo com o fator de von Hippel Lindau (BVS); por sua vez, esse complexo se liga a ubiquitina (Ub) e é

subsequentemente degradado pelo proteassoma.

(PI3K) e da proteina quinase ativada por mitégeno (MAPK)
(ERK1 e ERK?2).°? O PI3K ativa a serina/treonina quinase
(AKT) e a AKT ativa a proteina associada a FKBP12-
rapamicina, mTOR, RAFT (FRAP), que induz a expressdo de
HIF-1a.

Sob condi¢des de oxigénio reduzido (hipéxia), a atividade
das PHD diminui, o que estabiliza o HIF-la e o acumula
no citoplasma para ser fosforilado pela MAPK.>*> Uma vez
fosforilado, o HIF-1a se transloca para o nucleo e se liga a
subunidade HIF-1B (também conhecida como translocador
nuclear receptor aril hidrocarboneto, ARNT) para formar o
complexo [HIF-1o/HIF-1B]. Por meio do HRE, esse complexo

se liga a sequéncias de DNA 5'TAGCGTGH3’ especificas pre-
sentes nas regides promotoras de genes para a subsequente
expressdo.t/ >0

Alguns destes genes alvo incluem o 6xido nitrico sintase
2 (NOS2), o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), a
eritropoietina (EPO), alguns transportadores de glicose (GLUT1,
GLUT3), o fator de crescimento semelhante a insulina tipo
2 (IGF2), que potencialmente atua a fim de manter as fungoes
condroprotetoras desafiadas pelas condi¢des prejudiciais
que ocorrem no ambiente articular na OA (fig. 4).8°4°>° Essa
relacdo entre os diferentes genes torna estreita a relagdo do
HIF-1a com diversas doengas.®0-64
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Figura 4 - Atividade do HIF-1« sob condi¢6es hipoxicas. Sob condic6es hipdxicas, o HIF-1a é estabilizado e fosforilado pelo
MAPK; uma vez fosforilado, o HIF-1« se transloca para o nicleo e se liga a subunidade HIF-1§ e forma o complexo
[HIF-1o/HIF-1]. Esse complexo, por meio do HRE, se liga a sequéncia de DNA especifica 5’TAGCGTGH3’ presente nas
regi6es promotoras dos varios genes para a subsequente ativagao destes.

Polimorfismos genéticos no sistema HIF-1a
e sua importancia na OA

Para tentar explicar de modo simplificado a interacdo entre
os polimorfismos genéticos associados ao HIF-la com a
importancia na OA, dividiu-se esse sistema em trés fases:
1) genes que ativam o HIF-lo; 2) proteinas que intera-
gem diretamente com o HIF-1q; e 3) genes controlados pelo
HIF-1a.

Genes que ativam o sistema HIF-1«

A ativacdo do HIF-1la pode comecar pela ligacdo de diferen-
tes proteinas a seus receptores na membrana celular; essas
proteinas podem ser enzimas, fatores de crescimento, inter-
leucinas ou outros tipos de moléculas; aquelas podem ser afe-
tadas pela presenca de polimorfismos genéticos que podem
estar associados ao desenvolvimento de OA. Yang et al. anali-
saram o efeito de polimorfismos de receptores para produtos
finais de glicacdo avancada (RAGE) na suscetibilidade a OA e
gravidade dessa doen¢a em uma popula¢do Han chinesa. O
gene RAGE participa na regulacdo da inflamacéo e até mesmo
na produgdo de metaloproteinases de matriz (MPM). A MPM-1
degrada a cartilagem, o que pode resultar em desenvolvimento
de OA. Descobriu-se que dois polimorfismos no gene RAGE
(rs1800625 e rs2070600) mostraram uma associac¢ao significa-
tiva entre pacientes com OA e controles saudaveis (OR=0,42,
p=0,016, e OR=2,78, p=0,047, respectivamente).®> No estudo
feito por Han et al.,’® eles encontraram que a presenca do
polimorfismo rs2070600 no gene RAGE em interacdo com
a obesidade podem determinar a suscetibilidade a OA de
joelho.

Swellam et al. relataram uma potencial influéncia do
polimorfismo genético do antagonista do receptor de

interleucina-1 (IL-1RA) no risco de OA de joelho. Acredita-se
que o gene IL-1 esteja envolvido no processo de destruicao
da cartilagem. A esse respeito, o antagonista do recep-
tor de interleucina-1 (IL-1RA) compete com a IL-1 para se
ligar ao seu receptor e pode atuar como um inibidor da
degradacgao da cartilagem. Esses autores fizeram um estudo
de caso-controle com pacientes com OA de joelho e conclui-
ram que o alelo IL-1RN*2 representa um importante fator
a influenciar a gravidade e a evolugdo da OA de joelho
(p=0,002).56

Fernandes et al. analisaram a influéncia da citocina pré-
-inflamatéria IL-6 na gravidade e no estado funcional da
OA em individuos idosos; determinaram que o polimorfismo
rs1800796 é um fator de protecdo para a presenca e gravi-
dade da OA de quadril e joelho em idosos. Os individuos que
apresentavam o alelo C tinham menor prevaléncia e gravi-
dade da OA quando comparados com individuos sem esse
polimorfismo.>>

Enquanto isso, a interleucina-16 (IL-16), uma cito-
quina pleiotrépica, desempenha um papel fundamental
nas doencas inflamatérias. Liu et al. determinaram que,
em comparacdo com o gendtipo C/C, o gendtipo C/T
aumentou o risco de OA de joelho primdaria no polimor-
fismo rs4072111 do gene IL-16 (OR=1,83); no entanto, em
comparagdo com o gendtipo T/T, o gendtipo T/L dimi-
nuiu o risco de OA de joelho primaria no polimorfismo
rs11556218 (OR=0,37).>” Da mesma maneira, Luo et al. ava-
liaram os mesmos polimorfismos e encontraram o mesmo
comportamento.>® Esses resultados sugerem que os polimor-
fismos do gene IL-16 estdo associados ao risco de OA de
joelho.

Por fim, existem outros genes associados a ativagdo do
HIF-1a, como PIK3R1, AKT2, GSK3B e IL6, e serd necessa-
rio explorar suas variantes genéticas para determinar a sua
participacao no desenvolvimento da OA.
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Figura 5 - A presenca do polimorfismo rs11549465 produz uma mudanca de prolina por serina, o que confere uma maior
estabilidade a proteina HIF-1a em decorréncia da fraca interacdo entre o VHL e os locais de hidroxila¢cdo no ODDD.

Proteinas que interagem diretamente com o HIF-1a

A estabilizac@o do HIF-1a no citoplasma depende basicamente
da hidroxilacdo em locais especificos dentro do dominio
ODDD. No entanto, a presenca de polimorfismos genéticos
pode alterar as propriedades estruturais dos transcritos e isso
pode influenciar na suscetibilidade ou resisténcia a doencas,
conforme analisado por Uchanzka et al. em doencas autoimu-
nes associadas ao alelo HLA-B*27.%7

Em 2003, Tanimoto et al. demonstraram que a substituicdo
da prolina pela serina na posicdo 582 (P582S), em decor-
réncia da presenca de polimorfismos de nucleotideo tnico
(rs11549465) no interior do gene HIF1A, aumenta a sua ativi-
dade de transcri¢do®®; isso ocorre em razdo de uma alteracdo
nas caracteristicas e propriedades dos sitios de liga¢do com os
genes-alvo.?” %8 Recentemente, os autores do presente estudo
avaliaram a presenca desse polimorfismo em amostras de
pacientes com OA e descobriram que ele estava positiva-
mente associado ao fator de prote¢do na perda de cartilagem
(genétipo CT OR=0,2, p=0,003, ou alelo T OR=0,2, p=0,004).34
Esse fendmeno pode ser explicado pelo fato de que a presenca
desse polimorfismo confere maior estabilidade a proteina
HIF-1a, em decorréncia da fraca interacdo entre o VHL e os
locais de hidroxilacao no ODDD (fig. 5).

Outro polimorfismo clinicamente importante, com
aumento na atividade de transcricdo no interior do gene
HIF1A, que também foi testado por Tanimoto et al. foi
o Ala588Thr (rs11549467). Similarmente, o presente estudo
avaliou esse polimorfismo em pacientes com OA, mas néo
encontrou associacdo. No entanto, isso abre a possibili-
dade de que seja avaliada em outras populacoes, a fim de
compreender melhor a sua influéncia na OA.

Além disso, foram descritos polimorfismos para os genes
EGLN1 (também conhecido como PHD2, prolil-hidroxilase 2),
BVS e HIF1AN (fator inibidor do HIF1A), que interagem dire-
tamente com o HIF-1a, mas que nao foram avaliados na OA e
que podem ser de importancia clinica nessa doenca. Alguns
estudos na artrite reumatoide (AR) demonstraram a expressao
e regulacdo de enzimas do dominio prolil-hidroxilase (PHD) e

fator inibidor do HIF-1a (FIH-1), que regula os niveis celulares
de HIF-1a. Sabe-se que a AR é caracterizada por hipéxia e pela
expressdo de fatores de transcri¢cdo induziveis por hipéxia
(HIF), que coordenam as respostas celulares a hipdxia. Muz
et al. conduziram esse estudo em sinoviécitos semelhantes a
fibroblastos; concluiram que a PHD-2 é a principal hidroxilase
que regula os niveis de HIF e a expressao de genes angiogéni-
cos em células artriticas. O PHD-2 parece regular as respostas
relevantes a artrite via HIF-a, destaca a grande importén-
cia dessa enzima nas doencas inflamatérias dependentes
da hipéxia e da angiogénese.®” Isso nos faz supor que a
presenca de polimorfismos genéticos desses genes pode afe-
tar a estabilidade do HIF-1a e contribuir de modo importante
para a OA.

Genes controlados pelo HIF-1«

Na OA, os condrdcitos sdo metabolicamente ativos, exibem
aumento na sintese de colédgeno tipo II. Em comparacio com a
cartilagem saudavel, na OA os condrdcitos articulares exibem
aumento na sintese in vivo de coladgeno tipo II pela enzima
prolil-hidroxilase-4, uma enzima essencial na formacao da
tripla hélice do coldgeno.”” Uma vez estabilizado o HIF-1a
no citoplasma, varios genes a jusante sdo expressos a fim
de restaurar diversos componentes da matriz extracelular. A
presenca de polimorfismos genéticos nesses genes pode alte-
rar a funcdo de proteinas especificas que restauram tecidos
articulares e promovem o desenvolvimento de OA.

Raine et al. fizeram uma andlise da expressdo alélica da
suscetibilidade a OA do gene COL11A1 em tecidos articula-
res humanos. Com o RNA da cartilagem de individuos com
OA submetidos a substituicdo de quadril (artroplastia total
do quadril, ATQ) ou de joelho (artroplastia total de joelho,
AT]J), observaram um desequilibrio significativo na expressao
alélica (DEA) no rs1676486 (p <0,0001), com o alelo T se corre-
lacionando com a expressao reduzida no COL11A1. O DEA no
rs1676486 é um fator de risco para hérnia de disco lombar, mas
ndo para OA.”!
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Rodriguez-Fontenla et al. fizeram uma metandlise de nove
GWAS para avaliar genes candidatos a associacdo a OA; ape-
nas dois dos 199 genes candidatos (COL11A1 e VEGF) estiveram
associados a OA na metandlise. Dois polimorfismos no gene
COL11A1 (rs4907986 e rs1241164) mostraram associacdao com a
OA de quadril na anélise combinada (OR=1,12, p=1,29 x 107>,
e OR=0,82, p=1,47 x 10~°, respectivamente); o rs4908291
esteve associado na anadlise estratificada por sexo apenas no
caso das mulheres (OR=0,87, p=1,29 x 10~°). Outro polimor-
fismo no gene VEGF (rs833058) mostrou associa¢do com a OA
de quadril apenas em homens (OR=0,85, p=1,35 x 10~°).”?

O suprimento de oxigénio e nutrientes a cartilagem articu-
lar se da por difusdo a partir do liquido sinovial. O papel do
fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF) é essencial
para a angiogénese no osso subcondral.® Ha apenas alguns
estudos relacionados com variantes genéticas do gene VEGF
que podem contribuir para o desenvolvimento e progresso
da OA.

Sanchez et al. avaliaram dois polimorfismos do gene
VEGF, -460T/C e +405C/G, em pacientes com OA de joelho
e compararam a controles sauddveis, mas ndo encontraram
associa¢do.”® Yuan et al. fizeram uma metanalise a iim de
entender a relagdo entre a patogénese da OA e os niveis
de expressdo do VEGF em varios tecidos lesionados nes-
ses pacientes. Onze estudos de caso-controle, que englobam
302 pacientes com OA e 195 controles saudaveis, demons-
tram que os niveis de expressdo do VEGF em pacientes com
OA sdo significativamente mais elevados do que em contro-
les sauddveis (médiada diferenca padronizada=1,18, IC95%:
4,91 ~ 9,11, p<0,001) e esses niveis se correlacionam forte-
mente com a patogénese da osteoartrite.”*

Um dos mecanismos de degradacao da cartilagem na OA
é a proteodlise enzimatica da matriz extracelular por metalo-
proteinases. A MPM-1, produzida por condrécitos e células
sinoviais, é uma das principais proteases da familia das
MPM.

Barlas et al. avaliaram trés polimorfismos no promotor
dos genes das metaloproteinase de matriz-1 (MPM-1), MPM-2
e MPM-9 em pacientes com OA de joelho e compararam
a controles etnicamente correspondentes. Eles encontra-
ram diferencas significativas entre os grupos em relacdo
a distribuicdo dos genétipos do polimorfismo do MPM-1
(p=0,001). As frequéncias dos gendtipos 1G/1G e 1G/2G
foram significativamente maiores nos pacientes com OA de
joelho do que nos controles (p=0,002, e p=0,006, respec-
tivamente). Além disso, a frequéncia do alelo 1G do gene
MPM-1 foi maior nos pacientes do que no grupo controle
(p=0,0001). As distribuicoes de genétipos e frequéncias alé-
licas dos polimorfismos dos genes MPM-2 e MPM-9 néo
diferiram entre os grupos OA e controle (p>0,05). Esses acha-
dos sugerem que o polimorfismo -1,607 1G/2G (rs1799750) no
gene MPM-1 pode contribuir para a suscetibilidade a OA de
joelho.””

Similarmente, Lepestos et al. avaliaram o polimorfismo
rs1799750 no gene MPM-1, mas ndo encontraram associagao
significativa na andlise geral; no entanto, apdés a andlise de
regressdo logistica multipla, o 1G/2G esteve associado a chan-
ces reduzidas de OA de joelho em 75% no sexo masculino, em
comparac¢do com os gendétipos 1G/1G +2G/2G, ajustando para
idade e IMC (OR ajustado=0,25, p=0,035).”°

Por fim, Honsawek et al. analisaram o polimorfismo no gene
MPM-3 (Rs3025058, -1612) em pacientes com OA de joelho. A
frequéncia do alelo 5A foi indicada como 15,5% e a do alelo
6 A foi de 84,5% em pacientes com OA, ao passo que era de
10 e 90%, respectivamente, no grupo controle. Assim, o
presente estudo indicou que o gendtipo do polimorfismo
—1612 5A/5G do promotor do gene MPM-3 ndo atua no
desenvolvimento da OA.”’

Esses resultados sugerem que a atividade da familia MPM
é influenciada pela presenca de variagOes genéticas, que que-
brariam o equilibrio entre a sintese e degradacdo da matriz
extracelular, e essa condicao pode contribuir para a suscetibi-
lidade a OA.

O ¢6xido nitrico (NO) é essencial para a manutencio
do tonus vascular; a presenca de disfuncdo endotelial
(relaxamento vascular reduzido) pode sugerir um pro-
blema relacionado com a via do NO. O NO é produzido pela
NO-sintase endotelial (€NOS) e a sua producao pode ser influ-
enciada por polimorfismos no gene eNOS.”® Até o momento,
nao foram feitos estudos relacionados com a OA e poli-
morfismos do gene eNOS; no entanto, varios polimorfismos
genéticos no gene eNOS estdo associados a patogénese da AR.

O nivel de NO é aumentado em pacientes de AR; um
estudo sugere que o NO pode regular o equilibrio das citocinas
Th1/Th2 em doencas autoimunes e que isso é um mediador-
-chave na apoptose no interior de articula¢cbes com artrite
reumatoide. An et al. estudaram dois polimorfismos do gene
eNOS (rs2070244, T-786 C; e rs1799983, G894 T) em pacientes
com AR e observaram que os individuos com o genétipo -
786CC tinham um risco aumentado de AR.”°

Brenol et al. avaliaram o polimorfismo T-786 C em pacientes
com AR em comparacao com manifestagcoes extra-articulares.
Eles descobriram que o alelo C esteve significativamente asso-
ciado (p corrigido=0,032), o que sugere a participa¢do do
polimorfismo T-786 C do gene eNOS na AR.%°

Esses resultados nos fazem supor que os polimorfismos
no gene eNOS podem ter um impacto importante no desen-
volvimento da OA; serd necessario explorar essas variantes
genéticas para corroborar isso.

A resposta a anemia da medula éssea mediada pela eritro-
poietina esta sob o controle de fatores induzidos por hipéxia
(HIF), os principais reguladores da homeostase de oxigénio
e ferro. As caracteristicas hipdxicas da cartilagem articular
fazem com que o HIF-1a participe ativamente da transcri¢do
de genes-alvo. O gene eritropoietina (EPO) é expresso depois
de um aumento do HIF-1a no citoplasma.?®? Contudo, até
o momento, nenhuma evidéncia cientifica apoia a possivel
associacdo entre a eritropoietina e a perda de cartilagem na
OA; além disso, a presenca de polimorfismos no gene EPO
poderia representar um importante fator associado ao risco
de OA.

Relevancia clinica dos inibidores de PHD
como potenciais alvos terapéuticos na OA

Até o momento, os inibidores do HIF-1 sdo classificados pelo
seu mecanismo de inibicdo do HIF, incluindo afetar o nivel
de proteina HIF-1la, a dimerizacdo do HIF-1, a ligacdo do
HIF-1 ao DNA ou a transcri¢do dos genes alvo pelo HIF-1a.%
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Em decorréncia dos resultados descritos, o objetivo prin-
cipal de alcancar um efeito terapéutico no tratamento da
OA no nivel da cartilagem pode ser estabilizar o HIF-1la
no citoplasma de modo que possa induzir a expressdo de
genes de restauracdo. Naturalmente, existem polimorfismos
genéticos que aumentam a atividade de transcri¢cdo do HIF-1a
em comparac¢do com a isoforma comum. Em nivel experi-
mental, avaliou-se a dimetilalil glicina (DMOG), um potente
inibidor das prolil-hidroxilases.®* Os niveis enddégenos de
HIF-1a podem ser aumentados pela supressdo da atividade
do PHD, quer reduzindo o nivel de oxigénio celular ou se
combinando ao Fe (II) de modo competitivo. A DMOG é um
inibidor competitivo permeédvel a célula dos PHD. A DMOG
é uma andloga do 2-oxoglutarato e desse modo inibe nao sé
o HIF prolil, mas também as asparaginilo hidroxilases. Além
disso, prediz-se que inibia outros membros das dioxigenases
dependentes de 2-oxoglutarato. Existem trés hidroxilases
HIF-prolil conhecidas em mamiferos e elas sdo codificadas
por genes distintos: PHD1, PHD2 e PHD3. Como todas as dio-
xigenases dependentes de 2-oxoglutarato, os PHD requerem
oxigénio para a hidroxilacdo, bem como acido tricarboxilico
de ciclo intermedidrio, 2-oxoglutarato (a-cetoglutarato), ferro
(Fe 2*) e ascorbato como cofatores. Quando os niveis de
oxigénio estdo baixos, o HIF-la escapa da hidroxilacdo do
PHD e reconhecimento pelo VHL.8>%6

Outros inibidores do PHD com potenciais efeitos benéficos
sdo a deferoxamina (DFO) e o cloreto de cobalto (CoCly), um
quelante do ferro e um inibidor competitivo do ferro, respec-
tivamente; eles sdo rotineiramente usados tanto in vitro como
in vivo para inibir a atividade do PHD, competem pelo ferro
endégeno (II). Outros quelantes do ferro, como a ciclopirox ola-
mina, e inibidores competitivos do ferro, como o Cu?*, Zn?* e
Mn?2*, também sdo usados como inibidores do PHD.>?

Do mesmo modo, existem estudos que demonstram que
o HIF-1la e o seu gene alvo VEGF sao reguladores essenci-
ais do acoplamento angiogénico-osteogénico.”®’ Além dos
condrocitos, os osteoblastos também expressam o HIF-1la e
promovem a vasculariza¢do do esqueleto durante a formacao
do osso endocondral; a manipulacao do sistema HIF por meio
de abordagens farmacolégicas ou genéticas é uma estratégia
atrativa para o tratamento de doencas hipédxicas, incluindo as
doencas esqueléticas, como a inflamacdo do osso subcondral
durante a OA.>3

Conclusao

Vale ressaltar que os diversos estudos de associacdo entre o
SNP e a OA permanecem nao confirmados ou controversos em
decorréncia do viés nos critérios de selecdo dos pacientes em
relacdo as articulagdes afetadas pela OA, classificacido e modo
de estadiamento.

A destruicao da cartilagem na OA mediada por enzimas
catabdlicas e morte de condrécitos, incluindo a apoptose
e/ou autofagia, também contribuiu para a patogénese. Estu-
dos demonstraram que a expressdo do HIF-1 é aumentada
na cartilagem acometida pela OA para mediar a resposta
dos condrécitos a hipdxia; o HIF-1 atua como um fator de
sobrevivéncia, melhora a sintese de matriz extracelular e
inibe a apoptose®®; o HIF-1 regula tanto a autofagia quanto

a apoptose e o HIF-1 é de importéncia crucial na homeostase
da cartilagem.® Além disso, também serd necessario explo-
rar outras isoformas do HIF, como a HIF-2a, que parecem ter
o efeito oposto ao do HIF-1a. A proteina HIF-2 atua como um
freio na funcao de acelerador da autofagia do HIF-1 e promove
a hipertrofia dos condrécitos, um estado de diferenciacao ter-
minal caracterizado por um programa de expressdo do gene
original, incluindo o coldgeno tipo X e a protease MPM-13
degradante de coldgeno tipo IL.°

Embora outros estudos precisem elucidar o mecanismo
exato do HIF-1 na OA, as evidéncias atuais levam a considera-
-lo como uma abordagem promissora para o tratamento da
OA. No entanto, os resultados relatados indicam que os mar-
cadores genéticos podem contribuir para a compreensao da
histéria natural dessa doenca.
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