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Resumo

Introducao: A artrite reumatoide é uma doenca inflamatéria autoimune associada & com-
plicagoes sistémicas como fadiga e perda muscular. Perda muscular pode estar relacionada
com a ativacao do sistema ubiquitina-proteossomo. O objetivo deste trabalho foi avaliar
a perda muscular e o evolvimento do proteossomo no modelo de artrite induzida por cola-

geno (CIA), com ou sem o tratamento de metotrexato ou inibidor de TNF (etanercepte).

Métodos: Camundongos DBA1/J machos foram divididos em 4 grupos (n—8 cada): CIA
(salina); ETN (etanercepte, 5.5 mg/kg) e MTX (metotrexato, 35 mg/kg), tratados duas
vezes por semana por 6 semanas, e um grupo controle saudavel (CO). Tratamentos inicia-
ram uma semana apoés a injecao do booster. Escore clinico, edema da pata traseira e peso
corporal foram analisados durante o periodo experimental. Miusculo gastrocnémio (GA)
foi pesado ap6s a morte e usado para quantificar a atividade, niveis proteicos e expres-
sao de mRNA das diferentes subunidades do proteossomo através de ensaio fluorogénico,

Western blot e rtPCR, respectivamente.

Resultados: Tratamentos reduziram o desenvolvimento da doenca, observado através do
menor escore clinico e edema da pata traseira nos grupos ETN e MTX. ETN apresentou
maior peso corporal do que MTX nas semanas 5 e 7. Musculo GA estava aumentado em
ETN do que CIA e MTX, um resultado também observado no peso muscular normalizado.
As propriedades cataliticas do proteossomo 26S muscular mostraram um aumento na
atividade do tipo caspase nos grupos CIA e MTX. Tecidos musculares de animais MTX
demonstraram maiores niveis proteicos das subunidades do proteossomo PSMB8 e PSMB9
e maior expressao génica de Psmbs, Psmb8 e Psmb9. Por outro lado, a expressao de Psmb6

estava diminuida e de Psmb9 estava aumentada em CIA.

Conclusoes: Apesar de ambos os medicamentos melhorarem o escore da doenca, ETN
apresentou um afeito anti-artritico mais forte e foi o Gnico tratamento capaz de prevenir
parcialmente a perda muscular. Ao contrario de ETN, CIA e o tratamento com MTX

apresentaram perda muscular e atividade e expressao do proteossomo aumentadas.

Palavras-chaves: artrite experimental, perda muscular, proteossomo, inibidor de TNF.






Abstract

Background: Rheumatoid arthritis is an autoimmune inflammatory disease associated
with systemic complications like fatigue and muscle wasting. Muscle wasting could be
related to the activation of the ubiquitin-proteasome system. The aim of this study was
to evaluate muscle loss and involvement of the proteasome in collagen-induced arthritis
(CIA), with or without treatment with methotrexate or a TNF inhibitor (etanercept).

Methods: Male DBA1/J mice were divided into 4 groups (n=8 each): CIA (saline); ETN
(etanercept, 5.5 mg/kg) and MTX (methotrexate, 35 mg/kg), treated twice a week for
6 weeks, and a healthy control group (CO). Treatments started one week after booster
injection. Clinical score, hind paw oedema, and body weight were analysed during the
experimental period. Gastrocnemius muscles (GA) were weighted after death and used
to quantify proteasome activity, protein levels and mRNA expression of its subunits by
Western blot and rtPCR, respectively.

Results: Treatments slowed disease development, observed through smaller clinical score
and hindpaw edema in ETN and MTX groups. ETN presented higher body weight
compared to MTX group at weeks 5 and 7. GA weight was heavier in ETN than CIA and
MTX, a result also observed in the normalized muscle weight. The catalytic properties
of 26S proteasome showed an increase of caspase-like activity in CIA and MTX groups.
Muscles tissues of MTX treated animals showed higher protein levels for proteasomal
subunits PSMB8 and PSMB9 and higher gene expression for Psmb5, Psmb§ and Psmb9.

In contrast, expression of Psmb6 was decreased and of Psmb9 was enhanced in CIA.

Conclusions: Although both drugs improved the disease score, ETN presented a stronger
anti-arthritic effect and was the only treatment able to partially prevent muscle wasting.
In contrast to ETN, CIA and MTX treatment did not prevent muscles loss due to increased

proteasome expression and activity.

Key-words: experimental arthritis, muscle wasting, proteasome, TNF inhibitor.
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Lista de ilustracdes

A piramide caquexia-sarcopenia (adaptado de (1)). Apesar de possui-
rem eventos desencadeadores diferentes, ambas caquexia e sarcopenia

sao caracterizadas por fraqueza e perda muscular marcantes, que leva

ao aumento da morbidade e mortalidade. . . . . . . . .. .. ... ..

Mecanismos moleculares envolvidos na sarcopenia (2). A perda muscu-
lar pode ocorrer por distintos mecanismos, como um déficit de regene-
racao pela inatividade de células-satélite, apoptose e vias de degradacao

proteica, como por exemplo, proteases ativadas por calcio, proteossomo

eautofagia. . . . . . ...

Sistema ubiquitina-proteossomo de degradagao proteica (2). O sistema
ubiquitina-proteossomo é um complexo multiproteico citoplasméatico
que degrada proteinas marcadas por ubiquitina. Essa degradacao re-
quer a participacao de trés proteinas distintas (E1, E2 e E3). As pro-
teinas E3 conferem especificidade as proteinas que serdao degradas. Na

atrofia muscular foram descritas algumas enzimas E3, como a MuRF-1

eaatrogina-1. . . . . ...

Proteossomo 26S e 20S. O sistema ubiquitina-proteossomo é o principal
responsavel por processar e degradar proteinas intracelulares. O nicleo
do proteossomo é chamado proteossomo 20S. Quando o proteossomo

20S se une a uma enzima regulatoria (19S), ele é a partir de entao

chamado proteossomo 26S . . . . . . . . . ..o

Esquema ilustrativo do marco teoérico do trabalho. A artrite reuma-
toide (AR) ¢ uma doenca autoimune inflamatoria cronica. A inflama-
¢ao cronica causa alteracoes metabolicas, como o hipermetabolismo, e
pode levar a perda muscular. Este conjunto de caracteristicas pode ser
denominado caquexia reumatoide. A partir destas alteracoes, ocorre
um desequilibrio no turnover proteico, relacionado com o aumento da
protedlise muscular, e fraqueza muscular com maior inatividade fisica,
que entram em um processo de retroalimentacao negativa entre si. Esse
quadro aumenta a incapacitacao e morbidade dos individuos, levando

a maior mortalidade. Ainda se desconhece os efeitos dos tratamentos

da AR, como anti-TNF e metotrexato, sobre todas estas caracteristicas. 42
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1 Introducdo

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
(3). Sua complexidade foi reconhecida, entretanto, apos anos de pesquisa e sua etiologia

permanece desconhecida.

A AR é uma doenca sistémica inflamatéria autoimune com prevaléncia de aproxi-
madamente 1% na popula¢do mundial (4). Ela é caracterizada por uma sinovite cronica,
simétrica e erosiva, afetando primeiramente as articulacoes periféricas, resultando em de-
formidades e incapacitacdo. Estimativas recentes sugerem um custo anual de $16 bilhoes

nos EUA, contudo no Brasil tal estimativa ainda néo foi calculada (5).

Alguns sinais e sintomas sao caracteristicos a esta populagao, como fadiga, fraqueza
e perda muscular. Isso poderia ser explicado pelos altos niveis circulantes de citocinas
e proteinas de fase aguda, somados a dor articular e diminuicao do exercicio fisico, que
podem causar perda muscular (6). A perda muscular 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 (6), afetando de 10 (7) a 67% (8)
dos pacientes (6).

Embora a perda muscular seja altamente impactante sobre diversos aspectos, os
mecanismos intracelulares envolvidos no seu desenvolvimento ainda nao foram completa-
mente elucidados, mas provavelmente estao relacionados com o hipermetabolismo causado

por citocinas !!! pro inflamatoérias ou pro-inflamatorias? (9).

Alguns sistemas proteoliticos sdo propostos como importantes contribuintes para
a degradacao muscular (10, 11). Dentre eles, o sistema ubiquitina-proteossomo é conside-
rado a principal maquinaria de degradacao proteica nao lisossomal em células eucarioticas
(12, 13). Ele degrada de 70 a 90% das proteinas celulares e é responsavel por processar e
degradar proteinas celulares simplesmente danificadas ou essenciais para a regulagao de

processos celulares basicos (12, 13).

Estudos publicados relacionaram o aumento da expressao de subunidades do pro-
teossomo e de enzimas ubiquinantes com o processo de atrofia muscular, assim como o
aumento da expressao de enzimas ligantes de ubiquitina E3 em modelos de perda muscu-
lar (14). Esses estudos sugerem que a perda muscular esta relacionada com a atividade
da MuRF-1 e da atrogina-1, enzimas E3 especificas do musculo. Outros trabalhos ligaram
rotas e mediadores inflamatorias com o aumento da protedlise e das enzimas MuRF-1 e

da atrogina-1, consideradas marcadores de perda muscular (15).
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Neste contexto, doencas inflamatorias sistemicas como a AR teriam uma expressao
aumentada das enzimas E3 MuRF-1 e atrogina-1 musculares e do imunoproteossomo,
aumentando a atividade proteasica. Essa atividade aumentada do proteossomo ja foi

descrita na circulagdo de pacientes com AR e em modelos experimentais de artrite (16, 17).

Apesar de ainda nao existir uma cura, medicamentos podem melhorar a condicao
dos pacientes com AR. No entanto,estes pacientes continuam a apresentar perda muscular
e se desconhece o efeito de tratamento comumente usados nesta doenca sobre o misculo.
Assim, se selecionou os medicamentos etanercepte (227), uma terapia biologica anti-fator
de necrose tumoral (TNF), e metotrexato, primeiro medicamento de escolha para o tra-
tamento da AR, para verificar o efeito destes medicamentos sobre a perda muscular na

artrite experimental.

Diante do apresentado acima, a atrofia muscular consequente das artropatias in-
flamatorias cronicas ¢ uma manifestacao extra-articular altamente prevalente e que afeta
profundamente a funcionalidade dos individuos. O sistema ubiquitina-proteossomo possui
papel chave no processo de perda muscular. Entretanto, os processos biomoleculares en-
volvidos na perda muscular, a atividade do proteossomo, bem como o papel do anti-TNF-«
nessa condigao, tém sido muito pouco estudados. Paro6a isso o uso de modelos experimen-
tais de artrite apresenta-se como uma boa ferramenta. Portanto, o conhecimento mais
aprofundado do processo de atrofia e protedlise do misculo cronicamente inflamado, onde
o etanercepte e o metotrexato podem apresentar papel significativo, sao de alta relevancia

também para a identificagao de potenciais alvos de manipulacao terapéutica.

Sendo assim, essa tese esta primeiramente composta por uma revisao bibliografica
que serd convertida em artigo de revisao, a ser submetido para publicagao na Revista
Brasileira de Reumatologia (fator de impact 1,087, Qualis CAPES B2).

Em seguida, estd composta do manuscrito do trabalho, sendo um artigo original
intitulado "The proteasome is related to muscle wasting in experimental arth-
ritis and is altered by etanercept treatment". Esta pesquisa foi desenvolvida no
Laboratoério de Doencas Autoimunes do Hospital de Clinicas de Porto Alegre durante trés
anos de doutorado no Brasil e um ano no laboratério do Professor Dr Eugen Feist, da
Charité - Universitdtsmedizin Berlin, na Alemanha. O trabalho estd submetido no perio-
dico Journal of Cachexia, Sarcopenia and Muscle (fator de impacto 7,315, Qualis CAPES
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 Coordenacao de Aperfeigoa-
mento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) e do Conselho Nacional de Desenvolvimento

Cientifico e Tecnolégico (CNPq). O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica do HCPA
pelo niimero 12-0044.
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? Revisio de Literatura

2.1 Estratégias para localizar e selecionar informacdes

Esta revisao da literatura esta focada nos seguintes itens: artrite, perda muscular,
proteossomo, anti-TNF e metotrexato. A estratégia de busca de artigos para esta revisao
envolveu as seguintes bases de dados: SciELO, PubMed e Web of Science, no periodo de

1950 a 2015. Foram realizadas buscas através dos termos "arthritis", "experimental arth-

ritis", "muscle loss", "muscle wasting", "caquexia", "sarcopenia', "proteasome", "protea-
some activity", "proteasome subunits”, "etanercept"”, "anti-TNF", "methotrexate"e suas

combinacoes.

2.2 Tecido muscular esquelético, seu papel e alteracdes

Em pessoas nao-obesas ou eutrdficas, o musculo esquelético representa cerca de
40% da massa corporal, assim constituindo o maior 6rgao do corpo nestes individuos !!!

(REF? - se necessario, adicionar livro texto).

Inicialmente, se acreditava que principais func¢oes do musculo esquelético seriam
locomocgao e movimento. Porém, percebeu-se que a contragao muscular também ¢é essen-
cial para manter a temperatura corporal, contribuindo para a homeostase do corpo !!!

(REF? - se necessario, adicionar livro texto).

Na década de 50, se hipotetizou que células musculares possuem uma capacidade
secretora (18). A ideia que células musculares pudessem produzir e liberar fatores humo-
rais surgiu anos antes da identificacao do tecido adiposo como 6rgao endécrino. Durante
a tltima década, se identificou que células musculares possuem alta capacidade secretoria,
podendo produzir e secretar centenas de fatores (19, 20, 21). Em 2003, Pedersen et al (22)
sugeriram que citocinas e outros peptideos que sao produzidos, expressos e secretados por

fibras musculares e exercem efeitos endderinos devessem ser chamadas "miocinas".

Assim, musculos produzem e liberam miocinas, que trabalham de maneira pare-
cida com horménios e exercem efeitos endocrinos especificos em 6rgaos distantes. Outras
proteinas que sao produzidas pelo muasculo esqueléticos, mas nao sao liberadas na circu-
lacao, poderiam ter mecanismos de acao autdcrinos e paracrinos, exercendo seu efeito nas

vias de sinalizac¢do do proprio musculo (23, 24, 25).

Entao, miocinas poderiam estar envolvidas mediando os multiplos efeitos bené-
ficos do exercicio fisico. Além disso, a identificacdo do musculo esquelético como um

orgao endocrino possui outra implicacao, como o papel central do misculo esquelético na
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comunicagao entre 6rgaos, incluindo o figado e o tecido adiposo (24).

A inatividade fisica/sedentarismo e baixa carga de contra¢do muscular/exercicio
fisico poderia contribuir para o "o doengoma da inatividade fisica"(the diseasome of phy-
sical inactivity), em que o tecido adiposo iria contribuir para o quadro inflamatorio, e
a falta de exercicio aumentaria a perda muscular e acimulo de gordura, em um circulo
vicioso que reduz a forca muscular e favorece ainda mais a inatividade (23). Além disso,
esta falta dos sinalizadores musculares poderia favorecer a resisténcia periférica a insulina,

arteroesclerose, neurodegeneracao e crescimento tumoral (26, 27, 28, 29).

Nao somente isso, o misculo também pode ser visto como fonte energética, sendo
rico em glicogéncio e considerado o maior reservatorio de aminoécidos do corpo. Em seres
humanos adultos, a massa muscular e sua performance se adaptam a diferentes condicoes
fisiopatologicas através de vias ativadoras que regulam produgao/degradacao (equilibrio)
de proteina (30). Durante momentos de estresse ou em situagoes extremas, este tecido
pode ser degradado e reduzido para disponibilizar energia e aminoacidos para o resto
do organismo (31). Assim, o musculo esquelético funciona como fonte de aminoacidos
para serem usados como fonte energética de diversos 6rgaos (incluindo coragao, figado e

cérebro) durante periodos catabolicos, como o jejum e a caquexia (30, 32).

2.2.1 Caquexia

O termo caquexia possui origem no Grego, em que kakos significa "ruim"e hexis
"condicao". A caquexia é definida como "uma sindrome metaboélica complexa associada a
outra doenca e caracterizada por perda de massa magra, com ou sem alteracao de massa

gorda". Uma das suas principais caracteristicas ¢ a perda de musculo em adultos (8, 33).

A caquexia deve ser diferenciada de fome/jejum, perda muscular associada a idade
(sarcopenia) (Figura 1), depressao, ma-absor¢ao e hipertiroidismo (34, 35, 36), apesar da

similaridade de alguns mecanismos com a sarcopenia.

A etiologia da caquexia é multifatorial. Especialistas na area afirmam que a ca-
quexia deveria ser considerada uma sindrome metabélica, originaria da inter-relacao entre
doenca cronica, metabolismo do hospedeiro e o desequilibrio entre mediadores pré- e anti-

inflamatorios (37).

Assim, os fatores relacionados com a caquexia incluem a producao acentuada de ci-
tocinas pro-inflamatorias, alteracoes hormonais e inatividade fisica. O quadro de caquexia
¢ uma das condicoes clinicas que demonstra ligacao entre o metabolismo e a inflamacao
(8, 33). E clara a participacdo do TNF-a no desenvolvimento desta sindrome, assim como

outros mediadores inflamatorios (interleucina 6 - IL-6 - e a proteina C reativa) (38, 39, 40).

Apesar de se acreditar que a inflamacao sistémica possui papel principal na sinali-

zagao muscular alterada na caquexia, hormonios (41), fatores derivados de tumores (e.g.,
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Figura 1 — A piramide caquexia-sarcopenia (adaptado de (1)). Apesar de possuirem even-
tos desencadeadores diferentes, ambas caquexia e sarcopenia sao caracterizadas
por fraqueza e perda muscular marcantes, que leva ao aumento da morbidade
e mortalidade.

fator indutor de proteolise - PIF) (42), repouso, e ingesta inadequada de nutrientes (43)

parecem também contribuir para o desenvolvimento da caquexia.

Além disso, a producao anormal de neuropeptideos e hormonios, juntamente com
citocinas pro-inflamatoérias, podem causar anorexia, resisténcia periférica a insulina, au-
mento do turnover de proteina (36, 44). Isso leva a um aumento do gasto de energia em

repouso dos pacientes (38), e por consequéncia diminui¢do da massa muscular.

Independentemente da doenca adjacente causadora, a perda progressiva de massa
muscular é a caracteristica mais relevante da caquexia (37). Perda progressiva de massa
muscular afeta negativamente a for¢a muscular, capacidade funcional (como a fungio
respiratoria) e riscos de incapacitacdo (44, 45) e independentemente prediz morbidade e
mortalidade (46).

Perda muscular e caquexia podem entao se desenvolver a partir de uma grande
variedade de condigoes agudas e cronicas e isto estd relacionado a um pior prognoéstico
destas doencas nos pacientes (47, 48). Dentre estas condigoes, pode-se citar doencas infec-
ciosas, como HIV/AIDS, malaria, e tuberculose, e acometimentos cronicos como cancer,
insuficiéncia cardiaca cronica, obstru¢ao pulmonar cronica, doenca renal cronica, cirrose
hepéatica, doenca de Crohn, doencas degenerativas neurologicas, doenca coronariana e
artrite reumatoide (49, 50, 51). Caquexia também foi observada em pacientes apos fe-
rimentos traumaticos extensos, queimadura extensa e sepse (47, 48). Ainda assim, um

nimero muito maior de condigoes médicas do que as citadas acima podem apresentar o
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quadro de caquexia.

Esta é uma das razoes por que um ntimero acurado de casos de caquexia no mundo
¢ dificil de definir (47, 48, 49, 50, 51). Além disso, diversas defini¢oes de diagnostico e
diferentes populacgoes tém sido avaliadas, dificultando um célculo verdadeiro aproximado.
Alguns anos atras o Cachexia Consensus Working Group desenvolveu uma definicao acu-
rada baseada nos dados disponiveis até entao (33), que atualmente é o critério mais usado
na literatura: perda de peso (superior a 5% nos tltimos 12 meses ou indice de massa
corporal - IMC - inferior a 20 kg/m?) como primeiro critério a ser observado, seguindo
por mais trés dos cinco critérios a seguir: diminuicdo da forca muscular, diminuicao do
apetite (anorexia), fadiga, e alteracao de parametros bioquimicos e imunologicos, tais
como elevacao de IL-6, elevacao de proteina C reativa, reducao de hemoglobina e redugao

de albumina sérica.

Esta definicao diagnostica (33) se baseou principalmente em doencas com forte
efeito em um curto prazo de tempo, como o cancer. Assim, este critério nao parece
se encaixar tao bem em outras doencas que também parecem apresentar esta sindrome,
como a artrite reumatoide, que ¢ uma doenca inflamatoéria cronica de a¢ao mais lenta (52).
Além disso, esse cirtério pode ser mascarado pelo ganho de massa gorda, caracteristica

da caquexia obesa.

Estimativas recentes sugerem que aproximadamente nove milhoes de pacientes
com doengas cronicas apresentam caquexia (atualmente 1%) provenientes de investigagoes
na América do Norte, Europa e Japao (47). Visto o tamanho populacional mundial,

principalmente na Asia, parece provavel que este nimero continuara a aumentar (53).

Com comentado anteriormente, acredita-se que a prevaléncia de caquexia esté
relacionada com condig¢oes mais avancadas das doencas relacionadas. Ja foi confirmada
a forte correlacao da presenca de caquexia e o aumento da probabilidade de morte nos
pacientes, chegando a um ponto que 30% dos pacientes que morrem apresentam caquexia
(47). Esse ntimero aumenta muito se considerarmos somente os pacientes com cancer, em
que 50% dos pacientes apresentam caquexia e esta é causa de morte em pelo menos 20%
dos casos. Neste ponto, a caquexia deixa de ser meramente uma sindrome complexa que
ocorre em estados avancados de diversas doencas, mas uma sindrome com altos niveis de

mortalidade ao redor do mundo (53).

2.2.2 Sarcopenia

O termo sarcopenia foi formulado por Rosenberg em 1986 (54) e se origina do Grego
"sarx"para carne e "penia"para falta (55). Sarcopenia é atualmente definida como "uma
condicao caracterizada pela perda progressiva e generalizada de forca e massa muscular

acompanhada de altos riscos de eventos adversos, como reducao da capacidade fisica,
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baixa qualidade de vida e morte"(56). Esta sindrome é considerada primeiramente, mas
nao exclusivamente, uma condicao relacionada com a idade, isto é, um acometimento

ligado ao envelhecimento (37).

A populacao mundial esta envelhecendo, e este fato nao esta mais restrito a paises
desenvolvidos. O Brasil esta envelhecendo rapidamente, e se estima que individuos com
mais de 65 anos, que atualmente compreende 8% da populacdo, irdo alcancar a porcen-
tagem de 14% até 2030, de acordo com o tltimo senso do IBGE em 2015 (57). O Rio
Grande do Sul (RS) possui uma populagao ainda mais velha, em que individuos com mais
de 65 anos compreendem 11% da populacéo e se espera alcancar a porcentagem de quase
19% em 2030 (57). O grande desafio no envelhecimento ¢ manter a atividade funcional e

independéncia do individuo o maior tempo possivel, a fim de minimizar a incapacitacao.

Com o aumento da expectativa de vida, nao se observa um aumento da expectativa
de boa satide com o aumento da idade. E altamente frequente a incidéncia de perda
muscular com o aumento da idade, levando a uma pior qualidade de vida (58). A perda
de peso e miisculo na populacao mais velha estd relacionada com o aumento do risco de
morte (59).

Sarcopenia esta cada vez mais sendo reconhecida como uma sindrome geriatrica de
importancia chave em estratégias publicas de satide (60). Iniciando aos 30 anos, individuos
perdem progressivamente 1% de massa muscular por ano e até os 80 anos 30% da massa
muscular foi perdida (61, 60). A prevaléncia da perda muscular estd estimada entre
10-25% dependendo na populacao e método diagnostico de sarcopenia. Em octogenarios,
a prevaléncia aumenta para 50% (62). Fun¢ao muscular reduzida esta independentemente
associada com o aumento do risco de incapacitacao funcional, quedas e mortalidade em
idosos (63).

Estudos recentes identificaram que o decréscimo da for¢a muscular é mais pronun-
ciado que a reducdo na massa muscular entre idosos (64, 65, 66), e a for¢a comegou a
ser considerada um melhor preditor de incapacitacao (67). Assim, o European Working
Group on Sarcopenia in Older People (EWGSOP) desenvolveu um algoritmo para diag-
nosticar sarcopenia baseados em trés critérios: reducao da forca muscular, reducao da

massa muscular e desempenho fisico prejudicado (56).

A sarcopenia é uma sincrome multifatorial, associada com inatividade fisica, re-
ducao da mobilidade, marcha lenta, e baixa resisténcia fisica. Estes fatores estao ligados
com perda de unidades motoras, declinio na biogénese mitocondrial e processos infla-
matorios cronicos (63, 68, 69), e podem assim desencadear a perda muscular durante o
processo de envelhecimento através de mecanismos nao completamente elucidados (69)
(2). Além disso, envelhecimento e inabilidade fisica estao relacionados com um aumento
na massa gorda, particularmente gordura visceral (70), que esta correlacionada com o

desenvolvimento de sindrome metabolica e doenca cardiovascular (71), que consequente-



22 Capitulo 2. Revisdo de Literatura

mente aumenta a mortalidade (72).

A prevaléncia da sarcopenia varia dependendo da definicao usada, mas estimativas
propoem uma perda de aproximadamente 8% da massa muscular por década até os 70
anos, e apos esta idade a perda aumenta para os niveis de 13 a 24% por década (72, 73).
Em um estudo na China, Lau et al (74) detectaram 12,3% de prevaléncia de sarcopenia
em homens e 7,6% em mulheres. Em estudos similares, Wu et al (75) detectaram a
prevaléncia de sarcopenia de 8,2% em homens e 6,5% em mulheres de Taiwan, enquanto
Silva et al (76) encontraram 14,4% e 16,1%, respectivamente, em amostra de populagao

brasileira.

Apesar de diversos estudos pesquisarem a prevaléncia da sarcopenia, o custo cau-
sado por esta condicao é dificil de quantificar. O custo de saide estimado atribuido para
sarcopenia nos Estados Unidos da América (EUA) em 2000 foi $18,5 bilhoes ($10,8 bi-
lhoes para homens e $7,7 bilhdes para mulheres), o que representou aproximadamente
1,5% do valor total gasto em saide naquele ano. Uma redugdo em 10% na prevaléncia
de sarcopenia iria resultar na economia de $1,1 bilhoes (dolares ajustados para a taxa
de 2000) por ano nos EUA (77). Néao se possui estes dados para prevaléncia e custos da

sarcopenia na América Latina.

Por fim, a degradacao proteica excessiva do tecido muscular é altamente prejudicial
para a economia do corpo humano e pode levar & morte. Dados anteriores mostram que a
perda de cerca de 30% da massa magra corporal leva o individuo & morte (78). Além disso,
perda excessiva da massa muscular é um indicador de prognostico ruim e pode prejudicar
a eficiéncia de diversos tratamentos terapéuticos. A manutencao de miisculos saudaveis
é crucial para prevenir doencas metabolicas, mantendo um envelhecimento saudavel e

provendo energia para 6rgaos vitais durante situagoes de estresse (30).

2.3  Artrite reumatoide

A Artrite Reumatoide (AR) ¢ uma doenca sistémica inflamatoria, autoimune, de
etiologia desconhecida. Ela é caracterizada por sinovite cronica, simétrica e erosiva pre-
ferencialmente de articulagoes periféricas, resultando em deformidades e incapacitacao
(79).

Apesar da artrite reumatoide (AR) ter sido descrita primeiramente na década de
50 (80), os critérios de classificagao foram desenvolvidos somente 50 anos atras (81). Estes
critérios usados retratam a AR como uma doenca séria de longa-duragao com caracteris-
ticas extra-articulares importantes, limitadas opcoes de tratamento e progndstico pobre
(82, 83).

Uma linha de pensamento mais moderna prefere considerar a AR como um sin-
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drome clinica que abrange diversos subconjuntos de doenca (84). Estes diferentes subcon-
juntos ocasionam diversas cascatas inflamatorias (85), que levam a uma via final comum,

em que inflamacao sinovial persistente e dano articular estao presentes.

A AR tem uma prevaléncia de aproximadamente 0,46% na populagao brasileira (4)
e 1% na populagao mundial (86). A doenga ocorre 3 vezes mais em mulheres que homens
e sua prevalecia aumenta com a idade (87, 88, 89). Estimativas recentes sugerem um
custo anual de $16 bilhoes nos EUA(5), enquanto no Brasil uma estimativa mais recente

calculou um gasto anual de R$18,5 milhdes (90).

Em relagao ao risco de desenvolver AR, 50% ¢ atribuido a fatores genéticos (91).
Até o momento, a associacao genética estd principalmente nos genes de PTPN22 e HLA,
enquanto nao se encontrou associacoes fortes com outros grupos génicos. Dentre as associ-
acoes fortes, foram identificadas 30 regides relacionadas com a AR (92, 93, 94), no entanto
estas regides estao contidas em somente 0,1% de DNA do ser humano. Estudos genéticos
identificaram a associacao destes mesmos loci com outras doengas autoimunes, e alguns
estao ligados a cascatas inflamatorias. Analisando estes conjuntos de estudos genéticos,
pesquisadores acreditam que estes dados enfatizam que a AR é um grupo heterogéneo de

sindromes sobrepostas.

O fator de risco ambiental mais forte para o desenvolvimento da AR é o fumo
(95). Outros fatores ambientais incluem a periodontite, consumo de alcool, consumo de
café, niveis de vitamina D e uso de contraceptivos orais (96). Assim, o desencadeamento
da AR envolve fatores genéticos, fatores ambientais e defeitos na imunorregulagao, que

causam uma quebra da auto-tolerancia e ativam mecanismos que levam ao dano tecidual.

A presenca de !!! auto anticorpos ou auto-anticorpos? é caracteristica tipica da
AR. Em estados mais avancados da doenca, um nimero maior de epitopos sao reconhe-
cidos pelos auto anticorpos (97, 98). O fator reumatoide é um auto anticorpo classico,
usado como marcador patogénico da doenca. Além disso, variados tipos de auto anticor-
pos contra proteinas citrulinadas (anti-CCP) foram identificados. O anti-CCP é um tipo
de marcador que parece ser mais especifico e sensivel para o diagnostico da AR (99) e
sua presenga estd associada com maior dano articular e menores niveis de remissao (85).
Tambeém se identificaram auto anticorpos contra colageno (100), que parecem estar rela-
cionados com dano articular mais acentuado no inicio da doenca (101). E anticorpos anti
proteossomo também foram identificados (102), e seus niveis parecem estar relacionados
com a atividade da doenga (103). De 50 a 80% dos individuos com AR apresentam fator

reumatoide, anti-CCP ou ambas.

Uma cascata-chave do desenvolvimento da artrite inclui a super-producao e ex-
pressao de TNF (104). Esta via guia a inflamacgao sinovial e destrui¢ao articular. A
superproducao de TNF possui diversas causas, incluindo a interacao entre linfocitos T

e B, sinovidcitos do tipo fibroblasto e macréfagos. Este processo leva a superprodugao
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de diversas citocinas como a interleucina 6 (IL-6) que também guia a inflamagao persis-
tente e destruigao articular (105). Superprodugdo de outras citocinas (eg, interleucina 1)

também faz parte dos diversos subconjuntos da AR.

A patologia da sinovite reumatoide caracteriza-se fundamentalmente por proli-
feragao da membrana sinovial e erosao subsequente da cartilagem articular e do osso
subcondral. Embora se desconheca o evento desencadeador, parece envolver alguma es-
timulacao antigénica especifica de linfocitos T suscetiveis que expressam as moléculas de
complexo de imunoistocompatibilidade (MHC) apropriadas. Isto resulta em proliferagao
das células T e B, estimulagao da proliferacao de vasos sanguineos na membrana sinovial,
acimulo de células inflamatorias, incluindo leucocitos polimorfonucleares, proliferacao de
células sinoviais e desenvolvimento de um pannus invasivo de rapido crescimento. Este
ultimo cresce de modo quase semelhante a um tumor benigno, invadem a cartilagem,
ativa os condrocitos e libera enzimas proteoliticas que degradam a cartilagem e o osso,

resultando por fim em erosoes e destrui¢ao articular (106).

A AR constitui um problema importante em termos de satde publica com sérias
consequéncias socioeconomicas. Pacientes com AR apresentam maiores morbidade e mor-
talidade quando comparados com a populacao normal, estimando-se uma reducao de dez
anos na expectativa de vida (83). As principais causas de morte descritas sdo infecgoes,
doengas linfoproliferativas, doencas cardiovasculares (DCV) e cerebrovascular, complica-
coes gastrintestinais e relacionadas a atividade da doenca propriamente dita. Dentre os
fatores predititivos de mortalidade, estao incluidos idade avancada, incapacidade funcio-
nal, nimero de articulacoes acometidas, fator reumatoide positivo, nédulos reumatoides
e velocidade de sedimentagao globular (VSG) elevada (107).

Além das manifestacoes articulares, a AR apresenta diversas manifestacoes de
cunho sistémico que impactam significativamente em sua morbimortalidade. Pacientes
com AR possuem um risco maior de mortalidade, principalmente decorrente de proble-
mas cardiovasculares e infeccao. O risco de infarto do miocardio e ataque cardiaco é
muito aumentado em pacientes com AR (108). Este aumento deve estar associado com
dano vascular causado pela inflamagao, que deveria diminuir com o tratamento para a
doenca (107, 108). Comorbidades na AR estao associadas com aumento da incapacitagdo

e consultas médicas frequentes (109).

Existe uma grande gama de manifestagoes extra-articulares na AR. Dentre esses,
pode-se citar fadiga, perda de peso, fraqueza e atrofia generalizada de fibras musculares
que esta associada com a intensidade da sinovite (110, 111, 112). Até 30% dos pacientes
apresentam pelo menos uma desordem extra-articular (113), e fica pior com o aumento
da atividade da doenga (114). A maior parte das manifestagoes extra-articulares da AR

esta associada com a atividade da doenga (114).
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2.4  Perda de peso e masculo na AR

Como comentado acima, a perda muscular é uma complicacao comum e importante
da AR (111). Estudos detectaram que a perda muscular afeta de 10 (7) a 67% (8) dos
pacientes (6). Foi demonstrado que baixa massa magra esta presente em 20% dos pacientes
com AR (52), causando perda de peso, redugao da atividade fisica e aumento da fadiga e
fraqueza. Esse quadro leva a uma perda significativa da capacidade funcional e qualidade
de vida, relacionado com um impacto economico elevado (5, 6). A perda de ou o baixo
peso em paciente com AR sdo importantes fatores prognosticos em relacao a piora na

atividade da doenca, incapacitagao e sobreviéncia (115, 116, 117, 118, 119).

Foi demonstrado que pacientes com AR que perdem peso logo apos o diagndstico
se tornam mais incapacitadas por causa da doenca (117). Em adicdo, pacientes com
baixo peso apresentam maior atividade da doenga (116) e pior prognostico (115). De
fato, aumento do IMC parece ser protetor, com paciente obesos sofrendo menor dano
articular que pacientes com peso normal (eutroficos) (119). Também foi demonstrado que
além da reducao da qualidade de vida, a perda de peso pode ser um preditor de maior
risco de morte na AR (118).

A perda muscular na AR é atribuida a fatores multifatoriais, como exposicao
cronica a citocinas pro-inflamatorias, principalmente TNF-a e I1-15 (9, 15), alteragoes
hormonais e inatividade fisica, além da ativacao de distintas cascatas intracelulares indu-
zem & degradagao proteica (120), entretanto, ainda pouco se sabe sobre essa sinalizagao.
A perda muscular causada pela AR foi associada com a intensidade da inflamagao e a se-
veridade da doenga (111), enfatizando a importancia da inflamagao no processo de perda

muscular.

Estudos demonstraram que pacientes com AR tém menor composicao de massa
celular que envolve o musculo e outros 6rgaos (121). A reducao na massa celular inclui
alteragoes no gasto energético como redugao no gasto energético didrio total, aumento
no gasto energético em repouso e baixo gasto energético em atividade fisica (38). O
metabolismo de proteinas na AR também sofre alteracoes, representadas pelo aumento no
turnover proteico, o que somado as alteragoes energéticas caracteriza o hipermetabolismo
(122). A partir deste quadro de alteragoes que a AR apresenta, acredita-se que estas

alteracoes possam se encaixar na sindrome da caquexia.

A primeira descricao de caquexia em portadores de AR foi em 1893 por Paget
(123), a qual é caracterizada por alteragoes hormonais, metabolicas e comportamentais
que influenciam na diminuicdo da massa magra, com manutencao ou leve elevagao da
massa gorda (total de tecido adiposo), resultando em limitada ou nenhuma perda de peso
(massa total) (38, 40, 52).

Também foi observado aumento no gasto energético durante o repouso em pacien-
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tes com AR, sugerindo um papel do hipermetabolismo ligado a citocinas pro-inflamatorias
(8, 38). Alguns estudos mostram a correlagao entre o gasto energético durante o repouso
e a atividade da doenca (124) (125). Por outro lado, gasto energético geral foi descrito
como menor em individuos saudaveis (126), atribuido a uma atividade fisica reduzida
(7, 121). Assim, inflamacao de longo prazo na AR leva a um estado hipermetabdlico que

resulta na perda muscular (125).

De maneira geral, o efeito combinado (perda muscular e deposi¢gdo normal de
gordura) manteria o IMC em niveis normais (127). Assim, a caquexia na AR parece nao
se encaixar no critério diagnostico de caquexia classicos. Por isso, foi proposto que esta
condicao na AR seja chamada de caquexia reumatoide ou obesidade caquética reumatoide
(8, 128), que é consistente com os relatos que IMC nao é apropriado para a detec¢io da

caquexia reumatoide (129).

Bokhorst et al (52) demostraram que pacientes com AR nao apresentam os cri-
térios diagnosticos estabelecidos por Evans (33) para defini¢ao da sindrome. Contudo é
sabido que os pacientes artriticos demonstram importantes alteracoes sistémicas. Assim
foi designado o termo caquexia reumatoide, que respeita a individualidade do quadro

sindromico desta doenca.

A perda de peso corporal (> 5% no ultimo ano) foi identificada em 1,0% dos
pacientes, enquanto anorexia foi vista em 5,8% (por escala analogica) a 10,7% (avaliagao
funcional) nos pacientes com AR (52). Assim, a caquexia como definida por Evans (33)
seria diagnosticada em somente 1,0% dos pacientes. Elkan (130) utilizou um critério
diferente de caquexia reumatoide, e observou um total de 39% de prevaléncia, ou 18% em
mulheres e 21% em homens. Por isso, esfor¢cos sdo necessarios para estabelecer critérios

diagnosticos para a caquexia reumatoide (127).

Nao se tem um consenso na literatura sobre os critérios de diagnodstico de caquexia
reumatoide e, devido a isto, existe uma grande variacao de prevaléncia entre os estudos
(8, 52, 130, 131). Nao ha, até o momento, proposta terapéutica bem padronizada visando
especificamente a esse aspecto da AR, e os efeitos dos tratamentos atuais ainda nao foram

bem estudados.

2.5 Modelos experimentais de artrite

Diversos aspectos da artrite inflamatoéria podem ser estudados com material hu-
mano, usando células imunologicas do sangue periférico ou material de biépsias. No en-
tanto, doencas humanas manifestam uma interagao complexa de caracteristicas especificas
da doenca, influéncias ambientais e fundo genético. Esta heterogeneidade na apresentacao
clinica necessita de um grande tamanho amostral para detectar caracteristicas especificas

do processo da doenca ou abordagem terapéutica.
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Além disso, existem dificuldades e limitacoes na anélise dos mecanismos da AR.
Tecidos relevantes como linfonodos, medula 6ssea e baco nao sao facilmente obtidos e até
o tecido sinovial, importante fator de estudo e alvo terapéutico, é raramente acessado.
O acesso a tecidos de individuos saudaveis para comparar as alteracoes causadas pela

doenca também é raro.

Portanto, modelos animais sao usados para controlar parte da heterogeneidade da
artrite e para ter acesso a tecidos de dificil coleta em humanos. Estes modelos experimen-
tais de artrite sao de extrema importancia para estudar a patogénese da AR, esclarecendo
os processos envolvidos na doenca e identificando novos alvos terapéuticos. Eles também

sao indispensaveis para testar novos produtos com potencial terapéutico.

Modelos experimentais de artrite apresentam diversas caracteristicas similares as
presentes na AR, mas com algumas diferencas (132). Dentre estas diferencas importantes,
pode-se citar 1) modelos animais de artrite possuem uma progressao da doen¢a mais
rapida e por isso possuem respostas inflamatorias agudas mais marcantes; e 2) roedores
possuem uma forte tendéncia de reabsorcao e formacao Ossea em resposta a inflamacao

articular, especialmente na regiao periosteal /endosteal (133).

Por isso, ¢ importante selecionar um modelo animal que melhor se encaixe nos
pontos que se deseja investigar. Importantes critérios para selecao de um modelo experi-
mental incluem: 1) capacidade de predizer a eficaAcia de agente em humanos; 2) modelo
de féacil realizacao, dados reproduziveis, duracao razoavel do periodo de experimentacao;
e 3) patologia e/ou patogénese similar & doenga em humanos. Na area da AR, ha diversos
modelos que possuem bons historicos de predicabilidade. Isso se deve em grande parte ao
fato que diversas moléculas foram avaliadas em ensaios clinicos desta doenca e os critérios

de avaliacao de eficicia sdao mensuréveis (133).

De maneira geral, modelos experimentais podem ser divididos em dois grandes
grupos: artrite espontanea e artrite induzida experimentalmente. Apesar da grande di-
versidade entre os modelos, cada um deles apresenta uma série de caracteristicas similares

a AR.

Artrite inflamatoria aguda e cronica semelhante & AR pode ser induzida experi-
mentalmente em linhagens suscetiveis de ratos, camundongos e, em alguns casos, coelhos,
porcos da Guinea ou macacos (134). Cada um dos modelos tem caracteristicas que lem-
bram a clinica da AR em seres humanos. Caracteristicas histologicas de todos os modelos
de artrite incluem hiperplasia sinovial com infiltracao severa de células inflamatorias,
semelhante as anormalidades histologicas de pacientes com AR. Além disso, os fatores ge-
néticos também determinam a expressao da doenca em modelos de ratos e camundongos,
destacando as semelhancas com AR em seres humanos. Contudo, apesar da importan-
cia do complexo maior de histocompatibilidade (MHC) sobre a expressao da doenca seja

aparente, genes nao relacionados ao MHC também influenciam, podendo-se observar re-
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sisténcia da doenca em animais com MHC “suscetivel” ou suscetibilidade da doenca nos

animais sem um MHC “suscetivel” (134, 135).

Modelos de ratos e camundongos, no entanto, também diferem entre si e em relacao
a AR com respeito a: inicio da doenca, gravidade da inflamacao articular, padrdes das
articulacoes envolvidas e varias outras manifestacoes clinicas e sistémicas. Cada um desses
modelos pode fornecer pistas sobre a etiopatogenia da AR e/ou doencas inflamatorias
cronicas (133, 134, 135).

Modelos de roedores tém sido cada vez mais usados por causa da disponibilidade
de linhagens geneticamente homogéneas. Em adicao, uma variedade de knockouts geneti-
camente modificados e camundongos transgénicos estao disponiveis para dissecar eventos
patologicos complexos. Também foi desenvolvido um modelo de artrite-induzida por co-

lageno em primatas.

Dentre os modelos utilizados para o estudo de novas terapias os mais comuns sao
artrite induzida por adjuvante (AIA) e artrite induzida por colageno (CIA). Apesar de no-
vos modelos existirem, dados ligando a eficicia pré-clinica com eficacia clinica comprovada

nao sao suficientes (132).

Um dos modelos experimentais de artrite mais utilizado atualmente é o modelo
de artrite induzida por colageno do tipo IT (CTA) (136). Esta preferéncia ao modelo de
CTA se deve ao fato de que é um modelo relativamente simples de realizar, reprodutivel
e com um vasto nimero de animais susceptiveis para o desenvolvimento. A CIA pode
ser induzida em primatas ndo-humanos, ratos (Wistar, Sprague-Dawley e Wistar-Lewis)
e camundongos (DBA/1J e C57BL/6) (137). Ele compartilha varias caracteristicas pa-
tologicas com a doenga, como a resposta anti-colageno tipo II (CII), principal proteina
da cartilagem e um dos autoantigenos da AR. No modelo de CIA o CII mais o adjuvante
do Freund desencadeiam a artrite experimental autoimune que apresenta caracteristicas

clinicas, histologicas e imunologicas semelhantes a AR (137).

Assim como na AR, a suscetibilidade do modelo esta ligada a expressao de genes
especificos do complexo de imunoistocompatibilidade (MHC) de classe IT (137). A res-
posta imune no modelo de CIA é caracterizada por uma resposta autoimune inflamatéria
contra o colidgeno, mediada por células T com o envolvimento de células B também (138).
Assim como na AR, diversas citocinas pro-inflamatorias sao expressas na cartilagem de
camundongos com CIA, como TNF-«, IL-14, IL-6 e fator de crescimento tumoral (TGF)/3
(139).

Ao contrario da artrite humana, CIA nao é simétrica e nao existe uma combinagao
de patas/articulacoes afetadas. Similaridade nas carateristicas clinicas entre CIA e AR
incluem eritrema e edema articular. Histologicamente, o modelo de CTA é caracterizado

por uma sinovite intensa, que corresponde ao inicio clinico da artrite humana. Alguns
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dias ap6s o aparecimento da doenca, os animais desenvolvem erosao cartilaginosa e 6ssea,
um tecido invasivo do tipo pannus, formacao de fibrose e uma evolucao progressiva a
anquilose (137). Outra diferenca entre este modelo experimental e a AR ¢ a auséncia de

fator reumatoide.

A CIA ¢ induzida em roedores de 8 a 12 semanas de vida com colageno do tipo
IT bovino. A primeira imunizacdo intradérmica opcorre no dia 0 e é composta de CII (2
mg/ml) e adjuvante completo de Freund (CFA - 4 mg/ml de Mycobacterium tuberculosis)
em iguais volumes para formar uma emulsao. Isso resulta em uma reacao inflamatoria
moderada no local da injecao que dura de 1-2 semanas. No 18° dia ap6s a imunizacao,
realiza-se um booster com uma emulsdo de adjuvante incompleto de Freund (IFA - sem
Mycobacterium) em um ponto diferente da cauda. Para a maioria das linhagens CIA-
sensiveis, o primeiro sinal clinico do desenvolvimento da artrite tornam-se visiveis entre
os dias 21 e 35 ap06s a imunizacao. A incidéncia de artrite em linhagens de camundongos

suscetiveis é geralmente muito elevado, chegando a 80-100%, em sua maioria (138).

2.6 Perda de peso e musculo em artrite experimental

Como ja citado, modelos experimentais como a artrite induzida por colageno (CIA)
mimetizam a AR, sendo uma importante ferramenta para o estudo desta doenga (140,
141). Esses modelos sdo amplamente usados para estudar aspectos fisiopatologicos da
doenga e para testar novas terapias (140, 141). Entretanto, ainda é escassa a literatura
quanto ao envolvimento muscular nesses modelos e as vias que estao envolvidas neste

acometimento, apresentando um padrao semelhante ao da AR.

Em 1997, Roubenoff et al (32) descreveram o modelo de ATA como modelo animal
de caquexia reumatoide. Ele identificou perda de 6% de peso nos animais doentes e uma
forte correlacao do TNF com a perda de peso neste modelo. Desde entao, poucos trabalhos

foram publicados no tema.

Um grupo espanhois liderado por Lopez-Calderon estudou neste mesmo modelo
de ATA alteracoes hormonais causada pela inflamagao cronica da artrite, identificando
reducao na secre¢ao do horménio de crescimento (GH), reducao de do fator de crecimento
semelhante & insulina (IGF-1), aumento das proteinas ligantes de IGF (IGFBP) e redu-
¢ao da ingesta alimentar (142, 143). Depois, este grupo identificou altera¢oes musculares,
como perda de peso, perda muscular, e alteracao de algumas proteinas musculares. Entre
elas, podemos citar aumento de MuRF-1 e Mafbx (para maiores explicacoes, vide o Ca-
pitulo 2.8 sobre o sistema ubiqutina-proteossomo), aumento de miostatina (miocina que
inibe o crescimento muscular), aumento de MyoD e miogenina (marcadores de regeneragao

muscular e atividade de células satélites) (143, 144).

Interessantemente, Yamada et al (145) demonstraram uma redu¢do na for¢a mus-
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cular do modelo de CTA, acompanhado de um aumento de marcadores de estresse oxida-
tivo e nitrosativo, que podem estar comprometendo o funcionamento miofibrilar. Hartog
et al (146) descreveram em modelo de CIA perda muscular, redugdo da locomogao es-
pontanea e correlagao inversa entre locomoc¢ao e peso muscular. Neste mesmo modelo,
Filippin et al (147) descreveram perda de peso e reducao da locomogao progressivas e de
acordo com o desenvolvimento da artrite, e uma forte perda muscular em estégio mais

severo da artrite.

Teixeira et al (11) em modelo de CIA em ratos mostraran que os mecanismos
de perda muscular do desuso e da artrite sao diferentes, confirmando que essa alteracao
muscular nao se deve somente a imobilidade e reducao da locomocao dos animais. Neste
mesmo trabalho, se observou aumento de MuRF-1, Mafbx e miogenina similar aos traba-
lhos de Castillero (143, 144), mas sem altera¢ao na miostatina, o que pode ser explicado

por causa do modelo animal diferente.

Considerando todas as caracteristicas que os estudos anteriores obtiveram, modelo
de CIA parece ter as caracteristicas necessarias para estudar a perda muscular na AR e

possivelmente ser usado como modelo de caquexia reumatoide.

2.7 Mecanismos de perda muscular

Atualmente, apesar de se ter claro quais cascatas de sinalizacdo podem estar atu-
ando na perda muscular, ainda nao esta claro exatamente o papel de cada um destes
elementos. A maior parte do conhecimento sobre esses mecanismos é derivada de estudos
em modelos experimentais de atrofia, como modelo de denervacao, suspensao da pata,
desuso, jejum (148), diabetes mellitus e cancer (149), bem como estudos em biopsias de

musculo em pacientes voluntérios (150).

Apesar do progresso no conhecimento dos mecanismos moleculares que levam &
atrofia muscular em diversas situagoes, a perda muscular na AR ainda é muito pouco
estudada. Funcionalmente, os pacientes com AR apresentam reducao significativa na
forca muscular, mas a velocidade e as propriedades contrateis musculares mantém-se
inalteradas (151). Esses dados demonstram que o impacto da doenga ocorre por meio de
perda proteica, afetando principalmente sarcomeros em paralelo e preservando o niimero

de sarcdmeros em série.

As diversas condi¢oes que levam a perda de massa muscular envolvem distintas cas-
catas de sinalizagao intracelular que podem levar a morte celular programada (apoptose),
ao aumento da degradagao proteica ou ainda a diminuicao da ativagao das células-satélite

responsaveis pela regeneracao muscular (Figura 2) (152).

Dentre as vias de protedlise muscular, podemos citar o sistema de autofagia, atra-
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Figura 2 — Mecanismos moleculares envolvidos na sarcopenia (2). A perda muscular pode
ocorrer por distintos mecanismos, como um déficit de regeneracao pela inati-
vidade de células-satélite, apoptose e vias de degradacao proteica, como por
exemplo, proteases ativadas por célcio, proteossomo e autofagia.

vés de proteases lisossomais, proteases ativadas por calcio, como a calpaina e as caspases,

e o sistema proteossomo (Figura 2) (10, 152).

Em modelos experimentais in vivo e em humanos nao existe consenso sobre a im-
portancia relativa das diferentes vias de degradacdo proteica. Purintrapiban et al. (10)
estudaram o papel desses diferentes mecanismos de protedlise em cultura de células mus-
culares. A inibicao dos sistemas enziméticos calpaina, proteossomo e lisossomo ocasionou
20%, 62% e 40% de reducao na degradacao de proteinas totais, respectivamente. En-
tretanto, parece claro que ha significativa variacao na participacao de cada uma dessas
vias, dependendo da situagao clinica envolvida (p. ex., denervagao, imobilizagao, caque-
xia da malignidade, inflamagao cronica) (10, 153, 154). Ainda se desconhece o papel e a

importancia destas vias na perda muscular causada pela artrite.

2.8 O sistema ubiquitina-proteossomo

Um sistema proteolitico relacionado com perda muscular e considerado um dos
mais importantes é o sistema ubiquitina-proteossomo. Esse sistema altamente conservado
¢ a principal maquinaria de degradacao proteica nao lisossomal em células eucarioticas

(12, 13) (Figura 2), sendo responsavel por degradar 70-90% das proteinas celulares.

O sistema ubiquitina-proteossomo é responsavel por processar e degradar protei-
nas celulares essenciais para a regulacao de desenvolvimento, diferenciacao, proliferacao,

apoptose, transducao de sinal, respostas imune e inflamatoria, entre outros, governando,
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Figura 3 — Sistema ubiquitina-proteossomo de degradacao proteica (2). O sistema
ubiquitina-proteossomo é um complexo multiproteico citoplasmético que de-
grada proteinas marcadas por ubiquitina. Essa degradacao requer a partici-
pacao de trés proteinas distintas (E1, E2 e E3). As proteinas E3 conferem
especificidade as proteinas que serao degradas. Na atrofia muscular foram
descritas algumas enzimas E3, como a MuRF-1 e a atrogina-1.

assim, processos celulares basicos (12, 13).

Proteinas celulares destinadas a degradacao pelo proteossomo devem estar devi-
damente marcadas com uma ligacao covalente de multiplos monomeros de ubiquitina,
peptideos compostos de 76 aminoacidos. A ubiquitina pode ser conjugada a substratos
proteicos especificos, processo que requer trés componentes enzimaticos (Figura 3): El,
uma enzima ativadora de ubiquitina; 2, uma enzima conjugadora de ubiquitina; e E3,
uma enzima ligante de ubiquitina. Inicialmente, a E1 é ativada e, em uma reagao depen-
dente de energia, transfere, através da E2, a ubiquitina para a E3, que catalisa a ligacao

da ubiquitina & proteina, marcando-a para ser degradada (Figura 3) (155).

As enzimas do tipo E3 conferem especificidade a proteina-alvo para degradacao.
Centenas de diferentes E3 ja foram identificadas, e parece que cada uma modula a ubiquiti-
niza¢ao de um grupo de substratos proteicos (155). No musculo esquelético foram identifi
cadas duas E3 especificas que estao relacionadas ao processo de atrofi a: a atrogina-1
(Muscle Atrophy F-box) ou MAF-bx, e a MuRF-1 (Muscle Ring Finger-1) (153). Foi des-
crita uma terceira ubiquitina ligase E3, a NEDD-4, que parece facilitar a atrofia muscular

em modelos de denervacao e de suspensao da pata traseira (156).

A MuRF-1 é uma enzima ubiquitina ligase K3 reconhecida como marcador do
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Figura 4 — Proteossomo 26S e 20S. O sistema ubiquitina-proteossomo ¢ o principal res-
ponsavel por processar e degradar proteinas intracelulares. O nicleo do prote-
ossomo é chamado proteossomo 20S. Quando o proteossomo 20S se une a uma
enzima regulatoria (19S), ele é a partir de entdo chamado proteossomo 263

processo de atrofia muscular em diversos modelos experimentais (14). Essa proteina tem
a capacidade de se ligar & titina da linha M (157) a terceira em abundéncia dentre as

proteinas musculares (10%) (158).

O proteossomo é um complexo proteico e suas diferentes partes podem ser nome-
adas de acordo com estrutura e atividade. O ntcleo do proteossomo é chamado proteos-
somo 20S (Figura 4). Este ntcleo 20S possui forma cilindrica, é composta por multiplas
subunidades e sua atividade proteasica estd localizada na cavidade interna do cilindro,
isolada pela parede do mesmo e impedindo a digestao indiscriminada de proteinas. Esse
cilindro é composto por quatro anéis empilhados com sete subunidades cada, dois anéis
externos com diferentes subunidades « e dois anéis internos com diferentes subunidades
[. Somente as subunidades 1, 52 e 35 possuem atividade proteasica (159, 160). Cada
subunidade apresenta uma atividade catalitica distinta no proteossomo: atividade do tipo
caspase (hidrolisante de peptideo peptidilglutamil), do tipo tripsina e do tipo quimotrip-

sina, respectivamente.

Quando o proteossomo 20S se une a uma enzima regulatoria (195) (161), ele é
a partir de entdo chamado proteossomo 26S (Figura 4). A enzima 19S reconhece pro-
tefnas marcadas com cadeiras de poli-ubiquitina e desnatura estas proteinas para serem
degradadas pelo niicleo 20S. A outra proteina reguladora pode ser o 11S, permitindo ao
proteossomo a degradacao de proteinas nao ubiquitinadas. A expressao da enzima 11S é

estimulada por mediadores inflamatorios (13, 160).

Quando expostas a citocinas pro-inflamatorias como TNF-« e interferon (IFN)-y
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(162), células de eucariotos mais derivados expressam diferentes subunidades, S1i, (52i
e (51, que sao incluidas no proteossomo no lugar das subunidades constitutivas durante
a neossintese do proteossomo (160, 163, 164). Este complexo formado por subunidades

induziveis é conhecido como o imunoproteossomo, e possui maior atividade enzimatica.

Alguns estudos descreveram o aumento da expressao de subunidades do proteos-
somo e de enzimas ubiquitinantes durante a atrofia muscular (165) bem como o aumento
da expressao de E3 ligases em modelos de denervacao, imobilizagao, restricao alimentar,
diabetes mellitus e uremia (14). Esses estudos sugerem que a perda muscular esté relaci-
onada com a atividade das E3 ligases MuRF-1 e atrogina-1 (14). Em modelos murinos,
a inibi¢do do proteossomo pode reduzir a degradacdo proteica durante a atrofia (166),
indicando um importante papel da via ubiquitina-proteossomo na sarcopenia - mas nao
é possivel extrapolar esses resultados para humanos (167). Inibidores bioldgicos e sintéti-
cos do proteossomo podem inibir o ciclo celular e induzir apoptose preferencialmente em

células neoplasicas (168).

A atrofia muscular que ocorre pela super expressao do sistema ubiquitina-proteossomo
parece envolver vias distintas. O aumento das enzimas ligantes de ubiquitina E3 associ-
adas a proteolise muscular j& foi identificado no musculo esquelético de modelos murinos
de artrite (169, 143), mas os outros componentes da via ubiquitina-proteossomo ainda
nao foram estudados, como a ubiquitina e subunidades proteossomais, bem como em que
estagio da doenca ocorre o desenvolvimento da atrofia. Pela via ubiquitina-proteossomo,
observou-se o aumento da expressao de MuRF-1 e de MAF-bx 31 pela NF-xB, FOXO3
(170) e miogenina (171), dados nao confirmados em misculo de humanos com artrite.
Dessa forma, embora seja a via proteolitica mais estudada em geral, sua importancia

ainda nao foi confirmada em pacientes com artropatia cronica.

No tecido muscular saudavel ha a expressao principalmente das subunidades cons-
titutivas do proteossomo, enquanto a expressao do immunoproteossomo é minima (172,
173). No entanto, o immunoproteossomo pode ser super-regulado em resposta ao es-
tresse ou dano (174). Por exemplo, estd bem definido o aumento da expressao da via
ubiquitina-proteossomo na perda muscular de modelos animais de caquexia do cancer
(175, 176). Ainda assim, ha pouca literatura sobre o envolvimento do proteossomo em

condicoes somo a artrite.

Apesar disso, ja foi identificado um aumento da expressao e atividade do proteos-
somo em doengas inflamatorias como a sindrome de Sjogren e a AR, (16, 177). Estas alte-
racoes foram identificadas em proteossomos circulantes e de células sanguineas (16, 177).
Na verdade, foi detectada uma correlacao entre a concentracao de proteossomos circulan-
tes e o estado clinico da doenga (177, 178).

Interessantemente, cada tipo de proteossomo possui atividades e funcoes distintas.

O proteossomo 26S requer ATP para sua ativagao e é reponsavel pela degradacgao celular



2.9. Tratamentos da AR 35

de proteinas ubiquitinadas (179) e algumas proteinas nao ubiquitinadas (180). Evidéncias
in vitro parecem mostrar que o proteossomo 20S degrada seletivamente proteinas oxidadas
de uma maneira independente de ATP (181), e foi sugerido como o mecanismo primario

para degradacao de proteinas danificadas devido ao dano oxidativo (182, 183).

Mas, foi observado que a exposicao prolongada ao estresse oxidativo iria inibir a
atividade do proteossomo e uma nova sintese de subunidades constitutivas e induziveis
ocorreria, formando proteossomos com maior capacidade de degradacao e mais resistentes
ao estresse oxidativo (184). A presenca do estresse oxidativo durante o processo inflama-

torio, assim como a artrite, ja estd bem estabelecido (106).

2.9 Tratamentos da AR

Apesar de ainda nao existir uma cura, medicamentos podem melhorar a condicao
dos pacientes com AR e reduzir a progressao da doenca. O tratamento da AR deve ser
iniciado o mais cedo possivel e tao intensivo quanto necessario para induzir o controle da

doenca e, preferencialmente, sua remissao (185).

Intimeros estudos tém demonstrado melhor resposta terapéutica, menor destruicao
articular e menor perda funcional nos pacientes tratados mais precocemente, no primeiro
ano dos sintomas (185). Atualmente, existe o conceito da "janela terapéutica", que sao 12
semanas apos os primeiros sinais clinicos da doencas, considerada tempo ideal para que o
tratamento tenho efeitos benéficos e sustentados a longo prazo, muitas vezes alcangando

a remissao mais rapidamente (185).

Trés principais categorias terapéuticas sao usadas no tratamento para AR: dro-
gas anti-inflamatorias nao esteroides (NSAIDs), glicocorticoides, drogas anti-reumaticas

modificadores da doenca (DMARDSs) e agentes biologicos.

(evitar comecar frase com sigla) NSAIDs sdo atualmente anti-inflamatoérios utiliza-
dos para tratar alguns dos sintomas da AR, como dor e rigidez articular (79). Esta droga
perdeu sua posicao como primeira escolha de tratamento por causa de sua baixa efetivi-
dade, inabilidade de modificar o curso da doenca a longo prazo e efeitos téxico cardiaco
e gastrointestinal (186, 187). Atualmente se recomendo o uso destes agentes juntamente
com inibidores de bomba de prétons para minimizar os riscos. NSAIDs muitas vezes
sao usados nas primeiras semanas ap6s o diganostico da AR, para reduzir a inflamagao

enquanto se espera que DMARD de agao mais lenta facam efeito (188).

Assim como os NSAIDs, glicocorticoides sao usados para suprimir a inflamacao
da AR, reduzindo inchago articular e dor. A dosagem recomendada de glicocorticoides
para AR possui efeito limitado sobre o desenvolvimento da doenga (189). Apesar de altas

doses de glicocorticoides causarem toxicidade inaceitavel, menores doses de prednisona
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(ou seu equivalente) de < 15 mg pode reduzir dor e inchago em muitos pacientes (190).

Foi demonstrado que efeitos adversos de glicocorticoides sao dose-dependentes (191).

Nestas doses menores, glicocorticoides nao apresentam afeitos adversos mais sérios
(189). No entanto, todas as dosagens de glicocorticoides sao danosos para o metabolismo
6sseo, levando a redugao da formagao ossea (192). Por isso, é recomendado a suplemen-
tacao de vitamina D e célcio para quem esta sendo medicado com glicocorticoides e o uso

de bifosfonado para individuos com maior risco de osteoporose (190).

DMARDs sao uma colecao heterogénea de agentes agrupados juntos por uso e
convencao. Elas sao os principais tratamentos para AR (188). Muitos dos mecanismos
de acao destes medicamentos nao sao completamente conhecidos. Eles reduzem o inchaco
articular, dor e marcadores de fase aguda, limitam o dano articular progressivo e melhoram
a fun¢ao. O principal DMARD é o metotrexato (193), seguido por sulfasalazina (194) e
leftuomida (195).

Efeitos adversos dos DMARDs podem ser leves (e.g., nausea) e sérios (e.g., he-
patotoxicidade, alteragdes no sangue, problemas pulmonares) (193). Metotrexato, um
imunossupressor amplamente utilizado a partir dos anos 80, é reconhecido atualmente
como a droga de referéncia para o tratamento da AR. Utilizado como monoterapia, é ca-
paz de controlar as manifestacoes clinicas, levar & melhora funcional e deter a progressao
radiologica. Além disso, foi demonstrada a sua capacidade de intervir com o prognoéstico
da doenca, sendo implicado na reducao da mortalidade cardiovascular associada a AR
(196).

Os agentes biologicos, também chamados de modificadores da resposta biologica,
sao anticorpos ou proteinas recombinantes que bloqueiam a atividade de mediadores in-
flamatorios ou moléculas sinalizadoras envolvidas na AR. Estas moléculas podem ser
divididas em dois grupos: os agentes anti-TNF, ja& com mais de 10 anos de experiéncia de
uso, e os mais recentes agentes aprovados para uso comercial no Brasil em 2006-2007, os

quais tém diferentes mecanismos de acao (188).

Inibidores do fator de necrose tumoral (TNF) e outros agentes biologicos foram
proclamados como a chamada "revolucao terapéutica", transformando a perspectiva para
pacientes com AR. A maioria desses agentes biologicos sdo inibidores do TNF-a (197),
devido & sua importancia no processo inflamatorio e destruigao das articulagoes (198),

sendo um grande contribuidor na patogénese da AR (199).

TNF, uma citocina pré-inflamatoéria, liberada por monocitos ativados, macrofa-
gos, e também por linfocitos T, fibroblastos e células endoteliais, esta profundamente
envolvido na patogénese da AR. Diferentes inibidores de TNF foram e estdao sendo desen-
volvidos para o tratamento da AR. Atualmente trés estao disponiveis em uso comercial,

dois anticorpos monoclonais anti-TNF (um anticorpo quimérico - Infliximabe - e outro
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um anticorpo totalmente humano - Adalimumabe) e um receptor soluvel do TNF (eta-
nercepte - proteina de fusao composta do receptor do TNF ligado a porcao Fc de uma

imunoglobulina humana) (197).

Estes agentes inibidores do TNF empregados como monoterapia, mas particular-
mente quando associados com metotrexato, sao eficazes, reduzindo os sinais e sintomas
da doenca e a progressao radiologica (200). Agentes biologicos que ndo tém o TNF como
alvo terapéutico, como o Rituximabe e Abatacepte, também foram aprovados para o
tratamento da AR (201, 202).

Contudo, essas terapias ainda apresentam efeitos adversos significativos e devem
ser mantidas por longo prazo, pois nao sao curativas da doenga (203). Dentre os numero-
sos efeitos advesos provenientes do tratamento com inibidores de TNF-«, infecgoes sao o
mais comum (204). O risco é maior para o desenvolvimento de doengas granulomatosas,
especialmente a tuberculose (205). Estudos indicam que, apesar de nao aumentar o ni-
mero de tumores s6lidos, terapia anti-TNF aumenta o risco de linfoma quando comparado
com a populacdo normal (206). Faléncia cardiaca também foi descrito como um evento
adverso de tratamento com inibidores de TNF (207). Ocorre também uma reativagao de
hepatite cronica B, caso nao seja dado um anti-retroviral. Outros eventos adversos des-
critos com os agentes anti-TNF incluem descompensacao citopenias, elevacao de enzimas

hepéticas, vasculites cutaneas e sindromes desmielinizantes (206).

A formacao de auto anticorpos foi descrita na terapia dos trés inibidores de TNF-qa.
Estes anticorpos sao especialmente anti-DNA, mas pacientes podem desenvolver anticor-
pos contra os proprios medicamentos (208, 209, 210). Em pacientes com AR, a presenca
de anticorpos anti-medicamento varia de 5% a 20% (211). Alguns dados sugerem que es-
tes anticorpos estao associados com a perda da eficiéncia do medicamento e um aumento

da frequéncia de reagoes contra infusao (212).

No entanto, pacientes que apresentam alteracoes de peso e misculo ainda de ma-
neira geral estao sendo tratados com drogas anti-reumaticas, mas ainda assim apresentam
perda muscular. O papel dos diferentes mecanismos de proteoélise e o efeito de drogas anti-
reumaticas como anti-TNF e metotrexato sao de grande importancia para esclarecer os

mecanismos de perda muscular e o efeito destes tratamentos sobre estes parametros.

2.9.1 Metotrexato

H4 mais de 20 anos o metotrexato (MTX) ¢é a terapia mais utilizada como trata-
mento para a AR (193). E a primeira droga utilizada por reumatologistas para impedir a
progressao da doenga (197). No entanto, seu efeito sobre a perda muscular e o proteossomo

na artrite ainda é desconhecido.

Foram propostos quatro mecanismos de acao deste medicamento: 1. funcao de
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agente antifolico, inibindo a proliferacao de células que estao rapidamente se dividindo,
como linfocitos na AR (213); 2. diminuicao do acimulo de agentes toxicos, especialmente
poliaminas, que sao dependentes do tetrafolato e contribuem para o dano tecidual na
AR (214); 3. redugao dos niveis intracelulares de glutationa, levando ao uma redugio no
dano oxidativo (215); 4. aumento dos niveis de adenosina extracelular, uma acao anti-
inflamatoria (216, 217). Todos estes mecanismos parecem estar envolvidos na agao deste

medicamento no tratamento da AR (193).

Efeitos adversos comuns no tratamento do MTX com pacientes sao: nausea, des-
conforto abdominal, perda de apetite, fadiga e dores de cabecga. Efeitos adversos mais
graves do MTX incluem hepatite, cirrose, tlceras, citopenias e pneumonia intersticial e
eventualmente disfungio renal (193). Suplementacao de acido folico concomitante ao tra-
tamento com MTX aumenta a tolerancia ao medicamento, pois reduz os efeitos adversos
(193).

MTX é o padrao ouro com que novos medicamentos sao comparados. Sua eficiéncia
¢ comparavel as outras DMARDs, mas parece ter acao inferior aos agentes biologicos
(218). No entanto, devido a combinacao de eficiéncia, baixo custo e tolerancia aceitavel,

acredita-se que continuara a ser o tratamento de escolha inicial (188).

O efeito do tratamento som metotrexato (MTX) sobre a artrite experimental é
controverso. Apesar de ja ter sido relatado efetividade do MTX em modelo de CIA (219),
outros trabalhos com estes mesmo modelo nao obtiveram resultados positivos da terapia
(220).

Na literatura, ha pouca informacao do efeito do metotrexato sobre o envolvimento
muscular. No entanto, estudos descreveram que o tratamento com metotrexato melhorou
o ganho de peso em paciente com artrite idiopatica juvenil (221) e no modelo experimental
de artrite induzida por adjuvante, apesar do peso corporal dos animais tratados nao
chegarem ao nivel dos animais saudéaveis (222). Por outro lado, foi descrita a correlagao
entre aumento do indice de massa corporal e a atividade da doenca (223) e o efeito
observado nos artigos de Chedeville et al (221) e Jurcovicova et al (222) poderiam decorrer

do efeito do metotrexato sobre a atividade da doenca.

Por exemplo, Sasakawa et al (224) reportaram que o tratamento terapéutico de
MTX nao alterou o desenvolvimento da doenca, atividade de locomoc¢ao espontanea e
nao protegeu animais com CIA da perda de peso. MTX ja foi descrito possuir um efeito
na reducao da ingesta de agua e alimento em ratos saudaveis, causando perda de peso e

massa magra (225).

Marcora et al (226) observaram uma diferenca significativa no ganho e composigao
de massa corporal em pacientes com AR: o grupo tratado com etanercepte (anti-TNF)

ganhou uma proporcao maior de massa magra que os pacientes tratados com metotrexato.
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2.9.2 Etanercepte e tratamentos anti-TNF

O primeiro tratamento bioldgico que age como inibidor especifico do TNF-a apro-
vado para AR é o etanercepte (ETN). O ETN é uma proteina solivel que consiste na
porcao ligante da por¢ao humana 75 kDa (p75) do receptor do TNF (TNFR) fusionada
com da fracdo constante (Fc) do IG1 humano (227). A meia-vida da droga apds absorcao

¢ aproximadamente quatro dias (227).

Ele se liga tanto ao TNF-a solavel quanto ao TNF-3 (lymphotozina) (188), mas
nao ao TNF-a legado na membrana. Sua eficiéncia de ligacao ao TNF-«a é aproxima-
damente 1000 vezes maior que o TNFR monomérico soluvel (227). O ETN neutraliza
o TNF-a e bloqueia sua atividade pro-inflamatoria, assim melhorando a funcao fisica e

prevenindo maiores danos articulares nos pacientes com AR (227).

Em modelo experimental de artrite, ETN reduziu a severidade da doenca, re-
duzindo a escore clinico, edema da pata traseira e dor (228, 229). Apesar de sua alta
eficiéncia, os mecanismos do ETN nao estao completamente claros, e seu efeito sobre a

perda muscular e sobre o proteossomo ainda nao foram estudados.

TNF-« é considerado ter um papel chave nos mecanismos de perda muscular (121).
Apesar de um estudo publicado anteriormente nao ter observagdo ganho de peso em
pacientes tratados com etanercepte (226), estudos mais recentes descreveram melhora de
peso corporal em pacientes com AR tratados com medicamentos anti-TNF (230, 231, 232,
233). Terapia anti-TNF também reduziu a perda muscular em modelo animal de caquexia
do cancer (175, 176).

Foi documentado que o TNF induz um efeito anoréxico ao nivel do hipotalamo
(234), e terapias anti-TNF poderiam reduzir este efeito (175, 176). Portanto, o TNF
demonstra ter efeitos importantes sobre o musculo esquelético, incluindo o aceleramento
do catabolismo muscular e causando disfun¢ao contratil e miogénese (revisado em (235)).
TNF consegue induzir mudancas no proteossomo muscular, como superexpressao de suas

subunidades constitutivas e induziveis (236, 155, 237).
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A seguir, estd um esquema ilustrativo do marco teérico do trabalho (Figura 5).

41
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Figura 5 — Esquema ilustrativo do marco teorico do trabalho. A artrite renmatoide (AR) ¢
uma doenca autoimune inflamatoéria cronica. A inflamacao cronica causa alte-
racoes metabolicas, como o hipermetabolismo, e pode levar a perda muscular.
Este conjunto de caracteristicas pode ser denominado caquexia reumatoide. A
partir destas alteracoes, ocorre um desequilibrio no turnover proteico, relaci-
onado com o aumento da proteélise muscular, e fraqueza muscular com maior
inatividade fisica, que entram em um processo de retroalimentacao negativa
entre si. Esse quadro aumenta a incapacitacao e morbidade dos individuos,
levando a maior mortalidade. Ainda se desconhece os efeitos dos tratamentos
da AR, como anti-TNF e metotrexato, sobre todas estas caracteristicas.
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4 Justificativa

Diante do apresentado acima, a perda de massa muscular consequente da artrite
¢ uma manifestacao extra-articular altamente prevalente e que afeta profundamente a
funcionalidade e expectativa de vida dos individuos. Ela causa um profundo impacto
socioecondmico e funcional nessa populacao. Nao hé, até o momento, proposta terapéutica
padronizada para essa complicacao. Ha poucos estudos avaliando o impacto das terapias

atuais na perda de massa muscular (238).

Da mesma forma, conforme discutimos anteriormente, praticamente nao existem
estudos sobre a participacdo das diversas cascatas que levam & atrofia e a regeneragao
muscular em modelos experimentais ou em pacientes com artropatias cronicas. Os meca-
nismos de perda muscular possuem papel significativo neste processo. Ao que tudo indica,

o sistema ubiquitina-proteossomo possui papel chave na precessao de perda muscular.

Entretanto, os processos biomoleculares envolvidos na perda muscular, a atividade
do proteossomo, bem como o papel do anti-TNF-« nessa condigao, tém sido muito pouco
estudados.Para isso o uso de modelos experimentais de artrite apresenta-se como uma boa

ferramenta.

O conhecimento mais aprofundado do processo de atrofia e protedlise do musculo
cronicamente inflamado, onde o etanercepte e o metotrexato podem apresentar papel
significativo, sao de alta relevancia para o esclarecimento do papel das diferentes vias de

protedlise e para a identificacao de potenciais alvos de manipulacao terapéutica.
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5 Objetivos

5.1 Objetivo Primario

Avaliar a atividade e expressao no proteossomo no misculo de modelo experimental
de artrite e o efeito da inibi¢ao do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e do metotrexato

sobre estes mesmos parametros.

5.2 Objetivos Secundarios

1. Mensurar o escore clinico e edema dos animais nos diferentes grupos experi-

mentais;

2. Avaliar a atividade de locomocao espontanea dos animais e comparar com o

grupo controle;

3. Avaliar periodicamente o peso dos animais nos diferentes grupos durante o

periodo experimental;

4. Pesar os musculos gastrocnémio e tibial anterior dos animais nos diferentes
grupos experimentais e avaliar a propor¢ao muscular nos animais, através da normalizacao

do peso muscular com o peso do animal;
5. Determinar a atividade do proteossomo nos diferentes grupos estudados;

6. Determinar a expressao proteica das subunidades do proteossomo no tecido

muscular dos diferentes grupos experimentais;

7. Quantificar a expressao génica das subunidades do proteossomo no tecido mus-

cular dos diferentes grupos experimentais.
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O manuscrito a partir da pesquisa original deste trabalho é intitulado "The pro-
teasome is related to muscle wasting in experimental arthritis and is altered
by etanercept treatment". Este manuscrito estd submetido no periddico Journal of
Cachexia, Sarcopenia and Muscle (fator de impacto 7,315, Qualis CAPES Al).
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48

Capitulo 6. Artigo Original

Noname manuscript No.
(will be inserted by the editor)

The proteasome is related to muscle wasting in
experimental arthritis and is altered by etanercept
treatment

Vivian Oliveira Nunes Teixeira -

Paulo Vinicius Gil Alabarse - Khetam
Ghannan - Jordana Miranda Souza
Silva . Lidiane Isabel Filippin .- Lorena
Martinez-Gamboa - Eugen Feist -
Ricardo Machado Xavier

Received: date / Accepted: date

Abstract Background: Rheumatoid arthritis is an autoimmune inflammatory
disease associated with systemic complications like fatigue and muscle wasting.
Muscle wasting could be related to the activation of the ubiquitin-proteasome
system. The aim of this study was to evaluate muscle loss and involvement of
the proteasome in collagen-induced arthritis (CIA), with or without treatment
with methotrexate or a TNF inhibitor (etanercept).

Methods: Male DBA1/J mice were divided into 4 groups (n=8 each): CIA
(saline); ETN (etanercept, 5.5 mg/kg) and MTX (methotrexate, 35 mg/kg),
treated twice a week for 6 weeks, and a healthy control group (CO). Treatments
started one week after booster injection. Clinical score, hind paw oedema, and
body weight were analysed during the experimental period. Gastrocnemius
muscles (GA) were weighted after death and used to quantify proteasome
activity, protein levels and mRNA expression of its subunits by Western blot
and rtPCR, respectively.

Results: Treatments slowed disease development, observed through smaller
clinical score and hindpaw edema in ETN and MTX groups. ETN presented
higher body weight compared to MTX group at weeks 5 and 7. GA weight was
heavier in ETN than CIA and MTX, a result also observed after normalization
of muscle with body weight. Of note, the catalytic properties of 26S protea-
some showed an increase of caspase-like activity in CIA and MTX groups.
Furthermore, muscles tissues of MTX treated animals showed higher protein

Vivian Oliveira Nunes Teixeira
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levels for proteasomal subunits PSMB8 and PSMB9 and increased gene ex-
pression for Psmbb, Psmb8 and Psmb9. In contrast, expression of Psmb6 was
decreased and of Psmb9 was enhanced in CIA.

Conclusions: Although both drugs improved the disease score, ETN pre-
sented a stronger anti-arthritic effect and was the only treatment able to par-
tially prevent muscle wasting. In contrast to ETN, MTX treatment did not
prevent muscles loss due to CIA accompanied by persistent up-regulation of
proteasome expression and activity.

Keywords experimental arthritis - muscle wasting - proteasome - TNF
inhibitor

1 Introduction

Chronic inflammatory diseases decreases body weight and induce muscle wast-
ing [54]. Rheumatoid arthritis (RA) is an inflammatory systemic autoimmune
disease with persistent polyarticular synovitis that can progress to joint desc-
truction and several systemic complications, such as muscle wasting. Recently
it has been reported that low muscle mass is present in 20% of RA patients
[67]. In established disease, 38% of RA patients presented low muscle mass [16],
although previous studies described higher rates of 50 and 67% [44, 55]. Muscle
wasting in RA is associated with weight loss, decreased physical activity as
well as increased fatigue and weakness, all of which can further compromise
functional capacity and quality of life, with an elevated socioeconomic impact
[13,61].

The trigger mechanisms of muscle wasting in RA are not fully elucidated,
but causes are likely to be anorexia, hormone dysfunction (insulin resistance
and enhanced myostatin) and cytokine-driven hypermetabolism [63,56]. All
of these seem to be a consequence of inflammatory mediators, particularly of
TNF-« [63,56]. RA associated muscle wasting has been correlated with the
intensity of inflammation and the severity of the disease [21]. In addition to
RA, many other diseases that cause muscle wasting have been associated with
higher inflammatory status, emphasizing the importance of inflammation in
muscle wasting [47].

Muscle wasting is associated with skeletal muscle protein breakdown that
can involve different proteolytic pathways. A proteolytic system related to
muscle wasting and currently considered one of the most important is the
ubiquitin-proteasome system. This highly conserved system is the major ma-
chinery of non-lysosomal protein degradation in eukaryotic cells [45,27] and is
responsible for processing and degrading cell proteins essential for the regula-
tion of development, differentiation, proliferation, apoptosis, signal transduc-
tion, and immune and inflammatory response [45,27,68].

The proteasome is a protein complex and its different parts can be named
accordingly to structure and activity. The core structure of the proteasome is
referred to as the 20S proteasome. It is cylinder shaped, composed of multiple
subunits, and the protease activity is located in the inner cavity of the cylinder,
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isolated by its walls. The cylinder is composed of four stacked rings, two outer
rings made of seven « subunits and the two inner rings made of seven 3 sub-
units. Only the 85 (Psmb5), B1 (Psmb6) and 32 (Psmb7) sub-units contain
protease activities [49,69]. Each subunit presents a distinct catalytic activity
in the proteasome: chymotrypsin-like activity, peptidylglutamyl-peptide hy-
drolyzing (caspase-like) and trypsin-like, respectively.

When the 20S core attaches to a regulatory enzyme (19S) [3], it is called
26S proteasome. The 19S recognizes and denaturates ubiquitinated proteins in
an ATP-dependent fashion, allowing these proteins to be degraded by the 20S
core. The other regulator complex is the 11S (or PA 28), which is induced by
inflammatory mediators such as IFN-v, enabling the proteasome to degrade
non-ubiquitinated proteins [27,69].

Under exposed to inflammatory cytokines like TNF-a and IFN-v [25], high
eukaryotic cells are capable to express new alternative enzymatic sub-units,
called the 851 (Psmb8), f1i (Psmb9) and (2i (Psmb10), which can replace
their constutive homologs during proteasome neosynthesis [15,66]. A complex
formed with these specialized subunits is known as immunoproteasome pro-
viding different enzymatic activity properties, e.g. for the generation of for the
main histocompatibility complex (MHC) class I antigen peptides.

The proteasome is an indispensable component for cell survival and plays a
pivotal role in the regulation of inflammatory and immune responses.However,
only few studies hae inestigated the role of the proteasome system in chronic-
inflammatory diseases such as RA. In this context, increased quantity of pro-
teasome was identified in circulating and blood cell proteasomes in patients
with RA [14,72]. Besides, these proteasome activity was shown to correlate to
disease severity and immunologic activity [14,72].

Different immunosuppressive drugs like methotrexate (MTX) and TNF-«
inhibitors are established in the treatment of RA, improving signs and symp-
toms of the disease and preventing joint damage. MTX is a synthetic disease
modifying anti-rheumatic drug (DMARD) and it is usually the first choice in
the therapeutic algorithm. However, its effects over muscle wasting and on the
proteasome are unknown.

Among TNF-« inhibitors, etanercept (ETN) was the first target-specific
biologic DMARD approved for RA. ETN is a soluble recombinant protein
composed by the ligand portion of human 75 kDa (p75) chain of the TNF re-
ceptor (TNFR) fused with the constant fraction (Fc) of human IgG1 [?]. ETN
neutralizes TNF-« and blocks its biologic (inflammatory) activity, improving
physical function and preventing further joint damage in patients with RA
[?]. However, ETN effect on muscle wasting of RA is still not well understood.
One small phase II clinical trial did not demonstrate any difference of ETN
over MTX in RA patient’s body composition, although ETN-treated patients
had greater increases of fat-free mass on follow-up [42].

This study was designed to investigate muscle wasting with respect to ex-
pression and activity of the proteasome in the muscle tissue of collagen-induced
arthritis model under treatment with ETN and MTX. Here, we demonstrate
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that proteasome is altered in CIA muscle, and that only treatment by ETN
was able to reduce this alteration.

2 Materials and Methods
2.1 Animals and experimental groups

Male DBA/1J mice from 8 to 12 weeks of age were used. The animals were
be reared at 20 + 2°C, with 12 hour light-dark cycles and free access to food
and water. All experiments were be performed according to the Guiding Prin-
ciples for Research Involving Animals (NAS) and to the Research and Ethics
Committee of the Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

Animals were divided in 4 groups (n=8 each): collagen-induced arthritis
animals treated with saline (CIA), CIA treated with etanercept (ETN), CIA
treated with methotrexate (MTX) and a healthy control group (CO).

2.2 Induction of arthritis

Arthritis was induced with bovine type II collagen (CII, Chondrex Inc., Red-
mond, WA, USA) dissolved in 0.1 M acetic acid at 4°C for 12 h and emulsified
with complete Freund’s adjuvant (CFA, Sigma, St Louis, MO, USA) contain-
ing 4 mg/ml of inactivated Mycobacterium tuberculosis (Difco, Lawrence, KS,
USA). Equal volumes of CII (2 mg/ml) and CFA (4 mg/ml) were be mixed
to form the emulsion [53].

During the procedure, mice were anaesthetized with isoflurane (Abbott
Lab., Abbott Park, IL, USA). At day zero, 50 ul of emulsion were injected
intradermically at the base of the tail to induce arthritis [53]. After eighteen
days, animals received a booster reinforcement of the emulsion in another site
of the tail, but emulsified with IFA (incomplete Freund’s adjuvant - with-
out Mycobacterium) [53]. Animals were euthanized seven weeks after booster
injections, with cervical dislocation after isoflurane anesthesia.

2.3 Clinical severity and measurement of oedema

Arthritis severity was be evaluated clinically according to a graded scale of 0
to 4 as follows: 0, no evidence of erythema and swelling; 1, erythema and mild
swelling confined to the tarsals or ankle joint; 2, erythema and mild swelling
extending from the ankle to the tarsal; 3, erythema and moderate swelling
extending from the ankle to metatarsal joints; and 4, erythema and severe
swelling encompassing the ankle, foot, and digits, or ankylosis of the limb [46].
Clinical score was considered the sum of the four paws, reaching a maximum
of score 16.

Joint oedema was assessed by size of latero-lateral extent of the width of
the metatarsus of the mice hindpaws with digital calipers (Mitutoyo, Aurora,
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IL, USA), as previously described [19]. Arthritis clinical score and hindpaw
size measurements were obtained at the time of the booster (18 days) and
then every 2 days.

2.4 Drug treatment

Treatments started one week after booster injection and were administered (ip)
twice a week for six weeks. Etanercept (50 mg/ml Embrel, Pfizer, New York,
NY, EUA) and methotrexate (25 mg/ml Lexato, Laboratrio Pierre Fabre do
Brasil Ltda, Arcal, RJ, Brasil) were purchased. Etanercept (5.5 mg/kg) and
methotrexate (35 mg/kg) were diluted in sterile saline (NaCl 0.9%) at the day
of injection, and maintained cold and in the dark until 10 min before injection
[35].

2.5 Assessment of locomotion

Before the induction of arthritis (day 0), at booster injection and at the end
of every week mice will be placed individually inside an acrylic 60 x 40 cm
box (Monitor de Atividade IR, Insight Equipamentos Ltda Ribeiro Preto, SP,
Brazil). Spontaneous exploratory locomotion of the animals was detected by
sensors bars located in the sides of the movement box for 5 minutes after
30 seconds of adaptation time [19]. The data from the movement detection
was sent to and evaluated by the computer software Insight Equipamentos
Ltda (Ribeiro Preto, SP, Brazil) using the following parameters: route design,
walked distance and velocity, and number of times standing and resting.

2.6 Animal body weight and muscle weight

Animals were weighted before the induction of arthritis (day 0), at the booster
injection and at the end of every week. The difference of animal body weight
during the experimental period was calculated (A weight) considering the
weight at induction time as baseline.

Gastrocnemius muscle was removed and quickly weighted after animal eu-
thanasia, immediately frozen in liquid nitrogen and stored in —80°C freezer. To
analyse the proportion of muscle of the animals, muscle weight was normalized
with animal final body weight (mg/g).

2.7 Muscle homogenization

Muscle tissue was homogenized in 50 mM Tris-HCL pH 7.4, 150 mM sodium
chloride, 5 mM magnesium chloride, 1 mM ethylenediaminetetraacetic acid,
250 mM sucrose, 0.1% triton X-100 for 20S proteasome activity and added
5 mM adenosine triphosphate and 1 mM dithiothreitol for 26s proteasome
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activity. Sample protein concentration was measured using Pierce BCA Protein
Assay Kit (Rockford, IL, USA).

2.8 Determination of proteasome activity

Fluorogenic peptides hydrolysis by 26S and 20S proteasomes were measured
with muscle tissue homogenizate. First, 30 ug of sample was pre-incubated
with 26S assay buffer (50 mM Tris-HCL pH 7.4, 40 mM potassium chloride,
5 mM magnesium chloride, 5 mM adenosine triphosphate, 0.5 mM dithio-
threitol, 0.5 mg/ml BSA) or 20S assay buffer (25 mM HEPES pH 7.4, 0.5
mM ethylenediaminetetraacetic acid, 0.03% sodium dodecyl sulfate) with or
without the specific inhibitors 50 nM bortezomib (chymotrypsin-like activity,
LKT-B5871, Enzo Life Sciences, Lausen, Switzerland) or 40 uM Z-Pro-Nle-
Asp-CHO (caspase-like activity, BML-ZW9490, Enzo Life Sciences, Lausen,
Switzerland) for 30 min at 37°C. Afterwrads, substrate (final concentration
100 uM) was added for chymotrypsin-like activity (Z-GGL-AMC, BML-ZW8505,
Enzo Life Sciences, Lausen, Switzerland) or for caspase-like activity (Z-LLE-
MCA, BML-ZW9345, Enzo Life Sciences, Lausen, Switzerland). After 120 min-
utes of incubation at 37°C the enzymatic reaction was measured at 355 nm
exitation and 460 nm emission [3,72].

Proteasome activity of a sample was considered to be the difference between
the activity with and without specific inhibitor. Afterwards, proteasome ac-
tivity was normalized with CO animals, which were considered to have 100%
activity.

2.9 RNA and protein isolation

Isolation of RNA from muscle tissues was performed with the NucleoSpin
RNA /Protein kit (Macherey-Nagel, Dren, Germany). Homogenized muscles
were applied onto the NucleoSpin RNA /Protein column, where RNA and DNA
were bound to the silica membrane and protein remained in the flow-through.
Quality and quantity of RNA were controlled using a NanoDrop 1000 Spec-
trophotometer, (Thermo Scientific, Schwerte, Germany).

Flow-through was used to isolate proteins from muscle tissues. Protein
isolation was proceeded as described by the manufacturer, except that pro-
tein pellet was re-suspended in RIPA (Radioimmunoprecipitation assay buffer)
composed by 50 mM Tris-HC1 pH 7.4, 1% Triton x-100, 150 mM sodium chlo-
ride, 0.5% sodium deoxycholate, 2 mM ethylenediaminetetraacetic acid, 50
mM sodium fluoride, 1 mM dithiothreitol, 2% SDS. Sample protein concen-
tration was measured using Pierce BCA Protein Assay Kit (Rockford, IL,
USA). Isolated protein was used for immunoblot analysis.
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2.10 Immunoblot

Protein extracts (25 ug) were separated by sodium dodecyl sulfate-polyacrilamide
gel electrophoresis (SDS-PAGE) 12% and transferred to a polyvinylidene fluo-
ride (PVDF) membrane, in which the remaining binding sites were be blocked
with 5% skim milk in tris buffer saline (TBS) pH 7.4. Then the membranes were
incubated overnight with the specific antibodies: anti-35 (1:2000, Ab3330, Ab-
cam, Cambridge, England), anti-31 (1:1000, sc-100455, Santa Cruz Biotech-
nology, Dallas, TX, USA), anti-85i (1:5000, Ab180606, Abcam, Cambridge,
England), anti-S1i (1:300,s¢-373689, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX,
USA). Protein expression was be normalized by expression of anti-GAPDH
(1:1000, sc-25778, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA). Band de-
tection was accomplished with anti-IgG antibodies coupled with horseradish
peroxidase antibodies (11000; Dako, Denmark) and visualised by enhanced
electrochemiluminescence Pierce ECL Western Blotting Substrate (Thermo
Scientific, USA).

Quantification on immunoblot images was performed with the integrated
density function of ImageJ (Bethesda, MD, USA) [23]. Proteasome subunits
expression was normalized with CO animals, which were considered to have
100% activity.

2.11 Reverse transcription into cDNA and real-time reverse
transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR)

To synthesize first-strand cDNA from total RNA, SuperScriptTM III First-
Strand Synthesis System for real time RT-PCR (Invitrogen, Karlsruhe, Ger-
many) was used according to the instructions of the manufacturer.

Forward and reverse primers of proteasome subunits Psma4, Psmb5b, Psmb6,
Psmb7, Psmb8, Psmb9, Psmb10, Rsp20, Ppia and HPRT1 for real time RT-
PCR were designed using Primer3 program [65] (Supplementary material Ta-
ble 1).

Amplification reactions contained SYBR Green PCR Master Mix (Applied
Biosystems), 200 nM forward and reverse primers for each gene and ¢cDNA.
Real-time PCR was performed in triplicates using the StepOne Plus”™ Real-
Time PCR (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA.) [23].

Expression of mRNA level was performed for Rsp20, Ppia and HPRT1
housekeeping genes. Evaluation of the most stable housekeeping gene was
performed using RefFinder [?]. It integrates the major programs (geNorm,
Normfinder, BestKeeper, and the comparative delta Ct method) to rank the
tested housekeeping genes. In this context, HPRTI was more stable, and there-
fore used for normalization in mice muscle tissue.

Differences in relative expression between target and housekeeping gene
were determined using the formula R = EACThousckeeping gene | FACTtarget gene
according to [48], where E represents the amplification efficiency of the respec-
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tive primer system. After this process, subunits expression were normalized
with CO animals, which were considered to have 100% activity.

2.12 Statistical Analysis

The results are expressed as mean values with standard error of the mean
(SEM). The data were compared by one-way analysis of variance (ANOVA)
followed by Tukey’s test for one variable and two-way ANOVA followed by
Bonferroni’s test for two variables. Significance was accepted if p < 0.05. The
values were analyzed using the statistical package GraphPad Prism 6 (SPSS,
Inc., Chicago, IL, USA).

3 Results
3.1 Development and severity of arthritis

The development of the disease in the animals was assessed with the arthritis
clinical score and with hindpaw oedema, analysed through hindpaw diameter.

CIA animals developed arthritis as expected, gradually increasing the dis-
ease severity and all animals reached the maximum score seven weeks after the
booster injection (Fig. 1a). The same was observed in hindpaw oedema, where
CIA presented a gradual increase in hinpaw diameter (Fig. 1b). The greatest
hindpaw size in CIA was at day 26 after booster injection, and afterwards
oedema gradually lessened as joint disability appeared.

Both drugs, ETN and MTX were able to slow down disease development,
observed from days 12 to 26 (Fig. 1a). However, this difference was maintained
only with ETN until the end of observation time, whereas MTX animals de-
veloped disease scores similar to disease controls (CIA) after day 26.

Hindpaw edema was significaly different between CIA and ETN from day
11 to 22 and for MTX from day 9 to 12 (Fig. 1b).

Spontaneous exploratory locomotion did not differ between groups (Sup-
plementary material Fig. 6).

3.2 Animal body weight and muscle weight

After disease development, animal body and muscle weight were measured to
evaluate if treatments altered there parameters.

CIA animals presented absence of normal gain of weight of mice (Fig.
1c). In fact, besides not gaining any weight these mice present loss of weight
compared to their initial weight (Fig. 1d).

Animal body weight was significantly different between ETN and MTX
treated animals with ETN being heavier, a result also observed in the changes
in body weight (Fig. 1c and d).
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Fig. 1 Development of the disease and weight gain during experimentation period. Pro-
gression of arthritis was analysed by clinical score (a) and hind paw oedema (b), through
hind paw diameter, every two days from booster injection (day 0). Animal body weight (c)
and A body weight (d), consisting in the difference of body weight from the induction of
arthritis, were evaluated every week after booster injection. CIA: collagen-induced arthri-
tis non-treated; ETN: CIA treated with etanercept; MTX: CIA treated with methotrexate.
Data is presented as mean®+SEM from 8 animals each group. *p < 0.05 vs MTX analysed
by two-way ANOVA followed by Bonferroni’s test.

Gastrocnemius as well as tibialis-anterior muscles weights were heavier in
ETN animals than CTA and MTX (Fig. 2a and b). However, this difference
was maintained only in gastrocnemius muscle after normalization with animal
weight (Fig. 2¢ and d).

3.3 Proteasome activity

To clarify whether the proteasome was altered in CIA and influenced by treat-
ments, proteasome activity was determined in muscle tissue. Muscle protea-
some enzymatic activity was measured using specific fluorescent substrates and
specific inhibitors for chymotrypsin-like (PSMB5 and PSMB8) and capase-like
activities (PSMB6 and PSMB9).
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Fig. 2 Muscle weight and normalized muscle weight of animals at the end of the experi-
mentation period. After euthanasia, gastrocnemius (a) and tibialis anterior (c¢) muscles were
weighted. Both gastrocnemius (b) and tibialis-anterior (d) muscles weights (mg) were nor-
malized by animal body weight (g) at the end of the experimentation period, so muscle
proportion can be analysed. CIA: collagen-induced arthritis non-treated; ETN: CIA treated
with etanercept; MTX: CIA treated with methotrexate. Data is presented as mean+SEM
from 8 animals each group. *p < 0.05, **p < 0.01 analysed by one-way ANOVA followed by
Turkey’s test.

When performed with ATP and without SDS, 26S activity was measured.
Although 26S chymotrypsin-like activity did not differ between groups, 26S
capase-like activity was enhanced in CIA (p < 0.05) as well as MTX (p < 0.01)
but not in ETN groups vs CO (Fig. 3a and b).

With respect to 20S activity, no significant differences were observed among
groups for chymotrypsin-like and capase-like activities (Fig. 3¢ and d).
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Fig. 3 Proteasome activity from muscles of arthritic and healthy animals. Gastrocnemius
muscles of animals were homogenized and proteasome activity was performed with specific
inhibitors and fluorogenic substrates for chymotrypsin-like (a and c) and caspase-like activity
(b and d) for 26S (a and b) and 20S (c and d) proteasomes. Activity is presented in % versus
CO values. CIA: collagen-induced arthritis non-treated; ETN: CIA treated with etanercept;
MTX: CIA treated with methotrexate; CO: healthy control animals. Data is presented as
mean+SEM from 8 animals each group. *p < 0.05, **p < 0.01 analysed by one-way ANOVA

followed by Turkey’s test.

3.4 Immunoblot

In the next step, immunoblot was performed to evaluate the protein levels of
proteasome subunits (PSMB5, PSMB6, PSMB8, PSMB9) in all experimental

groups muscles.
By PSMB5 subunit quantification, protein levels were decreased in CIA vs

ETN, MTX and CO (Fig. 4a and b). In contrast, PSMB8 subunit levels was
increased in MTX group vs CO (Fig. 4c and d).

Although an increase in PSMB6 subunit levels was observed in CIA, ETN
and MTX vs protein levels than CO (Fig. 4c and d).



99

12 Vivian Oliveira Nunes Teixeira et al.
a)_ c) PSMBS

S 150 & 1000

E E ......... L SN

& & 800

100

o Q 600

K] 0

o [

3 50 3 400

£ £

3 g 200

° o

a & o

CIA ETN MTX CO CIA ETN MTX CO

b) CIA ETN MTX CO d) CIA ETN MTX CO

PomEs mamY=mrTywy—y o PNt ]
(22 kDa) (23 kDa)
Aok - "I NG WSS - - andb
. -

(37 kDa) (37 kDa)

e) PSMB6 g) PSMB9

= 1000 & 400, 0 L Ao
a a

800

o o

< < 300

Q© 600 o

% % 200

§ 400 E

£ 200 £ 100

2 2

o N

e CIA ETN MTX CO CIA ETN MTX CO
f) CIA ETN MTX co hg CIA ETN MTX CcO
PSMB6 pomgerye—mmgryp—w——y  PSMBO

(22 kDa) (21 kDa)
GAPDH ' o GAPDH P e e
(37 kDa) (37 kDa)

Fig. 4 Proteasome subunits protein levels from muscles of arthritic and healthy animals.
Gastrocnemius muscles of animals were homogenized and Western blot was performed for
PSMBS5 (a and b), PSMBS (c and d), PSMB6 (e and f), PSMB9 (g and h) subunits, followed
by specific band quantification and normalization with GAPDH. Protein levels are presented
in % versus CO values CIA: collagen-induced arthritis non-treated; ETN: CIA treated with
etanercept; MTX: CIA treated with methotrexate; CO: healthy control animals. Data is
presented as mean+SEM from 4 animals each group. *p < 0.05, **p < 0.01 analysed by
one-way ANOVA followed by Turkey’s test.
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Fig. 5 mRNA expression from muscles of arthritic and healthy animals. Gastrocnemius
muscles of animals were used to extract mice muscle mRNA, transform in cDNA and perform
real time RT-PCR for PSMB5 (a), PSMBS8 (b), PSMB6 (c), PSMB9 (d) subunits, followed
by normalization with housekeeping gene HPRT1. mRNA expression is presented in % versus
CO values. CIA: collagen-induced arthritis non-treated; ETN: CIA treated with etanercept;
MTX: CIA treated with methotrexate; CO: healthy control animals. Data is presented as
mean+SEM from 7 animals each group. *p < 0.05, **p < 0.01 analysed by one-way ANOVA
followed by Turkey’s test.

3.5 Real-time reverse transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR)

To confirm the findings of proteasome activity and protein levels, quantitative
real time RT-PCR was performed to evaluate differences in the gene expression
of proteasome subunits.

Psmb5 and Psmb8 mRNA expression were increased in MTX vs CO (Fig.
5a and b).
Psmb9 was increased in CIA and MTX compared to CO group, whereas

subsequently Psmb6 expression was decreased in CIA and MTX, while (Fig.
5c and d).

Psmay, Psmb7 and Psmb10 expression did not differ among groups (Sup-
plementary material Fig. 7).
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4 Discussion

Muscle wasting and weakness is a common clinical feature in RA [21] and
has been described in experimental models [19,62]. However little is known
about its etiology and development mechanisms, as well as the impact of anti-
rheumatic drugs. Therefore, the role of different muscle wasting mechanisms
and the effects of drugs such as methotrexate and anti-TNF therapies upon
weight, muscle metabolism and proteasome activity is of special interest.

In this study we investigated muscle wasting and muscle expression and
activity of the proteasome in the collagen-induced arthritis model, as well as
the effects caused by ETN and MTX treatments. The confirmed significant
muscle wasting associated with experimental arthritis was differentially influ-
enced by to standard treatments using a synthetic vs biologic DMARD. In
contrast to MTX, a partial increase of body weigh was only achieved with the
TNF inhibitor ETN (Fig. 1 and 2).

Moreover, we studied the expression and function of the muscle proteosome
system and observed an enhanced caspase-like activity from 26S proteasome
(150%) (Fig. 3), which were reflected by an increase in Psmb9 (51i) and de-
crease in Psmb6 (1) expression in CIA muscles (Fig. 5). Since inducible pro-
teasome subunits are known to have a different enzymatic activity [12,66], our
finding could explain the difference in proteasome caspase-like activity. This
data indicate that muscle wasting in experimental arthritis may be related to
(1i subunit expression and activity, associated with enhanced disease activity
and induction of immunoproteasome subunits in CIA muscle.

There is limited data from the of literature about the role of proteasome
in conditions such as arthritis. Previous reports have described higher activity
and expression of circulating blood proteasome and immune-cell proteasome in
and RA [30,72]. In fact, there was a correlation of concentrations of circulating
proteasomes and the clinical state of the disease [14,24]. However, muscle
proteasome was not evaluated in this study.

In mouse healthy muscle, constitutive proteasome subunits are mainly ex-
pressed, while immunoproteasome expression is minimal [17,28]. However, im-
munoproteasome may be up-regulated in response to stress and injury, such as
aging [17,28] and cancer cachexia [60]. In the animal model of aging, the au-
thors detected increased protein levels of PSMA1, PSMA3, PSMA4, PSMA15,
PSMB8 and PSMB9 subunits [17,28]. In patients with idiopathic inflamma-
tory myositis, upregulation of Psmb8 and Psmb9 were detected in muscle
biopsies besides changes related to inflammatory infiltration [23]. In our study
we found only increased expression for Psmb9 (81i) subunit in CIA muscles,
indicating a different proteasome expression pattern in arthritic and myositis
or aged muscles.

To our knowledge, this is the first study on expression and activity of the
proteasome within the muscle tissue in CIA. Regarding proteasome activity,
we detected increased caspase-like activity from 26S proteasome. Interestingly,
muscle from aged mice presents lower activity of the three 26S proteasome ac-
tivities, chymotrypsin-like, trypsin-like and caspase-like activities [17,28]. On
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the other hand, in the cancer cachexia mice model, there was increased 26S
proteasome chymotrypsin-like activity [33]. Studies with other cancer cachexia
models identified increased chymotrypsin-like, trypsin-like and caspase-like ac-
tivities, but no specification or assay description was available to identify if it
was 20S or 26S proteasome activity [59,64].

There is no clear explanation why only caspase-like activity from 26S but
not from 20S proteasome was enhanced in our study. However, this could be
related to the extensive exposure to oxidative stress and high expression of E3
ubiquitin-ligases in muscle wasting.

Each proteasome species performs distinct functions. The 26S proteasome
requires ATP for activation and is responsible for most cellular degradation of
both ubiquitinated [26] and some non-ubiquitinated proteins [34]. The 20S pro-
teasome selectively degrades oxidized proteins in an ATP-independent manner
[18], and seems to be a primary mechanism for degrading damaged proteins
following an oxidative insult [9,52]. However, during prolonged exposure to ox-
idative stress, proteasomal activities are inhibited and de novo proteasome syn-
thesis is activated for constitutive and inducible subunits [11,29]. It has been
suggested that these new activated proteasomes are better able to degrade ox-
idized proteins than the standard 26S proteasome [50], and the production of
immunoproteasomes may be of particular importance for the response against
oxidative stress [1].

Oxidative and nitrosative stress has been reported in RA, probably re-
lated to the inflammatory state [20]. Accordingly, Yamada et al [70] reported
nitrosative modifications of myofibrilar proteins and impaired muscle contrac-
tion in CIA, related to the oxidative and nitrosative stress. Since we studied
our animals until 7 weeks of disease, there was a prolonged oxidative stress,
with increased activation of the i26S immunoproteasome, explaining its higher
caspase-like activity.

Adding to that, several descriptions of enhanced expression of E3 ubiquitin
ligases MuRF-1 and atrogin-1/MAFbx have been made in muscle of arthritis
experimental models [6,41,62], increasing the importance of 26S proteasome.
E3 ubiquitin ligases are the enzymes that specifically connect ubiquitin to the
target protein, and are usually specific to each tissue. MuRF-1 and atrogin-
1/MAFbx have been appointed as muscle atrophy markers to muscle wasting
models [4].

We also studied the effect of two standard RA drugs, etanercept (ETN)
and methotrexate (MTX).

Even though both drugs improved the arthritis severity at some point,
ETN had a longer effect over disease clinical score (Fig. 1). The beneficial
effect of ETN over experimental arthritis was expected, since it has already
been shown to reduce disease severity, hindpaw edema and pain in previous
studies [40,71]. The effects of MTX over experimental arthritis are more con-
troversial. Although previous reports had demonstrated its effectiveness [35],
MTX treatment in arthritis experimental models is not always effective [10],
as it seems to be the case in our study.
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Interestingly, mean animal body weight was higher in ETN than MTX
on weeks 5 and 7 (Fig. 1). Moreover, mean muscle weight was higher in ETN
than MTX and CIA animals. This difference was maintained in gastrocnemius
muscle after normalization by total body weight (Fig. 2).

Regarding the effect of MTX upon weight and muscle, beneficial effects of
methotrexate in RA patient’s [8] and experimental arthritis weights [31] has
been previously reported. However, these results could be related to the effect
of the treatment over disease activity, since Jurgens et al [32] reported an
inverse correlation between increased body mass index and disease activity.
Therefore, the effect on body weight observed could be due to the effect of
methotrexate on disease activity.

Similarly to our results, Sasakawa et al [57] reported that therapeutic treat-
ment with MTX did not improve disease development, spontaneous locomotor
activity, and did not tend to recover either body weight in CIA rats. Besides,
methotrexate also induced reduction in food and water intake in healthy rats,
causing loss of weight and lean mass [58]. This data can help explain our re-
sults, since animals with MTX developed the similar disease activity of CIA
animals, however were still slightly lighter, specially compared to ETN ani-
mals.

Related to the effect of ETN upon muscle, TNF-« is considered to play
a significant role in the mechanisms of muscle and weight loss [51]. TNF has
strong effects on skeletal muscle, including accelerating muscle catabolism and

disrupting contractile dysfunction and myogenesis (reviewed in [37]). Proteasome-

specific changes that are elicited by exposure of muscle to increased levels of
TNF include upregulation of the ubiquitin-proteasome pathway, increased ex-
pression and exchange of the inducible S-subunits, and increased expression
of PA28 [22,36,39].

Several articles reported improvement in weight of RA patients treated
with anti-TNF therapies [2,5,43]. In fact, Marcora et al [42] observed a signifi-
cant difference in the composition of the body mass gained of patients with RA:
the etanercept (anti-TNF) group gained a significantly greater proportion of
fat-free mass than did the patients in the methotrexate group. However, other
studies with TNF inhibitors in RA have not shown a clear increase in fat-free
mass [7], and more studies are necessary. Still, these results go along our find-
ing that ETN improved, but did not fully prevent muscle waisting, indicating
that other mechanisms or mediators are probably involved.

Accordingly, we found that 26S caspase-like activity was enhanced in CIA
(250%) and in MTX (300%), while ETN seems to be able to reduce this
alteration (150%) (Fig. 3). Regarding protein expression, 851 and §1i subunit
expression were higher in MTX (Fig. 4). Interestingly, Psmb6 (51 subunit)
gene expression decrease and Psmb9 (811 subunit) increase in CIA were the
same in MTX, while these alterations were not observed in ETN (Fig. 5).

Therefore, in terms of caspase-like activity and proteasome subunit ex-
pression, ETN treated animals tended to behave more similarly to the con-
trols, although no significant difference was reached when compared to CIA.
A similar result was obtained is a cancer cachexia model [60], however it was
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hypothesised that these changes were related to the availability of substrates
(e.x. proteasome activity and ubiquitination), and not to the changes in the
structural components of the proteasome, that may limit the activity of the
ubiquitin-proteasome system.

Thus, TNF-induced alterations in the proteasome pathway is a likely mech-
anism behind muscle atrophy that occurs in inflammatory catabolic diseases.
The inhibition of TNF in wasting diseases is described to decrease muscle
wasting and proteasome activity and expression [38,60].

5 Conclusion and final remarks

An enhanced proteasome activity (capase-like activity) and altered expression
of proteasome subunits (lower Psmb6 and higher Psmb9) were found to be
associated within muscle wasting of chronic experimental arthritis model.

Methotrexate (MTX) treatment could alter disease development, but was
not able to affect muscle wasting. MTX-treated muscles presented the same
pattern as non-treated CIA, even with higher expression of some proteasome
subunits (PSMB5 and PSMBS). The reduced effect of MTX treatment over
arthritis disease activity can only partially explain the effects of this drug over
muscle wasting.

ETN effect on disease development was stronger compared to MTX. ETN
partially prevented animals from weight and muscle loss. However, ETN was
not able to fully normalize expression of Psmb9 and caspase-like activity of
proteasome. Therefore, additionally signals and mechanisms besides TNF-«
could be involved in muscle wasting of arthritis.

Further studies are necessary to explain the role of proteasome and the
effects of TNF inhibition on muscle wasting in arthritis. It is important to
clarify the other possible signalling mechanisms of muscle wasting in arthritis,
so new possible therapy targets can be developed.
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Fig. 6 Spontaneous locomotion of animals during experimentation period. Spontaneous
walking distance (a) and velocity (b) were evaluated at induction day, booster injection
and every week after. CIA: collagen-induced arthritis non-treated; ETN: CIA treated with
etanercept; MTX: CIA treated with methotrexate. Data is presented as mean+SEM from 8
animals each group and was analysed by two-way ANOVA followed by Bonferroni’s test.
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Fig. 7 mRNA expression from muscles of arthritic and healthy animals. Gastrocnemius
muscles of animals were used to extract mice muscle mRNA, transform in cDNA and per-
form real time RT-PCR for Psmb7 (a), Psmb10 (b) and Psma4 subunits, followed by
normalization with housekeeping gene HPRT1. mRNA expression is presented in % versus
CO values. CIA: collagen-induced arthritis non-treated; ETN: CIA treated with etanercept;
MTX: CIA treated with methotrexate; CO: healthy control animals. Data is presented as
mean+SEM from 7 animals each group and was analysed by one-way ANOVA followed by
Turkey’s test.
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Table 1 Primers designed for mice muscle proteasome subunits. Forward and reverse
primers of mice proteasome subunits Psma4, Psmb5, Psmb6, Psmb7, Psmb8, Psmb9,
Psmbl10, Rsp20, Ppia and HPRT1 for real time RT-PCR were designed using Primer3

program [65].
Gene Forward 5'- 3' Reverse 5'- 3' Product size
PSMA4 ctgatctgcaccctcaccgt aagcttgtggatgttgcgece 218
PSMB5 atggggctgtctatgggcac tggcttggtagatggctcgg 214
PSMB6 ccactgggtcctacatcgec aaagagactggcggctgtgt 188
PSMB7 ccactctctgaccactggec ttgctgccaaggagccagaa 209
PSMBS8 tcatcgtggctgtggactcc acggagatgcgttccccatt 193
PSMB9 gggacaaccatcatggcagt cagcagcggaacctgagag 154
PSMB10 agaccggttccagccaaaca caggtgtggttccaggagca 215
Ppia gggttcctcctttcacagaa gatgccaggacctgtatgct 145
Rps20 ctgctcegtectgactcace ccgcacaaaccttctccage 183
HPRT1 cccagcgtcgtgattagcga cacacagagggccacaatgt 186
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7 Conclusao

Apesar de significativa perda de massa muscular que ocorre na maioria dos pa-
cientes com artrite reumatoide, com um profundo impacto socioeconémico e funcional
nesta populacao, nao hé até o momento proposta terapéutica padronizada para essa com-
plicacao. Ha4 muito poucos estudos avaliando o impacto das terapias atuais na perda de
massa muscular. Da mesma forma, conforme discutimos acima, praticamente nao exis-
tem estudos sobre a participagao das diversas cascatas que levam a atrofia e a regeneragao

muscular em modelos experimentais ou em pacientes com artropatias cronicas.

Na tese em questao, foi investigada no musculo de modelo de artrite induzida
por colageno (CIA) as alteragoes do proteossomo, importante mecanismo de protedlise
intracelular. Esse estudo demonstrou pela primeira vez um aumento na atividade do pro-
teossomo (atividade do tipo caspase) e expressao alterada de subunidades do proteossomo
(redugao de Psmb6 e aumento de Psmb9) na perda muscular de modelo cronica de artrite

induzida por colageno (CIA).

Além disso, também investigamos o efeito de duas drogas anti-reumaticas, o me-
totrexato e o etanercepte, um anti-TNF, sobre a perda muscular e as alteracoes do pro-

teossomo observadas no modelo de CIA.

O tratamento com metotrexato (MTX) conseguiu alterar parcialmente o desenvol-
vimento da doenca, mas nao foi capaz de alterar a perda muscular. Miusculos dos animais
tratados com MTX apesentaram o mesmo padrao que os animais CIA, e até apresentou
uma maior expressao de algumas subunidades do proteossomo (55 e (5i). O efeito re-
duzido do MTX sobre a atividade clinica da artrite explica somente parcialmente estes

resultados.

O efeito do tratamento de ETN sobre o desenvolvimento da doenca foi mais forte
que MTX. ETN parece ser capaz de parcialmente proteger os animais da perda de peso e
misculo, demonstrado do maior peso corporal e muscular dos animais tratados com este
medicamento. No entanto, o efeito de ETN nao foi capaz de significativamente reduzir o
aumento na expressao de $1 e na atividade do tipo caspase do proteossomo apresentado
por CITA. Provavelmente outros mecanismos sinalizadores além do TNF estao envolvidos

na perda muscular e nas alteracoes do proteossomo em dito misculo.

Estudos futuros sao necessarios para explicar o papel do proteossomo e os efeitos
da inibicao de TNF na perda muscular da artrite. E importante esclarecer também os
outros possiveis mecanismos envolvidos no processo de perda muscular da artrite, pois

assim é possivel o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas.
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8 Perspectivas Futuras

Na continuidade desse trabalho, pretendemos investigar no nosso grupo de pes-

quisa:
e 0 efeito do inibidor de proteossomo, Bortezomib, sobre a perda muscular e alteragoes
do proteossomo em CIA;

e as rotas de sinalizacao intracelular podem estar envolvidas nas alteracoes observadas

no musculo de animais com CIA;

e mecanismos envolvidos nas alteragoes musculares em pacientes com artrite reuma-
toide.
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