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1 RESUMO

A artrite reumatoide (AR) é uma doenca crbnica, inflamatéria, sistémica, com
manifestacdes autoimunes articulares e extra-articulares, como fraqueza e atrofia
muscular. Apesar de terem profundo impacto funcional, os mecanismos envolvidos
nesses processos em musculo esquelético tém sido pouco estudados. O objetivo
desse trabalho foi descrever o envolvimento muscular e vias moleculares em um
modelo experimental de artrite e em um modelo de atrofia por desuso.

Ratas Wistar, 8-12 semanas foram separadas em trés grupos: controle (CO),
imobilizado com bota de cobre (IM) e artrite induzida por colageno bovino tipo Il (CIA).
A locomogédo espontanea e o peso dos animais foram avaliados semanalmente. As
articulacbes tibio-tarsicas e 0s musculos gastrocnémicos foram processados e
corados com hematoxilina-eosina (HE). Imunoblot foi realizado para quantificar MuRF-
1, miogenina e anti-LC3. O nivel de significancia foi considerado quando p<0,05.

A analise histoldgica das articulacdes confirmou a severidade da doenca. Na
locomocao espontanea houve uma diferenca significativa na distancia, velocidade,
namero de vezes em pé e nimero de descanso com reducdo no grupo CIA, quando
comparado ao grupo controle, de 90%, 90%, 75% e aumento de 70%,
respectivamente. O peso corporal total, 0 peso do muasculo gastrocnémio, e 0 peso
relativo do musculo reduziram 20%, 30% e 20% nos animais CIA, quando comparado
ao grupo controle. A analise histopatoldgica identificou no musculo de CIA: atrofia de
fibras perifasciculares, infiltrado inflamatério, fibras atréficas do tipo 2 e edema. A area
seccional da miofibra estava reduzida em torno de 30% no grupo CIA e 60% no IM. Na
guantificacdo proteina demonstrou aumento da expressdo em 70% das proteinas
MuRF-1 e miogenina no grupo CIA quando comparado ao grupo controle, resultado
ndo observado em IM. Na quantificacdo da proteina LC3 n&do houve diferenca entre os
grupos.

Esse estudo demonstrou que o desenvolvimento da artrite experimental esta
associado com perda de peso e da mobilidade, atrofia muscular e degradacédo
muscular nesses animais. Pela primeira vez foi demonstrado que a atrofia muscular na
artrite esta associada com a propria doenga e ndo com a imobilidade, visto que o
grupo IM, apesar de atrofia mais muscular mais marcada, ndo apresentou ativacao

das vias de atrofia (MuRF-1 e miogenina) que foram observadas no grupo CIA.

Palavras chave: atrofia muscular, artrite induzida por coladgeno, locomocé&o debilitada,

protedlise, regeneracao.



2 ABSTRACT

Objective: Although causing great functional impact, the mechanisms of muscle
wasting in RA have been poorly studied. The objective of this study is to describe the
muscular involvement in an experimental model of arthritis and its pathways and
compare with disuse atrophy.

Methods: Female Wistar rats were separated in three groups: control (CO), collagen-
induced arthritis (CIA) and immobilized (IM). Spontaneous locomotion and weight were
evaluated weekly. Gastrocnemius muscle was evaluated by histology and
immunoblotting to measure LC3, MuRF-1 and myogenin expression. Significance was
considered at p<0.05 level.

Results: Histological analysis of the joint confirmed the severity of the arthropathy.
There was significant difference in spontaneous locomotion (distance, velocity, number
of times standing and number of times resting) in CIA group. Animal body weight,
gastrocnemius muscle weight and relative muscle weight decreased 20%, 30% and
20% in CIA rats. Inflammatory infiltration, swelling and type 2 fiber atrophy was present
in CIA gastrocnemius muscles, with reduced cross-sectional area by 30%, and 60% in
IM. Imunoblotting analysis demonstrated increased expression of myogenin and
MuRF-1 in CIA muscles by about 70%, while in IM remained similar to control.
Conclusions: This study demonstrated that the development of experimental arthritis
is associated to decreased mobility, weight loss, muscle atrophy, increased expression
of markers of muscle proteolysis and regeneration. For the first time it is demonstrated
that muscle atrophy in arthritis is associated with the disease itself, and not simply due
to decreased mobility, since immobilized group presented no activation of the same

atrophy pathways.

Key words: muscle atrophy, collagen-induced arthritis, impaired locomotion,

immobilization, regeneration.



3 ABREVIATURAS

AR — Artrite reumatoide

CIA — Artrite induzida por colageno

Cll — Colageno do tipo Il

CFA — Adjuvante completo de Freund

CO - controle

CS - Células satélites

DNA — Acido Desoxiribonucléico

FoxO — Fator de transcricdo forhead Box O

HE — Hematoxilina-Eosina

HFT — Hematoxilina Fosfotingstica

IFA — Adjuvante incompleto de Freund

IKB — Inibidor de NF-kB

IKK — IkB quinase

IL — Interleucina

IM — Imobilizado

LC3 — Microtubule-associated protein 1 light chain 3
MAFbx — Muscle Atrophy F-box, também chamada de atrogina-1
MuRF — Muscle Ring Finger-1

NF-kB — Fator de Transcricdo Nuclear kB

PAS — Periodic Acid Shift

TNF — Fator de Necrose Tumoral



4 INTRODUCAO

A artrite reumatoide (AR) foi descoberta no século XVII e descrita por Garrod
em 1859. Finalmente em 1957 foi proposta, por Charles Short, como uma entidade
clinica (1). Sua complexidade foi reconhecida, entretanto, apdés anos de pesquisa e

sua etiologia permanece desconhecida.

A AR é uma doenca sistémica inflamatéria autoimune com prevaléncia de
aproximadamente 1% na populacdo mundial (2). Ela é caracterizada por uma sinovite
crbnica, simétrica e erosiva, afetando primeiramente as articulagbes periféricas,
resultando em deformidades e incapacitacdo. Estimativas recentes sugerem um custo
anual de $16 bilhdes nos EUA, contudo no Brasil tal estimativa ainda ndo foram

calculadas (3).

Alguns sinais e sintomas sdo caracteristicos a esta populacdo, como fadiga,
fraqueza muscular e perda de peso. Isso poderia ser explicado pelos altos niveis
circulantes de citocinas e proteinas de fase aguda, somados a dor articular e
diminuicdo do exercicio fisico, que podem causar um estado de caquexia nesses
pacientes (2). Caquexia reumatoide é uma forma anormal de composicdo corporal
caracterizada por perda de massa muscular com massa gorda igual ou aumentada (4).
Esse estado caquético reduz a capacidade funcional e a qualidade de vida dos
portadores de doenca, além disso, eleva o impacto econémico e contribui para o

aumento da morbidade e mortalidade (4), afetando de 10 (5) a 67% (6) dos pacientes

(4).

Embora a caquexia reumatoide seja altamente impactante sobre diversos
aspectos, 0os mecanismos intracelulares envolvidos no seu desenvolvimento ainda ndo
foram completamente elucidados, mas provavelmente estdo relacionados com o

hipermetabolismo causado por citocinas proinflamataérias (7).

Tendo em vista a escassez de informacdes sobre o tema, torna-se necessario
estudar as caracteristicas e sinaliza¢des envolvidas na caquexia reumatoide. Para isso
o uso de modelos experimentais de artrite crénica apresenta-se como uma excelente
ferramenta. Isso nos fornecera um melhor entendimento da patologia e dos
mecanismos intracelulares envolvidos na atrofia muscular associada a artrite, podendo
promover o desenvolvimento futuro de terapias que visem a minimizar ou prevenir

esse problema.



Sendo assim, essa disserta¢éo esta composta por dois artigos, o primeiro € um
artigo de revisdo intitulado “MECANISMOS DE PERDA MUSCULAR NA
SARCOPENIA", aceito para publicagcdo na Revista Brasileira de Reumatologia
(Qualis Ciéncias Bioldgicas | e Medicina I, 1l e Ill: B4) que sera utilizado como revisdo
bibliografica desse trabalho. O segundo manuscrito trata-se de um artigo original
derivado da pesquisa desenvolvida durante os dois anos de mestrado intitulado
“MUSCLE WASTING IN COLLAGEN-INDUCED ARTHRITIS IS DIFFERENT FROM
DISUSE ATROPHY”, submetido no periddico Arthritis and Rheumatism , (Qualis

Ciéncias Bioldgicas Il e Ill, Medicina |, 1l e llI: Al).

Esse trabalho contou com o apoio financeiro do Fundo de Incentivo a Pesquisa
e Eventos do Hospital de Clinica de Porto Alegre (FIPE), da Coordenagédo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) e do Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq). O estudo foi aprovado pelo Comité
de Etica do HCPA pelo nimero 09-235.
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RESUMO

Em aproximadamente 66% dos pacientes com artrite reumatoide (AR) ocorre
uma grande perda de massa celular chamada caquexia reumatoide,
predominantemente de musculo esquelético (sarcopenia reumatoide). Sarcopenia é
caracterizada por uma perda de massa muscular associada a prejuizos de funcéo.
Pacientes com AR possuem uma reducdo significativa na forca muscular, causado
pela perda de proteinas musculares alterando sua funcionalidade. As diversas
condi¢cbes que levam a perda de massa muscular envolvem distintas cascatas de
sinalizagdo intracelular que podem levar: (i) & morte celular programada (apoptose); (ii)
ao aumento da degradacgdo protéica, através da autofagia, de proteases dependentes
de célcio (calpainas e caspases) e do sistema proteossomo; (iii) & diminuicdo da
ativacdo das células satélites responsaveis pela regeneracdo muscular. Esse artigo
tem como objetivo revisar esses mecanismos gerais de sarcopenia e seu envolvimento
na artrite reumatoide. O melhor conhecimento desses mecanismos pode levar ao

desenvolvimento de terapias inovadoras para essa debilitante complicagéo.

Palavras-chave: artrite, sarcopenia, inflamacéo, protedlise, regeneracao.

ABSTRACT

Approximately 66% of rheumatoid arthritis (RA) patients present great loss of
cell mass (rheumatoid cachexia), mainly of skeletal muscle (rheumatoid sarcopenia).
Sarcopenia is defined by muscle mass wasting associated to impairment of function.
RA patients possess significant reduction in muscle strength, caused by muscle protein
wasting and loss of functionality. Various conditions leading to muscle loss involve
different pathways of intracellular signaling that trigger: (i) programmed cell death
(apoptosis); (i) enhanced proteic degradation through autophagy, proteases
dependent of calcium (calpain and caspase); (iii) decrease of satellite cell activation,
responsible for muscle regeneration. The objective of this article is to review these
general mechanisms of sarcopenia and their involvement in rheumatoid arthritis.
Greater knowledge of these mechanisms may lead to the development of innovative

therapies to this important comorbidity.

Key-words: arthritis, sarcopenia, inflammation, proteolysis, regeneration.
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INTRODUCAO

A artrite reumatoide (AR) é uma doenca sistémica inflamatéria de etiologia
desconhecida com manifestacbes autoimunes e caracterizada por sinovite cronica,
simétrica e erosiva, preferencialmente de articulacdes periféricas . A maioria dos
pacientes apresenta o autoanticorpo fator reumatoide reagente. A AR tem uma
prevaléncia de aproximadamente 0.46% na populacéo brasileira ® e 1% na populagéo
mundial ®, acometendo preferencialmente mulheres na faixa etéaria entre 30 e 60

anos.

Além das manifestacdes articulares, a AR apresenta diversas manifestacfes de
cunho sistémico que impactam significativamente na sua morbi-mortalidade. A
caquexia reumatoide “ ocorre em aproximadamente 66% dos pacientes com AR e é
caracterizada pela perda de massa celular, predominantemente de musculo
esquelético (sarcopenia reumatoide), e com manutencao ou leve elevacdo da massa
gorda (total de tecido adiposo), resultando em limitada ou nenhuma perda de peso
(massa total). A etiologia da caquexia reumatoide é multifatorial, incluindo a producao
acentuada de citocinas pro-inflamatdérias, principalmente TNF-a e IL-1(3, alteracdes
hormonais e inatividade fisica. Nao ha até o momento proposta terapéutica bem
padronizada visando especificamente esse aspecto da AR, e o0s efeitos dos

tratamentos atuais ainda nao foram bem estudados.

Esse artigo tem como objetivo revisar os mecanismos moleculares envolvidos
na sarcopenia e seu envolvimento na sarcopenia reumatoide. Para uma revisdo dos
aspectos clinicos da sarcopenia reumatoide sugere-se a leitura do artigo de Rocha e
cols @,

SARCOPENIA

Sarcopenia ¢ a perda de massa muscular associada a prejuizos de fungéo. E
decorrente de diversos fatores, como distUrbios da inervacéo, diminuicdo da atividade
fisica, envelhecimento, anormalidades metabdlicas, especialmente em proteinas,
carboidratos e lipideos, além de alteracdes na ativacéo das células satélites “ . Na
AR acredita-se que a agdo de citocinas pro-inflamatérias, redugéo na sintese protéica
em midcitos, limitacdo na atividade fisica, resisténcia insulinica e ingestdo protéica

inadequada também tém papel no seu desenvolvimento © 7.
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O diagnostico de sarcopenia pode ser realizado por diversos métodos, como
ressonancia nuclear magnética, tomografia computadorizada, bioimpedancia,
ultrassonografia, densitometria 6ssea corporal total e medidas antropométricas. Um
método muito utilizado é a densitometria, que permite a avaliagdo da composi¢édo
corporal, massa Ossea, massa magra e massa adiposa total ®. As medidas
antropomeétricas, proposta por Ashwell, também tem sido utilizada para avaliar a

sarcopenia empregando a relac&o cintura-quadril ©.

MECANISMOS MOLECULARES ENVOLVIDOS NA SARCOPENIA

As diversas condi¢cbes que levam a perda de massa muscular envolvem
distintas cascatas de sinalizagdo intracelular que podem levar a morte celular
programada (apoptose), ao aumento da degradacdo protéica ou ainda a diminuicdo da
ativacao das células satélites responséaveis pela regeneracdo muscular (Figura 1). A
maior parte do nosso conhecimento sobre esses mecanismos é derivada de estudos
em modelos experimentais de atrofia, como modelo de denervacgdo, suspenséo da
pata, desuso, jejum ™9, diabetes e cancer ™, bem como estudos em bidpsias de

musculo em pacientes voluntarios 2.

Figura 1 — Mecanismos

moleculares envolvidos Wl
L&nilns satgiies

na sarcopenia. A perda

muscular pode ocorrer

por distintos mecanismos, .
Sarchmany

como um déficit de ' ;
Déficil de
Apoptose
regeneragao pela regeneracao
Dol Lol dAchbnng )
inatividade de células
satélites, apoptose e vias
de degradagdo protéica, Protedlise
i
como por  exemplo, ’ l ‘
proteases ativadas por Autofagia Proteossomo
o Froteases alivadas por
calcio, proteossomo e fa

autofagia.

A seguir, discutimos esses mecanismos e 0 conhecimento atual sobre o

envolvimento na sarcopenia reumatoide.
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PERDA DE MASSA CELULAR

Apoptose é um importante processo que ocorre em organismos multicelulares,
tanto durante o desenvolvimento quanto para manutencdo da homeostase do tecido
@3 Entretanto, o papel da apoptose em tecidos pés-mitéticos como o musculo

esquelético ndo é bem claro.

Estagios iniciais da apoptose envolvem sinais indutores de morte celular, que
causam um desequilibrio na regulagédo de calcio livre e alteracdo na composicdo de
algumas familias de proteinas *¥. Ap6s esse estagio, receptores de superficie celular
ou vias mitocondriais sdo ativados desencadeando eventos citoplasmaticos e
nucleares que levam & morte celular ™. As caspases sdo as principais enzimas
envolvidas no inicio e execucdo da apoptose, sendo responsaveis pela clivagem

(16)

proteolitica de um amplo espectro de alvos celulares , embora ndo sejam

exclusivamente iniciadoras deste processo 7.

Em relacdo a potencial participacdo da apoptose na sarcopenia, observou-se
gque mesmo em modelo de marcada atrofia, como 0 modelo de denervagdo muscular
em camundongos, evidéncias de apoptose significativa s6 foram observadas apés 2

meses, indicando um papel limitado desse mecanismo nos estagios iniciais da atrofia.
(18)

PROTEOLISE MUSCULAR

A sarcopenia € o resultado do desequilibrio entre degradacdo e sintese de
proteinas, embora aparentemente a exata contribuicdo de cada um desses fatores

seja variavel conforme o modelo estudado.

Alguns sistemas proteoliticos tém sido descritos como participantes na
degradacdo muscular. Entre esses podem ser citados o processo de autofagia,
proteases ativadas por célcio, como a calpaina e as caspases, e 0 sistema ubiquitina-

proteossomo (Figura 1) @ 9.
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Figura 2 — Vias de protedlise muscular. Em “A” ativagao de proteases ativadas por calcio. As

calpainas clivam as proteinas que ancoram o complexo actina-miosina liberando essas

z

proteinas para ser degradado por outro sistema de proteodlise celular (proteossomo). Em “B” é
demonstrado o sistema da autofagia, em que 0s constituintes citoplasmaticos sao isolados e

degradados no autolisossomo.

Em modelos experimentais in vivo e em humanos ndo existe consenso sobre a
importancia relativas das diferentes vias de degradacao protéica. Purintrapiba et al ®°
estudaram o papel desses diferentes mecanismos de protedlise em cultura de células
musculares. A inibicdo dos sistemas enzimaticos calpaina, proteossomo e lisossomo
ocasionou 20, 62, e 40% de reducdo na degradacdo de proteinas totais,
respectivamente. Entretanto parece claro que ha significativa variagdo na participagdo
de cada uma dessas vias dependendo da situacdo clinica envolvida (p.ex:

denervacao, imobilizacdo, caquexia da malignidade, inflamac&o crénica) %Y.

Autofagia

Autofagia € um mecanismo ancestral de sobrevivéncia celular que permite as
células se autoconsumirem durante periodos de extrema privacdo nutricional “?. Esse
processo ocorre com 0 consumo de componentes citoplasméticos, como o citosol e

organelas celulares, e é dependente de lisossomo. Durante a autofagia, vesiculas de
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membrana dupla, os autofagossomos, se formam em torno de grande parte de
citoplasma ou de organelas inteiras, sequestrando os substratos protéicos no sistema
vacuolar. Apds, ocorre a fusdo do autofagossomo com o lisossomo, formando o
autolisossomo, e subsequente hidrélise dos substratos pelas hidrolases lisossomais ¢
(Figura 2). Essas estdo fisicamente isoladas dos constituintes citoplasmaticos pela
membrana lisossomal e, por isso, possuem maior capacidade de degradar os

componentes citoplasmaticos do que os componentes miofibrilares %,

Evidéncias de estudos in vitro ® e in vivo ®® demonstram a presenca de
autofagossomos em fibras musculares de cultura de miotubos e em camundongos. No
estudo in vitro, em cultura de midcitos com restricdo de aminoacidos, foi demonstrada
gue a aceleracdo do catabolismo protéico deve-se principalmente a inducdo de
autofagia ®. Mizushima et al (2004), em estudo in vivo “®, demonstrou, através da
observacdo de superexpressdo de LC3 (microtubule-associated protein 1 light chain
3), a ativacdo do sistema de autofagia no muasculo esquelético de camundongos
expostos ao jejum. A LC3 é essencial para manter a integridade da membrana e
crescimento celular e estd superexpressa, junto a outros genes envolvidos na
autofagia e perda muscular, em diferentes modelos de atrofia " % e é indicadora de

atividade autofagica 9.

Apesar dos distintos mecanismos de sarcopenia, as vias que ativam o0s
sistemas de autofagia e ubiquitina-proteossomo (discutida a seguir) sdo comuns.
Ambas vias envolvem o fator de transcricdo FoxO3 (forhead box O) e o fator de
transcricdo nuclear kappa-B (NF-kB). A FoxO3 é translocada para o nudcleo na

auséncia de estimulos de sintese protéica

, enquanto o NF-kB é translocado
quando ha inflamacéo (discutido abaixo) Y. A FOXO3 foi identificada como fator
critico para o controle da autofagia muscular ©®?, e varios genes de autofagia estdo

sobre a regulacéo desse fator de transcricdo ©%.

Proteases ativadas por Calcio: Calpaina e Caspases

O sistema calpaina constitui uma via de degradacdo de proteinas de células
eucaribticas composto de duas enzimas (calpainas) e a calpastatina. Essas proteases
sdo cisteino-proteases nao-lisossomais dependentes de célcio livre citoplasmatico ¢
e possuem um inibidor endégeno, a calpastatina, que regula sua atividade ¥ (Figura
2).
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As calpainas ndo sdo capazes de degradar proteinas em aminoacidos ou
pequenos peptideos e ndo catalizam a degradacdo do complexo de proteinas
sarcoplasmaticas. Apesar de ndo degradarem diretamente as proteinas contrateis do
musculo, as calpainas clivam as proteinas que ancoram o complexo actina-miosina,
liberando os componentes protéicos do sarcomero para serem degradados por outro
sistema de protedlise celular ® 3%, Dentre os substratos da calpaina, podemos citar a
titina, a nebulina, a desmina e a filamina, proteinas que ancoram o sarcémero ©** e
também a troponina e a tropomiosina do sarcomero ©*3® o que propiciaria a liberacdo

do complexo actina-miosina.

A ativagdo do sistema calpaina ja foi demonstrada em diversas situa¢des de
atrofia muscular, tais como no musculo durante periodos prolongados de inatividade
®3 envelhecimento, distrofias, e outras patologias que acompanham a perda de

massa muscular ¥,

Caspases séao cisteino proteases citoplasmaticas ndo dependentes de calcio
capazes de clivar outras proteinas depois de um residuo de acido aspartatico, uma
especifidade incomum entre proteases .

A caspase-3 parece ter a capacidade de degradar o complexo actina-miosina.
Du et al (2004) ®” demonstrou que a caspase-3 purificada e ativada consegue clivar a
actina, desfazendo o complexo actina-miosina do muasculo e liberando essas proteinas
para serem degradadas por outros complexos proteoliticos. ‘® (figura 2). Apesar de
ativadas na perda muscular, o real papel desempenhado pelas caspases ainda €&

controverso.

Proteossomo

Outro sistema proteolitico relacionado a sarcopenia e atualmente considerado
um dos sistemas mais importantes € o sistema ubiquitina-proteossomo. Esse sistema
altamente conservado € a principal maquinaria de degradacao protéica nao lisossomal

em células eucariéticas ©® (Figura 2).

O sistema ubiquitina-proteossomo € responsavel por processar e degradar
proteinas celulares essenciais para a regulacdo do desenvolvimento, diferenciacao,
proliferagdo, apoptose, transdugdo de sinal, resposta imune e inflamatoria, entre

outros, governando assim processos celulares basicos © 49,
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Proteinas celulares destinadas a degradacgéo pelo proteossomo devem estar
devidamente marcadas com uma ligacdo covalente de multiplos monémeros de
ubiquitina, peptideos compostos de 76 aminoacidos. A ubiquitina pode ser conjugada
a substratos protéicos especificos, processo que requer trés componentes enzimaticos
(Figura 3): E1, uma enzima ativadora de ubiquitina; E2, uma enzima conjugadora de
ubiquitina; e E3, uma enzima ligante de ubiquitina. Inicialmente, E1 € ativada e, em
uma reacao dependente de energia, transfere, através da E2, a ubiquitina para a E3,
que catalisa a ligacdo da ubiquitina & proteina, marcando-a para ser degradada “V.
Esse processo de degradacdo de proteina poli-ubiquitinadas ocorre no proteossomo
(20S ou 26S), que é um complexo composto de uma ou trés grandes enzimas com a

funcéo de degradar proteinas desnecessérias ou danificadas da célula @9,

Ilialibra

Prolecssomo 265
KC__?'

Proleina

© Paplideos

Figura 3 — Sistema proteossomo de degradacdo muscul ar. O sistema ubiquitina-
proteossomo é um complexo multiproteico citoplasmatico que degrada proteinas marcadas por
ubiquitina. Essa degradacao requer a participacdo de trés proteinas distintas (E1, E2 e E3). As
proteinas E3 conferem especificidade as proteinas que serdo degradas. Na atrofia muscular

foram descritas algumas enzimas E3, como MuRF-1 e atrogina-1.

As enzimas do tipo E3 conferem especificidade a proteina alvo para
degradacgédo. Centenas de E3 diferentes ja foram identificadas, e parece que cada uma
modula a ubiquitinizacdo de um grupo de substratos proteicos “Y. No musculo

esquelético foram identificadas duas E3 especificas que estdo relacionadas ao
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processo de atrofia, a atrogina-1 (Muscle Atrophy F-box) ou MAFbx e a MuRF-1
(Muscle Ring Finger-1) “?. Foi descrita uma terceira ubiquitina ligase E3, a NEDD-4,
que parece facilitar a atrofia muscular em modelos de denervagdo e suspenséo da

pata traseira “%.

A MuRF-1 é uma enzima ubiquitina ligase E3 reconhecida como um marcador
do processo de atrofia muscular em diversos modelos experimentais “¥. Essa proteina
tem a capacidade de ligar-se a titina da linha M “®, a terceira em abundancia dentre as

proteinas musculares (10%) “©.

Alguns estudos descreveram o aumento da expressdo de subunidades do
proteossomo e de enzimas ubiquitinantes durante a atrofia muscular “”, bem como
aumento da expressdo de E3 ligases em modelos de denervacdo, imobilizacéo,

restricdo alimentar, diabetes e uremia “?.

Esses estudos sugerem que a perda
muscular esta relacionada com a atividade das E3 ligases MuRF-1 e atrogina-1 “9.
Em modelos murinos, a inibicdo do proteossomo pode reduzir a degradacao protéica
durante a atrofia “?, indicando um importante papel da via ubiquitina-proteossomo na
sarcopenia, mas ndo é possivel extrapolar esses resultados para humanos ©.
Inibidores bioldgicos e sintéticos do proteossomo podem inibir o ciclo celular e induzir

apoptose preferencialmente em células neoplésicas V.

O papel dessa via na perda muscular de humanos foi revisado por Murton et al
12 sugerido que a ativagdo das ubiquitinas-ligases MAFbx/atrogin-1 e MuRF-1 ocorre

principalmente durante processo inflamatorios.

A atrofia muscular que ocorre através da superexpressdo do sistema
ubiquitina-proteossomo parece envolver vias distintas. Estudos tém demonstrado essa
sinalizag&o via o fator de transcricdo nuclear kappa-B (NF-kB), que induz a expressao
de genes relacionados ao processo de sarcopenia, tais como MuRF-1 e MAF-bx, além
de citocinas proé-inflamatérias. A ativacdo do NFKB esta envolvida na atrofia muscular
causada pelo desuso e por caquexia, embora 0S mecanismos nhao estejam
completamente esclarecidos ©?. Existem evidéncias do envolvimento do estresse
oxidativo nessa ativacdo ®®. Além da via do NF-kB, o aumento da expressdo de

MuRF-1 e MAF-bx ©®Y também pode ocorrer via FOXO3 ©% e miogenina (ver abaixo)
(54)
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CELULAS SATELITES

Além da degradacdo protéica, déficits no processo de regeneracdo muscular

também podem estar envolvidos na sarcopenia (Figura 1).

Células satélites (CS) sao precursores miogénicos quiescentes encontradas no
musculo adulto entre a lamina basal e o sarcolema e apresentam algumas
propriedades de células tronco ®®. CS podem ser ativadas em resposta a estimulos de

crescimento, remodelamento ou lesdo muscular ©® 57

. Na ativacédo, elas entram no
ciclo celular, se dividem, se diferenciam em mioblastos e se fundem para formar
miotubos, que entdo se desenvolvem em uma nova fibra ou se fusionam com fibras
musculares ja existentes para reparar miofibras danificadas e/ou para aumentar a

hipertrofia das fibras musculares ©®.

Quando as CS sdo ativadas podem ser identificadas pela expressdo de
marcadores, tais como MyoD e miogenina, indicadores de proliferacdo e diferenciacéo
de células satélites, respectivamente ©°.

Alguns estudos demonstraram que co-cultura de precursores musculares com
macréfagos aumenta a proliferacdo e diferenciagdo de mioblastos, sugerindo o
envolvimento de mediadores inflamatérios na ativacdo de células satélites ©?. Entre os
mediadores inflamatorios, o TNF-a esta aumentado no tecido muscular pds-lesédo, mas

também parece estar envolvido na regeneracéo muscular © 2,

Nosso grupo, estudando processos inflamatérios agudos em modelo
experimental de contusdo muscular, demonstrou o importante envolvimento da

producéo local de éxido nitrico na proliferacéo e diferenciacdo das células satélites ©"
63)

Entretanto, pouco se conhece da via pela qual a sarcopenia é ativada e qual é
o0 estimulo inicial que desencadeia a ativacdo das CS na vigéncia de processo
inflamatério crénico. Existe uma aparente contradicdo entre 0 aumento de ativacao
dessas células regenerativas e o0 resultado final, que € atrofia muscular. Ha
necessidade de mais estudos para esclarecer se essa ativacdo de CS, que ocorre
provavelmente como uma tentativa de regenerar o musculo atréfico, € insuficiente para
compensar a perda proteica ou se 0 processo de miogénese ndo se completa, devido,

por exemplo, a apoptose.
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SARCOPENIA NA ARTRITE REUMATOIDE

Apesar do progresso no conhecimento dos mecanismos moleculares que
levam a atrofia muscular em diversas situacbes, a sarcopenia reumatoide ainda é
muito pouco estudada. Funcionalmente os pacientes com AR apresentam reducdo
significativa na forca muscular, mas a velocidade e propriedades contrateis
musculares se mantém inalteradas ©®. Esses dados demonstram que o impacto da
doenca ocorre através de perda protéica afetando principalmente sarcébmeros em

paralelo, preservando o numero de sarcémeros em série.

Existe uma escassez de informacdo das vias de perda muscular na AR,
especialmente pelo mecanismo de apoptose. Até 0 momento ndo existem estudos
realizados em individuos com AR ou em modelos animais de artrite crbnica
demonstrando o real papel da apoptose na perda muscular. Em estudos em nosso
laboratério, ndo observamos corpos apoptéticos ou marcagdo com caspase-3 em
muasculo gastrocnémio de camundongos com artrite induzida por colageno (CIA)
(dados néo publicados), sugerindo que esse mecanismo nao tenha um papel marcante

na sarcopenia reumatoide.

Da mesma forma n&o existem estudos em modelos experimentais ou em
pacientes com artrite reumatoide avaliando a participacdo de mecanismos de

autofagia, ativacdo de calpainas e caspases.

Quanto a via do proteossomo, o aumento das enzimas ligantes de ubiquitina
E3 associadas a protedlise muscular ja foi identificado no musculo esquelético de

modelos murinos de artrite ®* *

, mas o0s outros componentes da via ubiquitina-
proteossomo ainda ndo foram estudados, como a ubiquitina e subunidades
proteossomais, bem como em que estagio da doenca ocorre 0 desenvolvimento da
atrofia. Pela via ubiquitina-proteossomo, foi observado o0 aumento da expressao de
MuRF-1 e MAF-bx ® pela NF-kB, FOXO3 ®? e miogenina ®*, dados n&do confirmados
em musculo de humanos com artrite. Dessa forma, embora seja a via proteolitica mais
estudada em geral, sua importancia ainda ndo foi confirmada em pacientes com

artropatia cronica.

Finalmente, Castillero et al (2009) ©® demonstraram que na atrofia no muasculo
gastrocnémio em modelo de artrite induzida por adjuvante de Freund (CFA) havia

ativacao e proliferacdo de células satélites através de seus marcadores miogenina e
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MyoD. Esses achados necessitam de confirmagdo em outros modelos experimentais,

bem como em estudos com pacientes.

CONCLUSAO

Discutimos como diversas vias intracelulares estdo envolvidas, de maneira
inter-relacionada, com o processo de perda de massa muscular. Essas vias, dividas
em mecanismos de apoptose celular, protedlise das miofibrilas e alteracdo na
regeneracdo celular através das células satélites, vém sendo ativamente estudadas
em diversas condi¢cbes experimentais e clinicas. Observa-se que esses mecanismos
ndo estdo presentes de maneira uniforme nessas condi¢cdes, havendo variacdo
significativa na importancia relativa de cada conforme a situacéo clinica. Portanto, é
provavel que o melhor manejo preventivo e terapéutico também ndo seja 0 mesmo

para todas as situacfes de atrofia muscular.

Apesar de significativa perda de massa muscular que ocorre na maioria dos
pacientes com artrite reumatoide, com um profundo impacto socioecondémico e
funcional nesta populagdo, ndo ha até o momento proposta terapéutica padronizada
para essa complicacdo. HA muito poucos estudos avaliando o impacto das terapias
atuais na perda de massa muscular “®. Da mesma forma, conforme discutimos acima,
praticamente ndo existem estudos sobre a participacdo das diversas cascatas que
levam a atrofia e a regeneracdo muscular em modelos experimentais ou em pacientes
com artropatias cronicas. Mais estudos nessa area serdo de grande relevancia, pois
uma maior compreensdo dos mecanismos de modulacdo entre catabolismo e
anabolismo muscular deverd resultar em desenvolvimento de estratégias terapéuticas

inovadoras mais eficazes e melhor qualidade de vida a esses pacientes.

ADENDO

Apoés o aceite desse artigo, foi publicado recentemente um artigo estudando
inflamacao articular, seus efeitos na perda muscular e comparando esses dados com

um modelo de imobilizac&o.

Utilizando-se de um modelo de inflamacdo aguda articular, Ramirez et al

descreveu (8) atrofia de musculo adjacente no sétimo dia de inflamacédo, detectada
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através de uma reducao da area seccional da miofibra de 20%. Nesse mesmo tempo,
foi observado a ativacdo de rotas intracelulares como proteina quinase ativada por
mitose p38 (p38MAPK), fator de transcricdo nuclear kappa B (NF-kB) e uma
expressao aumentada de atrogina-1, MuRF-1, fator de diferenciacdo miogénica-1
(MyoD), miostatina e fatot de necrose tumoral-alpha (TNF-a). No modelo de desuso,
detectaram atrofia muscular nesses animais a partir do 2° dia de imobilizacdo, junto
com um aumento da expresséo de atrogina-1, MuRF-1, NF-kB, e TNF-a em todos os

tempos.
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6 OBJETIVOS
OBJETIVO GERAL

Descrever o envolvimento muscular e vias moleculares em um modelo

experimental de artrite e em um modelo de atrofia por desuso.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Confirmar o desenvolvimento da artrite na articulacéo tibio-tarsal através de
escore histopatoldogico;

- Avaliar a locomocdo espontanea dos animais e comparar com 0 grupo
controle;

-  Comparar peso o peso corporal e muscular nos diferentes grupos
experimentais;

- lIdentificar  histologicamente mudancas morfolégicas do  musculo
gastrocnémio relacionadas a atrofia e degeneracao de fibras musculares;

- Avaliar a presenca de infiltrado inflamatério no muasculo gastrocnemio dos
diferentes grupos experimentais;

- Diferenciar os tipos de fibras do musculo gastrocnémio e identificar suas
proporgoes;

- Medir o didmetro das fibras musculares nos diferentes grupos experimentais;

- Avaliar a expressao das proteinas miogenina, MURF-1 e LC3 por imunoblot,

nos diferentes grupos experimentais.
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ABSTRACT

Objective: Although causing great functional impact, the mechanisms of muscle
wasting in RA have been poorly studied. The objective of this study is to describe the
muscular involvement in an experimental model of arthritis and its pathways and
compare with disuse atrophy.

Methods: Female Wistar rats were separated in three groups: control (CO), collagen-
induced arthritis (CIA) and immobilized (IM). Spontaneous locomotion and weight were
evaluated weekly. Gastrocnemius muscle was evaluated by histology and
immunoblotting to measure LC3, MuRF-1 and myogenin expression. Significance was
considered at p<0.05 level.

Results: Histological analysis of the joint confirmed the severity of the arthropathy.
There was significant difference in spontaneous locomotion (distance, velocity, number
of times standing and number of times resting) in CIA group. Animal body weight,
gastrocnemius muscle weight and relative muscle weight decreased 20%, 30% and
20% in CIA rats. Inflammatory infiltration, swelling and type 2 fiber atrophy was present
in CIA gastrocnemius muscles, with reduced cross-sectional area by 30%, and 60% in
IM. Imunoblotting analysis demonstrated increased expression of myogenin and
MuRF-1 in CIA muscles by about 70%, while in IM remained similar to control.
Conclusions: This study demonstrated that the development of experimental arthritis
is associated to decreased mobility, weight loss, muscle atrophy, increased expression
of markers of muscle proteolysis and regeneration. For the first time it is demonstrated
that muscle atrophy in arthritis is associated with the disease itself, and not simply due
to decreased mobility, since immobilized group presented no activation of the same

atrophy pathways.

Key words: muscle atrophy, collagen-induced arthritis, impaired locomotion,

immobilization, regeneration.
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INTRODUCTION

Rheumatoid arthritis (RA) is an inflammatory systemic autoimmune disease with
prevalence of approximately 1% in the world population (1). It is characterized by a
chronic, symmetric and erosive synovitis, mainly of peripheral joints, resulting in joint
deformities and incapacitation. Rheumatoid cachexia is a common and important
complication of RA, affecting 10 to 67% of the patients. It is characterized by an
abnormal body composition, with wasting of muscle mass and with preservation of, or
increase in, fat mass (2).

The cachectic state may give rise to weight loss, decreased physical activity,
increased fatigue and weakness, setting off a vicious cycle which leads to significant
loss of functional capacity and quality of life, with an elevated socioeconomic impact
(2). Cachexia is an important contributor in increasing morbidity and mortality in
rheumatoid arthritis, being associated with an increased risk of cardiovascular disease
(2).

The mechanisms of rheumatoid cachexia have yet to be fully elucidated, but
probably include cytokine-driven hypermetabolism, particularly by TNF-a (3). Although
experimental arthritis induces anorexia, muscle wasting is not due to the decrease in
food intake (4). Muscle loss has been associated with the intensity of inflammation and
the severity of the disease (5).

Muscle atrophy is a complex process that can involve different proteolytic
systems. These can be lysosomal proteases present in autophagy, proteases activated
by calcium, like calpain and caspase, and the ubiquitin-proteasome system (6).
Enzymes from the proteasome system specific to the skeletal muscle, MuRF-1
(muscle-specific RING finger protein 1) and atrogin-1/MAFbx (muscle atrophy F-box),
have been investigated for their role in muscle atrophy (7). Besides protein

degradation, deficient muscle satellite cell activation and muscle regeneration may also
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be involved in muscle atrophy (8). The participation of these mechanisms have not
been well studied in RA or in experimental models.

This study was designed to explore the mechanisms involved in skeletal muscle
atrophy in experimental arthritis and immobilization models, including histological

analysis, presence of autophagy, proteasome proteolysis and satellite cell activation.

MATERIALS AND METHODS

Animals and experimental groups.

Female Wistar rats from 8 to 12 weeks of age were used. The animals were reared at
20, with 12 hours light-dark cycle and free acces s to food and water. All experiments
were performed according to the Guiding Principles for Research Involving Animals
(NAS), and to the Committee of Research and Ethics in Health of the Research and
Postgraduate Group of the Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

Experimental animals were first randomly divided into three groups: control (CO, n=7),
immobilized (IM, n=5) and collagen-induced arthritis (CIA, n=7). In the IM group, paws
were immobilized with a copper boot, made from a copper sheet covered with a layer
of cotton, for ten days (Supplementary Figure 1). Arthritis was induced with bovine type
Il collagen (CII, Chondrex, Inc.) dissolved in 0.1 M acetic acid at 4°C for 12h with
complete Freund's adjuvant (CFA, Sigma, St Louis, MO, USA) containing inactivated
Mycobacterium tuberculosis. Cll (2 pg/ml) and CFA (1 pg/ml) were mixed with equal

volumes to form the emulsion.

Experimental procedures.

During the procedure, rats were anesthetized with isoflurane (1 ml/ml, Abbott). At day
zero, 0.1 ml of emulsion was injected intradermically at the base of the tail to induce
arthritis. After eleven days, rats received a reinforcement of the same emulsion in

another site of the tail. Animals were killed at the day 21 after the first immunization, by
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gas chamber. The gastrocnemius muscle was dissected for histopathological analysis
and stored at -80<C. The tibio-tarsic joint was rem oved to confirm the development of
arthritis through histological analysis. Hind paws were excised and fixed in 10%
buffered formalin for 5 days. Paws were then decalcified with nitric acid 10% for 24 h.

The following score system was used to evaluate individual joints and measure
arthritis severity (9): synovial inflammation: five high-power magnification fields (HMF)
were scored for the percentage of infiltrating mononuclear cells as follows: 0, absent; 1,
mild (1-10%); 2, moderate (11-50%); 3, severe (51-100%); synovial hyperplasia: O,
absent; 1, mild (5-10 layers); 2, moderate (11-50 layers); 3, severe (>20 layers);
extension of pannus formation based on the reader's impression: 0, absent; 1, mild; 2,
moderate; 3, severe; synovial fibrosis: 0, absent; 1, mild (1-10%); 2, moderate (11—
50%); 3, severe (51-100%); cartilage erosion: Percentage of the cartilage surface that
was eroded: 0, absent; 1, mild (1-10%); 2, moderate (11-50%); 3, severe (51-100%);
bone erosion: 0, none; 1, minor erosion(s) observed only at HMF; 2, moderate

erosion(s) observed at low magnification; 3, severe transcortical erosion(s).

Assesssment of locomotion.

Before the induction of arthritis (Day 0) and at the end of every week (Days 7, 14 and
21), rats were placed individually inside an acrylic box (Monitor de Atividade IR) of 60
cm x 40 cm. Spontaneous exploratory locomotion of animals was detected by sensors
bars located in the sides of the movement box during 5 min, after 30 seconds of
adaptation time (adapted (10)). The movement’s detection were sent to and evaluated
by the computer software Insight Equipamentos Ltda® in the following parameters:
route design, walked distance, medium velocity, resting time, number of times

standing.

Histology.
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For histological examination 6-um sections of the muscle of all animals were analyzed
after staining with hematoxylin-eosin (HE) for muscle fiber atrophy (score of 0 = absent
and 1 = present), inflammatory infiltration (score of 0 = absent, 1 = mild, 2 = moderate
and 3 = severe), edema (score of 0 = absent, 1 = mild, 2 = moderate and 3 = severe),
sarcoplasmatic rarefactions (score of 0 = absent, 1 = mild, 2 = moderate and 3 =
severe); and with periodic acid schift (PAS), to evaluate whether type 1 and 2 fibers

proportions were maintained and the type of atrophic myofiber.

Fiber cross-sectional area.

Two straight lines crossing in right angle at the fiber center were drawn, determining
the transverse section area and using the medium between the diameters. 10 pictures
were taken of each section and 20 fibers were measured from each picture using the

software Image-Pro Express (version 5.1.0.12, Media Cybernetics).

Immunoblot.

For Western blot analysis, muscles were homogenized with Tris buffer 10 mM. Sample
protein concentration were measured using Bradford assay. Membranes were marked
with anti-MuRF-1 (Santa Cruz Biotechnology), anti-miogenin (L8918, Sigma) and anti-

LC3 (M5815, Sigma) (11).

Statistical Analysis.

Results are expressed as mean values with 95% confidence intervals (95%IC) when
symmetric variables and as median and percentiles (25% and 75%) when asymmetric
variables. The data were compared by Studant t test, x2 and ANOVA, followed by
Tukey. Significance was accepted at p<0.05. Values were analyzed using the statistical

package SPSS 13.0 (SPSS, Inc., Chicago, IL).
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RESULTS

Joint Histopathology.

The histopathologic study of tibio-tarsic joints confirmed all the parameters
associated to the joint disease. The CIA animals presented sinovial inflammation,
hiperplasia, pannus, fibrosis, cartilage and bone erosion, confirming the presence of a
severe arthritis (Suplemmentary Table 1). Joints of IM animals had the same pattern as

the CO.

Animal and muscle weight.

The CO animals increased 20% of their weight during the experimentation
period, while the CIA animals maintained the same weight. Significant differences in
animal weights were observed in the last two weeks of experimentation (Figure 2).
Accordingly, the gastrocnemius muscle weight and the relative muscle weight (muscle
weight in mg divided by total animal weight in g) were lighter in CIA (0.89 + 0.06 g and
5.06 + 0.37 mg/g) than CO (1.30 + 0.07 g and 6.35 + 0.39 mg/g), demonstrating

significant loss of muscle tissue.

Animal locomotion.

The locomotion was evaluated weekly. In the two last weeks of the
experimental period, the CIA animals walked less, with reduced velocity, standing up
less and rested more than the CO animals (Figure 1), stressing the importance of a

immobilization control group to identify atrophy factors not related to increased resting.

Histological Findings.

Gastrocnemius muscles were evaluated through HE staining. CIA muscles
showed myofiber atrophy, inflammatory infiltration and edema. IM muscles had
myofiber atrophy and edema, without inflammation (Table 1). No apoptotic body was

observed in this staining.
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PAS staining allowed the identification of the fiber types. The proportion of
fibers types (type 1 and 2) was similar in all experimental groups, although type 2
myofibers showed more marked size reduction (data not showed).

Myofiber cross-sectional area of the IM and CIA groups were significantly

smaller than the CO group, with a reduction of 34% and 60%, respectively (Table 1).

Muscle molecular markers

After the histopatological study of morphological changes, we focused in the
molecular pathways involved in muscle loss. Through immunoblotting, significantly
increased expression of MURF-1 (indicative of proteosome activiation) and myogenin
(satellite cell activation) were observed in the gastrocnemius muscle of CIA rats, in
comparison to the control animals, while no such changes were observed in the IM
group (Table 2). Expression of LC3, marker of autophagy, remained similar between

the experimental groups (data not showed).

DISCUSSION

Although clinically common (5) and already described in experimental models
(12), muscle atrophy and its development mechanisms in RA are still unknown.
Whereas in disease states associated with inflammation, such as cancer cachexia,
AIDS, sepsis, and arthritis, there are a complex procatabolic hormonal and cytokine
environment, disuse atrophy is a relatively uncomplicated form of muscle loss,
dependent almost solely on the loss of mechanical input. It is therefore predictable that
muscle loss mainly due to disuse alone would be governed by mechanisms somewhat
different from those in inflammatory states (13).

During the development of arthritis, especially at the end of the experimental
observation, there was a 90% reduction of locomotion in CIA animals. Hartog et. al.

(10) have also observed impaired locomotion in animals with more severe arthritis
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associated with muscle atrophy, and a reduction in the relative muscle weight
confirmed there is accentuated muscle loss compared to total weight loss. Ozawa et al
(14) have described a reduction of 20% in the muscle weight of animals with adjuvant
arthritis. Hartog et. al. (10) have reported reduced weight of different types of muscles
(soleus, gastrocnemius, tibialis anterior and exterior digitorum longus) in CIA mice
model. Okiura et al (12) have described body and muscle weight reduction in this
model, along with a reduction in the relative muscle weight.

Myofiber cross-sectional area reduced 34% in CIA, while Okiura et al (12)
observed a reduction of ~15% cross-sectional area in myofibers of CIA animals, mainly
those with severe arthritis. Da Silva (2006) (15) immobilized the hindlimb paw of Wistar
animals for seven days and detected a reduction of 43% in myofiber cross-sectional
area, whereas the immobilization of this study lasted 10 days and caused a reduction
of 60%, confirming the efficacy of our immobilization method.

In the present study, myofiber atrophy, edema and mild inflammatory infiltration
were observed in muscle histology, evidence for the presence of an inflammatory
process. Ozawa et al (14) have not identified pathological changes in soleus and
femoral muscles by optic microscope in a model of adjuvant arthritis. However,
electronic microscopy analysis demonstrated degenerative changes in the muscle of
these animals. In immobilized (IM) animals there was myofiber atrophy and edema
without inflammation.

Muscle proteolysis could be affecting the whole muscle or primarily certain fiber
types, each having specific characteristics of function and metabolism. The results in
this study showed a marked atrophy of type 2 myofibers, which are fast fibers, with less
vascularization and resistance but higher glycogen quantity. Fink et. al. (16) described
fiber type 2 atrophy in patients with a degenerative joint disease, osteoarthritis, that

were submitted to knee prosthesis surgery.
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Some proteolytic systems have been described to be involved in muscle
degradation, such as the process of autophagy, proteases activated by calcium
(calpain and caspase) and the ubiquitin-proteasome system (6).

Autophagy is an ancestor mechanism of cell survival by self consuming during
times of nutritional privation that occurs with cytoplasmatic components and is
lysosome dependent. According, the results obtained in this study, the autophagy
pathway is not activated in any models developed in this study, CIA and IM, since LC3
expression did not differ from CO. Mizushima et al (2004), demonstrated throught the
overexpression of LC3 (microtubule-associated protein 1 light chain 3) the activation of
the autophagy system in the skeletal muscle of starving mice (17).

One important system involved in muscle loss in the ubiquitin-proteasome
pathway. Some studies demonstrated that proteasome subunits and ubiquitin-ligase
enzymes have enhanced expression during muscle atrophy , as well as increase in the
expression of E3 ligases in different models of muscle wasting (18) , showing the
connection between E3 activity (MuRF-1 and atrogin-1) and loss of muscle mass (18).

In this study, an enhanced expression of MuRF-1 was observed in the muscle
of CIA rats, a result not observed in IM animals. In studies with experimental animal
model of chronic inflammation, muscle increase of E3 ubiquitin ligases MAFbx/atrogin-
1 and MuRF-1 was observed (4). Other studies using models of immobilized paws
observed higher expression of this enzyme (19), however this increased expression
was not observed in the model used. One possible explanation for this difference in the
experimental results is the occurrence of a depression in muscle protein synthesis
instead of enhanced proteolysis (13). Revising articles of human muscle loss, Murton
et al (20) suggested that the activation of these proteins occur mainly in inflammatory
processes, while non-inflammatory muscle conditions, such as disuse atrophy, would
derive from other pathways.

Other pathway involved in muscle atrophy could be deficient activation of

satellite cells (SC). Myogenin and MyoD are used as molecular markers of SC,
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indicating proliferation and differentiation of these quiescent myogenic precursors,
respectively (21). SC may be activated in response to different growth, remodeling and
lesion stimuli, including inflammation (11).

This article demonstrated an increase in myogenin expression in the muscle of
CIA animals, while IM was unchanged. In other models of disuse atrophy like unloading
and denervation, myogenin is similar to control (22). In an experimental model of
muscular contusion, causing acute inflammatory response, our laboratory
demonstrated the association of this inflammatory process and muscle regeneration,
involving a role of nitric oxide in the activation and differentiation of SC (11). In an
animal model of chronic inflammation (CIA), arthritic mice developed muscle atrophy
and was observed an increase in the expression of the proteins MyoD and myogenin,

meaning proliferation and differentiation of satellite cells (4).

CONCLUSIONS

This study demonstrated that the development of experimental arthritis is
associated to muscle atrophy, weight loss, muscle degradation and lost of mobility in
these animals, which indicates that these processes may be involved in rheumatoid
sarcopenia. For the first time it is demonstrated that muscle atrophy in arthritis was
associated with the disease itself, and not simply due to the decreased mobility, since
the immobilized group presented a smaller myofiber cross-seccional area with no
activation of the atrophy pathways (myogenin and MURF-1) involved in muscle loss.
Even so, it is still unclear what pathways are triggering muscle proteolysis and
regeneration, and the relation of the two with inflammation. It is important to emphasize
the necessity of further studies to elucidate the signaling and cellular pathways

involved in muscle atrophy of arthritis.
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FIGURES AND TABLES

Table 1. Histopathological study of gastrocnemius muscles at Hematoxilin-Eosin staining.

Control (n=7) Immobilized CIA (n=7) Significance
(n=5)

Atrophy Perifascicular 0.1+0.16 0.0£0.0 0.6+0.84* *p<0.05

Multifocal 0.2+0.26 1.25+0.5* 1.2+0.92* *n<0.05
Inflammatory Endomisio 0.1+0.24 0.0£0.0 1.1+0.74* *p<0.05
infiltrated Perimisio 0.0£0.0 0.0£0.0 0.9+0.74* *p<0.05
Edema 0.1+0.24 1.75+0.5* 0.8+0.79* *n<0.05
Sarcoplasmatic 0.0+0.0 0.0£0.0 0.1+0.32 ns
vacuoles
Myofiber 69.2+ 9.57 40.0+3.89* 59.9+9.0.8* *p<0.05
diameter (um)
Myo;‘iber area 7175.6+1418.24 1396.3+121.32* 4233.6+1066.12* *p<0.05
(Hm*)

Values expressed in means+SD.
*p<0.05 versus control group
ns = not signifiative

Table 2: Quantification of MuFR-1 and myogenin of gastrocnemius muscles through immuno
blot.

Control (n=7) Immobilized (n=5) CIA (n=7) Significance
LC3 104,68+9,36 98,57+6,25 102,60+9,43 ns
MuRF-1 1790.5+222.97 1804.6+218.89 6302.3+561.04* *p<0.05
Myogenin 505.3+113.71 498.9+108.87 2175.4+£190.87* *p<0.05

Values expressed in meanstSD.
*p<0.05 versus control group
ns = not signifiative
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Figure 1 : Weight, walking distance and velocity, times standing and resting of CO and CIA

animals.
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SUPLEMENTARY DATA

Supplementary Figure 1. Picture of the paw of different groups: A- Control; B- Immobilized and

C- Collagen-induced arthritis (CIA).

Supplementary Table. Histopathological score of the animal’s left ankle sinovia.

Control (n=7)  Immobilized (n=5) CIA (n=7) Significance
Sinovial inflammation 0.0+0.0 0.0+0.0 2.6+£0.70* *p<0.05
Sinovial hiperplasy 0.0£0.0 0.0+0.0 0.8+0.48* *p<0.05
Pannus extension 0.0+0.0 0.0+0.0 1.5+0.88* *p<0.05
Sinovial fybrosis 0.0+0.0 0.0+0.0 1.8+1.00* *p<0.05
Cartilage erosion 0.0+0.0 0.0+0.0 1.240.75* *p<0.05
Bone erosion 0.0£0.0 0.0£0.0 1.8+1.00* *p<0.05

Values expressed in means+SD.
*p<0.05 versus control group.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

Esse estudo demonstrou que o desenvolvimento da artrite experimental esta

associado a processos envolvidos na sarcopenia reumatoide.

» Perda de peso, processo gradual e progressivo associado ao

desenvolvimento da artrite;

» Perda da mobilidade, observado pela diminuicdo dos parametros de

caminhada nos animais CIA;

» Perda de massa muscular, comprovada pela menor proporgdo peso

muscular/peso corporal total dos animais CIA,

» Atrofia muscular, demonstrada pela menor area seccional das miofibras

das ratas CIA;

Pela primeira vez foi demonstrado que a atrofia muscular na artrite esta
associada com o desenvolvimento da doenca e ndo com sinais secundarios como dor
e reducdo da mobilidade, visto que o grupo IM apresentou menor area seccional da
miofibra sem ativacdo das vias de atrofia (MURF1 e miogenina) envolvidas na perda
muscular. Ainda assim, as cascatas envolvidas e o gatilho que inicia a protedlise
muscular ainda ndo estdo claros, sendo necessarios mais estudos para identificar

bons marcadores e possiveis alvos para novas terapias.

As diversas vias intracelulares envolvidas, de maneira inter-relacionada, com o
processo de perda de massa muscular como apoptose celular, protedlise das
miofibrilas e alteracdo na regeneracao celular através das células satélites, vém sendo
ativamente estudadas em diversas condicBes experimentais e clinicas. Observa-se
gque esses mecanismos nao estdo presentes de maneira uniforme nessas condi¢des,
havendo variacdo significativa na importancia relativa de acordo com a situacao
clinica. Portanto, € provavel que o melhor manejo preventivo e terapéutico também

nao seja 0 mesmo para todas as situacfes de atrofia muscular.

Apesar de significativa perda de massa muscular que ocorre na maioria dos
pacientes com artrite reumatoide, com um profundo impacto socioecondémico e
funcional nesta populagéo, ndo ha até o momento proposta terapéutica padronizada
para essa complicacdo. HA muito poucos estudos avaliando o impacto das terapias

atuais na perda de massa muscular. Da mesma forma, conforme discutimos acima,
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praticamente ndo existem estudos sobre a participacdo das diversas cascatas que
levam a atrofia e a regeneracdo muscular em modelos experimentais ou em pacientes
com artropatias crbénicas. Mais estudos nessa area serdo de grande relevancia, pois
uma maior compreensdo dos mecanismos de modulacdo entre catabolismo e
anabolismo muscular devera resultar em desenvolvimento de estratégias terapéuticas

inovadoras mais eficazes e melhor qualidade de vida a esses pacientes.
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9 PERSPECTIVAS FUTURAS

Na continuidade desse trabalho, pretendemos estudar o papel do éxido nitrico
como potencializador da ativacdo de células satélites e da regeneracdo muscular.
Também pretendemos estudar o uso do exercicio como estratégia terapéutica para
diminuicdo da inflamacdo e melhoria da protedlise muscular causada pela artrite.
Dentro desses modelos, pretendemos nos deter nas rotas intracelulares envolvidas na

perda protéica e que seriam alteradas por essas diferentes estratégias.

Como resultados prévios, jA& se estabeleceu em modelo de CIA em
camundongos isogénicos DBA/J1 que o pico da perda muscular ocorre 35 dias apos a
inducdo da doenca, observado através da diminuicdo da locomocao e &rea da miofibra
reduzida. A partir desse ponto, serdo estabelecidos os tempos dos diferentes

tratamentos para obter-se o melhor efeito de cada.
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