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RESUMO

Objetivo. Avaliar a associagdo entre os niveis basais de irisina e de miostatina com a progressao

radiografica de um ano em pacientes com artrite reumatoide (AR).

Métodos. No tempo basal, irisina e miostatina séricas foram avaliadas em 40 pacientes com AR
do sexo feminino e em 30 individuos controles pareados por sexo, idade e indice de massa
corporal (IMC), por ELISA. Os pacientes com AR tiveram suas radiografias de pés e maos
avaliadas pelo escore de Sharp/van der Heijde (SHS) em dois tempos, basal e apés um ano. A
atividade de doenca foi avaliada pelo escore de atividade de doenca-28-proteina C reativa
(DAS28-PCR), a composicdo corporal foi avaliada por densitometria de dupla emissdo de raios X
(DXA) e a incapacidade foi avaliada pelo Questionario de Avaliacdo de Saude (HAQ-DI). A fungao
fisica foi avaliada pelo teste de sentar e levantar, timed up and go (TUG) e teste de preensdo
manual, e os marcadores inflamatdrios proteina C reativa (PCR), velocidade de sedimentacdo

globular (VSG) e interleucina-6 (IL-6) foram medidos.

Resultados. A média de idade dos pacientes com AR foi de 56 anos, a média do DAS28-PCR foi
de 3.3, o tempo médio de doenca foi de 11.2 anos e o IMC médio foi de 28.1 kg/m?. Os niveis
séricos de irisina e de miostatina ndo foram associados com a progressdo radiografica de um
ano. Progressao radiografica rapida e baixa massa magra foram detectadas em 17.5% e 14.8%
dos pacientes, respectivamente. A miostatina sérica foi significativamente menor nos pacientes
com AR do que nos controles (3021.7 +1217.2 vs 4049.0 £ 1610.0 pg/ml), e os pacientes tratados
com medicamentos modificadores do curso da doenca (MMCD) bioldgicos apresentaram irisina
sérica maior que os pacientes ndo tratados com MMCD bioldgicos (31.7 + 7.6 vs 25.7 + 6.8
ng/ml). Os niveis séricos de irisina foram positivamente correlacionados com os niveis

circulantes de IL-6 (r=0.382; p= 0.020) e TUG (r= 0.338; p= 0.35) nos pacientes com AR.

Conclusao. A maioria dos pacientes ndo apresentou progressdo radiografica rapida e baixa
massa magra. A miostatina sérica foi menor na AR do que nos controles, enquanto a irisina foi
maior nos pacientes em uso de MMCD bioldgicos e associada a IL-6 e TUG. Os niveis séricos de
miocinas ndo foram associados a progressdo radiografica em um ano, o que pode estar
relacionado a avaliagdo a curto prazo. E provavel que o uso de MMCD bioldgicos influencie nas

miocinas em circulagao, enquanto a irisina pode afetar a expressao de IL-6 e a mobilidade.



ABSTRACT

Objective. To evaluate the association of baseline serum levels of irisin and myostatin with one-

year radiographic progression in patients with rheumatoid arthritis (RA).

Methods. At baseline, irisin and myostatin serum levels were determined in 40 female RA
patients, and in 30 control individuals matched by sex, age, and body mass index (BMlI), by ELISA.
RA patients had their radiographs of hands and feet evaluated by Sharp/van der Heijde score
(SHS) at two timepoints, baseline and after one year. Disease activity was calculated in RA
patients by Disease Activity Score 28-C reactive protein (DAS28-CRP), body composition was
evaluated using dual X-ray absorptiometry (DXA) and disability was assessed by Health
Assessment Questionnaire-Disability Index (HAQ-DI). Physical function was evaluated by chair
rising (CRT), timed up and go (TUG) and hand grip tests, and inflammatory the markers

erythrocyte sedimentation rate (ESR), CRP and interleukin-6 (IL-6) were measured.

Results. The mean age of RA patients was 56 years old, mean DAS28-CRP was 3.3, mean disease
duration was 11.2 years and mean BMI was 28.1 kg/m?. Rapid radiographic progression and low
lean mass were present in 17.5% and 14.8% of the RA patients, respectively, and showed no
correlation with serum irisin and myostatin. Serum myostatin was significantly lower in RA
patients than in control subjects (3021.7 + 1217.2 vs 4049.0 + 1610.0 pg/ml), and patients
treated with biologic disease-modifying antirheumatic drugs (bDMARDs) showed higher irisin
serum levels than patients non-treated with bDMARDs (31.7 + 7.6 vs 25.7 = 6.8 ng/ml). Irisin
serum levels were positively correlated with IL-6 (r=0.382; p=0.020) and TUG (r=0.338; p=0.35)

in RA patients.

Conclusion. Most of the patients did not present rapid radiographic progression and low lean
mass. Serum myostatin was lower in RA than in control subjects, while irisin was higher in
patients using bDMARDs and associated with IL-6 and TUG. Serum levels of myokines were not
associated with one-year radiographic progression, which may be related to the short-term
evaluation. The use of bDMARDs is likely to influence in circulating myokines, whereas irisin may

impact on IL-6 expression and mobility.
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1 INTRODUCAO

A artrite reumatoide (AR) é uma doenca inflamatdria sistémica caracterizada por
sinovite crénica que leva progressivamente a degradacdo articular, com acometimento da
cartilagem e do osso (1). O dano erosivo das articulagdes é uma caracteristica da AR e, com o
tempo, causa deformidade e contribui para a incapacitagdo dos pacientes (2). A progressao da
erosao articular é varidvel entre os pacientes com AR e pode ser detectada através de altera¢des
radiograficas nas articulagOes afetadas (3). Apesar das estratégias atuais de tratamento, visando
a reducdo da atividade da doenca de maneira precoce e rapida, a progressao radiografica ainda

ocorre em uma proporgdo de pacientes com AR (4, 5).

O grupo de citocinas e fatores de crescimento derivados do musculo esquelético,
denominados coletivamente de miocinas, como irisina e miostatina, foram recentemente
relacionados ao metabolismo fisioldgico e patolégico do tecido dsseo (6). As miocinas sdo
expressas principalmente no musculo esquelético, que também ¢é seu principal tecido alvo,
embora a irisina e a miostatina também sejam consideravelmente ativas no tecido adiposo e
6sseo (7, 8). A miostatina é uma miocina crucial, descrita como potente supressor do
crescimento e do desenvolvimento da massa muscular esquelética, bem como um inibidor da
massa e do remodelamento dsseo. Além disso, foi confirmado o papel da miostatina no
aumento da diferenciagcdo de osteoclastos e da destruicdo éssea na artrite (8). Notavelmente, a
expressao da miostatina se comporta de maneira oposta a da irisina, a qual induz a hipertrofia

muscular esquelética e resgata a atrofia, além de aumentar a massa e a forga dssea pela

estimulacdo de osteoblastos (9, 10).

A relacdo proxima entre musculo esquelético e tecido dsseo levou ao desenvolvimento
do conceito de “unidade dsseo-muscular”, principalmente porque massa e forca desses dois
tecidos sdo afetadas positivamente pelo exercicio fisico, enquanto ambas sdo comprometidas
pelo envelhecimento e por situagdes de desuso (6). Assim, as miocinas podem estabelecer uma
rede de comunicagao entre musculo e osso, em adi¢cdo a estimulagdo mecanica. Baixa massa,
densidade e forga muscular foram detectadas em individuos com AR e, com o tempo, a redugao
da densidade muscular esquelética foi relacionada a maior atividade de doenga (11, 12). Além
disso, demonstrou-se que, na AR, os déficits musculares contribuem com a piora da estrutura
6ssea cortical e com a reducdo da densidade mineral dssea trabecular, possivelmente devido a

déficits na estimulacdo mecanica (13). Como musculo esquelético e osso sdo afetados na AR, e

11



ambos sdo fontes de miocinas, é possivel que os niveis dessas moléculas possam representar

marcadores relevantes para avaliacdo de desfechos na doenga.

A identificacdo de pacientes em risco de maior dano radiografico é fundamental para
adaptar o tratamento e impedir a progressao da doenca, o que enfatiza a necessidade de
biomarcadores que prevejam altera¢Ges estruturais nas articulagdes dos pacientes com AR (14).
Assim, este estudo teve como objetivo abordar as associagdes entre concentragbes séricas
basais de irisina e miostatina com a progressao radiografica de um ano em pacientes com AR.
Secundariamente, também foi avaliada a associa¢cdo de miocinas séricas com a massa magra,

medicamentos utilizados e funcdo fisica.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Estratégias para localizar e selecionar informagdes

Esta revisdo da literatura estd focada nos aspectos relacionados aos mediadores
secretados a partir do tecido muscular, no contexto da inflamacdo crénica da AR, e sua relagdo
com a erosdo 6ssea da doenca. A estratégia de busca envolveu as bases de dados PubMed, Scielo
e Embase. Foram realizadas buscas através dos termos “rheumatoid arthritis”, “bone”,

n u n u VN n o«

“muscle”, “radiographic progression”, “myokines”, “irisin”, “myostatin” e suas combinacgdes.

A ”n u n u

“rheumatoid arthritis”, “bone”, “muscle”, “radiographic progression”, “myokines”,

” u

“irisin”, “myostatin”

Pubmed Scielo Embase

Total de artigos encontrados

3571 107 3783

NS

Numero total de estudos incluidos

163

Figura 1. Estratégias de busca.

2.2 Artrite reumatoide

A artrite reumatoide (AR) é uma doenca autoimune, inflamatadria, cronica e apresenta uma
prevaléncia mundial estimada em 0,8%, além de afetar, mais predominantemente, o sexo
feminino (15, 16). A doenga é influenciada por fatores genéticos e ambientais e caracteriza-se
por inflamacdo e degradacdao das articulagdes sinoviais, com consequentes limitacdes

funcionais, incapacidade de trabalho e md qualidade de vida (17). Comumente, hd o

13



acometimento simétrico das pequenas e das grandes articulagdes, com maior frequéncia de
envolvimento de maos e pés, enquanto o carater sistémico e as manifesta¢des extra-articulares

sdo responsaveis por morbidades relevantes (18).

Na Europa, a prevaléncia da AR é de 0,5-1,0%, enquanto um levantamento apontou para
uma prevaléncia entre 0,53 e 0,55% nos Estados Unidos (19, 20). No Brasil, a prevaléncia é de
0,46% e, embora possa ocorrer em qualquer idade, o pico de incidéncia da AR ocorre por volta
dos 50 anos (21). Sabe-se que a doenca afeta pelo menos duas vezes mais mulheres que
homens, e essa preponderancia feminina pode estar relacionada a diferentes hormdnios
sexuais, seus efeitos no sistema imunoldgico e, possivelmente, a epigenética ou a microbiota

(22).

O componente genético da AR é, frequentemente, associado aos genes do complexo de
histocompatibilidade principal (major histocompatibility complex — MHC), também designado
antigeno leucocitdrio humano (human leukocyte antigen — HLA). Demonstrou-se que o HLA-DR,
especialmente o lécus HLA-DRB1, fornece susceptibilidade importante para o risco de
desenvolvimento de AR, codificando as moléculas do MHC de classe Il que podem acomodar
uma ampla gama de ligantes peptidicos. Até o momento, sabe-se que a maioria dos alelos HLA-
DRB1 associados a RA compartilham sequéncias semelhantes de aminodcidos na posicdo 70-74
da cadeia B, denominada epitopo compartilhado, que é altamente prevalente entre os pacientes

gue apresentam anticorpos contra peptideos ciclicos citrulinados (anti-CCPs) (23).

O ambiente, incluindo tabagismo, dieta, obesidade, infec¢des e microbiota, apresenta um
papel no desencadear da doenca em individuos geneticamente predispostos (24). O tabagismo
é o fator externo relacionado a AR mais conhecido. O efeito direto da fumaca condensada do
cigarro no desenvolvimento da AR foi recentemente demonstrado em modelo de artrite
induzida por colageno (collagen-induced arthritis — CIA). O receptor que medeia a atividade dos
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (componentes da fumaca do cigarro) é capaz de
aumentar a diferenciacdo de células T auxiliares 17 (Th17), exacerbando a artrite (25, 26).
Adicionalmente, diversos estudos sugerem que uma resposta inflamatdria crénica induzida pela
disbiose intestinal pode contribuir criticamente para a patogénese da AR, visto que a microbiota
dos pacientes difere da popula¢do geral e que os medicamentos antirreumaticos podem exercer
efeitos sobre sua regulagdo (27). Pacientes com AR, particularmente os que apresentam erosao
6ssea, possuem menor quantidade de bactérias pertencentes a familia Bifidobacterium e
Bacteroides e, ao menos nos estagios iniciais da doenga, abundancia de Prevotella copri. Sugere-

se uma associacdo entre desequilibrio da microbiota intestinal e AR devida a diferentes
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mecanismos relacionados ao sistema imunoldgico do hospedeiro, incluindo: (i) ativacdo de
células apresentadoras de antigenos (APCs); (ii) capacidade do intestino de constituir uma fonte
de peptideos citrulinados; (iii) mimetismo antigénico; (iv) impacto na permeabilidade da mucosa
intestinal; (v) e modulagdo do sistema imunolégico do hospedeiro com desequilibrio da

homeostase entre as células Th17 e T reguladoras (Treg) (28).

Varios autoanticorpos podem ser detectados no soro de pacientes com AR, dos quais o fator
reumatoide (FR) e os anti-CCPs sdo os mais proeminentes. Os anti-CCPs sao direcionados contra
proteinas citrulinadas e a citrulinacdo é uma reacdo mediada pelas enzimas peptidil-arginina
deiminases (PADs), as quais convertem o aminodacido arginina em citrulina. Demonstrou-se que
multiplos fatores de risco conhecidos para AR estdo relacionados ao desenvolvimento da
resposta imune contra proteinas citrulinadas e, portanto, a formacdo de anti-CCPs (29). Por
outro lado, o FR — o qual compreende um amplo espectro de isotipos, incluindo IgM, IgG e IgA —
reconhece a por¢ao Fc da imunoglobulina, e foi o primeiro tipo de autoanticorpo detectado na
AR (30). Mais recentemente, foram descobertos anticorpos contra proteinas adicionais com
modifica¢Oes pds-traducionais, como anticorpos anti-proteinas carbamiladas e anticorpos anti-
proteinas acetiladas (29). A presenca de autoanticorpos é preditiva para o desenvolvimento de
AR, em pacientes com artrite ndo diferenciada, e para o desenvolvimento de uma doencga mais

erosiva ao longo do tempo (30).

E provavel que os estressores, por exemplo na fumaca do cigarro, possam atuar nas células
locais da mucosa e promover modificacbes pds-traducionais, como citrulinagdo ou
carbamilacdo, em uma variedade de proteinas, incluindo proteinas intracelulares (como
histonas) e proteinas da matriz (como fibronectina, colageno, vimentina, etc.). Posteriormente,
os peptideos alterados sdo apresentados associados as moléculas MHCs de células
apresentadoras de antigenos, especialmente aquelas moléculas que contém o epitopo
compartilhado, levando a apresentacao de antigenos as células T potencialmente autorreativas
que, por sua vez, estimulam as células B a sintetizar auto-anticorpos, como o anti-CCP.
Fibroblastos sinoviais (fibroblast-like synoviocytes — FLS), APCs e macréfagos podem ser ativados
localmente e produzir uma variedade de fatores inflamatdrios. Assim, a resposta autoimune
pode desencadear diretamente a inflamacdo sinovial, ou pode exigir um segundo estimulo,
como formacao de complexos imunes e ativacdo do complemento, para induzir ou aumentar a
producdo de citocinas e a migracdo de células inflamatdrias para o compartimento articular. As
acGes paracrinas e autdcrinas das citocinas, juntamente com respostas imunes adaptativas
persistentes, podem perpetuar a doenca e, finalmente, levar a destruicdo da cartilagem e do

0sso (1).
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A composicdo celular da inflamagdo sinovial da AR inclui células imunes inatas, como
mondcitos, células dendriticas, mastdcitos e células linfoides inatas, e células imunes
adaptativas, como células Thl e Thl7 e células B. Uma rede de citocinas e quimiocinas,
principalmente TNF-a, IL-1B, IL-6 e IL-17, regula o meio inflamatdrio na articulagdo, levando a
inducdo e ao agravamento da resposta inflamatdria, ativando as células endoteliais e atraindo
as células imunes a se acumularem dentro do compartimento sinovial. Além disso, uma resposta
tecidual robusta, na qual os FLS assumem um fendtipo inflamatério agressivo e invasivo,
juntamente com o aumento do catabolismo dos condrdcitos e da osteoclastogénese sinovial,

promovem a destruicdo articular (31).

Por conta da natureza sistémica da AR, vdrios eventos imunoldgicos ocorrem fora da
articulagdo. De fato, pacientes com AR apresentam um risco de mortalidade 1,5 vezes maior que
a populacdo em geral (32). As causas mais comuns de mortalidade entre pacientes com AR sdo
doencas cardiovasculares, doencas respiratérias e infec¢Ges. As doencgas cardiovasculares
predominam claramente entre as causas de morte na AR, em parte por conta do aumento dos
fatores de risco tradicionais, mas também devido a manutencdo da inflamacgdo cronicamente
(33). Adicionalmente, pacientes com AR frequentemente apresentam uma composi¢do corporal
desfavoravel em comparacdo com controles de mesma idade. Sua condi¢cdo compreende uma
perda de massa muscular esquelética (maior do que o esperado para a idade), na presencga de
massa gorda estavel ou até aumentada (especialmente no abdémen), resultando em um peso
estavel (34). Essas alteracGes desfavoraveis na composicao corporal afetam, ainda, a capacidade
funcional de pacientes com AR, frequentemente resultando em perda de produtividade e
emprego, dificuldade nas atividades da vida diaria, diminui¢do da qualidade de vida relacionada

a saude e aumento da mortalidade (35).

2.2.1 Erosdo 6ssea

A erosdo dssea € uma caracteristica central da AR e estd associada a um curso mais grave
da doenca, com maior grau de incapacidade e maior mortalidade (36, 37). As erosdes sao visiveis
em radiografias simples como rupturas na superficie do osso cortical e sdo, frequentemente,
acompanhadas por perda do osso trabecular adjacente (38). O monitoramento de danos
estruturais, compostos pela erosdo dssea e degradacdo da cartilagem, é utilizado na validacdo
de medicamentos modificadores do curso da doenca (MMCD) aprovados para o tratamento da
AR. Além disso, a radiografia é amplamente utilizada para avaliar os danos estruturais na pratica

clinica e para monitorar a eficacia da terapia em retardar os danos estruturais (39).
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O equilibrio entre a reabsorgdo e a formagdo éssea observada nos estados fisioldgicos
normais é alterado na AR devido a expressao de citocinas pré-inflamatdrias pelas células do
ambiente articular, resultando em aumento da diferenciacdo de osteoclastos e em inibicdo da
funcdo de osteoblastos. A diferenciacdo de osteoclastos esta relacionada com a expressdo de
dois mediadores osteoclastogénicos essenciais: o fator estimulador de col6nias de macréfagos
(macrophage colony-stimulating factor — M-CSF) e o ligante do receptor ativador do fator
nuclear kB (receptor activator of nuclear factor kB ligand — RANKL) (40). Esse processo envolve
a migracdo de células da linhagem monocitica da medula dssea para os 6rgdos linfaticos
secundadrios e, finalmente, para as articulagdes. Os osteoclastos ativados aderem a superficie do
0ss0 e criam um ambiente profundamente acido na sua borda, por meio de bombas de prétons,
promovendo a desmineralizacdo. Entdo, a secrecao de enzimas como metaloproteinases de
matriz (MMPs) e catepsina K levam a degradac¢do da matriz organica e a reabsor¢do éssea (41).
Além disso, para alcancar a homeostase dssea, os osteoblastos maduros e outros tipos de células
secretam a osteoprotegerina (OPG), um inibidor de RANKL. OPG liga-se ao RANKL tornando-o
inacessivel ao receptor RANK, impedindo a osteoclastogénese e a subsequente reabsorgao

Ossea (42).

Por outro lado, os osteoblastos se diferenciam a partir das células estromais
mesenquimais, através da ativacao da via de sinalizagdo Wingless (Wnt). Na presenca do ligante
Wnt, o receptor Frizzled (Fzd) e seu co-receptor LRP5 sdo ativados, inibindo a fosforilagdo
citoplasmatica de B-catenina pela quinase glicogénio sintase 3B (GSK3B). Assim, o nivel
citoplasmatico de B-catenina aumenta e, consequentemente, ocorre a sua transloca¢do para o
nucleo onde promove a expressdo de genes alvo. Na auséncia do ligante Wnt, a GSK3p fosforila
constitutivamente a B-catenina, levado a sua ubiquitinacdo e degradacdo proteossémica. Na
presencga das proteinas inibidoras esclerostina ou Dickkopf (Dkk), os ligantes Wnt ndo podem
acessar seus receptores para ativar a diferenciacdo dos osteoblastos (43). No processo de
maturacdo, os osteoblastos tornam-se capazes de formar e mineralizar a matriz éssea e podem,
ainda, se diferenciar em ostedcitos, os quais sdo células fixadas na matriz dssea e responsaveis,
entre varias func¢Oes, pela detec¢do do estresse mecanico. Esses mecanossensores, entao,

enviam sinais aos osteoblastos e osteoclastos direcionando a homeostase dssea (44) (Figura 1).

As citocinas proé-inflamatérias, especialmente, TNF-a, IL-1, IL-6 e IL-17, presentes no
processo de inflamacdo sinovial da AR, regulam positivamente a expressao de RANK em
precursores de osteoclastos, bem como a produgdo de RANKL por FLS, células B e T ativadas e
osteoblastos (45-47). Adicionalmente, os anti-CCPs presentes nos pacientes com AR sdo capazes

de reconhecer a vimentina citrulinada expressa na superficie das células precursoras de
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osteoclastos. A ligacdo dos anti-CCPs a superficie celular estimula a liberacao de TNF-a que, por
sua vez, aumenta a diferenciagao dessas células em osteoclastos maduros, propagando ainda
mais a resposta imune e a destruicdo das articulagdes (48). Além da osteoclastogénese
excessiva, prejuizos na diferenciacdo e na funcdo dos osteoblastos também participam do
desenvolvimento da erosdo dssea na AR. O TNF-a é um indutor potente da expressdo de Dkk-1,

sendo que Dkk-1 induz, adicionalmente, a expressdo de esclerostina pelos ostedcitos (49, 50).

Nota-se que quanto maior a gravidade da sinovite, mais extenso o processo erosivo (51).
O controle incompleto da sinovite permite que as erosGes ésseas mediadas pela diferenciacdo
continua de osteoclastos e pela disfuncdao de osteoblastos avancem, resultando em progressao
de danos estruturais (52, 53). A inibicdo de citocinas através de bloqueadores de TNF e de IL-6,
por exemplo, € uma das abordagens mais eficazes para retardar ou interromper o processo
erosivo 0sseo na AR e pode impedir a progressdo da perda déssea sistémica, tanto pela reducdo

da sinovite, quanto pelos efeitos diretos sobre o processo de osteoclastogénese (54).
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Figura 1. Células do tecido désseo. Fonte: a autora.

2.2.2  Avaliacdo da progressao radiografica

A avaliacdo do dano articular pode ser realizada através de métodos de imagem,
principalmente por meio de radiografias. Essa metodologia também pode ser usada para
documentar, quantificar e monitorar a quantidade e a localizagdo da doenca articular (55, 56).

Existem diversos métodos para a avaliacdo quantitativa do dano articular a partir de
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radiografias, sendo que os mais conhecidos sdo os métodos de Larsen, Sharp e Sharp van der
Heijde. Atualmente o escore de Sharp modificado por van der Heijde é o método de referéncia

utilizado na maioria dos ensaios clinicos e em estudos observacionais longitudinais (3).

Os achados radiograficos demonstram os primeiros danos estruturais decorrentes da
AR, geralmente, em maos, pulsos e pés. Além disso, edema em tecidos moles, erosGes
marginais, osteopenia justa-articular e perda uniforme do espaco articular sdo frequentemente
observados cedo no curso da AR. Nas maos, as alteragdes da AR sdo observadas principalmente
nas articulagdes metacarpo-falangeanas e interfalangeanas proximais, enquanto que nos pés,
as alteragbes sdao mais comuns ocorrem nas articulagbes metatarso-falangeanas e

interfalangeanas proximais (57).

O escore de Sharp van der Heijde avalia separadamente o grau de redugdo do espaco
articular e o grau de erosao dssea, sendo que a somatdria dos dois resulta no escore total, com
pontua¢cdo mdaxima de 448. As erosGes sao avaliadas em 16 articula¢gdes de cada mao e punho —
5 metacarpo-falangeanas, 4 interfalangeanas proximais, interfalangeanas dos polegares,
primeira carpo-metacarpiana, radio e ulna, trapézio e trapezoide como uma unidade Unica,
escafoide e semilunar — e em 6 articulacGes de cada pé — 5 metatarso-falangeanas e a primeira
interfalangeana (Figura 2). O escore de erosdo varia de 1 a 5, sendo que 1 corresponde a erosoes
discretas, progredindo até 5, que corresponde ao colapso completo do 0sso. Assim, o apds o
somatorio, o escore de erosdo é representado por valores de 0 a 160 nas maos e de 0 a 120 nos
pés. Nas articulagGes metacarpo-falangeanas, interfalangeanas proximais e interfalangeanas,
avalia-se a porc¢ao distal e proximal da articulacao e cada por¢ao recebe um escore distinto,
sendo que o escore maximo para erosdo de uma articulacdo nos pés é de 10, mas somente de 5

nas maos (3, 58).
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Figura 2. Avaliacdo de erosdes pelo escore de Sharp van der Heijde. Fonte: disponivel em
http://rheumatology.usherbrooke.ca/radiographie_formulaire.pdf. ~ Ultimo  acesso  em:

20/07/2020.

A reducdo do espaco articular é avaliada em 15 articulagGes de cada mao e punho — 5
metacarpo-falangeanas, 4 interfalangeanas proximais, terceira a quinta carpo-metacarpiana,
trapézio-escafoide, capitato-escafoide e radio-carpal — e em 6 articulagdes de cada pé — 5
metatarso-falangeana e a primeira interfalangeana (Figura 3). A reducdo do espaco articular é
avaliada juntamente com a subluxagao e pontuada da seguinte forma: 0 = normal; 1 = focal ou

duvidosa; 2 = generalizada, 50% do espaco articular acometido ou subluxagao; 4 = anquilose ou
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luxagdo completa. Apds o somatdrio, o escore de redugdo do espaco articular é representado

por valores que variam de 0 a 120 nas maos e de 0 a 48 nos pés. O escore das maos tem maior

peso, uma vez que um numero maior de articulagbes é avaliado, contabilizando 60% da

avaliacdo final (3, 58).
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Ultimo
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2.2.3 Tratamento
As terapias medicamentosas para o tratamento da AR incluem uso de anti-inflamatérios
ndo hormonais (AINH), corticoides, MMCD sintéticos convencionais, MMCD biolégicos, MMCD

sintéticos alvo-especificos e drogas imunossupressoras (59).

Imediatamente apds o diagndstico, deve ser iniciado o tratamento com os MMCD, tendo
como meta a remissdo, ou ao menos a indugdo da baixa atividade, avaliada por indices
compostos de atividade da doenca, formados a partir de uma combinagao de informacdes como
variaveis clinicas e laboratoriais e a impressao geral do paciente (60). A avaliacdo da atividade
da doenca, tanto nos ensaios clinicos quanto na pratica clinica diaria pode ser feita através do
escore de atividade de doenca-28 (disease activity score-28 — DAS-28), o qual consiste da
contagem de 28 articulagdes edemaciadas e dolorosas, além de um marcador inflamatdrio,
como velocidade de sedimentacdo globular (VSG) ou proteina C-reativa (PCR). Ao fim, sdo
gerados valores de corte especificos usados para classificar a AR como em remissdo ou em um

estado de atividade baixo, moderado ou alto (61).

Os MMDC correspondem ao metotrexato, hidroxicloroquina, leflunomida e
sulfassalazina. A droga de primeira escolha para o tratamento da AR é o metotrexato, o qual
deve ser prescrito, preferencialmente, em monoterapia no inicio do tratamento (59). O
metotrexato corresponde a um agente imunomodulador cuja acdo consiste na inibicdo da
sintese de DNA, RNA, timidinato e proteinas. Os efeitos anti-inflamatérios do metotrexato na
AR estdo, possivelmente, relacionados com a modulagdo do metabolismo da adenosina e das
vias de sinalizacao do TNF-a (62). Havendo contraindica¢do, para o metotrexato, sulfassalazina
e leflunomida podem ser utilizadas como primeira opg¢do, visto que apresentam efeitos
imunomodulatérios, seja na inibicdo da producdo de prostaglandinas, de fungdes neutrofilicas
e linfocitarias e de quimiotaxia, seja na atividade antiproliferativa sobre a sintese de pirimidina,
respectivamente (59, 63, 64). Os antimalaricos, como difosfato de cloroquina e sulfato de
hidroxicloroquina, devem ser indicados apenas para pacientes com para formas leves e de baixo
potencial erosivo (65). Seu mecanismo de acdo ainda é pouco conhecido, possivelmente
envolvendo atividade anti-inflamatdria, interferindo na fun¢do de enzimas lisossomicas,
guimiotaxia, fagocitose de polimorfonucleares, producdo de prostaglandinas, entre outros (66).
Em casos excepcionais, como pacientes com hipersensibilidade a outros MMCD ou com hepatite
viral, sais de ouro podem ser utilizados (65).

Doses baixas de corticoides oral tém efeito MMCD e melhoram a resposta clinica na fase
inicial, enquanto os AINH s3o Uteis para diminuir o processo inflamatdrio e a dor, principalmente

no inicio da doenca, devendo ser prescritos em associagdo aos MMCD (60). Ja ciclofosfamida e
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azatioprina, as quais sdo drogas imunossupressoras, podem ser utilizadas em pacientes com

manifesta¢des extra-articulares graves como vasculite e/ou envolvimento pulmonar (65, 67, 68).

Os pacientes que ndo alcangam resposta apds a utilizacdo de dois esquemas de MMCD
sintéticos convencionais devem ser avaliados para o uso de MMCD bioldgicos e sintéticos alvo-
especificos. Recomenda-se preferencialmente o uso de um MMCD biolégico ou,
alternativamente, um MMCD sintético alvo-especifico combinado, em ambos os casos, com um
MMCD sintético convencional (59). Os MMCD bioldgicos sdo direcionados a alvos extracelulares,
como citocinas soluveis individuais, receptores de citocinas ou outros receptores de superficie
celular (69). Os inibidores de TNF foram os primeiros a serem desenvolvidos, com a aprovacgao,
em 1998, para o uso de etanercepte, que é a forma dimérica soltvel do receptor de TNF e inibe
a interacdo da citocina com receptores de superficie celular. O infliximabe, o adalimumabe e o
golimumabe sdo anticorpos monoclonais anti-TNF, enquanto o certolizumabe consiste de um
fragmento Fab de um anticorpo anti-TNF humanizado conjugado a moléculas de
polietilenoglicol (70). Na presenca de contraindicacGes ou em situagdes clinicas individualizadas,
a terapia bioldgica pode ser iniciada com outros MMCD bioldgicos, como moduladores da co-
estimulacdo da célula T (abatacepte) e anticorpos contra o receptor da IL-6 (tocilizumabe) (71-

73).

Mais recentemente, houve a aprovagdo para o uso terapéutico dos inibidores de Janus
quinases (Janus kinase — JAK), como o tofacitinibe, denominados MMCD alvo-especificos (74).
Diferentemente dos MMCD bioldgicos, eles possuem agdo a nivel intracelular, com a inibicdo da
fosforilacdo e da ativagdo de JAK, levando a diminui¢do da producao de citocinas e a modulagdo
da resposta imune. Ainda, hd o MMCD bioldgico depletor de células B denominado rituximabe,
o qual é formalmente aprovado para o tratamento da AR somente apds a falha de inibidor de

TNF e tem sido usado como tratamento de terceira linha nessa estratégia terapéutica (59).

2.3 Miocinas

As miocinas sao citocinas ou peptideos sintetizados e liberados pelo tecido muscular em
resposta a contracdes musculares (75). O termo "miocina" foi introduzido pela primeira vez em
2003 (76). As miocinas estdo implicadas na regulagdo autécrina do metabolismo dos musculos,
bem como na regulacdo paracrina/enddcrina de outros tecidos e érgdos, através de seus
receptores. A comunicag¢do entre 0sso e musculo, por exemplo, tem a mecanotransdugdo como
um mecanismo reconhecidamente importante. No entanto, a interagdo mecanica ndo explica

completamente a relagdo entre esses dois tecidos. Nesse sentido, varias evidéncias indicam que
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o musculo esquelético, dada a sua atuagdo como um érgdo enddcrino, produz e libera miocinas

que exercem alguma influéncia sobre os ossos (77).

Desde a identificacdo da miostatina em 1997, o secretoma do meio de cultura de
midcitos humanos revelou mais de 600 miocinas. No entanto, a maioria dessas miocinas ainda
nao estd suficientemente caracterizada e apenas algumas tém sua atividade e fungao bioldgica
descritas. Compreender os papéis biolégicos e fisioldgicos das miocinas em condi¢bes de atrofia
ou fraqueza do musculo esquelético, bem como em doencas sistémicas é importante para o

estudo de novos alvos de intervencdo terapéutica (78).

2.4 lrisina

A irisina foi, primeiramente, descrita por Bostrom et al. em 2012, como uma miocina
capaz de estimular a conversdo do tecido adiposo branco em tecido adiposo marrom em
resposta ao exercicio. Nesse contexto, ressalta-se a importancia de PGC1-a (PPARy coactivator-
1 a), um coativador transcricional que medeia muitos dos eventos moleculares induzidos pelo
exercicio. Nas fibras musculares esqueléticas, PGC1-a regula a expressdo do gene Fndc5
(fibronectin type Ill domains containing protein 5), o qual codifica uma proteina de membrana
que é processada proteoliticamente para formar a irisina. Consistindo em um polipeptideo de
111 aminodcidos, a irisina madura é, entdo, secretada na circulagdo sanguinea (79).
Recentemente, foi descrito um receptor de irisina em ostedcitos, nos quais demonstrou-se que
a ligacdo da irisina ocorre diretamente na integrina aV/B5 (80). Em seguida, a irisina atua
principalmente através das vias de sinalizagdo das proteinas quinases ativadas por mitdgenos

(mitogen-activated protein kinases — MAPK) em varios processos celulares (Figura 4).

A avaliacdo da sinalizagcdo da irisina demonstrou, inicialmente, que essa miocina
estimula o tecido adiposo branco a adotar um fenétipo semelhante ao tecido adiposo marrom
através do aumento da densidade mitocondrial celular e da expressdo da proteina
desacopladora 1 (uncoupling protein 1 — UCP1). Esse processo de diferenciacdo desencadeia a
termogénese, aumentando o gasto total de energia corporal e melhorando a homeostase da

glicose (10).

Posteriormente, verificou-se que outros tecidos, além do tecido adiposo, também sdo
alvos dairisina. Existe uma regulagdo autdcrina da irisina no musculo esquelético, como um fator

pré-miogénico, bem como uma ac¢do da anabdlica da irisina sobre o tecido dsseo.
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Figura 4. Sinalizacdo da irisina. Adaptado de Rabiee et al, 2020 (81).

2.4.1 lrisina e tecido muscular esquelético

A irisina é uma miocina induzida pela contracdo do musculo esquelético com
implicagcBes e efeitos benéficos atribuidos ao exercicio fisico (82). O fato de ser
predominantemente expressa no musculo levantou a hipétese de que a irisina, assim como

outras miocinas, poderia influenciar o metabolismo das células musculares (83).

De fato, verificou-se aumento tanto na expressao génica quanto na secregao de irisina
durante o processo de diferenciacdao das células satélites responsaveis pela regeneracdo
muscular (83). No mesmo sentido, o tratamento de células musculares murinas com irisina induz
a expressdo de genes pré-miogénicos e de resposta ao exercicio, que favorecem a ativagao do
processo de regeneracgdo (9). A promocgdo da proliferagdo de células musculares pela irisina
demonstrou relagdo com o aumento na expressdo de CCL7, e a diferenciacdo desses miotubos
apresentou aumento concomitante com a expressao de IL-6 e com a ativagdo de suas cascatas
de sinalizacdo subsequentes (9, 84). A IL-15, por outro lado, parece nao influenciar a expressao
génica e na liberagao de irisina in vivo (85).
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Ainda como um fator anabdlico, a irisina é capaz de ativar vias de sintese proteica como
Akt (protein kinase B), mTOR (mammalian target of rapamycin) e Erk (extracellular-signal-
regulated kinase), culminando no aumento significativo na expressdo de miosina de cadeia
pesada (MyHC) (9, 83, 86). Simultaneamente, a irisina é capaz de diminuir a expressdo de
reguladores negativos do crescimento muscular como a miostatina e as enzimas do sistema

ubiquitina-protossomo Atrogina-1 e MuRF-1 (muscle ring finger-1) (9, 86, 87).

O aumento da captagdo de glicose, através do estimulo a translocagdo de
transportadores de glicose tipo 4 (GLUT4) e o aumento da biogénese mitocondrial sdo algumas
das acbes da irisina sobre o metabolismo de células musculares (88, 89). Inicialmente, o
tratamento com irisina estimula glicélise como fonte de energia, até que o conteludo
mitocondrial seja suficientemente aumentado para suportar as demandas energética por meios
oxidativos, indicando uma correlacdo entre o padrdo de expressdo autocrina induzida por

Fndc5/irisina e o contetido mitocondrial no musculo esquelético (90, 91).

Experimentos em camundongos confirmam a potencial agdo autdcrina da irisina, devido
a presenca de maior numero de fibras musculares positivas para Fndc5 apds tratamento com
irisina recombinante (r-irisina) em comparacdo com controles (92). Além disso, administracdo
de r-irisina provoca aumento no peso dos musculos, na area de seccdo transversa das fibras e
na forca de preensao palmar em camundongos tratados, sem alteracdao no consumo alimentar
(9). Em modelos animais de perda muscular por denervagao e por suspensao pelos membros
posteriores, o tratamento com r-irisina é capaz de previnir a redu¢dao no peso muscular, de
aproximadamente 63%, e a atrofia de fibras, além de induzir aumento na ativacdo das células
satélites e reduzir a degradac¢do proteossomal de proteinas (9, 91). Assim como no estudo com
células musculares, quando camundongos submetidos a suspensdo sao tratados com r-irisina,
nao ha diminuicdo da expressao de MyHC do tipo 2 nesses animais, como ocorre nos animais
ndo tratados. MyHC 2A, MyHC 2X e MyHC 2B, classificadas nesta sequéncia da isoforma mais
lenta a mais rapida, foram avaliadas e verificou-se que o tratamento com r-irisina aumentou a

expressdo génica de MyHC 2X em relacdo aos controles (9, 91).

Somado aos dados provenientes de estudos em células e em modelos animais, em
humanos, os niveis de irisina podem representar um potencial biomarcador para disfungdo
muscular, auxiliando na deteccdo da sarcopenia, no planejamento de estratégias de
monitoramento de alteragdes musculares relacionadas a idade e na tomada de decisGes para

fins clinicos e terapéuticos (93).
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Foram descritos niveis circulantes de irisina significativamente menores em individuos
sarcopénicos e pré-sarcopénicos do que em individuos ndo-sarcopénicos, tanto em uma
populacdo de 18-90 anos incluindo ambos os sexos, quanto em uma amostra de mulheres na
pds-menopausa. Além disso, os niveis de irisina foram inversamente correlacionados com a
idade e positivamente correlacionados com a massa magra apendicular/altura?, com a forga de
preensdo manual e com o indice de massa muscular avaliado pela area da se¢do transversal do
musculo quadriceps/peso corporal (93, 94). Também foi encontrada correlacdo positiva entre
irisina e forca de preensdo manual em mulheres jovens com excesso de peso (95). Por outro
lado, outros estudos reportaram ndo haver diferenca nos niveis séricos de irisina entre
individuos com sarcopenia e aqueles sem sarcopenia, bem como auséncia de correlagdo entre

a irisina circulante e a massa muscular esquelética (96, 97).

Em modelo animal de faléncia cardiaca, caracterizado por inflamagao e atrofia muscular,
as concentracles séricas de TNF-a e irisina estiveram negativamente correlacionadas.
Adicionalmente, em modelo de perda muscular por injecdo de TNF-a, houve redugao de 53% e
28% na expressao génica e proteica de Fndc5, respectivamente, em comparagdo com os
controles. J& em cultura de células musculares, a incubacdo com TNF-a, IL-1B ou uma
combinacdo de ambas resultou em uma reducdo significativa da expressao génica de Fndc5 e de

PGC-1a (87).

Para determinar se a irisina exerce efeitos miogénicos durante condi¢des atroéficas
causadas por um glicocorticoide, células musculares foram tratadas com dexametasona. A
adicdo de irisina aboliu a reducdo na ativacao do receptor de fator de crescimento semelhante
a insulina (Insuline-like growth factor-1 — IGF-1) provocada pela dexametasona. Da mesma
maneira, a irisina preveniu o aumento da expressdao de atrogina-1 e MuRF-1 induzido pela
dexametasona. A avaliagdo da atividade do tipo quimotripsina do proteassomo 2685, considerada
representativa da capacidade proteolitica, demonstrou que o tratamento com r-irisina reduziu
a atividade proteossomal basal e atenuou também a atividade proteossomal elevada pelo
tratamento com dexametasona nas células musculares, além de atuar na preservacdo do

tamanho do miotubo (86).

2.4.2 lrisina e tecido 6sseo
A miocina irisina tem demonstrado ser um mediador molecular crucial na conectividade
entre os tecidos muscular e ésseo. Inicialmente, a acdo da irisina sobre o tecido dsseo foi descrita

guando o meio condicionado coletado de mioblastos de camundongos exercitados — portanto
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com expressdo aumentada de irisina — induziu a diferenciac¢do in vitro de osteoblastos em maior
extensdo do que o meio condicionado coletado de camundongos alojados em repouso. Os
osteoblastos diferenciados, ainda, aumentaram a expressao de fosfatase alcalina e de colageno

tipo | por um mecanismo dependente de irisina (98).

Interessantemente, verificou-se que o tecido dsseo é mais sensivel a irisina do que as
células adiposas. A inje¢do de r-irisina em camundongos em uma dose semanal baixa (100 pg/kg)
estimulou o aumento de massa dssea cortical, bem como de forca déssea, sem afetar o
compartimento trabecular. Esta acdo anabdlica foi mediada principalmente pela estimulacdo da
osteoblastogénese, mas também pela diminuicdo do numero de osteoclastos. Uma dose
semanal mais alta de irisina (3.500 pg/kg) causou diferenciagdo do tecido adiposo branco em

marrom, o que ndo foi observado em inje¢cdo de dose baixa de r-irisina (92).

Assim, buscou-se avaliar os potenciais efeitos do tratamento com irisina em modelos
animais de perda dssea. Na osteoporose induzida por desuso, através da suspensdo pelos
membros posteriores, demonstrou-se diminui¢dao ndo apenas da diferenciacdo de osteoblastos,
mas também da expressdo de Fdnc5 em camundongos (99). J4 tratamento com irisina
recombinante nesses animais evitou a perda dssea no protocolo preventivo (administracdo
durante a suspensdo) e induziu a recuperacdo da massa éssea no protocolo curativo
(administracdo apds a suspensdo). Ademais, a analise do fémur por microtomografia mostrou
gue o tratamento com r-irisina preservou a densidade mineral éssea cortical e trabecular (91).
A reducdo da densidade mineral dssea trabecular também foi identificada em modelo de perda

6ssea por denervacdo e prevenida pela irisina (100).

Da mesma maneira que o tratamento in vivo com irisina, o nocaute do gene Fdnc5 em
camundongos promoveu aumento significativo na massa dssea trabecular femoral, em
comparagdo com animais controles, embora ndo tenha havido diferencas nos indices de osso
cortical. Na presenca de osteoporose induzida por ovariectomia, os camundongos nocautes para
Fdnc5 foram notavelmente resistentes a perda de osso trabecular (80). Os achados relacionados
a delecdo do gene Fdnc5, tanto em animais sauddveis quanto em animais com osteoporose
estdo relacionados com a sinalizagdo de RANKL — no primeiro caso, os ossos de camundongos
nocaute apresentaram expressao génica de RANKL significativamente menor, enquanto no
segundo caso a expressdo génica RANKL permaneceu inalterada, em relagdo aos controles (80,

100).

Uma vez que a irisina provocou diminuicdo da expressdo de RANKL a partir de

osteoblastos primdarios de camundongos, avaliou-se a modulagao pela irisina também em
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cultura de células precursoras de osteoclastos e em mondcitos de camundongos (100, 101). Os
resultados mostraram que a irisina promove a proliferagao, mas inibe a diferenciacdao em células
precursoras de osteoclastos. Adicionalmente, verificou-se que r-irisina pode inibir a ativagdo do

fator nuclear-kB (nuclear factor kappa B — NF-kB) induzida por RANKL (101).

AlteragBes em vias de sinalizagdo decorrentes do tratamento in vivo com a irisina
incluem aumento na expressao de B-catenina, mediador chave na diferenciacao de osteoblastos
e na formagdo dssea, assim como a neutralizacdo da diminui¢do de B-catenina induzida pelo
modelo de suspensdo pelos membros posteriores (99). Ainda nesse modelo, e também em
linhagem celular de ostedcitos, a irisina impediu a redugdo de ostedcitos vidveis, bem como a
ativacdo das caspases 9 e 3, prevenindo a apoptose dessas células (80, 102). Na osteoporose
estabelecida por ovariectomia, a irisina foi capaz de restaurar os niveis de séricos de fosfatase
alcalina e os niveis dsseos de TNF-a e de IL-6 nos animais doentes a niveis proximos ao grupo
controle. Além disso, genes envolvidos na osteoblastogénese também apresentaram expressao
aumentada em culturas de células estromais da medula dssea, subsequente ao tratamento com
r-irisina. A ativacdo desses genes foi sucedida pela fosforilacdo da via de sinalizacdo Erk, o que

caracteriza uma ac¢do direta mediada por receptor na estimulagdo da formacgdo dssea (92, 103).

A tentativa de identificacdo do receptor de irisina no tecido dsseo, através de andlise
protedmica quantitativa em linhagem de ostedcitos, identificou a integrina B1 como candidata.
Aintegrina aV é a mais abundante nos ostedcitos, seguida pelas integrinas B1, a5, B5 e B3, razdo
pela qual os experimentos posteriores foram concentrados na avaliacdo de integrina aV/B1,
aV/B3, aV/B5 e a5/B1. Ao final, sugeriu-se que, a partir desses dados, que um subconjunto de

integrinas, especialmente aV/B5, sdo receptores funcionais da irisina em ostedcitos (80).

Por fim, estudos em pacientes demonstraram correlagdo positiva entre os niveis
circulantes de irisina e a densidade mineral dssea. Reportou-se, também, diminuicdo de irisina
sérica em condigdo de osteoporose, em individuos de meia-idade e idosos, e em mulheres na
pés-menopausa (104, 105). Nivel mais baixo de irisina sérica foi associado a fraturas
osteoporéticas prévias, em mulheres na pds-menopausa e em individuos com sobrepeso, e ao

risco aumentado de fratura de quadril em mulheres idosas (106-108).

2.4.3 Irisina e doencgas reumaticas
Um possivel papel anti-inflamatério da irisina é alcancado por muitos mecanismos,
incluindo supressao da expressdo de NF-kB, TNF-a, IL-18, o que pode ter relevancia no combate

ao processo inflamatdrio na AR (87, 101).
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Em pacientes com osteoartrite (OA) de joelho houve reducdo significativa da irisina
sérica e niveis elevados de PCR em comparagao com controles saudaveis. A atividade de doenga,
no entanto, apresentou aumento no grau de severidade a medida que os niveis de irisina
diminuiram. Utilizando o sistema de classificacao Kellgren e Lawrence em radiografias, pacientes
com grau de severidade 4 apresentaram niveis significativamente mais baixos de irisina no soro
e no liquido sinovial, bem como niveis mais altos de PCR sérica, do que aqueles com graus 2 e 3;
essas diferengas também foram observadas em pacientes com OA de joelho com grau 3 em

comparagdo com aqueles com grau 2 (109).

Resultados conflitantes foram reportados em pacientes com psoriase. Foram
observados niveis séricos de irisina significativamente maiores em pacientes com psoriase, em
comparac¢do com individuos controles, e correlagdo positiva com a PCR, destacando que a irisina
poderia ser um indicador de inflamacdo na psoriase. No entanto, ndo foram encontradas
correlagdes significativas entre irisina e indice de severidade da doenca, indicadores de
disturbios metabdlicos ou indice de massa corporal (IMC) (110). Por outro lado, também foram
reportados niveis séricos de irisina significativamente menores em pacientes com psoriase e

associados com atividade de doenca e perfil lipidico (111).

Em pacientes com fibromialgia, ndo foram encontradas diferencas significativas nos
niveis séricos de irisina em compara¢do com controles, nem associacdo com a atividade da
doenca ou marcadores inflamatérios (112). Ja em doenca de Behget, os niveis séricos de irisina
foram significativamente menores nos pacientes do que no grupo controle, e correlacionados

negativamente com um indicador de aterosclerose subclinica (113).

Na AR os niveis séricos de irisina foram inversamente correlacionados com a atividade
da doenca (DAS28-VSG), sugerindo um possivel papel anti-inflamatério da irisina nesses
pacientes (114, 115). Em um estudo conduzido na Russia, foram incluidos 110 pacientes com AR
e 60 individuos saudaveis como grupo controle. Através dos niveis séricos de irisina médios no
grupo controle, que foram de 20,49 + 4,82 pg/ml, os autores estabeleceram que valores entre
10,85 e 30,13 pg/ml seriam considerados normais, com base nos valores de média + dois desvios
padrdes. Assim, 37% dos pacientes com AR apresentaram baixos niveis séricos de irisina, além
de maior grau de manifestagdes extra-articulares, duracdo da doenca de 5 a 10 anos e menor
nivel de vitamina D. Além disso, houve também associagao entre o nivel de irisina sérica e a

presencga de fraturas ésseas na anamnese (114).

Outro estudo em AR buscou avaliar a associacdo entre niveis séricos de irisina e

qualidade do sono. As concentragdes séricas de irisina foram negativamente associadas aos
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escores totais do Indice de Qualidade do Sono de Pittsburgh, sendo que os pacientes com
qualidade do sono ruim apresentaram niveis de irisina significativamente mais baixos que
pacientes com boa qualidade de sono (79,7 + 35,5 vs 173,34 + 67,06 ng/ml). Os niveis de irisina
nos pacientes com AR foram significativamente menores do que nos controles sauddveis (326,3
+148,1 ng/ml), e associados negativamente com a durac¢do da doenca (r=-0.263, p= 0.04) e com

a duracgdo da rigidez matinal (r=-0.348, p= 0.006) (115).

Recentemente, dados preliminares apresentados no Congresso Europeu de
Reumatologia (European Congress of Rheumatology — EULAR) em 2020 demonstraram
correlagdo negativa entre o nivel sérico de irisina e os parametros de risco cardiovascular, além
de niveis significativamente menores em pacientes do que em controles (9.84 + 10.56 vs 20.48
+13.82 ng/ml) e correlagdo negativa entre irisina e atividade de doenca (r = -0.455, p= 0.005) e
incapacidade (r =-0.309, p= 0.016). Apesar da importancia da irisina como miocina expressa no
musculo esquelético e no tecido 6sseo, ndo ha estudos em pacientes com AR reportando a

associacdo entre os niveis de irisina e sarcopenia e erosado ossea.

2.5 Miostatina

A miostatina, um membro da superfamilia do fator de crescimento transformador-, foi
descrita em 1997, quando McPherron e colaboradores relataram pela primeira vez que
camundongos nocaute para o gene de miostatina apresentavam massa muscular
significativamente maior em comparagao com animais controles (116). A miostatina é expressa,
principalmente, no musculo esquelético e funciona como um regulador negativo do seu

crescimento, mas também é secretada para a circulacdo e atua de forma sistémica (116).

A deficiéncia de miostatina provoca aumento da massa muscular, enquanto o aumento
na sua expressao leva a atrofia muscular. Para exercer seus efeitos, a miostatina se liga e ativa
o receptor de activina tipo IIB (ActRIIB). A ativacdo leva ao recrutamento de um co-receptor tipo
I, como ALK-4, ALK-5 que, por sua vez, é fosforilado pelo ActRIIB. O complexo receptor ativado
leva a fosforilagdo de Smad2 e Smad3 que formam um complexo com Smad4. O complexo
Smad2/3/4 ent3o, transloca-se para o nucleo e regula a expressdo de genes, como fatores
reguladores miogénicos. Em adicdo ao seu papel fundamental na homeostase muscular a
atuacdo da miostatina em outros tecidos, como o ésseo e o adiposo, é bem descrita (117) (Figura

5).
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Figura 5. Sinalizagdo da miostatina. Adaptado de Smith et al, 2013 (118).

2.5.1 Miostatina e tecido muscular esquelético

A miostatina é, reconhecidamente, um inibidor do crescimento muscular, e o seu
bloqueio, ndo s6 por nocaute génico, mas também pela administracdo de anticorpo
neutralizador ou de receptor sollivel de miostatina, leva a um aumento na massa muscular (119-
121). Como tratamento em modelos animais de perda muscular, por imobilizagdo dos membros
posteriores e em condi¢Bes de microgravidade, o bloqueio da acdo da miostatina é capaz de
atenuar a atrofia muscular e a perda de capacidade funcional, embora em modelo de
denervacao a atrofia ndo tenha sido diminuida (122-124). Curiosamente, o efeito da miostatina
sobre a massa muscular esta relacionado com a composi¢cao do tecido por diferentes tipos de
fibras. E possivel distinguir quatro tipos principais de fibras musculares, chamados tipo 1, 2A, 2X
e 2B, com base na presenca de isoformas especificas MyHC: MyHC-1 de contracdo lenta,
codificada pelo MYH7; MyHC-2A, codificada por MYH2; MyHC-2X, codificada por MYH1; e
MyHC-2B, codificada por MYH4. Essas fibras também diferem no metabolismo
oxidativo/glicolitico, sendo as fibras do tipo 1 e 2A mais oxidativas e as fibras do tipo 2B mais

glicoliticas. Essas quatro populacdes de fibras estdo presentes em camundongos, ratos e muitas
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outras espécies de mamiferos, no entanto, apenas as fibras do tipo 1, 2A e 2X estdo presentes

na maioria dos musculos humanos (125).

Em camundongos jovens, a inibicdo de miostatina por nocaute génico favorece a
transicdo do tipo de fibra de lenta para rapida. Além do aumento na quantidade de fibras tipo
2B, e diminui¢cdo concomitante das fibras tipo 2A e tipo 1, esses animais apresentam como
consequéncia funcional o aumento da suscetibilidade a fadiga (126, 127). Portanto, musculos
dos camundongos nocautes para miostatina, embora maiores e mais fortes, fatigam
extremamente rdpido, devido a alteracdo do metabolismo muscular de aerdbico para
anaerdbico. A fadiga muscular aumentada também ocorre quando a miostatina é inibida no
animal adulto, embora, nesse caso, ndo haja efeito sobre a distribui¢cdo do tipo de fibra (128). O
cultivo de células musculares derivadas de camundongos nocautes para miostatina, resulta em
diminuicdo no nimero de miotubos nascentes de contracdo lenta, indicando reducdo da
expressdo de MyHC de fibras lentas durante a miogénese (127). Ja o tratamento de mioblastos
primarios com inibidor de miostatina ou com seu receptor soluvel leva ao aumento da expressao
de MyHC de fibras lentas e a inibicdo da expressdo de MyHC de fibras rapidas, apds a

diferenciacdo (127).

Por outro lado, em camundongos idosos, a inibicdo de miostatina por anticorpo
neutralizante induziu aumento no peso muscular devido a hipertrofia seletiva de fibras com
fendtipo glicolitico, sendo que o musculo hipertréfico apresentou propriedades contrateis
normais (129). Ainda, camundongos idosos apresentaram aumento na forca de preensédo, apds

a inibicdo da miostatina (130).

A regeneracdo muscular é regulada negativamente pela miostatina e isso esta
relacionado, em parte, com a inibicido de myoD, um marcador de proliferacdo das células
satélites musculares. O tratamento com miostatina leva a falha da diferenciacdo de mioblastos
em miotubos por conta da interacdao entre Smad3 e o promotor de myoD e por conta da
poliubiquitinacdo e degradacdo de myoD pelo proteossomo (131-133). In vivo, também
observou-se aumento na expressdo proteica de enzimas do sistema ubiquitina-proteossomo
como consequéncia do tratamento com miostatina, enquanto a hipertrofia muscular causada
pelo nocaute génico ou pela neutralizagdo da miostatina foi relacionada ao aumento na
expressao proteica de myoD e a diminui¢do da ativacdo do proteossomo (126, 129, 132). O
efeito sobre a regeneragao parece envolver a ativagao de células satélite e ndo o seu conteudo,
uma vez que a inibicdo da miostatina por nocaute ndo promove altera¢gdo no conteludo de

células satélites durante a idade adulta e ndo torna esses animais resistentes a sarcopenia (134).
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Adicionalmente, a degradacdo proteica pela autofagia em células musculares foi potencializada

apos tratamento com miostatina, com efeitos sobre a formagao de autofagossomos (135).

Um efeito catabdlico adicional da miostatina, tanto in vitro quanto in vivo, se refere ao
seu antagonismo a vias de sintese proteica, uma vez que a hipertrofia subsquente a deficiéncia
de miostatina é resultado de um aumento na ativagdo da sinalizacdo de IGF-1/PI3K/AKT (132,

136, 137).

Em humanos, niveis circulantes elevados de miostatina costumam estar associados com
desfechos negativos. Estudos que reportam niveis de miostatina entre os sexos, apresentam
dados conflitantes. Foram detectados niveis séricos de miostatina maiores em homens do que
em mulheres e esses niveis correlacionaram-se positivamente com a velocidade da marcha apés
0 ajuste por sexo (138). Em contraste, quando encontrados niveis plasmaticos de miostatina
mais altos em mulheres do que os homens, esses niveis foram negativamente correlacionados
com a forga de preensdo em mulheres (139). Embora alguns estudos tenham relatado elevagGes
significativas nos niveis séricos de miostatina com o avanco da idade, outros estudos falharam
em apoiar esses achados, culminando em resultados varidveis entre as faixas etdrias, tanto entre
homens quanto entre mulheres (140-142). Em camundongos, por outro lado, os niveis

circulantes de miostatina demonstraram reducdo progressiva com o envelhecimento (143).

Critérios como baixa massa muscular, sarcopenia e fragilidade ja foram associados aos
niveis séricos de miostatina em homens, embora essas associacbes ndao tenham sido
significativas em mulheres (144-147). Inversamente, a auséncia de correlagao entre indice de

massa muscular e os niveis de miostatina também ja foi reportada (148).

2.5.2  Miostatina e tecido 6sseo

Assim como no tecido muscular, a miostatina tem apresentado efeitos reguladores
negativos sobre o remodelamento do tecido dsseo. Em experimentos in vitro, a miostatina
demonstrou efeitos inibitdrios sobre a proliferacdo, diferenciacdo e mineralizagdo de células
progenitoras osteoblasticas, através do aumento na expressao de inibidores de Wnt (149, 150).
Adicionalmente, ha supressdo de miR-218 em ostedcitos pré-tratados com miostatina e em seus
exossomos derivados, os quais podem ser absorvidos pelas células osteoblasticas, resultando
em uma reducdo acentuada da sua diferenciacdo (150). A avaliacdo do papel dos diferentes
receptores de activina, os quais sao ativados pela ligacdo da miostatina, demonstrou que a
regulacdo negativa da osteoblastogénese ocorre predominantemente através do receptor

ActRIIA (121).
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A reabsor¢do dssea tem a miostatina como um regulador direto devido a sua ac¢do
positiva sobre a diferenciacdo de osteoclastos. Mais especificamente, a ligagdo simultanea de
RANKL e de miostatina nos precursores de osteoclastos levam a fosforilagdo de Smad2, a qual
potencializa a expressdo intracelular do fator Nfatcl, estimulando a diferenciacdo em

osteoclastos maduros (8, 150).

In vivo, a injecdo intraperitoneal de miostatina recombinante reprimiu a formacdo e
acelerou a reabsorcdo dssea em camundongos (150). Por outro lado, a inibicdo de miostatina
por meio da injecdo de receptores sollveis em camundongos, foi relacionada com o aumento
do volume e da densidade mineral dssea, e também de marcadores séricos de formagao dssea
(119, 120). Um estudo reportou que o aumento do volume dsseo estd presente em
consequéncia da injecdao de receptor solivel, mas ndo em decorréncia da inje¢do de anticorpo
neutralizante de miostatina, sugerindo a existéncia de outros possiveis ligantes, além da
miostatina, que desempenham papel na regulacdo da massa éssea (120). No mesmo sentido, a
auséncia do gene da miostatina em modelos de camundongos nocaute resulta em aumento da
osteogénese (151, 152). Dados opostos também ja foram reportados, onde a neutralizagdo de
miostatina ndo ocasionou alteragdes no volume dsseo ou no numero de osteoblastos e

osteoclastos (153).

O envelhecimento promoveu aumento na expressdao proteica de miostatina nos
sobrenadantes de culturas de células estromais da medula dssea de camundongos (154). Ja o
tratamento de camundongos idosos com um anticorpo neutralizador de miostatina é capaz de
levar ao aumento do volume dsseo trabecular, além de estimular a formacdo e reduzir a

reabsorcdo déssea (150).

Vista a influéncia da miostatina sobre o tecido dsseo, foi investigada a sua associagdo
com o metabolismo ésseo e humanos. Em concordancia com os resultados observados em
células e em animais, foram reportados niveis plasmaticos de miostatina negativamente
associados com a densidade mineral d6ssea e positivamente associados com marcadores
circulantes de reabsorgao 6ssea (149). No entanto, estudos também demonstraram auséncia de
associacdo entre a miostatina circulante e a densidade mineral éssea e marcadores séricos de

formacao 6ssea em populagdes idosas (148, 155).

35



2.5.3 Miostatina e doencas reumaticas
Além dos seus efeitos negativos sobre a homeostase dos tecido muscular e ésseo, a
miostatina ja foi correlacionada positivamente com niveis de citocinas pré-inflamatodrias, o que

a caracteriza como um potencial marcador para avaliacdo de desfechos na AR (156).

Em um estudo com 24 mulheres com AR em remissdo, com idade média de 61 anos,
detectou-se niveis séricos de miostatina significativamente menores do que em individuos
controles. Além disso, niveis séricos de miostatina mais altos foram associados a menor forga de
preensdo e a maior incapacidade fisica. Os autores especularam que, visto que maior parte dos
pacientes usavam MMCD bioldgicos, é possivel que essas terapias tenham apresentado efeito
positivo em reguladores da massa muscular, influenciando na diminuicdao da secrecdao da

miostatina (157).

Similarmente, em modelo de artrite induzida por antigeno em coelhos observou-se
diminuicdo da miostatina sérica em comparacdo aos animais controles, com concomitante
reducdo na expressdo de miostatina na sindvia e no musculo gastrocnémio (158). No entanto,
reportou-se também, em modelo de artrite induzida por colageno em ratos, expressao proteica

de miostatina inalterada no musculo gastrocnémio, em comparag¢do aos animais controles (159).

Em contrapartida, a analise de membranas sinoviais de pacientes com AR demonstrou
alta expressdo de miostatina, predominantemente nos FLS, enquanto poucas células
expressando miostatina foram encontradas nos tecidos sinoviais de pacientes com OA. Esse
achado foi reproduzido na artrite de camundongos transgénicos para o TNF humano, nos quais
houve aumento na expressao de miostatina nos tecidos sinoviais em comparag¢ao com controles.
Esses dados sugeriram que o ambiente inflamatdrio da sindvia de pacientes com AR, e de
camundongos artriticos, leva a uma regulagdo positiva da miostatina nas células sinoviais. No
mesmo sentido, a estimulacdo de FLS isolados de individuos com OA ou com AR com TNF-a, IL-
1 e IL-17 resultou em alta expressdo de miostatina. Subsequentemente, para verificar se a
expressao de miostatina na articulagdo sinovial contribui diretamente na reabsorgdo dssea
mediada por osteoclastos, foi realizado o experimento de co-estimulac¢do de células precursoras
de osteoclastos com RANKL e miostatina e observou-se aumento significativo na capacidade de
precursores em se diferenciarem em osteoclastos maduros. O nocaute génico de miostatina ou
a inibicdo mediada por anticorpos, por sua vez, reduziu gravidade da artrite experimental,
principalmente por menor destruicdo dssea mediada pela osteoclastogénese. Por fim,

demonstrou-se que o efeito da miostatina no desenvolvimento de osteoclastos é mediado pela
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fosforilagdo e ligacdo de Smad2 ao Nfatcl, e consequente aumento da translocacdo de Nfatcl

para o nucleo, promovendo regulagdo positiva dos genes de diferenciagao dos osteoclastos (8).

Além da alta expressdo de miostatina na sindvia de pacientes com AR estar relacionada
com a osteoclastogénse, ha um papel regulador positivo na producdo de citocinas pro-
inflamatdrias como IL-1B e de TNF-a (160, 161). A analise do liquido sinovial demonstrou niveis
aumentados e positivamente correlacionados de miostatina e de IL-1p na AR, em comparagao
com pacientes com OA. Especificamente, na cultura de FLS isolados desses pacientes, a
miostatina promoveu aumento na expressao génica e proteica de IL-1B de maneira dose-
dependente, através das vias de sinalizagdo ERK, JNK e AP-1. Alta expressdo de miostatina e de
IL-1B foi confirmada também nas articulagdes de camundongos com artrite induzida por
colageno (160). Em adicdo a IL-1B, niveis de miostatina também foram positivamente
correlacionados com a expressdao de TNF-a em FLS de pacientes com AR. O tratamento da
cultura de FLS com miostatina levou a aumento na expressdo génica e proteica de TNF-a de

maneira dose dependente, através da via de sinalizagdo PI3K-Akt- AP1 (161).

A avaliacdo dos niveis de miostatina em pacientes com OA, demonstrou maior
concentragdo sérica de miostatina nesses pacientes do que em individuos controles. Ainda,
pacientes com maior grau de severidade de doenca apresentaram maiores concentracdes de
miostatina no soro e no liquido sinovial em comparacdo com aqueles com menor grau (162). Em
modelo animal de OA, a expressdo de miostatina no musculo gastrocnémio ndo se mostrou

alterada, no entanto (163).
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3 MARCO CONCEITUAL

Estudos demonstram que algumas miocinas apresentam efeitos sobre o metabolismo
do tecido ésseo. Visto que a AR é uma doenca na qual os pacientes sdo acometidos pela erosao
6ssea, é vdlida a investigacdo a respeito dos niveis de irisina e de miostatina nesses pacientes.
Dessa maneira, pode-se entender, ao menos parcialmente, o papel dessas miocinas no curso da

doenga.

REUMATOIDE

7N

EROSAO
5SSEA ] {——>| MIOCINAS

ARTRITE ]

Figura 7. Marco tedrico.
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4 JUSTIFICATIVA

Diante da base tedrica apresentada, sabe-se que a erosdo dssea é prevalente e que afeta
profundamente a funcionalidade dos pacientes com AR. Estudos recentes tém ressaltado a
importancia da acdo das miocinas em outros tecidos que nao o tecido muscular, como no tecido
6sseo. Irisina e a miostatina sdo duas miocinas de destaque e que apresentam efeito sobre a
reabsorcao dssea. A via pela qual a miostatina contribui para a erosdo éssea na AR foi
estabelecida por meio de estudos in vitro. Ja o papel da irisina no envolvimento dsseo da AR
ainda ndo é conhecido. Mesmo assim, ndo se sabe quais sdo os niveis séricos desses dois
marcadores nos pacientes com AR e nem qual a sua relagdo com a progressao radiografica de
erosdo oOssea. Portanto, o conhecimento mais aprofundado acerca dos niveis de irisina e de
miostatina, bem como a sua relagdo com a erosdo éssea em pacientes com AR pode ser
relevante também para a identificacdo de potenciais biomarcadores e alvos de manipulagdo

terapéutica.
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5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo primario
O presente estudo pretende avaliar os niveis séricos de irisina e de miostatina, em uma

populagdo de pacientes com AR, e relaciona-los com a progressao radiografica apds um ano.

5.2 Objetivos secundarios
e Comparar os niveis de miocinas dos pacientes com AR com os de uma populagao
controle;
e |dentificar as medicac¢Ges utilizadas;
e Avaliar a atividade da doencga;
e Avaliar os niveis de marcadores inflamatorios séricos;
e Avaliar a composicao corporal;
e Avaliar a presenca de baixa massa magra;

e Avaliar a fungdo fisica.
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Abstract

Objective. To evaluate the association of baseline serum levels of irisin and myostatin with one-

year radiographic progression in patients with rheumatoid arthritis (RA).

Methods. At baseline, irisin and myostatin serum levels were determined in 40 female RA
patients, and in 30 control individuals matched by sex, age, and body mass index (BMlI), by ELISA.
RA patients had their radiographs of hands and feet evaluated by Sharp/van der Heijde score
(SHS) at two timepoints, baseline and after one year. Disease activity was calculated in RA
patients by Disease Activity Score 28-C reactive protein (DAS28-CRP), body composition was
evaluated using dual X-ray absorptiometry (DXA) and disability was assessed by Health
Assessment Questionnaire-Disability Index (HAQ-DI). Physical function was evaluated by chair
rising (CRT), timed up and go (TUG) and hand grip tests, and inflammatory the markers

erythrocyte sedimentation rate (ESR), CRP and interleukin-6 (IL-6) were measured.
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Results. The mean age of RA patients was 56 years old, mean DAS28-CRP was 3.3, mean disease
duration was 11.2 years and mean BMI was 28.1 kg/m?. Rapid radiographic progression and low
lean mass were present in 17.5% and 14.8% of the RA patients, respectively, and showed no
correlation with serum irisin and myostatin. Serum myostatin was significantly lower in RA
patients than in control subjects (3021.7 + 1217.2 vs 4049.0 + 1610.0 pg/ml), and patients
treated with biologic disease-modifying antirheumatic drugs (bDMARDs) showed higher irisin
serum levels than patients non-treated with bDMARDs (31.7 + 7.6 vs 25.7 * 6.8 ng/ml). Irisin
serum levels were positively correlated with IL-6 (r=0.382; p=0.020) and TUG (r=0.338; p=0.35)

in RA patients.

Conclusion. Most of the patients did not present rapid radiographic progression and low lean
mass. Serum myostatin was lower in RA than in control subjects, while irisin was higher in
patients using bDMARDSs and associated with IL-6 and TUG. Serum levels of myokines were not
associated with one-year radiographic progression, which may be related to the short-term
evaluation. The use of bDMARDs is likely to influence in circulating myokines, whereas irisin may

impact on IL-6 expression and mobility.

Introduction

Rheumatoid arthritis (RA) is a systemic inflammatory disease characterized by chronic
synovitis that leads to cartilage and bone destruction (1). Erosive joint damage is a hallmark of
RA and over time causes deformity and contributes to disability in patients (2). The progression
of joint erosion is variable among RA patients and is usually detectable as radiographic damage
in affected joints (3). Despite current treatment strategies, aiming the early and rapid decrease
of disease activity, radiographic progression still occurs in a significant proportion of patients (4,

5).

The group of skeletal muscle-derived humoral cytokines and growth factors, collectively
termed myokines, which includes irisin and myostatin, have recently been implicated in
physiological and pathological bone metabolism (6). Myokines are mainly expressed in skeletal
muscle, which is also their main target tissue, although irisin and myostatin are also active to a
considerable extent in bone (7, 8). Myostatin is a crucial myokine, described as potent
suppressor of skeletal muscle mass growth and development, upregulating proteolysis
pathways and inhibiting muscle protein synthesis and regeneration (9). Myostatin also acts as
an inhibitor of bone mass and remodeling and, specifically in arthritis, increases osteoclast

formation and bone destruction (8). Notably, the myostatin expression undergoes opposite
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direction to irisin, which functions as a pro-myogenic factor and enhances muscle protein
synthesis, in addition to playing a role in bone mass and strength gain by osteoblastogenesis

stimulation (10, 11).

The intimate relationship between skeletal muscle and bone led to the concept of the
“bone-muscle unit”, partly because muscle and bone mass and strength are positively affected
by physical exercise, while both are compromised by ageing and situations of disuse (6). Thus,
myokines may establish a communication network between the two tissues, in addition to the
mechanotransduction. Low muscle area, density and strength were detected in RA subjects, and
over time the worsening of skeletal muscle density was related to higher disease activity (12-
14). Additionally, muscle deficits were shown to contribute to inferior cortical bone structure
and trabecular bone mineral density in RA, which was speculated to be related the loss of
mechanical loading (15). As skeletal muscle and bone are affected in RA, and both are sources

of myokines, it is possible that the levels of these markers may correlate with clinical outcomes.

The identification of patients at risk of greater radiographic damage is critical to adapt
the treatment and prevent disease progression, which stresses the need for biomarkers
predicting structural changes in the joints of RA patients (16). Thus, this study aimed to address
the associations of baseline serum irisin and myostatin concentrations with one-year
radiographic progression in RA patients. Secondarily, association of serum myokines with lean

mass, medication and physical function was also assessed.

Materials and Methods

Patients. Forty RA patients attending the Rheumatology Division at Hospital de Clinicas de Porto
Alegre, who fulfilled the America College of Rheumatology/European League Against
Rheumatism 2010 criteria, were enrolled in the study (17). Thirty healthy individuals matched
by sex, age, and body mass index (BMI) were enrolled as controls for the evaluation of myokines
serum levels at baseline. RA patients’ radiographs of hands and feet were evaluated at two
timepoints, baseline and after one year. RA patients’ disease activity, body composition, physical
function, and inflammatory markers were also evaluated at baseline. Medication use was
assessed in the medical record. All subjects signed informed consent forms approved by the

Hospital Ethics Committee (CEP 2018-0223).

Radiographic progression. One-year progression of joint damage was assessed with the use of

the van der Heijde modification of the total Sharp score (SHS) method. Baseline radiographs of
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hands and feet were performed + 3 months from the blood collection visit. The scoring was
performed by a single experienced reader blinded to patient characteristics and aware of image
sequence. The intrareader variability described by the intraclass correlation coefficient (ICC) was
0.92 for the radiographic progression rate. Among the 40 RA patients completing the study, 37

had evaluable x-rays from both timepoints.

Laboratory assessments. Fasting blood samples were collected, and serum was stored at -80°C
for subsequent measurements. Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) was performed to
evaluate irisin (Phoenix Pharmaceuticals) and myostatin (R&D Systems) serum levels according
to manufacturer’s instructions. Clinical laboratory assays [Erythrocyte Sedimentation Rate (ESR)
and C-Reactive Protein (CRP)] were performed using standard methods in Hospital Clinical
Pathology Department. Interleukin-6 (IL-6) serum levels were measured by ELISA (BioLegend)

according to manufacturer’s instructions.

Body composition. Subjects underwent total body dual-emission x-ray absorptiometry (DXA)
scanning using a Hologic densitometer (Delphi Systems, Hologic, Inc., Bedford, MA) to measure
appendicular lean mass and total fat mass. Body composition estimates were adjusted for
height? to generate appendicular lean mass index (ALMI, kg/m?2) and fat mass index (FMI, kg/m?).
Additionally, fat-adjusted ALMI (ALMIgwi) Z-Scores were generated, based on residuals obtained
from the regression of ALMI Z-Score on FMI Z-Score within age, sex, and race categories. Thus,

“low fat-adjusted lean for age” was defined as ALMIgw Z-score < -1 (18).

Physical function. Disability was assessed by the Health Assessment Questionnaire-Disability
Index (HAQ-DI), which ranges from 0.0 to 3.0 and higher values represent worst functional status
(19). The chair rising test (CRT) is a timed test of lower limb muscle strength evaluation. The
participant is asked to stand up and sit down from a chair five times in a row, as fast as possible,
without using the arms (20). In the timed up and go (TUG) test, an individual sit on a standard
height armchair with his hands placed on the armrest. The person is asked to stand up (using
the arms), walk 3 meters at a normal speed, turn around, return to the chair, and sit down again.
The more time needed to complete the test, the greater the restriction of mobility and the
higher the risk of falling (21). The handgrip strength describes the power or strength of the hand
muscles used to grasp or grip, and its evaluation was performed using a Jamar Hydraulic Hand
Dynamometer. The patient was instructed to squeeze the equipment as hard as possible for 5

seconds for the maximal isometric voluntary contraction of each hand to be quantified.

Statistical analysis. Data distribution was preliminarily checked for normality with the

Kolmogorov-Smirnov test. According to number of groups, nonparametric tests Kruskal-Wallis
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test or Mann-Whitney U test were used. Data are presented as median (interquartile range).
The Kruskal-Wallis test was utilized to compare the difference of myokines serum levels and
ALMI among radiographic progression and DAS28-PCR categories. The Mann-Whitney U test
was used to compare the difference of myokines serum levels between patients and controls,
between patients using or not using biological disease-modifying antirheumatic drugs
(bDMARDs), and between ALMIqy categories. Spearman’s correlation analysis was used to
analyze the correlation among myokines serum levels and mean SHS score, ALMI, DAS28-CRP,
HAQ-DI, ESR, CRP and IL-6. P-values <0.05 were considered statistically significant. The Statistical

Package for the Social Sciences (SPSS) version 20.0 was used to analyze the data.

Results

Patient demographics and baseline characteristics. Baseline characteristics of patients are
shown in Table 1. RA patients included in the study presented mean age of 56 years, mean
disease duration of 11.2 years and mean BMI of 28.1 kg/m?. Most patients presented SHS higher
than 25 units. Mean disease activity score was 3.3, approximately 32% of the patients were using
bDMARDs and 17.5% of the patients were classified as having low fat-adjusted lean for age
(ALMIgyy Z-score < -1) (Table 1).

Table 1. Characteristics of the study population.

RA patients (n = 40)

Age in years (mean + SD) 56.3+7.8
RA duration in years (mean £ SD) 11.2£9.27

Irisin in ng/ml (mean + SD)

Myostatin in pg/ml (mean % SD)

27.7+75
3021.5+1217.1

SHS (mean + SD) 29.8+35.5
SHS, n (%)
0 1(2.7)
0.1-5 11 (29.7)
5.1-25 9(24.3)
>25 16 (43.2)
DAS28-CRP score (mean + SD) 33+1.3
bDMARDSs, n (%) 13 (32.5)
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BMI in kg/m?(mean + SD)
ALMI in kg/m?(mean * SD)
FMI in kg/m?(mean + SD)
ALMIgmvy Z-score (mean + SD)
ALMIgmy Z-score < -1, n (%)
HAQ score (mean % SD)

CRT in seconds (mean + SD)
TUG in seconds (mean * SD)
Handgrip strength in kg (mean + SD)
ESR in mm/h (mean % SD)
CRP in mg/dl (mean + SD)
IL-6 in pg/ml (mean * SD)

28.1+5.1
6.3+0.7
11.9+£3.6
0071

7 (17.5)
1.1+0.7
17.5+12.2
109+4.1
9.9+6.8
34.1+18.7
9.8+10.8

81.6+274.3

SD, standard deviation; RA, rheumatoid arthritis; SHS, Sharp van der Heijde Score; DAS28-CRP,

disease activity score 28- C-reactive protein;

bDMARDs, biological

disease-modifying

antirheumatic drugs; BMI, body mass index; ALMI, appendicular lean mass index; FMI, fat mass

index; ALMIewi Z-score, appendicular lean mass index adjusted by fat mass index Z-score; HAQ,

health assessment questionnaire; CRT, chair rising test; TUG, timed up and go test; ESR,

erythrocyte sedimentation rate; CRP, C-reactive protein; IL-6, interleukin-6.

Radiographic progression. Irisin and myostatin serum levels were not associated with mean

baseline and one-year SHS (r=-0.06, p=0.68 and r=0.01, p=0.95). Irisin and myostatin serum

levels did not differ when RA patients were grouped into categories of radiographic progression:

non-progressor (A =0), slow progressor (A 0<5) or rapid progressor (A >5) (Table 2).

Table 2. Irisin and myostatin serum levels according to Sharp van der Heijde Score categories.

n Irisin (ng/ml) Myostatin(pg/ml)
Mean SHS
0 1 45.9 3543.5
0.1-5 11 29.9 (25.4-31.3) 2940.5 (1381.7-3341.3)
5.1-25 9 25.7 (24.5-33.3) 3753.1 (1958.4-4015.1)
>25 16 27.3(20.7-31.3) 3461.2 (2242.2-4098.5)

Progression
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A=0 4 30.3 (24.9-38.3) 3153.3 (2445.4-3442.4)
AO<5 28 26.1(23.5-31.3) 3588.0 (1958.4-4098.5)
A>5 5 31.8(28.4-37.0) 2242.2 (1892.5-3212.4)

Values are expressed as the median (interquartile range). Data were analyzed by Kruskal-Wallis
test. SHS, Sharp van der Heijde Score.

Myokines serum levels. Myostatin serum levels were significantly lower in RA patients than in
control subjects (3096.7 (1958.4-3903.1) vs 3743.5 (3043.3-4827.3) pg/ml; p=0.011), while irisin
levels did not differ between RA and control groups (27.5 (23.5-31.8) vs 28.0 (23.9-33.1) ng/ml;
p=0.590) (Figure 1A and 1B). RA patients treated with bDMARDs presented irisin serum levels
significantly higher than patients non-treated with bDMARDs (33.3 (25.4-37.0) vs 26.7 (22.5-
30.2) ng/ml; p=0.033). Myostatin serum levels tended to be lower in RA patients treated with
bDMARDs, compared to patients non-treated (2683.2 (1381.7-3781.8) vs 3325.5 (2520.1-
4098.5) pg/ml; p=0.144) (Figure 1C and 1D). ESR and the circulating levels of CRP were not
correlated with irisin and myostatin serum levels. IL-6 levels were positively correlated with irisin

levels (r= 0.382; p= 0.020), while myostatin showed no correlation (Figure 3).
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Figure 1. Irisin (A) and myostatin (B) serum levels of RA patients and control individuals. Irisin (C)
and myostatin (D) serum levels of RA patients treated with bDMARDs and non-treated with
bDMARDs. Data were analyzed by Mann-Whitney U test and are represented by median
(interquartile range). *p<0,05 RA patients vs controls. #p<0,05 RA patients treated with
bDMARDs vs RA patients non-treated with bDMARDs.

Disease activity and inflammatory markers. Irisin and myostatin were not associated with
DAS28-CRP (r= 0.081; p= 0.630 and r= -0.041; p= 0.811) or different among the categories of
disease activity severity (p= 0.147 and p= 0.601) (Table 3) (22).

Table 3. Irisin and myostatin serum levels of RA patients into disease activity categories.

n Irisin (ng/ml) Myostatin(pg/ml)
DAS28-CRP
Remission 11 26.1(20.7-30.8) 3212.4 (1381.7-4285.3)
Low 3 27.6(22.5-35.15)  3325.5 (2977.8-4362.8)
Moderate 13 26.4(23.9-37.1)  3648.3 (2601.6-3898.4)
High 11 29.9(25.4-31.3)  2467.2 (1265.7-2965.4)

Values are expressed as the median (interquartile range). Data were analyzed by Kruskal-Wallis
test. DAS28-CRP, disease activity score 28-C reactive protein.

Lean mass. When RA patients were grouped into low fat-adjusted lean for age (ALMIem Z-score
<-1) or normal fat-adjusted lean for age (ALMIem Z-score >-1) categories, no differences in irisin
(24.5 (20.7-27.5) vs 28.1 (24.5-32.6) ng/ml; p=0.138) or myostatin (3325.5 (2242.2-5043.2) vs
2977.8 (1907.5-3781.8) pg/ml; p=0.181) serum levels were observed, respectively (Figure 2A
and 2B). ALMI was not significantly different among the categories of SHS radiographic
progression (non-progression 6.6 (6.4-6.9); slow progression 6.4 (5.7-6.7); rapid progression 5.6

(5.5-6.0); p=0.271).
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Figure 2. Irisin (A) and myostatin (B) serum levels of RA patients with low lean mass and normal
lean mass. Appendicular lean mass index of RA patients with no progression, slow progression,
and rapid progression (C). Data were analyzed by Mann-Whitney U test or Kruskal-Wallis test
and are represented by median (interquartile range). No statistical difference was observed

among groups.

Physical function. No correlation was found among irisin and myostatin serum levels and CRT,
handgrip strength and HAQ. Irisin serum levels were positively correlated with TUG (r= 0.339,

p=0.032) (Figure 3B), while myostatin showed no correlation.
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Figure 3. Correlation of irisin serum levels with IL-6 circulating levels (A) and TUG (D) in RA

patients. Data were analyzed by Spearman’s correlation coefficient.

Discussion

The myokines irisin and myostatin participate in bone and skeletal muscle homeostasis
and may be representative of the clinical status of these tissues. We found that serum levels of
myostatin were diminished in RA patients but were not related to one-year radiographic
progression and to lean mass amount, as well as irisin. The use of bDMARD resulted in
significantly higher irisin and tendency to lower myostatin serum concentrations in RA patients,
while irisin was positively correlated with circulating IL-6 and mobility evaluated by timed up

and go (TUG) test.

RA patients in our study were mostly slow progressors over one year. Although lower
irisin and higher myostatin levels were expected in patients with greater mean SHS or rapid
radiographic progression, it was not noticed in our study. Literature reports that irisin exerts
anabolic action in bone, which is mediated primarily through the stimulation of bone formation
(23). In vivo administration of irisin increases cortical bone mass and strength, blunts the
osteoblast differentiation inhibitor sclerostin, and modulates the Osteoprotegerin/RANKL to a
physiological level, inhibiting osteoclasts formation and activity (7, 24). On the other hand,
myostatin blockade is known to increase bone formation and, specifically in RA and in
experimental arthritis, it is highly expressed in synovial tissue and directly stimulates osteoclast
differentiation promoting bone resorption (8, 25). In osteoclasts precursors, myostatin and
RANKL binding lead to enhanced expression of several osteoclast-specific target genes, including
Nfatcl, favoring osteoclastogenesis (8). In our study, the absence of greater progression of joint

erosion in one year may have influenced the power to detect correlations with the myokines. As
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serum myostatin was lower in RA patients than in control individuals, with no consequent impact
in bone erosion evaluated by SHS, the hypothesis that the joint and the circulating myostatin
contents are distinct is also reasonable. Another study has identified lower myostatin serum
levels in RA patients compared to controls, as well (26). Although not significantly different,
serum irisin levels tended to be lower in RA patients in our study, similarly to a previous report,

in which RA patients presented lower irisin levels than control subjects (27).

Associations between disease activity and irisin or myostatin serum levels were not
identified in this study. In RA, negative correlation has been described between DAS28-ESR and
serum irisin (27, 28). In osteoarthritis (OA), otherwise, the serum and synovial concentrations of
myostatin and irisin were equivalent and associated with higher and lower disease severity,

respectively (29, 30).

Skeletal muscle is admittedly the largest myokines secretor to the blood stream, and
changes in their levels may reflect disorders in muscle tissue, mostly (31-34). The RA patients
with low lean mass were few and presented no significant difference in irisin and myostatin
levels compared to patients with normal lean mass. As an additional factor contributing to
myokines levels in RA is the use of bDMARDs by patients. We identified significant higher serum
irisin levels in patients treated with bDMARDs, while serum myostatin levels tended to be
decreased in patients treated with bDMARDs. It has been demonstrated that the administration
of TNF-a to mice significantly reduced irisin gene and protein expression in skeletal muscle. Also,
the treatment of myotubes with TNF-a and IL-1B down-regulated irisin mRNA (35). The RA
systemic increase in pro-inflammatory cytokines possibly diminishes irisin secretion, as the
patients present a tendency of lower irisin serum levels than controls in this study. Otherwise,
the treatment with bDMARD:s is likely to minimize the irisin reduction in RA patients. A positive
feedback among pro-inflammatory cytokines (TNF-a and IL-1B) and myostatin have been shown
in FLS isolated from RA patients (8, 36, 37). Additionally, in culture of muscle cells, TNF-a
promoted increase of myostatin expression through the NF-kB- pathway (38). In the previous
study reporting low myostatin levels in RA population, the authors argued that most of patients
were using bDMARDs and possibly the immune modulation positively affected muscle mass,
thereby decreasing myostatin (26). IL-6 and irisin serum levels were positively correlated in our
RA patients, which is plausible since prior data demonstrated that treatment of myoblasts and
adipocytes with irisin increases IL-6 expression. These studies also showed that IL-6 increase
mediated by irisin have favorable consequences, such as skeletal muscle hypertrophy and

commitment of adipocyte precursors towards a beige phenotype (10, 39).
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Finally, the evaluation of physical function performed in our RA patients demonstrated
that irisin is positively associated with TUG. The TUG test assesses gait speed and lower
extremity mobility and function, and higher values represent worse physical function. In vitro
studies showed that treatment of muscle cells with recombinant irisin increases the gene
expression of myosin heavy chain type 2X, which is a fast type muscle fiber isoform (10, 24).
Additionally, increased susceptibility to fatigue is a functional consequence of the transition of
the fiber type from slow to fast, following increased type 2 fiber content (40). This way, muscle
fatigue could be a possible link between higher levels of irisin and higher values of TUG,
representing reduced physical performance. However, the association between irisin and TUG
is not completely clear, since our sample consists of elderly women and it has been reported
that aging leads to conversion of fast type 2 muscle fibers into slow type 1 fibers, reducing
muscle power required for daily activities (41). Also, negative correlation has been detected
between irisin serum levels and sarcopenia, demanding more investigation about this matter

(32, 42).

The number of patients included is one of the limitations of this study, as well as the low

proportion of RA patients with greater radiographic progression and low lean mass.

In conclusion, most of the RA patients evaluated in this study did not show high
radiographic progression or low lean mass, which may have limited the power of the study to
identify an association with myokines serum levels. The reduced serum myostatin in RA patients,
compared to controls, agrees with previous study, and we additionally showed that bDMARD
treatment influences the myokines serum levels. Irisin was positively correlated with IL-6
circulating levels, however the association with mobility decline evaluated by TUG was

surprising.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

A maioria dos pacientes com AR avaliados neste estudo ndo apresentou alta progressao
radiogréfica ou baixa massa magra, podendo impactar no poder do estudo de encontrar
possiveis associagcOes entre esses parametros e os niveis séricos de miocinas. Adicionalmente,
existe a hipdétese haver diferencas nas concentragdes circulantes e articulares de miocinas nos
pacientes com AR. A miostatina sérica apresentou reducdo em pacientes com AR, em
comparagdo com os controles, o que esta de acordo com um estudo anteriormente publicado.
Também foi demonstrado nesse estudo que o uso de MMCD bioldgicos parece influenciar no
aumento dos niveis séricos da irisina e na diminuicdo dos niveis séricos de miostatina. Por fim,
a irisina correlacionou-se positivamente com a IL-6, o que é plausivel, de acordo com estudos
anteriores nos quais a irisina atua regulando positivamente a expressdao de IL-6 em células
musculares e adipdcitos, no entanto, a associacdo entre irisina e menor mobilidade, avaliada

pelo teste TUG, ndo ficou muito clara.

Em adicdo ao estudo da avaliagdo dos niveis séricos de miocinas e sua associagdo com a
progressao radiografica em uma populacdo de pacientes com AR do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre, a avaliagdo dos niveis séricos de miocinas e sua relacdo com parametros de composicdo
corporal, de maneira mais ampla, é importante. Visto que estudos em populacdes de outros
paises ja reportaram anormalidades significativas, como alteragGes na massa muscular e na
massa de gordura nos pacientes com AR, bem como déficits na forca muscular e na
funcionalidade, a possibilidade de inclusdo de pacientes de outro importante hospital
universitdrio no Brasil, nesse caso o Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas
Gerais, permite melhor descri¢cdo da populagao brasileira. Assim, foi realizada, adicionalmente,
a analise de composicao corporal de pacientes com AR atendidos em dois estados brasileiros,

além da mensuragdo de irisina e miostatina séricas.
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9 PERSPECTIVAS

A coorte de paciente incluida neste estudo faz parte de um estudo longitudinal com
avaliacdes em tempo basal, em um ano e em cinco anos. Por conta disso, tem-se a intencdo de
coletar dados dos pacientes novamente na visita dos cinco anos. Dessa maneira, informacoes
adicionais a respeito da erosdo dssea e da massa magra em relagdo aos niveis basais de irisina e

de miostatina poderiam ser agregadas, elucidando melhor o seu papel na AR.

Adicionalmente, a avaliagdo dos niveis de miocinas no liquido sinovial coletado de
pacientes com AR com indicacdo para artrocentese poderia ser informativa, no sentido de

esclarecer se ha diferencas entre as concentragdes de miocinas circulantes e articulares.

9.1 Artigo?2

O artigo seguinte sera submetido na revista “Advances in Rheumatology”.
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Abstract

Background: Rheumatoid arthritis (RA) is a systemic inflammatory disease characterized by
abnormal body composition. We aimed to evaluate body composition alterations rate and

associated irisin and myostatin serum levels in patients with RA.

Methods: One-hundred twenty-one female RA patients were enrolled in the study. Disease
activity and treatment were investigated. Body mass index was determined, and patients were
categorized as underweight, normal, overweight, obese, and severely obese. Body composition
was evaluated using dual X-ray absorptiometry (DXA) to assess the presence of high fat mass,
low muscle quantity and low lean mass. Disability was assessed by Health Assessment
Questionnaire-Disability Index (HAQ-DI), and irisin and myostatin serum levels were assessed by

ELISA.

Results: Sixty-eight percent of the patients were classified as overweight or obese, while 82%
presented high fat mass. Low muscle quantity or low lean mass were found in around 30% of
the patients, and greater fat and muscle mass were present in obese patients, compared to non-
obese. Lean mass adjusted by fat mass was reduced by the use of glucocorticoids and was

positively correlated with myostatin serum levels.

Conclusions: The rate of obesity and adiposity was high in the RA population studied, while
about one-third of the patients presented low muscle mass. The use of glucocorticoids was
correlated with a decrease in lean mass adjusted by fat mass, reinforcing the catabolic effects
of this drug on skeletal muscle. Lower lean mass was correlated with lower myostatin serum
levels, although myostatin is recognizably a negative regulator of muscle mass, requiring further

examination.

Background

Rheumatoid arthritis (RA) is a chronic systemic inflammatory disease primarily
characterized by synovial joint degradation (1). About 20-40% of RA patients present extra-
articular manifestations, which have been linked to higher morbidity and mortality in RA (2).
Adverse changes to body composition, including obesity, excess adiposity, and low muscle mass,

occur in proportion of RA patients, even with the expansion of treatment options.

Patients with RA have high risk for development of sarcopenia and low muscle mass.

Sarcopenia, defined as the presence of low muscle strength, mass and function, following aging
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or chronic disease, has been reported in 28-37% of RA patient population (3-7). The presence of
low muscle mass, occurring even in early RA, reaches 49% of patients, with increased incidence
with aging (6, 8, 9). Moreover, AR patients present the association of low lean mass with stable
or increased total fat mass, a condition referred to as rheumatoid cachexia, what frequently
leads to underestimations of sarcopenia in patients who might have the same weight and body
mass index (BMI) compared to the normal population (10, 11). Similar to general population,
obesity and excess adiposity are associated with greater and worsening disability among RA
patients (12-14). Also, adiposity was found to decrease the odds of achieving disease remission,
and to be related with elevated CRP values among obese women with RA (15, 16). Otherwise,
both BMI and weight loss are predictors of cause-specific mortality in RA. Indeed, the loss
approximately 3kg/m? per year was associated with a significantly increased risk of death, with
the greatest risk occurring in patients who have gone from obesity to underweight (<20kg/m?)

(17).

Several blood indicators have been proposed as biomarkers for body composition
changes and muscle dysfunction (18, 19). In this sense, the myokines, described as group of
cytokines and growth factors produced and released by skeletal muscle, are of increasing
interest in RA (20). The myokine irisin has anabolic roles in muscle and bone, enhancing muscle
protein synthesis and bone mass and strength (21, 22). It was firstly described as a molecule
able to shift adipocytes from white to brown phenotype (23). With opposite roles, myostatin is
known as suppressor of skeletal muscle growth, upregulating proteolysis pathways and
inhibiting muscle protein synthesis and regeneration (24). Myostatin also acts as an inhibitor of

bone mass and remodeling and its deletion is associated with diminished adipose tissue (25-27).

Despite the knowledge about myokines role in different tissues and body composition
changes, there is a gap in our knowledge regarding the association between these biomarkers
in RA patients. So, in this study our aims were to verify the occurrence of body composition
alterations and to evaluate the associations of the myokines levels (myostatin and irisin) with

body composition and physical function in a population of RA patients.

Methods

Patients. This is a cross-sectional, observational study conducted in two University Hospitals in
Brazil, Hospital de Clinicas de Porto Alegre and Hospital das Clinicas de Belo Horizonte. One
hundred forty-one female patients with RA, aged 40-70 years, according to America College of

Rheumatology/European League Against Rheumatism 2010 criteria, were enrolled in the study
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(28). The exclusion criteria included dysphagia, illicit drug use, alcohol abuse, severe heart failure
(New York Heart Association [NYHA] class Ill or 1V), severe chronic obstructive pulmonary
disease, abnormal hepatic function, uncontrolled diabetes, thyroid dysfunction (hypo or
hyperthyroidism), severe kidney disease, and any other diffuse connective tissue disease.
Patients with malignant disease, deformities in the lower limbs, and any surgical history in the
previous year were also excluded. The protocol was approved by hospitals’ Ethics Committee

(study 2018-0223) and informed consent was obtained from all participants.

Medication use was assessed in the medical record. Disease activity was evaluated by the
disease activity score for 28 joints-C reactive protein (DAS28-CRP) and classified as remission

(<2.3), low (2.3-2.7), moderate (>2.7-4.1) and high (>4.1) (29).

Myokines and inflammatory markers. Fasting blood samples were collected, and serum was
stored at —80 °C for subsequent measurements. Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)
was performed to evaluate irisin (Phoenix Pharmaceuticals) and myostatin (R&D Systems) serum
levels according to manufacturer’s instructions. Clinical laboratory assays [Erythrocyte
Sedimentation Rate (ESR) and CRP] were performed using standard methods in Hospital Clinical

Pathology Department.

Body composition. Body mass index (BMI) of RA patients was calculated as weight divided by
height squared, expressed in kg/m?, and BMI categories were defined as underweight (<20
kg/m?), normal-weight (20-<25 kg/m?), overweight (25-<30 kg/m?), obese (>30 kg/m?) and
severely obese (230 kg/m?) (30). Additionally, subjects underwent total body dual-emission x-
ray absorptiometry (DXA) scanning (Delphi Systems, Hologic, Inc., Bedford, MA) to measure
appendicular lean mass and total fat mass. Body composition estimates were adjusted for
height? to generate appendicular lean mass index (ALMI, kg/m?2) and fat mass index (FMI, kg/m?).
Subsequently, fat-adjusted ALMI (ALMIgvi) Z-Scores were generated, based on residuals
obtained from the regression of ALMI Z-Score on FMI Z-Score within age, sex, and race

categories. Thus, “low fat-adjusted lean for age” was defined as ALMIgv Z-score < -1 (31).

Physical function. Disability was assessed by the Health Assessment Questionnaire-Disability
Index (HAQ-DI), which ranges from 0.0 to 3.0, with higher values representing worse functional

status (32).

Statistical analysis. Data distribution was preliminarily checked for normality with the
Kolmogorov-Smirnov test. The differences in FMI, ALMI and ALMIev between obese and non-
obese patients, and the differences in BMI between patients using or non-using bDMARDs and

glucocorticoids were evaluated by Mann—-Whitney U test. The differences in FMI, ALMI and
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ALMIegv between patients using or non-using bDMARDs and glucocorticoids were evaluated by
Student’s t test. To correlate BMI with DAS28-CRP and HAQ, Spearman’s correlation coefficients
were used. To correlate FMI, ALMI and ALMIgv with DAS28-CRP and HAQ Pearson’s correlation
coefficients were used. The correlation of irisin and myostatin serum levels and BMI, FMI, ALMI,
ALMIgv, and HAQ were determined based on Spearman’s correlation coefficients. The
differences in irisin and myostatin serum levels among BMI groups were evaluated by Kruskal-
Wallis test, while the differences between FMI, ALMI and ALMIegwi groups were evaluated by
Mann—-Whitney U test. P-values <0.05 were considered statistically significant for differences
and correlations. The Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) version 20.0 was used to

analyze the data.

Results

The characteristics of the study population are summarized in Table 1. Briefly, a total of 121
eligible RA patients completed study procedures and were included in the analysis. RA
participants had a mean age of 53.5 years, mean disease duration of 11.2 years and moderate
disease activity on average. Approximately 25% of patients were being treated with biological

disease-modifying antirheumatic drugs (0 DMARDs).

Table 1. Characteristics of the study population.

RA patients n=121

Age (years), mean * SD 53.5+8.7
Disease duration (years), mean + SD 13.9+9.6
bDMARDSs, n (%) 29 (24.8)
Glucocorticoids, n (%) 98 (81)
DAS28-CRP, mean £ SD 38+13
Remission, n (%) 18 (15.2)
Low, n (%) 12 (10.2)
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Moderate, n (%) 39 (33.1)

High, n (%) 49 (41.5)
CRP (mg/dl), mean + SD 12.7+11.2
ESR (mm/h), mean + SD 30.1+19.1
Irisin (ng/ml), mean £ SD 25.5+8.2
Myostatin (pg/ml), mean + SD 3019.1 +1280.5
BMI in kg/m?, mean + SD 27.4+49
FMI in kg/m?, mean + SD 11.3+3.2
ALMI in kg/m?, mean = SD 6+0.8
ALMlIgm Z-score, mean £ SD -04+1.2
HAQ score, mean + SD 0.9+0.7

SD, standard deviation; RF, rheumatoid factor; ACPA, anti-citrullinated protein antibodies;
bDMARDs, biological disease-modifying antirheumatic drugs; DAS28-PCR, disease activity score
28-C reactive protein; CRP, C-reactive protein; ESR, erythrocyte sedimentation rate; BMI, body
mass index; ALMI, appendicular lean mass index; FMI, fat mass index; ALMIgw Z-score,
appendicular lean mass index adjusted by fat mass index Z-score; HAQ, health assessment
guestionnaire.

Body composition measures in RA population

The patients categorized in underweight, normal-weight, overweight, obese, and severely obese
were 5%, 27.3%, 37.2%, 22.3%, and 8.3 % respectively. High fat mass was detected in 81.8% of
the patients, defined as the FMI above 8.3 kg/m? (33). Low muscle quantity was identified in
28.9% of patients, considering an ALMI below 5.5 kg/m?, and 29.8% of the patients had ALMIgw
Z-score <-1 (3, 31) (Figure 1).

FMI was positively correlated with ALMI in RA patients (r=0.549; p=0.001). Obese patients (BMI
>30 kg/m?) presented significantly greater FMI and ALMI than non-obese patients (BMI <30
kg/m?) (Table 2).
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Data were analyzed by Mann-Whitney U test and graphics express mean and standard deviation.
*p<0.05 RA non-obese patients vs RA obese patients.

Body composition measures and disease activity and treatment

Disease activity score was not correlated with BMI (r=-0.010; p= 0.915), FMI (r=-0.039; p=0.677),
ALMI (r=0.037; p=0.694), and ALMlIgy, (r=0.008; p=0.935). Body composition measures were not
different between patients treated or not with bDMARDs, while patients treated with

glucocorticoids presented significantly lower ALMIgy values than non-treated patients (Table 2).

Table 2. Body composition and RA treatment

BMI (kg/m?) FMI (kg/m?) ALMI (kg/m?) ALMlgw Z-score
Glucocorticoids
Yes 26.6 (24-30.4) 11.3(3.1) 5.9 (0.8) -0.5 (1.2)*
No 27.4 (24.9-30.5) 11.3(3.7) 6.3(0.8) 0.1(1.2)
bDMARDs
Yes 27.4(24.1-30.2) 10.9 (3) 6 (0.6) -0.2 (1.1)
No 26.3 (23.9-30.4) 11.4 (3.4) 6 (0.9) -0.4 (1.3)

Data were analyzed by Mann-Whitney U test or Student t test and are represented by mean
(standard deviation) or median (interquartile range). *p<0.05 RA patients treated with
glucocorticoids vs RA patients non-treated with glucocorticoids. BMI, body mass index; ALMI,
appendicular lean mass index; FMI, fat mass index; ALMIgw Z-score, appendicular lean mass
index adjusted by fat mass index Z-score; bDMARDs, biological disease-modifying antirheumatic
drugs.

Body composition and disability

No significant correlations were found between HAQ scores and BMI (r=0.163; p=0.074), FMI
(r=0.169; p=0.063), ALMI (r=0.092; p=0.317), and ALMIem (r=0.007; p=0.936). Disability levels
tended to be greater in obese individuals, as well as in patients with greater FMI, and lower ALMI

and ALMlIgw (Table 3).
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Table 3. Body composition and disability

HAQ-DI

BMI (kg/m?)

Non-obese 0.81 (0.25-1.38)

Obese 1.13 (0.50-1.87)
FMI (kg/m?)

Normal fat mass 0.81 (0.25-1.63)

High fat mass 1(0.38-1.63)
ALMI (kg/m?)

Low muscle quantity 1(0.38-1.63)

Normal muscle quantity 0.81 (0.25-1.63)
ALMIgm Z-score

Low lean mass 1(0.38 (1.44)

Normal lean mass 0.88 (0.25-1.75)

Data were analyzed by Mann-Whitney U test and are represented by median (interquartile
range). No significant differences were found. BMI, body mass index; ALMI, appendicular lean
mass index; FMI, fat mass index; ALMIevi Z-score, appendicular lean mass index adjusted by fat
mass index Z-score.

Irisin and myostatin serum levels and body composition

Irisin serum levels were not correlated with BMI, FMI, ALMI or ALMIgyw measures. Myostatin
serum levels were positively correlated with ALMIgm (r=0.190; p=0.037), and not correlated with
BMI, FMI and ALMI measures (Table 4). Irisin and myostatin serum levels were not significantly
different between obese and non-obese RA patients, or between patients with high and normal
fat mass. Regarding lean mass classification, serum irisin and myostatin did not differ between

RA patients with low or normal muscle mass (Figure 2).
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Table 4. Association of irisin and myostatin serum levels and body composition

Irisin (ng/ml) Myostatin (pg/ml)

r p r p
BMI (kg/m?) 0.114 0.211 0.095 0.303
FMI (kg/m2) 0.113 0.215 0.042 0.649
ALMI (kg/m?) 0.105 0.250 0.156 0.088
ALMlIgm (units) 0.131 0.153 0.190 0.037*

Spearman’s correlation coefficients of the study variables. *p<0.05. BMI, body mass index; FMI,
fat mass index; ALMI, appendicular mass index; ALMIqwi, appendicular lean mass index adjusted

by fat mass.
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graphics express mean and standard deviation. No significant difference was found among
groups.

Irisin and myostatin serum levels and disability

Most RA patients in this study presented low or moderate disability. Irisin and myostatin serum
levels were not associated with HAQ scores (r=0.099; p=0.279 and r=-0.028; p=0.762) and were

not different among HAQ categories.

Discussion

In this study, most of the patients enrolled were overweight or obese, and presented
high fat mass. Around 30% of the patients exhibited low muscle quantity or low lean mass,
whose BMI was significantly lower compared with patients with normal muscle quantity or lean
mass. The use of glucocorticoids was positively correlated with ALMIegw Z score, while the use of
bDMARDs, disease activity, and disability were not associated with body composition
parameters. Irisin and myostatin serum levels were not different in patients with or without
body composition changes, however, myostatin serum levels were associated with greater low

lean mass occurrence. Disability index was also not correlated with myokines serum levels.

Our patients presented a mean BMI value of 27.4 kg/m?, and 67.8% were classified as
overweight or obese. Other studies also report a prevalence of BMI 225 kg/m?above 60% in RA
patients (12, 15). For a given value of BMI, body fat may differ, and considering that RA patients
have higher percentages of body fat, a BMI >25 kg/m? as a cut-off value for obesity was proposed
in a study with female patients with RA (34). Indeed, high fat mass (FMI >8.3 kg/m?) was found
in 81.8% of our patients. Although most of our patients were overweight, 5% of the patients
were classified as underweight (<20 kg/m?), which is associated with adverse outcomes in RA
(35-37). RA patients with obesity and excess adiposity have shown greater disability, and in our
study worsening HAQ was observed in patients with obesity or high fat mass, although not
significantly (12, 38). A longitudinal study and a meta-analysis reported that obese RA patients
have higher disease activity scores and lower chance of achieving and sustain disease remission,
but our cross-sectional study did not find association between BMI and DAS28-CRP scores (16,

38).

As previously shown, under normal circumstances, individuals with greater fat mass are

expected to present greater muscle mass (31). In fact, our RA patients showed positive
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correlation between ALMI and FMI, with the obese RA patients demonstrating simultaneously
greater ALMI and FMI than non-obese patients. Literature also shows that the positive
association between ALMI and FMI usually does not translate into proportional gains in strength,
once RA patients with obesity and excess adiposity have greater disability, suggesting reduced
muscle quality (12, 38, 39). In this sense, methodologies that assess appendicular lean mass
relative to fat mass could better estimate relationships between muscle mass and physical
function. ALMI adjusted for FMI allows for the quantification of deficits in subjects compared
with a reference group of similar age, sex, race and FMI, generating an ALMlIgy Z-score (31). In
our RA population, the average ALMIgvi was -0.41 and about 30% of the patients presented low
lean mass (ALMIgvi < -1). In United States population, mean ALMIgw was -0.58, and 14.4%
patients presented lean mass, which is slightly different than ours, although our sample size
were considerably smaller (31). ALMIgw Z-score was found to be inversely correlated with HAQ
scores, and in our population we observed a tendency to increased disability coupled with

reduced lean mass (40).

Considering low muscle mass as an ALMI below 6 kg/m?, it was present in 28.9% of our
population (3). In the Japanese population, 49% of patients with RA have demonstrated low
muscle mass, which was a high incidence, considering the rate of low muscle mass for Japanese
elderly women is about 34% (6, 41). Low muscle mass was also reported in RA patients in United
States compared to control individuals (9). Regarding the presence of low lean mass, associated
with normal or greater total fat mass, our group previously published 13.3% or 33.3% as the
prevalence of rheumatoid cachexia in a cohort of Brazilian RA patients, depending on the
diagnostic criteria used, while the overall prevalence of rheumatoid cachexia was reported to

be between 15-32%, according to a systematic review and meta-analysis (42, 43).

The use of glucocorticoids significantly reduced the lean mass adjusted by fat mass of
our patients. In agreement, studies reported that average glucocorticoids dose > 3.25 mg/day
over a 1-year period was an independent risk factor for sarcopenia development, in addition to
the higher frequency of sarcopenia in patients using glucocorticoids than in those not using, and
the significant association with lower muscle density (6, 7, 44). It may be related to the well-
known catabolic effects of glucocorticoids on skeletal muscle, both as an endocrine hormone
released in response to stress and as a drug to treat inflammation (45). The treatment with
bDMARDs, however, had no effect on body composition measures in our RA patients. In
contrast, negative correlation has been found between the overall use of bDMARDs and
sarcopenia (6). Additionally, specific evaluation of cytokine inhibition showed that TNF and IL-6

receptor blockade promotes body weight gain in RA patients, whereas IL-6 inhibition leads
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increased in lean mass and unaltered fat mass, and long-term TNF inhibition increases fat mass

and preserves muscle mass (46-52).

The commonness of altered body composition in RA demands the development of
biomarkers to facilitate diagnosis, support the investigation of changes over time, and improve
decisions for clinical and therapeutic purposes. As irisin and myostatin are important myokines,
with crucial function in several tissues involved in RA pathogenesis, such as muscle, bone and
fat, the evaluation of their circulating levels in RA could be informative (21-27). Serum irisin
levels have been linked to sarcopenia in elderly people, while in obesity some controversial data
have been reported (18, 53, 54). Our results indicate that irisin serum levels do not distinguish
body composition changes in RA. Although not associated with obesity and fat mass index,
myostatin was positively correlated with ALMIgw Z-score in our patients, which suggests that
when lean mass adjusted by fat mass decreases, the releasing of myostatin into the bloodstream
is also reduced. As myostatin is a negative regulator of muscle mass, it was expected that its
levels were inversely correlated with low lean mass. However, it has been speculated that the
age-related loss of muscle may be coupled with diminished levels of myostatin, together with
increasing of myostatin natural inhibitors, such as follistatin-related gene (FLRG) protein and
growth and serum protein-1 (GASP-1) (55). It suggests that serum myostatin and muscle mass
are able to be positively correlated, in certain conditions. The autoimmune inflammatory nature
of RA, combined with different therapy strategies may possibly affect myokines production and
release, as well as myokines physiologic inhibitors expression, suggesting more deeply

investigation.

Conclusions

The rate of obesity and adiposity was high, while the rate of low muscle mass in the RA
population studied was around 30%. Lean mass adjusted by fat mass was reduced by the use of
glucocorticoids, in agreement with previous reports of the catabolic effects of this drug on
skeletal muscle, and was positively correlated with myostatin serum levels, which represents an

unexpected finding requiring further examination.
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10 ANEXOS

10.1 ANEXO 1-TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do Projeto: Estudo da associa¢do entre miostatina e irisina e erosdo articular em pacientes

com artrite reumatoide

Vocé estd sendo convidado a participar de uma pesquisa porque ja participou do da
pesquisa “Aplicacdo e comparagado dos critérios estabelecidos para diagndstico de caquexia
reumatoide”. O objetivo dessa nova pesquisa é avaliar as caracteristicas 6sseas em radiografia
de mdos e pés e avaliar os niveis de proteinas no sangue associadas com desgaste das
articulagdes (juntas). Esta pesquisa esta sendo realizada pelo Servico de Reumatologia do

Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

Vocé estd sendo convidado a participar deste estudo porque possui o diagndstico de
artrite reumatoide e realiza tratamento no ambulatério do Hospital de Clinicas de Porto Alegre.
Se vocé aceitar participar da pesquisa, os procedimentos envolvidos em sua participagdo sdo os
seguintes: serd avaliado o sangue que foi coletado para a pesquisa que vocé ja participa e as
radiografias que vocé fez no Servico de Reumatologia. Ndo é necessario realizar novos exames
por conta desta pesquisa, pois nds utilizaremos o material armazenado e radiografias ja

realizados. Além disso, serdo utilizados os resultados da pesquisa que vocé ja faz parte.

N3o sdo previstos desconfortos associados a essa pesquisa. Ha o possivel risco de quebra
de confidencialidade dos dados, no entanto, os pesquisadores se comprometem a utilizar

cadigos e ndo o dome dos participantes para minimizar este risco.

Os possiveis beneficios decorrentes da participacdo na pesquisa sdo o aumento do
conhecimento sobre a artrite reumatoide e, a partir disso, o possivel aprimoramento do

tratamento da doenca no futuro.

Sua participagdo na pesquisa é totalmente voluntaria, ou seja, ndo é obrigatdria. Caso
vocé decida ndo participar, ou ainda, desistir de participar e retirar seu consentimento, ndo

havera nenhum prejuizo ao atendimento que vocé recebe ou possa vir a receber na instituicdo.

N3o estd previsto nenhum tipo de pagamento pela sua participa¢do na pesquisa e vocé

nao terda nenhum custo com respeito aos procedimentos envolvidos.

Caso ocorra alguma intercorréncia ou dano, resultante de sua participacao na pesquisa,

vocé recebera todo o atendimento necessario, sem nenhum custo pessoal.
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Os dados coletados durante a pesquisa serdao sempre tratados confidencialmente. Os
resultados serdo apresentados de forma conjunta, sem a identificagdo dos participantes, ou

seja, 0 seu nome ndo aparecera na publicacdo dos resultados.

Caso vocé tenha duvidas, podera entrar em contato com o pesquisador responsavel
Prof. Dr. Ricardo Machado Xavier no Servico de Reumatologia do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre, no telefone (51) 3359-8340, com o pesquisador Jordana Souza, pelo telefone (51) 3359-
8837 ou com o Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), pelo
telefone (51) 3359-7640, ou no 22 andar do HCPA, sala 2227, de segunda a sexta, das 8h as 17h.

Esse Termo é assinado em duas vias, sendo uma para o participante e outra para os

pesquisadores.

Nome do participante da pesquisa

Assinatura

Nome do pesquisador que aplicou o Termo

Assinatura

Local e Data:
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