
UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL

FACULDADE DE MEDICINA

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM CIÊNCIAS MÉDICAS

Vivian de Oliveira Nunes Teixeira

O Envolvimento do Proteossomo na Perda

Muscular de Modelo de Artrite Induzida Por

Colágeno e o Efeito do Tratamento com

Inibidor do Fator de Necrose Tumoral

Porto Alegre, Brasil

Dezembro de 2015





Vivian de Oliveira Nunes Teixeira

O Envolvimento do Proteossomo na Perda Muscular

de Modelo de Artrite Induzida Por Colágeno e o

Efeito do Tratamento com Inibidor do Fator de

Necrose Tumoral

Tese de Doutorado apresentada como requi-
sito parcial para obtenção do título de Dou-
tor em Medicina: Ciências Médicas, da Uni-
versidade Federal do Rio Grande do Sul, Pro-
grama de Pós-Graduação em Medicina: Ci-
ências Médicas.

Universidade Federal do Rio Grande do Sul - UFRGS

Faculdade de Medicina

Programa de Pós-Graduação em Medicina: Ciências Médicas

Orientador: Ricardo Machado Xavier

Coorientador: Lidiane Isabel Filippin

Porto Alegre, Brasil

Dezembro de 2015



Vivian de Oliveira Nunes Teixeira
O Envolvimento do Proteossomo na Perda Muscular de Modelo de Artrite

Induzida Por Colágeno e o Efeito do Tratamento com Inibidor do Fator de Necrose
Tumoral/ Vivian de Oliveira Nunes Teixeira. – Porto Alegre, Brasil, Dezembro de
2015-

98 p. : il. (algumas color.) ; 30 cm.

Orientador:Ricardo Machado Xavier

Tese (Doutorado) – Universidade Federal do Rio Grande do Sul - UFRGS
Faculdade de Medicina
Programa de Pós-Graduação em Medicina: Ciências Médicas, Dezembro de 2015.

1. Artrite experimental. 2. Perda muscular. 3. Proteossomo. 4. Inibidor
de TNF. I. Xavier, Ricardo Macado, orientador. II. Filippin, Lidiane Isabel, co-
orientador. III. Universidade Federal do Rio Grande do Sul. IV. Pós-Graduação
em Medicina: Ciências Médicas. V. O Envolvimento do Proteossomo na Perda
Muscular de Modelo de Artrite Induzida Por Colágeno e o Efeito do Tratamento
com Inibidor do Fator de Necrose Tumoral



Vivian de Oliveira Nunes Teixeira

O Envolvimento do Proteossomo na Perda Muscular de Modelo de
Artrite Induzida Por Colágeno e o Efeito do Tratamento com

Inibidor do Fator de Necrose Tumoral

Tese de Doutorado apresentada como requi-
sito parcial para obtenção do título de Dou-
tor em Medicina: Ciências Médicas, da Uni-
versidade Federal do Rio Grande do Sul, Pro-
grama de Pós-Graduação em Medicina: Ci-
ências Médicas.

Prof Dr. Ricardo Machado Xavier - Orientador

Prof Dra. Lidiane Isabel Filippin - Coorientadora

Prof Dr. José Claudio Fonseca Moreira - Integrante da Banca

Prof. Dr. Ana Maria Oliveira Battastini - Integrante da Banca

Prof Dra. Priscila Schmidt Lora - Integrante da Banca

Prof Dr. Claiton Viegas Brenol - Integrante da Banca

Dr. Rafael Mendonça da Silva Chakr - Integrante da Banca

Porto Alegre, Brasil

Dezembro de 2015





Agradecimentos

Ao Prof. Ricardo Machado Xavier, por ter me orientado não somente no âmbito

científico, mas profissional e pessoal também. Foi verdadeiramente meu "pai científico".

À Dra Lidiane Filippin, por ter me acompanhado e trabalhado comigo desde a

minha iniciação científica, tendo grande papel na minha formação.

À Dra Patrícia Oliveira, por ter me recebido tão bem no laboratório.

Ao Paulo Vinícius Gil de Alabarse, por ter me ajudado e apoiado durante o meu

doutorado.

Aos demais colegas de laboratório, pelo apoio e companheirismo.

Ao Dr Eugen Feist, à Khetam Ghannam e à Lorena Gamboa-Martinez, por terem

me recebido tão bem e pela oportunidade da experiência no laboratório deles.

À minha família, especialmente os meus pais, que sempre me apoiaram e auxilia-

ram na minha caminhada; sua presença me deu forças quando eu precisava.

Ao meu amor, Gabriel, que dividiu e acompanhou todos os passos deste período.

Tu me faz querer sempre me melhorar e superar.

OBRIGADO!!!





Resumo

Introdução: A artrite reumatoide é uma doença inflamatória autoimune associada à com-

plicações sistêmicas como fadiga e perda muscular. Perda muscular pode estar relacionada

com a ativação do sistema ubiquitina-proteossomo. O objetivo deste trabalho foi avaliar

a perda muscular e o evolvimento do proteossomo no modelo de artrite induzida por colá-

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 saudável (CO). Tratamentos inicia-

ram uma semana após a injeção do booster. Escore clínico, edema da pata traseira e peso

corporal foram analisados durante o período experimental. Músculo gastrocnêmio (GA)

foi pesado após a morte e usado para quantificar a atividade, níveis proteicos e expres-

são de mRNA das diferentes subunidades do proteossomo através de ensaio fluorogênico,

Western blot e rtPCR, respectivamente.

Resultados: Tratamentos reduziram o desenvolvimento da doença, observado através do

menor escore clínico e edema da pata traseira nos grupos ETN e MTX. ETN apresentou

maior peso corporal do que MTX nas semanas 5 e 7. Músculo GA estava aumentado em

ETN do que CIA e MTX, um resultado também observado no peso muscular normalizado.

As propriedades catalíticas do proteossomo 26S muscular mostraram um aumento na

atividade do tipo caspase nos grupos CIA e MTX. Tecidos musculares de animais MTX

demonstraram maiores níveis proteicos das subunidades do proteossomo PSMB8 e PSMB9

e maior expressão gênica de Psmb5, Psmb8 e Psmb9. Por outro lado, a expressão de Psmb6

estava diminuída e de Psmb9 estava aumentada em CIA.

Conclusões: Apesar de ambos os medicamentos melhorarem o escore da doença, ETN

apresentou um afeito anti-artrítico mais forte e foi o único tratamento capaz de prevenir

parcialmente a perda muscular. Ao contrário de ETN, CIA e o tratamento com MTX

apresentaram perda muscular e atividade e expressão 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, 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 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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1 Introdução

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 clínica

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

permanece desconhecida.

A AR é uma doença sistêmica inflamatória autoimune com prevalência de aproxi-

madamente 1% na população mundial (4). Ela é caracterizada por uma sinovite crônica,

simétrica e erosiva, afetando primeiramente as articulações periféricas, resultando em de-

formidades e incapacitação. Estimativas recentes sugerem um custo anual de $16 bilhões

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

Alguns sinais e sintomas são característicos a esta população, como fadiga, fraqueza

e perda muscular. Isso poderia ser explicado pelos altos níveis circulantes de citocinas

e proteínas de fase aguda, somados à dor articular e diminuição do exercício físico, que

podem causar perda muscular (6). A perda muscular reduz a capacidade funcional e a

qualidade de vida dos portadores de doença, além disso, eleva o impacto econômico 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 não foram completa-

mente elucidados, mas provavelmente estão relacionados com o hipermetabolismo causado

por citocinas !!! pro inflamatórias ou pró-inflamatórias? (9).

Alguns sistemas proteolíticos são propostos como importantes contribuintes para

a degradação muscular (10, 11). Dentre eles, o sistema ubiquitina-proteossomo é conside-

rado a principal maquinaria de degradação proteica não lisossomal em células eucarióticas

(12, 13). Ele degrada de 70 a 90% das proteínas celulares e é responsável por processar e

degradar proteínas celulares simplesmente danificadas ou essenciais para a regulação de

processos celulares básicos (12, 13).

Estudos publicados relacionaram o aumento da expressão de subunidades do pro-

teossomo e de enzimas ubiquinantes com o processo de atrofia muscular, assim como o

aumento da expressão de enzimas ligantes de ubiquitina E3 em modelos de perda muscu-

lar (14). Esses estudos sugerem que a perda muscular está relacionada com a atividade

da MuRF-1 e da atrogina-1, enzimas E3 específicas do músculo. Outros trabalhos ligaram

rotas e mediadores inflamatórias com o aumento da proteólise e das enzimas MuRF-1 e

da atrogina-1, consideradas marcadores de perda muscular (15).
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Neste contexto, doenças inflamatorias sistemicas como a AR teriam uma expressão

aumentada das enzimas E3 MuRF-1 e atrogina-1 musculares e do imunoproteossomo,

aumentando a atividade proteásica. Essa atividade aumentada do proteossomo já foi

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

Apesar de ainda não existir uma cura, medicamentos podem melhorar a condição

dos pacientes com AR. No entanto,estes pacientes continuam a apresentar perda muscular

e se desconhece o efeito de tratamento comumente usados nesta doença sobre o músculo.

Assim, se selecionou os medicamentos etanercepte (227), uma terapia biológica 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-

flamatórias crônicas é uma manifestação extra-articular altamente prevalente e que afeta

profundamente a funcionalidade dos indivíduos. 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-𝛼

nessa condição, têm sido muito pouco estudados. Paróa 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 proteólise do músculo cronicamente inflamado, onde

o etanercepte e o metotrexato podem apresentar papel significativo, são de alta relevância

também para a identificação de potenciais alvos de manipulação terapêutica.

Sendo assim, essa tese está primeiramente composta por uma revisão bibliográfica

que será convertida em artigo de revisão, a ser submetido para publicação na Revista

Brasileira de Reumatologia (fator de impact 1,087, Qualis CAPES B2).

Em seguida, está 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

Laboratório de Doenças Autoimunes do Hospital de Clínicas de Porto Alegre durante três

anos de doutorado no Brasil e um ano no laboratório do Professor Dr Eugen Feist, da

Charité - Universitätsmedizin Berlin, na Alemanha. O trabalho está submetido no perió-

dico Journal of Cachexia, Sarcopenia and Muscle (fator de impacto 7,315, Qualis CAPES

A1).

Esse trabalho contou com o apoio financeiro do Fundo de Incentivo à Pesquisa e

Eventos do Hospital de Clínica de Porto Alegre (FIPE), da Coordenação de Aperfeiçoa-

mento de Pessoal de Nível Superior (CAPES) e do Conselho Nacional de Desenvolvimento

Científico e Tecnológico (CNPq). O estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética do HCPA

pelo número 12-0044.
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2 Revisão de Literatura

2.1 Estratégias para localizar e selecionar informações

Esta revisão da literatura está focada nos seguintes itens: artrite, perda muscular,

proteossomo, anti-TNF e metotrexato. A estratégia de busca de artigos para esta revisão

envolveu as seguintes bases de dados: SciELO, PubMed e Web of Science, no período 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

combinações.

2.2 Tecido muscular esquelético, seu papel e alterações

Em pessoas não-obesas ou eutróficas, o músculo esquelético representa cerca de

40% da massa corporal, assim constituindo o maior órgão do corpo nestes indivíduos !!!

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

Inicialmente, se acreditava que principais funções do músculo esquelético seriam

locomoção e movimento. Porém, percebeu-se que a contração muscular também é essen-

cial para manter a temperatura corporal, contribuindo para a homeostase do corpo !!!

(REF? - se necessário, 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 identificação do tecido adiposo como órgão endócrino. Durante

a última década, se identificou que células musculares possuem alta capacidade secretória,

podendo produzir e secretar centenas de fatores (19, 20, 21). Em 2003, Pedersen et al (22)

sugeriram que citocinas e outros peptídeos que são produzidos, expressos e secretados por

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

Assim, músculos produzem e liberam miocinas, que trabalham de maneira pare-

cida com hormônios e exercem efeitos endócrinos específicos em órgãos distantes. Outras

proteínas que são produzidas pelo músculo esqueléticos, mas não são liberadas na circu-

lação, poderiam ter mecanismos de ação autócrinos e parácrinos, exercendo seu efeito nas

vias de sinalização do próprio músculo (23, 24, 25).

Então, miocinas poderiam estar envolvidas mediando os múltiplos efeitos bené-

ficos do exercício físico. Além disso, a identificação do músculo esquelético como um

órgão endócrino possui outra implicação, como o papel central do músculo esquelético na
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comunicação entre órgãos, incluindo o fígado e o tecido adiposo (24).

A inatividade física/sedentarismo e baixa carga de contração muscular/exercício

físico poderia contribuir para o "o doençoma da inatividade física"(the diseasome of phy-

sical inactivity), em que o tecido adiposo iria contribuir para o quadro inflamatório, e

a falta de exercício aumentaria a perda muscular e acúmulo de gordura, em um círculo

vicioso que reduz a força muscular e favorece ainda mais a inatividade (23). Além disso,

esta falta dos sinalizadores musculares poderia favorecer a resistência periférica à insulina,

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

Não somente isso, o músculo também pode ser visto como fonte energética, sendo

rico em glicogêncio e considerado o maior reservatório de aminoácidos do corpo. Em seres

humanos adultos, a massa muscular e sua performance se adaptam a diferentes condições

fisiopatológicas através de vias ativadoras que regulam produção/degradação (equilíbrio)

de proteína (30). Durante momentos de estresse ou em situações extremas, este tecido

pode ser degradado e reduzido para disponibilizar energia e aminoácidos para o resto

do organismo (31). Assim, o músculo esquelético funciona como fonte de aminoácidos

para serem usados como fonte energética de diversos órgãos (incluindo coração, fígado e

cérebro) durante períodos catabólicos, 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

"condição". A caquexia é definida como "uma síndrome metabólica complexa associada à

outra doença e caracterizada por perda de massa magra, com ou sem alteração de massa

gorda". Uma das suas principais características é a perda de músculo em adultos (8, 33).

A caquexia deve ser diferenciada de fome/jejum, perda muscular associada à idade

(sarcopenia) (Figura 1), depressão, má-absorção e hipertiroidismo (34, 35, 36), apesar da

similaridade de alguns mecanismos com a sarcopenia.

A etiologia da caquexia é multifatorial. Especialistas na área afirmam que a ca-

quexia deveria ser considerada uma síndrome metabólica, originária da inter-relação entre

doença crônica, metabolismo do hospedeiro e o desequilíbrio entre mediadores pró- e anti-

inflamatórios (37).

Assim, os fatores relacionados com a caquexia incluem a produção acentuada de ci-

tocinas pró-inflamatórias, alterações hormonais e inatividade física. O quadro de caquexia

é uma das condições clínicas que demonstra ligação entre o metabolismo e a inflamação

(8, 33). É clara a participação do TNF-𝛼 no desenvolvimento desta síndrome, assim como

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

Apesar de se acreditar que a inflamação sistêmica possui papel principal na sinali-

zação muscular alterada na caquexia, hormônios (41), fatores derivados de tumores (e.g.,
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Figura 1 – A pirâmide caquexia-sarcopenia (adaptado de (1)). Apesar de possuírem even-
tos desencadeadores diferentes, ambas caquexia e sarcopenia são caracterizadas
por fraqueza e perda muscular marcantes, que leva ao aumento da morbidade
e mortalidade.

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

parecem também contribuir para o desenvolvimento da caquexia.

Além disso, a produção anormal de neuropeptídeos e hormônios, juntamente com

citocinas pró-inflamatórias, podem causar anorexia, resistência periférica à insulina, au-

mento do turnover de proteína (36, 44). Isso leva a um aumento do gasto de energia em

repouso dos pacientes (38), e por consequência diminuição da massa muscular.

Independentemente da doença adjacente causadora, a perda progressiva de massa

muscular é a característica mais relevante da caquexia (37). Perda progressiva de massa

muscular afeta negativamente a força muscular, capacidade funcional (como a função

respiratória) e riscos de incapacitação (44, 45) e independentemente prediz morbidade e

mortalidade (46).

Perda muscular e caquexia podem então se desenvolver a partir de uma grande

variedade de condições agudas e crônicas e isto está relacionado a um pior prognóstico

destas doenças nos pacientes (47, 48). Dentre estas condições, pode-se citar doenças infec-

ciosas, como HIV/AIDS, malária, e tuberculose, e acometimentos crônicos como câncer,

insuficiência cardíaca crônica, obstrução pulmonar crônica, doença renal crônica, cirrose

hepática, doença de Crohn, doenças degenerativas neurológicas, doença coronariana e

artrite reumatoide (49, 50, 51). Caquexia também foi observada em pacientes após fe-

rimentos traumáticos extensos, queimadura extensa e sepse (47, 48). Ainda assim, um

número muito maior de condições médicas do que as citadas acima podem apresentar o
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quadro de caquexia.

Esta é uma das razões por que um número acurado de casos de caquexia no mundo

é difícil de definir (47, 48, 49, 50, 51). Além disso, diversas definições de diagnóstico e

diferentes populações têm sido avaliadas, dificultando um cálculo verdadeiro aproximado.

Alguns anos atrás o Cachexia Consensus Working Group desenvolveu uma definição acu-

rada baseada nos dados disponíveis até então (33), que atualmente é o critério mais usado

na literatura: perda de peso (superior a 5% nos últimos 12 meses ou índice de massa

corporal - IMC - inferior a 20 kg/m2) como primeiro critério a ser observado, seguindo

por mais três dos cinco critérios a seguir: diminuição da força muscular, diminuição do

apetite (anorexia), fadiga, e alteração de parâmetros bioquímicos e imunológicos, tais

como elevação de IL-6, elevação de proteína C reativa, redução de hemoglobina e redução

de albumina sérica.

Esta definição diagnóstica (33) se baseou principalmente em doenças com forte

efeito em um curto prazo de tempo, como o câncer. Assim, este critério não parece

se encaixar tão bem em outras doenças que também parecem apresentar esta síndrome,

como a artrite reumatoide, que é uma doença inflamatória crônica de ação mais lenta (52).

Além disso, esse cirtério pode ser mascarado pelo ganho de massa gorda, característica

da caquexia obesa.

Estimativas recentes sugerem que aproximadamente nove milhões de pacientes

com doenças crônicas apresentam caquexia (atualmente 1%) provenientes de investigações

na América do Norte, Europa e Japão (47). Visto o tamanho populacional mundial,

principalmente na Ásia, parece provável que este número continuará a aumentar (53).

Com comentado anteriormente, acredita-se que a prevalência de caquexia está

relacionada com condições mais avançadas das doenças relacionadas. Já foi confirmada

a forte correlação da presença 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 número aumenta muito se considerarmos somente os pacientes com câncer, 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 síndrome complexa que

ocorre em estados avançados de diversas doenças, mas uma síndrome com altos níveis 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

condição caracterizada pela perda progressiva e generalizada de força e massa muscular

acompanhada de altos riscos de eventos adversos, como redução da capacidade física,
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baixa qualidade de vida e morte"(56). Esta síndrome é considerada primeiramente, mas

não exclusivamente, uma condição relacionada com a idade, isto é, um acometimento

ligado ao envelhecimento (37).

A população mundial está envelhecendo, e este fato não está mais restrito a países

desenvolvidos. O Brasil está envelhecendo rapidamente, e se estima que indivíduos com

mais de 65 anos, que atualmente compreende 8% da população, irão alcançar a porcen-

tagem de 14% até 2030, de acordo com o último senso do IBGE em 2015 (57). O Rio

Grande do Sul (RS) possui uma população ainda mais velha, em que indivíduos com mais

de 65 anos compreendem 11% da população e se espera alcançar a porcentagem de quase

19% em 2030 (57). O grande desafio no envelhecimento é manter a atividade funcional e

independência do indivíduo o maior tempo possível, a fim de minimizar a incapacitação.

Com o aumento da expectativa de vida, não se observa um aumento da expectativa

de boa saúde com o aumento da idade. É altamente frequente a incidência de perda

muscular com o aumento da idade, levando a uma pior qualidade de vida (58). A perda

de peso e músculo na população mais velha está relacionada com o aumento do risco de

morte (59).

Sarcopenia esta cada vez mais sendo reconhecida como uma síndrome geriátrica de

importância chave em estratégias publicas de saúde (60). Iniciando aos 30 anos, indivíduos

perdem progressivamente 1% de massa muscular por ano e até os 80 anos 30% da massa

muscular foi perdida (61, 60). A prevalência da perda muscular está estimada entre

10–25% dependendo na população e método diagnóstico de sarcopenia. Em octogenários,

a prevalência aumenta para 50% (62). Função muscular reduzida está independentemente

associada com o aumento do risco de incapacitação funcional, quedas e mortalidade em

idosos (63).

Estudos recentes identificaram que o decréscimo da força muscular é mais pronun-

ciado que a redução na massa muscular entre idosos (64, 65, 66), e a força começou a

ser considerada um melhor preditor de incapacitação (67). Assim, o European Working

Group on Sarcopenia in Older People (EWGSOP) desenvolveu um algoritmo para diag-

nosticar sarcopenia baseados em três critérios: redução da força muscular, redução da

massa muscular e desempenho físico prejudicado (56).

A sarcopenia é uma síncrome multifatorial, associada com inatividade física, re-

dução da mobilidade, marcha lenta, e baixa resistência física. Estes fatores estão ligados

com perda de unidades motoras, declínio na biogênese mitocondrial e processos infla-

matórios crônicos (63, 68, 69), e podem assim desencadear a perda muscular durante o

processo de envelhecimento através de mecanismos não completamente elucidados (69)

(2). Além disso, envelhecimento e inabilidade física estão relacionados com um aumento

na massa gorda, particularmente gordura visceral (70), que esta correlacionada com o

desenvolvimento de síndrome metabólica e doença cardiovascular (71), que consequente-
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mente aumenta a mortalidade (72).

A prevalência da sarcopenia varia dependendo da definição usada, mas estimativas

propõem uma perda de aproximadamente 8% da massa muscular por década até os 70

anos, e após esta idade a perda aumenta para os níveis de 13 a 24% por década (72, 73).

Em um estudo na China, Lau et al (74) detectaram 12,3% de prevalência de sarcopenia

em homens e 7,6% em mulheres. Em estudos similares, Wu et al (75) detectaram a

prevalência 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 população

brasileira.

Apesar de diversos estudos pesquisarem a prevalência da sarcopenia, o custo cau-

sado por esta condição é difícil de quantificar. O custo de saúde estimado atribuído para

sarcopenia nos Estados Unidos da América (EUA) em 2000 foi $18,5 bilhões ($10,8 bi-

lhões para homens e $7,7 bilhões para mulheres), o que representou aproximadamente

1,5% do valor total gasto em saúde naquele ano. Uma redução em 10% na prevalência

de sarcopenia iria resultar na economia de $1,1 bilhões (dólares ajustados para a taxa

de 2000) por ano nos EUA (77). Não se possui estes dados para prevalência e custos da

sarcopenia na América Latina.

Por fim, a degradação proteica excessiva do tecido muscular é altamente prejudicial

para a economia do corpo humano e pode levar à morte. Dados anteriores mostram que a

perda de cerca de 30% da massa magra corporal leva o individuo à morte (78). Além disso,

perda excessiva da massa muscular é um indicador de prognóstico ruim e pode prejudicar

a eficiência de diversos tratamentos terapêuticos. A manutenção de músculos saudáveis

é crucial para prevenir doenças metabólicas, mantendo um envelhecimento saudável e

provendo energia para órgãos vitais durante situações de estresse (30).

2.3 Artrite reumatoide

A Artrite Reumatoide (AR) é uma doença sistêmica inflamatória, autoimune, de

etiologia desconhecida. Ela é caracterizada por sinovite crônica, simétrica e erosiva pre-

ferencialmente de articulações periféricas, resultando em deformidades e incapacitação

(79).

Apesar da artrite reumatoide (AR) ter sido descrita primeiramente na década de

50 (80), os critérios de classificação foram desenvolvidos somente 50 anos atrás (81). Estes

critérios usados retratam a AR como uma doença séria de longa-duração com caracterís-

ticas extra-articulares importantes, limitadas opções de tratamento e prognóstico pobre

(82, 83).

Uma linha de pensamento mais moderna prefere considerar a AR como um sín-
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drome clínica que abrange diversos subconjuntos de doença (84). Estes diferentes subcon-

juntos ocasionam diversas cascatas inflamatórias (85), que levam a uma via final comum,

em que inflamação sinovial persistente e dano articular estão presentes.

A AR tem uma prevalência de aproximadamente 0,46% na população brasileira (4)

e 1% na população mundial (86). A doença 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 bilhões nos EUA(5), enquanto no Brasil uma estimativa mais recente

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

Em relação ao risco de desenvolver AR, 50% é atribuído a fatores genéticos (91).

Até o momento, a associação genética está principalmente nos genes de PTPN22 e HLA,

enquanto não se encontrou associações fortes com outros grupos gênicos. Dentre as associ-

ações fortes, foram identificadas 30 regiões relacionadas com a AR (92, 93, 94), no entanto

estas regiões estão contidas em somente 0,1% de DNA do ser humano. Estudos genéticos

identificaram a associação destes mesmos loci com outras doenças autoimunes, e alguns

estão ligados a cascatas inflamatórias. Analisando estes conjuntos de estudos genéticos,

pesquisadores acreditam que estes dados enfatizam que a AR é um grupo heterogêneo de

síndromes 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 álcool, consumo de

café, níveis de vitamina D e uso de contraceptivos orais (96). Assim, o desencadeamento

da AR envolve fatores genéticos, fatores ambientais e defeitos na imunorregulação, que

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

A presença de !!! auto anticorpos ou auto-anticorpos? é característica típica da

AR. Em estados mais avançados da doença, um número maior de epítopos são reconhe-

cidos pelos auto anticorpos (97, 98). O fator reumatoide é um auto anticorpo clássico,

usado como marcador patogênico da doença. Além disso, variados tipos de auto anticor-

pos contra proteínas citrulinadas (anti-CCP) foram identificados. O anti-CCP é um tipo

de marcador que parece ser mais específico e sensível para o diagnostico da AR (99) e

sua presença está associada com maior dano articular e menores níveis de remissão (85).

Também se identificaram auto anticorpos contra colágeno (100), que parecem estar rela-

cionados com dano articular mais acentuado no início da doença (101). E anticorpos anti

proteossomo também foram identificados (102), e seus níveis parecem estar relacionados

com a atividade da doença (103). De 50 a 80% dos indivíduos com AR apresentam fator

reumatoide, anti-CCP ou ambas.

Uma cascata-chave do desenvolvimento da artrite inclui a super-produção e ex-

pressão de TNF (104). Esta via guia a inflamação sinovial e destruição articular. A

superprodução de TNF possui diversas causas, incluindo a interação entre linfócitos T

e B, sinoviócitos do tipo fibroblasto e macrófagos. Este processo leva a superprodução
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de diversas citocinas como a interleucina 6 (IL-6) que também guia a inflamação persis-

tente e destruição articular (105). Superprodução de outras citocinas (eg, interleucina 1)

também faz parte dos diversos subconjuntos da AR.

A patologia da sinovite reumatoide caracteriza-se fundamentalmente por proli-

feração da membrana sinovial e erosão subsequente da cartilagem articular e do osso

subcondral. Embora se desconheça o evento desencadeador, parece envolver alguma es-

timulação antigênica específica de linfócitos T suscetíveis que expressam as moléculas de

complexo de imunoistocompatibilidade (MHC) apropriadas. Isto resulta em proliferação

das células T e B, estimulação da proliferação de vasos sanguíneos na membrana sinovial,

acúmulo de células inflamatórias, incluindo leucócitos polimorfonucleares, proliferação de

células sinoviais e desenvolvimento de um pannus invasivo de rápido crescimento. Este

último cresce de modo quase semelhante a um tumor benigno, invadem a cartilagem,

ativa os condrócitos e libera enzimas proteolíticas que degradam a cartilagem e o osso,

resultando por fim em erosões e destruição articular (106).

A AR constitui um problema importante em termos de saúde pública com sérias

consequências socioeconômicas. Pacientes com AR apresentam maiores morbidade e mor-

talidade quando comparados com a população normal, estimando-se uma redução de dez

anos na expectativa de vida (83). As principais causas de morte descritas são infecções,

doenças linfoproliferativas, doenças cardiovasculares (DCV) e cerebrovascular, complica-

ções gastrintestinais e relacionadas à atividade da doença propriamente dita. Dentre os

fatores predititivos de mortalidade, estão incluídos idade avançada, incapacidade funcio-

nal, número de articulações acometidas, fator reumatoide positivo, nódulos reumatoides

e velocidade de sedimentação globular (VSG) elevada (107).

Além das manifestações articulares, a AR apresenta diversas manifestações de

cunho sistêmico que impactam significativamente em sua morbimortalidade. Pacientes

com AR possuem um risco maior de mortalidade, principalmente decorrente de proble-

mas cardiovasculares e infecção. O risco de infarto do miocárdio e ataque cardíaco é

muito aumentado em pacientes com AR (108). Este aumento deve estar associado com

dano vascular causado pela inflamação, que deveria diminuir com o tratamento para a

doença (107, 108). Comorbidades na AR estão associadas com aumento da incapacitação

e consultas médicas frequentes (109).

Existe uma grande gama de manifestações extra-articulares na AR. Dentre esses,

pode-se citar fadiga, perda de peso, fraqueza e atrofia generalizada de fibras musculares

que está 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 doença (114). A maior parte das manifestações extra-articulares da AR

está associada com a atividade da doença (114).
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2.4 Perda de peso e músculo na AR

Como comentado acima, a perda muscular é uma complicação 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 está presente em 20% dos pacientes

com AR (52), causando perda de peso, redução da atividade física e aumento da fadiga e

fraqueza. Esse quadro leva a uma perda significativa da capacidade funcional e qualidade

de vida, relacionado com um impacto econômico elevado (5, 6). A perda de ou o baixo

peso em paciente com AR são importantes fatores prognósticos em relação à piora na

atividade da doença, incapacitação e sobreviência (115, 116, 117, 118, 119).

Foi demonstrado que pacientes com AR que perdem peso logo após o diagnóstico

se tornam mais incapacitadas por causa da doença (117). Em adição, pacientes com

baixo peso apresentam maior atividade da doença (116) e pior prognóstico (115). De

fato, aumento do IMC parece ser protetor, com paciente obesos sofrendo menor dano

articular que pacientes com peso normal (eutróficos) (119). Também foi demonstrado que

além da redução 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 atribuída a fatores multifatoriais, como exposição

crônica a citocinas pró-inflamatórias, principalmente TNF-𝛼 e IL-1𝛽 (9, 15), alterações

hormonais e inatividade física, além da ativação de distintas cascatas intracelulares indu-

zem à degradação proteica (120), entretanto, ainda pouco se sabe sobre essa sinalização.

A perda muscular causada pela AR foi associada com a intensidade da inflamação e a se-

veridade da doença (111), enfatizando a importância da inflamação no processo de perda

muscular.

Estudos demonstraram que pacientes com AR têm menor composição de massa

celular que envolve o músculo e outros órgãos (121). A redução na massa celular inclui

alterações no gasto energético como redução no gasto energético diário total, aumento

no gasto energético em repouso e baixo gasto energético em atividade física (38). O

metabolismo de proteínas na AR também sofre alterações, representadas pelo aumento no

turnover proteico, o que somado as alterações energéticas caracteriza o hipermetabolismo

(122). A partir deste quadro de alterações que a AR apresenta, acredita-se que estas

alterações possam se encaixar na síndrome da caquexia.

A primeira descrição de caquexia em portadores de AR foi em 1893 por Paget

(123), a qual é caracterizada por alterações hormonais, metabólicas e comportamentais

que influenciam na diminuição da massa magra, com manutenção ou leve elevação 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 pró-inflamatórias

(8, 38). Alguns estudos mostram a correlação entre o gasto energético durante o repouso

e a atividade da doença (124) (125). Por outro lado, gasto energético geral foi descrito

como menor em indivíduos saudáveis (126), atribuído a uma atividade física reduzida

(7, 121). Assim, inflamação de longo prazo na AR leva a um estado hipermetabólico que

resulta na perda muscular (125).

De maneira geral, o efeito combinado (perda muscular e deposição normal de

gordura) manteria o IMC em níveis normais (127). Assim, a caquexia na AR parece não

se encaixar no critério diagnóstico de caquexia clássicos. Por isso, foi proposto que esta

condição na AR seja chamada de caquexia reumatoide ou obesidade caquética reumatoide

(8, 128), que é consistente com os relatos que IMC não é apropriado para a detecção da

caquexia reumatoide (129).

Bokhorst et al (52) demostraram que pacientes com AR não apresentam os cri-

térios diagnósticos estabelecidos por Evans (33) para definição da síndrome. Contudo é

sabido que os pacientes artríticos demonstram importantes alterações sistêmicas. Assim

foi designado o termo caquexia reumatoide, que respeita a individualidade do quadro

sindrômico desta doença.

A perda de peso corporal (≥ 5% no último ano) foi identificada em 1,0% dos

pacientes, enquanto anorexia foi vista em 5,8% (por escala analógica) a 10,7% (avaliação

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 prevalência, ou 18% em

mulheres e 21% em homens. Por isso, esforços são necessários para estabelecer critérios

diagnósticos para a caquexia reumatoide (127).

Não se tem um consenso na literatura sobre os critérios de diagnóstico de caquexia

reumatoide e, devido a isto, existe uma grande variação de prevalência entre os estudos

(8, 52, 130, 131). Não há, até o momento, proposta terapêutica bem padronizada visando

especificamente a esse aspecto da AR, e os efeitos dos tratamentos atuais ainda não foram

bem estudados.

2.5 Modelos experimentais de artrite

Diversos aspectos da artrite inflamatória podem ser estudados com material hu-

mano, usando células imunológicas do sangue periférico ou material de biópsias. No en-

tanto, doenças humanas manifestam uma interação complexa de características especificas

da doença, influências ambientais e fundo genético. Esta heterogeneidade na apresentação

clínica necessita de um grande tamanho amostral para detectar características específicas

do processo da doença ou abordagem terapêutica.
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Além disso, existem dificuldades e limitações na análise dos mecanismos da AR.

Tecidos relevantes como linfonodos, medula óssea e baço não são facilmente obtidos e até

o tecido sinovial, importante fator de estudo e alvo terapêutico, é raramente acessado.

O acesso a tecidos de indivíduos saudáveis para comparar as alterações causadas pela

doença também é raro.

Portanto, modelos animais são usados para controlar parte da heterogeneidade da

artrite e para ter acesso a tecidos de difícil coleta em humanos. Estes modelos experimen-

tais de artrite são de extrema importância para estudar a patogênese da AR, esclarecendo

os processos envolvidos na doença e identificando novos alvos terapêuticos. Eles também

são indispensáveis para testar novos produtos com potencial terapêutico.

Modelos experimentais de artrite apresentam diversas características similares às

presentes na AR, mas com algumas diferenças (132). Dentre estas diferenças importantes,

pode-se citar 1) modelos animais de artrite possuem uma progressão da doença mais

rápida e por isso possuem respostas inflamatórias agudas mais marcantes; e 2) roedores

possuem uma forte tendência de reabsorção e formação óssea em resposta à inflamação

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

Por isso, é importante selecionar um modelo animal que melhor se encaixe nos

pontos que se deseja investigar. Importantes critérios para seleção de um modelo experi-

mental incluem: 1) capacidade de predizer a eficácia de agente em humanos; 2) modelo

de fácil realização, dados reproduzíveis, duração razoável do período de experimentação;

e 3) patologia e/ou patogênese similar à doença em humanos. Na área da AR, há diversos

modelos que possuem bons históricos de predicabilidade. Isso se deve em grande parte ao

fato que diversas moléculas foram avaliadas em ensaios clínicos desta doença e os critérios

de avaliação de eficácia são mensuráveis (133).

De maneira geral, modelos experimentais podem ser divididos em dois grandes

grupos: artrite espontânea e artrite induzida experimentalmente. Apesar da grande di-

versidade entre os modelos, cada um deles apresenta uma série de características similares

à AR.

Artrite inflamatória aguda e crônica semelhante à AR pode ser induzida experi-

mentalmente em linhagens suscetíveis de ratos, camundongos e, em alguns casos, coelhos,

porcos da Guinea ou macacos (134). Cada um dos modelos tem características que lem-

bram a clínica da AR em seres humanos. Características histológicas de todos os modelos

de artrite incluem hiperplasia sinovial com infiltração severa de células inflamatórias,

semelhante às anormalidades histológicas de pacientes com AR. Além disso, os fatores ge-

néticos também determinam a expressão da doença em modelos de ratos e camundongos,

destacando as semelhanças com AR em seres humanos. Contudo, apesar da importân-

cia do complexo maior de histocompatibilidade (MHC) sobre a expressão da doença seja

aparente, genes não relacionados ao MHC também influenciam, podendo-se observar re-
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sistência da doença em animais com MHC “suscetível” ou suscetibilidade da doença nos

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

Modelos de ratos e camundongos, no entanto, também diferem entre si e em relação

a AR com respeito a: início da doença, gravidade da inflamação articular, padrões das

articulações envolvidas e várias outras manifestações clínicas e sistêmicas. Cada um desses

modelos pode fornecer pistas sobre a etiopatogenia da AR e/ou doenças inflamatórias

crônicas (133, 134, 135).

Modelos de roedores têm sido cada vez mais usados por causa da disponibilidade

de linhagens geneticamente homogêneas. Em adição, uma variedade de knockouts geneti-

camente modificados e camundongos transgênicos estão disponíveis para dissecar eventos

patológicos complexos. Também foi desenvolvido um modelo de artrite-induzida por co-

lágeno em primatas.

Dentre os modelos utilizados para o estudo de novas terapias os mais comuns são

artrite induzida por adjuvante (AIA) e artrite induzida por colágeno (CIA). Apesar de no-

vos modelos existirem, dados ligando a eficácia pré-clínica com eficácia clínica comprovada

não são suficientes (132).

Um dos modelos experimentais de artrite mais utilizado atualmente é o modelo

de artrite induzida por colágeno do tipo II (CIA) (136). Esta preferência ao modelo de

CIA se deve ao fato de que é um modelo relativamente simples de realizar, reprodutível

e com um vasto número de animais susceptíveis para o desenvolvimento. A CIA pode

ser induzida em primatas não-humanos, ratos (Wistar, Sprague-Dawley e Wistar-Lewis)

e camundongos (DBA/1J e C57BL/6) (137). Ele compartilha várias características pa-

tológicas com a doença, como a resposta anti-colágeno tipo II (CII), principal proteína

da cartilagem e um dos autoantígenos da AR. No modelo de CIA o CII mais o adjuvante

do Freund desencadeiam a artrite experimental autoimune que apresenta características

clínicas, histológicas e imunológicas semelhantes à AR (137).

Assim como na AR, a suscetibilidade do modelo está ligada à expressão de genes

específicos do complexo de imunoistocompátibilidade (MHC) de classe II (137). A res-

posta imune no modelo de CIA é caracterizada por uma resposta autoimune inflamatória

contra o colágeno, mediada por células T com o envolvimento de células B também (138).

Assim como na AR, diversas citocinas pró-inflamatórias são expressas na cartilagem de

camundongos com CIA, como TNF-𝛼, IL-1𝛽, IL-6 e fator de crescimento tumoral (TGF)𝛽

(139).

Ao contrário da artrite humana, CIA não é simétrica e não existe uma combinação

de patas/articulações afetadas. Similaridade nas caraterísticas clínicas entre CIA e AR

incluem eritrema e edema articular. Histologicamente, o modelo de CIA é caracterizado

por uma sinovite intensa, que corresponde ao início clínico da artrite humana. Alguns
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dias após o aparecimento da doença, os animais desenvolvem erosão cartilaginosa e óssea,

um tecido invasivo do tipo pannus, formação de fibrose e uma evolução progressiva a

anquilose (137). Outra diferença entre este modelo experimental e a AR é a ausência de

fator reumatoide.

A CIA é induzida em roedores de 8 a 12 semanas de vida com colágeno do tipo

II bovino. A primeira imunização 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 emulsão. Isso resulta em uma reação inflamatória

moderada no local da injeção que dura de 1-2 semanas. No 18𝑜 dia após a imunização,

realiza-se um booster com uma emulsão de adjuvante incompleto de Freund (IFA - sem

Mycobacterium) em um ponto diferente da cauda. Para a maioria das linhagens CIA-

sensíveis, o primeiro sinal clínico do desenvolvimento da artrite tornam-se visíveis entre

os dias 21 e 35 após a imunização. A incidência de artrite em linhagens de camundongos

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

2.6 Perda de peso e músculo em artrite experimental

Como já citado, modelos experimentais como a artrite induzida por colágeno (CIA)

mimetizam a AR, sendo uma importante ferramenta para o estudo desta doença (140,

141). Esses modelos são amplamente usados para estudar aspectos fisiopatológicos da

doença e para testar novas terapias (140, 141). Entretanto, ainda é escassa a literatura

quanto ao envolvimento muscular nesses modelos e as vias que estão envolvidas neste

acometimento, apresentando um padrão semelhante ao da AR.

Em 1997, Roubenoff et al (32) descreveram o modelo de AIA como modelo animal

de caquexia reumatoide. Ele identificou perda de 6% de peso nos animais doentes e uma

forte correlação do TNF com a perda de peso neste modelo. Desde então, poucos trabalhos

foram publicados no tema.

Um grupo espanhóis liderado por López-Calderón estudou neste mesmo modelo

de AIA alterações hormonais causada pela inflamação crônica da artrite, identificando

redução na secreção do hormônio de crescimento (GH), redução de do fator de crecimento

semelhante à insulina (IGF-1), aumento das proteínas ligantes de IGF (IGFBP) e redu-

ção da ingesta alimentar (142, 143). Depois, este grupo identificou alterações musculares,

como perda de peso, perda muscular, e alteração de algumas proteínas musculares. Entre

elas, podemos citar aumento de MuRF-1 e Mafbx (para maiores explicações, vide o Ca-

pítulo 2.8 sobre o sistema ubiqutina-proteossomo), aumento de miostatina (miocina que

inibe o crescimento muscular), aumento de MyoD e miogenina (marcadores de regeneração

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

Interessantemente, Yamada et al (145) demonstraram uma redução na força mus-
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cular do modelo de CIA, 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, redução da locomoção es-

pontânea e correlação inversa entre locomoção e peso muscular. Neste mesmo modelo,

Filippin et al (147) descreveram perda de peso e redução da locomoção progressivas e de

acordo com o desenvolvimento da artrite, e uma forte perda muscular em estágio 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 são diferentes, confirmando que essa alteração

muscular não se deve somente a imobilidade e redução da locomoção dos animais. Neste

mesmo trabalho, se observou aumento de MuRF-1, Mafbx e miogenina similar aos traba-

lhos de Castillero (143, 144), mas sem alteração na miostatina, o que pode ser explicado

por causa do modelo animal diferente.

Considerando todas as características que os estudos anteriores obtiveram, modelo

de CIA parece ter as características necessárias 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 sinalização podem estar atu-

ando na perda muscular, ainda não está 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 denervação, suspensão da pata,

desuso, jejum (148), diabetes mellitus e câncer (149), bem como estudos em biópsias de

músculo em pacientes voluntários (150).

Apesar do progresso no conhecimento dos mecanismos moleculares que levam à

atrofia muscular em diversas situações, a perda muscular na AR ainda é muito pouco

estudada. Funcionalmente, os pacientes com AR apresentam redução significativa na

força muscular, mas a velocidade e as propriedades contráteis musculares mantêm-se

inalteradas (151). Esses dados demonstram que o impacto da doença ocorre por meio de

perda proteica, afetando principalmente sarcômeros em paralelo e preservando o número

de sarcômeros em série.

As diversas condições que levam à perda de massa muscular envolvem distintas cas-

catas de sinalização intracelular que podem levar à morte celular programada (apoptose),

ao aumento da degradação proteica ou ainda à diminuição da ativação das células-satélite

responsáveis pela regeneração muscular (Figura 2) (152).

Dentre as vias de proteólise 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 regeneração pela inati-
vidade de células-satélite, apoptose e vias de degradação proteica, como por
exemplo, proteases ativadas por cálcio, proteossomo e autofagia.

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

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

Em modelos experimentais in vivo e em humanos não existe consenso sobre a im-

portância relativa das diferentes vias de degradação proteica. Purintrapiban et al. (10)

estudaram o papel desses diferentes mecanismos de proteólise em cultura de células mus-

culares. A inibição dos sistemas enzimáticos calpaina, proteossomo e lisossomo ocasionou

20%, 62% e 40% de redução na degradação de proteínas totais, respectivamente. En-

tretanto, parece claro que há significativa variação na participação de cada uma dessas

vias, dependendo da situação clínica envolvida (p. ex., denervação, imobilização, caque-

xia da malignidade, inflamação crônica) (10, 153, 154). Ainda se desconhece o papel e a

importância destas vias na perda muscular causada pela artrite.

2.8 O sistema ubiquitina-proteossomo

Um sistema proteolítico relacionado com perda muscular e considerado um dos

mais importantes é o sistema ubiquitina-proteossomo. Esse sistema altamente conservado

é a principal maquinaria de degradação proteica não lisossomal em células eucarióticas

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

O sistema ubiquitina-proteossomo é responsável por processar e degradar proteí-

nas celulares essenciais para a regulação de desenvolvimento, diferenciação, proliferação,

apoptose, transdução de sinal, respostas imune e inflamatória, entre outros, governando,
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Figura 3 – Sistema ubiquitina-proteossomo de degradação proteica (2). O sistema
ubiquitina-proteossomo é um complexo multiproteico citoplasmático que de-
grada proteínas marcadas por ubiquitina. Essa degradação requer a partici-
pação de três proteínas distintas (E1, E2 e E3). As proteínas E3 conferem
especificidade às proteínas que serão degradas. Na atrofia muscular foram
descritas algumas enzimas E3, como a MuRF-1 e a atrogina-1.

assim, processos celulares básicos (12, 13).

Proteínas celulares destinadas à degradação pelo proteossomo devem estar devi-

damente marcadas com uma ligação covalente de múltiplos monômeros de ubiquitina,

peptídeos compostos de 76 aminoácidos. A ubiquitina pode ser conjugada a substratos

proteicos específicos, processo que requer três componentes enzimáticos (Figura 3): E1,

uma enzima ativadora de ubiquitina; E2, uma enzima conjugadora de ubiquitina; e E3,

uma enzima ligante de ubiquitina. Inicialmente, a E1 é ativada e, em uma reação depen-

dente de energia, transfere, através da E2, a ubiquitina para a E3, que catalisa a ligação

da ubiquitina à proteína, marcando-a para ser degradada (Figura 3) (155).

As enzimas do tipo E3 conferem especificidade à proteína-alvo para degradação.

Centenas de diferentes E3 já foram identificadas, e parece que cada uma modula a ubiquiti-

nização de um grupo de substratos proteicos (155). No músculo esquelético foram identifi

cadas duas E3 específicas que estão 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 denervação e de suspensão da pata traseira (156).

A MuRF-1 é uma enzima ubiquitina ligase E3 reconhecida como marcador do
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Figura 4 – Proteossomo 26S e 20S. O sistema ubiquitina-proteossomo é o principal res-
ponsável por processar e degradar proteínas intracelulares. O núcleo do prote-
ossomo é chamado proteossomo 20S. Quando o proteossomo 20S se une a uma
enzima regulatória (19S), ele é a partir de então chamado proteossomo 26S

processo de atrofia muscular em diversos modelos experimentais (14). Essa proteína tem

a capacidade de se ligar à titina da linha M (157) a terceira em abundância dentre as

proteínas musculares (10%) (158).

O proteossomo é um complexo proteico e suas diferentes partes podem ser nome-

adas de acordo com estrutura e atividade. O núcleo do proteossomo é chamado proteos-

somo 20S (Figura 4). Este núcleo 20S possui forma cilíndrica, é composta por múltiplas

subunidades e sua atividade proteásica está localizada na cavidade interna do cilindro,

isolada pela parede do mesmo e impedindo a digestão indiscriminada de proteínas. Esse

cilindro é composto por quatro anéis empilhados com sete subunidades cada, dois anéis

externos com diferentes subunidades 𝛼 e dois anéis internos com diferentes subunidades

𝛽. Somente as subunidades 𝛽1, 𝛽2 e 𝛽5 possuem atividade proteásica (159, 160). Cada

subunidade apresenta uma atividade catalítica distinta no proteossomo: atividade do tipo

caspase (hidrolisante de peptídeo peptidilglutamil), do tipo tripsina e do tipo quimotrip-

sina, respectivamente.

Quando o proteossomo 20S se une a uma enzima regulatória (19S) (161), ele é

a partir de então chamado proteossomo 26S (Figura 4). A enzima 19S reconhece pro-

teínas marcadas com cadeiras de poli-ubiquitina e desnatura estas proteínas para serem

degradadas pelo núcleo 20S. A outra proteína reguladora pode ser o 11S, permitindo ao

proteossomo a degradação de proteínas não ubiquitinadas. A expressão da enzima 11S é

estimulada por mediadores inflamatórios (13, 160).

Quando expostas a citocinas pró-inflamatórias como TNF-𝛼 e interferon (IFN)-𝛾
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(162), células de eucariotos mais derivados expressam diferentes subunidades, 𝛽1i, 𝛽2i

e 𝛽5i, que são incluídas no proteossomo no lugar das subunidades constitutivas durante

a neossíntese do proteossomo (160, 163, 164). Este complexo formado por subunidades

induzíveis é conhecido como o imunoproteossomo, e possui maior atividade enzimática.

Alguns estudos descreveram o aumento da expressão de subunidades do proteos-

somo e de enzimas ubiquitinantes durante a atrofia muscular (165) bem como o aumento

da expressão de E3 ligases em modelos de denervação, imobilização, restrição alimentar,

diabetes mellitus e uremia (14). Esses estudos sugerem que a perda muscular está relaci-

onada com a atividade das E3 ligases MuRF-1 e atrogina-1 (14). Em modelos murinos,

a inibição do proteossomo pode reduzir a degradação proteica durante a atrofia (166),

indicando um importante papel da via ubiquitina-proteossomo na sarcopenia - mas não

é possível extrapolar esses resultados para humanos (167). Inibidores biológicos e sintéti-

cos do proteossomo podem inibir o ciclo celular e induzir apoptose preferencialmente em

células neoplásicas (168).

A atrofia muscular que ocorre pela super expressão do sistema ubiquitina-proteossomo

parece envolver vias distintas. O aumento das enzimas ligantes de ubiquitina E3 associ-

adas à proteólise muscular já foi identificado no músculo esquelético de modelos murinos

de artrite (169, 143), mas os outros componentes da via ubiquitina-proteossomo ainda

não foram estudados, como a ubiquitina e subunidades proteossomais, bem como em que

estágio da doença ocorre o desenvolvimento da atrofia. Pela via ubiquitina-proteossomo,

observou-se o aumento da expressão de MuRF-1 e de MAF-bx 31 pela NF-𝜅B, FOXO3

(170) e miogenina (171), dados não confirmados em músculo de humanos com artrite.

Dessa forma, embora seja a via proteolítica mais estudada em geral, sua importância

ainda não foi confirmada em pacientes com artropatia crônica.

No tecido muscular saudável há a expressão principalmente das subunidades cons-

titutivas do proteossomo, enquanto a expressão do immunoproteossomo é mínima (172,

173). No entanto, o immunoproteossomo pode ser super-regulado em resposta ao es-

tresse ou dano (174). Por exemplo, está bem definido o aumento da expressão da via

ubiquitina-proteossomo na perda muscular de modelos animais de caquexia do câncer

(175, 176). Ainda assim, há pouca literatura sobre o envolvimento do proteossomo em

condições somo a artrite.

Apesar disso, já foi identificado um aumento da expressão e atividade do proteos-

somo em doenças inflamatórias como a síndrome de Sjögren e a AR (16, 177). Estas alte-

rações foram identificadas em proteossomos circulantes e de células sanguíneas (16, 177).

Na verdade, foi detectada uma correlação entre a concentração de proteossomos circulan-

tes e o estado clínico da doença (177, 178).

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

O proteossomo 26S requer ATP para sua ativação e é reponsável pela degradação celular
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de proteínas ubiquitinadas (179) e algumas proteínas não ubiquitinadas (180). Evidências

in vitro parecem mostrar que o proteossomo 20S degrada seletivamente proteínas oxidadas

de uma maneira independente de ATP (181), e foi sugerido como o mecanismo primário

para degradação de proteínas danificadas devido ao dano oxidativo (182, 183).

Mas, foi observado que a exposição prolongada ao estresse oxidativo iria inibir a

atividade do proteossomo e uma nova síntese de subunidades constitutivas e induzíveis

ocorreria, formando proteossomos com maior capacidade de degradação e mais resistentes

ao estresse oxidativo (184). A presença do estresse oxidativo durante o processo inflama-

tório, assim como a artrite, já está bem estabelecido (106).

2.9 Tratamentos da AR

Apesar de ainda não existir uma cura, medicamentos podem melhorar a condição

dos pacientes com AR e reduzir a progressão da doença. O tratamento da AR deve ser

iniciado o mais cedo possível e tão intensivo quanto necessário para induzir o controle da

doença e, preferencialmente, sua remissão (185).

Inúmeros estudos têm demonstrado melhor resposta terapêutica, menor destruição

articular e menor perda funcional nos pacientes tratados mais precocemente, no primeiro

ano dos sintomas (185). Atualmente, existe o conceito da "janela terapêutica", que são 12

semanas após os primeiros sinais clínicos da doenças, considerada tempo ideal para que o

tratamento tenho efeitos benéficos e sustentados a longo prazo, muitas vezes alcançando

a remissão mais rapidamente (185).

Três principais categorias terapêuticas são usadas no tratamento para AR: dro-

gas anti-inflamatórias não esteroides (NSAIDs), glicocorticoides, drogas anti-reumáticas

modificadores da doença (DMARDs) e agentes biológicos.

(evitar começar frase com sigla) NSAIDs são atualmente anti-inflamatórios utiliza-

dos para tratar alguns dos sintomas da AR, como dor e rigidez articular (79). Esta droga

perdeu sua posição como primeira escolha de tratamento por causa de sua baixa efetivi-

dade, inabilidade de modificar o curso da doença a longo prazo e efeitos tóxico cardíaco

e gastrointestinal (186, 187). Atualmente se recomendo o uso destes agentes juntamente

com inibidores de bomba de prótons para minimizar os riscos. NSAIDs muitas vezes

são usados nas primeiras semanas após o diganóstico da AR, para reduzir a inflamação

enquanto se espera que DMARD de ação mais lenta façam efeito (188).

Assim como os NSAIDs, glicocorticoides são usados para suprimir a inflamação

da AR, reduzindo inchaço articular e dor. A dosagem recomendada de glicocorticoides

para AR possui efeito limitado sobre o desenvolvimento da doença (189). Apesar de altas

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

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

Nestas doses menores, glicocorticoides não apresentam afeitos adversos mais sérios

(189). No entanto, todas as dosagens de glicocorticoides são danosos para o metabolismo

ósseo, levando a redução da formação óssea (192). Por isso, é recomendado a suplemen-

tação de vitamina D e cálcio para quem está sendo medicado com glicocorticóides e o uso

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

DMARDs são uma coleção heterogênea de agentes agrupados juntos por uso e

convenção. Elas são os principais tratamentos para AR (188). Muitos dos mecanismos

de ação destes medicamentos não são completamente conhecidos. Eles reduzem o inchaço

articular, dor e marcadores de fase aguda, limitam o dano articular progressivo e melhoram

a função. O principal DMARD é o metotrexato (193), seguido por sulfasalazina (194) e

leftuomida (195).

Efeitos adversos dos DMARDs podem ser leves (e.g., náusea) e sérios (e.g., he-

patotoxicidade, alterações no sangue, problemas pulmonares) (193). Metotrexato, um

imunossupressor amplamente utilizado a partir dos anos 80, é reconhecido atualmente

como a droga de referência para o tratamento da AR. Utilizado como monoterapia, é ca-

paz de controlar as manifestações clínicas, levar à melhora funcional e deter a progressão

radiológica. Além disso, foi demonstrada a sua capacidade de intervir com o prognóstico

da doença, sendo implicado na redução da mortalidade cardiovascular associada à AR

(196).

Os agentes biológicos, também chamados de modificadores da resposta biológica,

são anticorpos ou proteínas recombinantes que bloqueiam a atividade de mediadores in-

flamatórios ou moléculas sinalizadoras envolvidas na AR. Estas moléculas podem ser

divididas em dois grupos: os agentes anti-TNF, já com mais de 10 anos de experiência de

uso, e os mais recentes agentes aprovados para uso comercial no Brasil em 2006-2007, os

quais têm diferentes mecanismos de ação (188).

Inibidores do fator de necrose tumoral (TNF) e outros agentes biológicos foram

proclamados como a chamada "revolução terapêutica", transformando a perspectiva para

pacientes com AR. A maioria desses agentes biológicos são inibidores do TNF-𝛼 (197),

devido à sua importância no processo inflamatório e destruição das articulações (198),

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

TNF, uma citocina pró-inflamatória, liberada por monócitos ativados, macrófa-

gos, e também por linfócitos T, fibroblastos e células endoteliais, está profundamente

envolvido na patogênese da AR. Diferentes inibidores de TNF foram e estão sendo desen-

volvidos para o tratamento da AR. Atualmente três estão disponíveis 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 solúvel do TNF (eta-

nercepte - proteína de fusão composta do receptor do TNF ligado a porção Fc de uma

imunoglobulina humana) (197).

Estes agentes inibidores do TNF empregados como monoterapia, mas particular-

mente quando associados com metotrexato, são eficazes, reduzindo os sinais e sintomas

da doença e a progressão radiológica (200). Agentes biológicos que não têm o TNF como

alvo terapêutico, 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 não são curativas da doença (203). Dentre os numero-

sos efeitos advesos provenientes do tratamento com inibidores de TNF-𝛼, infecções são o

mais comum (204). O risco é maior para o desenvolvimento de doenças granulomatosas,

especialmente a tuberculose (205). Estudos indicam que, apesar de não aumentar o nú-

mero de tumores sólidos, terapia anti-TNF aumenta o risco de linfoma quando comparado

com a população normal (206). Falência cardíaca também foi descrito como um evento

adverso de tratamento com inibidores de TNF (207). Ocorre também uma reativação de

hepatite crônica B, caso não seja dado um anti-retroviral. Outros eventos adversos des-

critos com os agentes anti-TNF incluem descompensação citopenias, elevação de enzimas

hepáticas, vasculites cutâneas e síndromes desmielinizantes (206).

A formação de auto anticorpos foi descrita na terapia dos três inibidores de TNF-𝛼.

Estes anticorpos são especialmente anti-DNA, mas pacientes podem desenvolver anticor-

pos contra os próprios medicamentos (208, 209, 210). Em pacientes com AR, a presença

de anticorpos anti-medicamento varia de 5% a 20% (211). Alguns dados sugerem que es-

tes anticorpos estão associados com a perda da eficiência do medicamento e um aumento

da frequência de reações contra infusão (212).

No entanto, pacientes que apresentam alterações de peso e músculo ainda de ma-

neira geral estão sendo tratados com drogas anti-reumáticas, mas ainda assim apresentam

perda muscular. O papel dos diferentes mecanismos de proteólise e o efeito de drogas anti-

reumáticas como anti-TNF e metotrexato são de grande importância para esclarecer os

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

2.9.1 Metotrexato

Há mais de 20 anos o metotrexato (MTX) é a terapia mais utilizada como trata-

mento para a AR (193). É a primeira droga utilizada por reumatologistas para impedir a

progressão da doença (197). No entanto, seu efeito sobre a perda muscular e o proteossomo

na artrite ainda é desconhecido.

Foram propostos quatro mecanismos de ação deste medicamento: 1. função de
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agente antifólico, inibindo a proliferação de células que estão rapidamente se dividindo,

como linfócitos na AR (213); 2. diminuição do acúmulo de agentes tóxicos, especialmente

poliaminas, que são dependentes do tetrafolato e contribuem para o dano tecidual na

AR (214); 3. redução dos níveis intracelulares de glutationa, levando ao uma redução no

dano oxidativo (215); 4. aumento dos níveis de adenosina extracelular, uma ação anti-

inflamatória (216, 217). Todos estes mecanismos parecem estar envolvidos na ação deste

medicamento no tratamento da AR (193).

Efeitos adversos comuns no tratamento do MTX com pacientes são: náusea, des-

conforto abdominal, perda de apetite, fadiga e dores de cabeça. Efeitos adversos mais

graves do MTX incluem hepatite, cirrose, úlceras, citopenias e pneumonia intersticial e

eventualmente disfunção renal (193). Suplementação de ácido fólico concomitante ao tra-

tamento com MTX aumenta a tolerância ao medicamento, pois reduz os efeitos adversos

(193).

MTX é o padrão ouro com que novos medicamentos são comparados. Sua eficiência

é comparável às outras DMARDs, mas parece ter ação inferior aos agentes biológicos

(218). No entanto, devido à combinação de eficiência, baixo custo e tolerância aceitável,

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

O efeito do tratamento som metotrexato (MTX) sobre a artrite experimental é

controverso. Apesar de já ter sido relatado efetividade do MTX em modelo de CIA (219),

outros trabalhos com estes mesmo modelo não obtiveram resultados positivos da terapia

(220).

Na literatura, há pouca informação 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 idiopática juvenil (221) e no modelo experimental

de artrite induzida por adjuvante, apesar do peso corporal dos animais tratados não

chegarem ao nível dos animais saudáveis (222). Por outro lado, foi descrita a correlação

entre aumento do índice de massa corporal e a atividade da doença (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 doença.

Por exemplo, Sasakawa et al (224) reportaram que o tratamento terapêutico de

MTX não alterou o desenvolvimento da doença, atividade de locomoção espontânea e

não protegeu animais com CIA da perda de peso. MTX já foi descrito possuir um efeito

na redução da ingesta de água e alimento em ratos saudáveis, causando perda de peso e

massa magra (225).

Marcora et al (226) observaram uma diferença significativa no ganho e composição

de massa corporal em pacientes com AR: o grupo tratado com etanercepte (anti-TNF)

ganhou uma proporção 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 biológico que age como inibidor específico do TNF-𝛼 apro-

vado para AR é o etanercepte (ETN). O ETN é uma proteína solúvel que consiste na

porção ligante da porção humana 75 kDa (p75) do receptor do TNF (TNFR) fusionada

com da fração constante (Fc) do IG1 humano (227). A meia-vida da droga após absorção

é aproximadamente quatro dias (227).

Ele se liga tanto ao TNF-𝛼 solúvel quanto ao TNF-𝛽 (lymphotoxina) (188), mas

não ao TNF-𝛼 legado na membrana. Sua eficiência de ligação ao TNF-𝛼 é aproxima-

damente 1000 vezes maior que o TNFR monomérico solúvel (227). O ETN neutraliza

o TNF-𝛼 e bloqueia sua atividade pró-inflamatória, assim melhorando a função física e

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

Em modelo experimental de artrite, ETN reduziu a severidade da doença, re-

duzindo a escore clínico, edema da pata traseira e dor (228, 229). Apesar de sua alta

eficiência, os mecanismos do ETN não estão completamente claros, e seu efeito sobre a

perda muscular e sobre o proteossomo ainda não foram estudados.

TNF-𝛼 é considerado ter um papel chave nos mecanismos de perda muscular (121).

Apesar de um estudo publicado anteriormente não ter observação 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 câncer (175, 176).

Foi documentado que o TNF induz um efeito anoréxico ao nível do hipotálamo

(234), e terapias anti-TNF poderiam reduzir este efeito (175, 176). Portanto, o TNF

demonstra ter efeitos importantes sobre o músculo esquelético, incluindo o aceleramento

do catabolismo muscular e causando disfunção contrátil e miogênese (revisado em (235)).

TNF consegue induzir mudanças no proteossomo muscular, como superexpressão de suas

subunidades constitutivas e induzíveis (236, 155, 237).
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3 Marco Teórico

A seguir, está um esquema ilustrativo do marco teórico do trabalho (Figura 5).
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Figura 5 – Esquema ilustrativo do marco teórico do trabalho. A artrite reumatoide (AR) é
uma doença autoimune inflamatória crônica. A inflamação crônica causa alte-
rações metabólicas, como o hipermetabolismo, e pode levar à perda muscular.
Este conjunto de características pode ser denominado caquexia reumatoide. A
partir destas alterações, ocorre um desequilíbrio no turnover proteico, relaci-
onado com o aumento da proteólise muscular, e fraqueza muscular com maior
inatividade física, que entram em um processo de retroalimentação negativa
entre si. Esse quadro aumenta a incapacitação e morbidade dos indivíduos,
levando à maior mortalidade. Ainda se desconhece os efeitos dos tratamentos
da AR, como anti-TNF e metotrexato, sobre todas estas características.
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4 Justificativa

Diante do apresentado acima, a perda de massa muscular consequente da artrite

é uma manifestação extra-articular altamente prevalente e que afeta profundamente a

funcionalidade e expectativa de vida dos indivíduos. Ela causa um profundo impacto

socioeconômico e funcional nessa população. Não há, até o momento, proposta terapêutica

padronizada para essa complicação. Há poucos estudos avaliando o impacto das terapias

atuais na perda de massa muscular (238).

Da mesma forma, conforme discutimos anteriormente, praticamente não existem

estudos sobre a participação das diversas cascatas que levam à atrofia e à regeneração

muscular em modelos experimentais ou em pacientes com artropatias crônicas. Os meca-

nismos de perda muscular possuem papel significativo neste processo. Ao que tudo indica,

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

Entretanto, os processos biomoleculares envolvidos na perda muscular, a atividade

do proteossomo, bem como o papel do anti-TNF-𝛼 nessa condição, têm 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 proteólise do músculo

cronicamente inflamado, onde o etanercepte e o metotrexato podem apresentar papel

significativo, são de alta relevância para o esclarecimento do papel das diferentes vias de

proteólise e para a identificação de potenciais alvos de manipulação terapêutica.
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5 Objetivos

5.1 Objetivo Primário

Avaliar a atividade e expressão no proteossomo no músculo de modelo experimental

de artrite e o efeito da inibição do fator de necrose tumoral alfa (TNF-𝛼) e do metotrexato

sobre estes mesmos parâmetros.

5.2 Objetivos Secundários

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

mentais;

2. Avaliar a atividade de locomoção espontânea dos animais e comparar com o

grupo controle;

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

período experimental;

4. Pesar os músculos gastrocnêmio e tibial anterior dos animais nos diferentes

grupos experimentais e avaliar a proporção muscular nos animais, através da normalização

do peso muscular com o peso do animal;

5. Determinar a atividade do proteossomo nos diferentes grupos estudados;

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

muscular dos diferentes grupos experimentais;

7. Quantificar a expressão gênica das subunidades do proteossomo no tecido mus-

cular dos diferentes grupos experimentais.
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6 Artigo Original

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 está submetido no periódico Journal of

Cachexia, Sarcopenia and Muscle (fator de impacto 7,315, Qualis CAPES A1).

Esta pesquisa foi desenvolvida no Laboratório de Doenças Autoimunes do Hos-

pital de Clínicas de Porto Alegre durante três anos de doutorado no Brasil e um ano

no laboratório do Professor Dr Eugen Feist, da Charité - Universitätsmedizin Berlin, na

Alemanha.

Esse trabalho contou com o apoio financeiro do Fundo de Incentivo à Pesquisa e

Eventos do Hospital de Clínica de Porto Alegre (FIPE), da Coordenação de Aperfeiçoa-

mento de Pessoal de Nível Superior (CAPES) e do Conselho Nacional de Desenvolvimento

Científico e Tecnológico (CNPq). O estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética do HCPA

pelo número 12-0044.
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7 Conclusão

Apesar de significativa perda de massa muscular que ocorre na maioria dos pa-

cientes com artrite reumatoide, com um profundo impacto socioeconômico e funcional

nesta população, não há até o momento proposta terapêutica padronizada para essa com-

plicação. Há muito poucos estudos avaliando o impacto das terapias atuais na perda de

massa muscular. Da mesma forma, conforme discutimos acima, praticamente não exis-

tem estudos sobre a participação das diversas cascatas que levam a atrofia e a regeneração

muscular em modelos experimentais ou em pacientes com artropatias crônicas.

Na tese em questão, foi investigada no músculo de modelo de artrite induzida

por colágeno (CIA) as alterações do proteossomo, importante mecanismo de proteólise

intracelular. Esse estudo demonstrou pela primeira vez um aumento na atividade do pro-

teossomo (atividade do tipo caspase) e expressão alterada de subunidades do proteossomo

(redução de Psmb6 e aumento de Psmb9 ) na perda muscular de modelo crônica de artrite

induzida por colágeno (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 alterações do pro-

teossomo observadas no modelo de CIA.

O tratamento com metotrexato (MTX) conseguiu alterar parcialmente o desenvol-

vimento da doença, mas não foi capaz de alterar a perda muscular. Músculos dos animais

tratados com MTX apesentaram o mesmo padrão que os animais CIA, e até apresentou

uma maior expressão de algumas subunidades do proteossomo (𝛽5 e 𝛽5i). O efeito re-

duzido do MTX sobre a atividade clínica da artrite explica somente parcialmente estes

resultados.

O efeito do tratamento de ETN sobre o desenvolvimento da doença foi mais forte

que MTX. ETN parece ser capaz de parcialmente proteger os animais da perda de peso e

músculo, demonstrado do maior peso corporal e muscular dos animais tratados com este

medicamento. No entanto, o efeito de ETN não foi capaz de significativamente reduzir o

aumento na expressão de 𝛽1 e na atividade do tipo caspase do proteossomo apresentado

por CIA. Provavelmente outros mecanismos sinalizadores além do TNF estão envolvidos

na perda muscular e nas alterações do proteossomo em dito músculo.

Estudos futuros são necessários para explicar o papel do proteossomo e os efeitos

da inibição de TNF na perda muscular da artrite. É importante esclarecer também os

outros possíveis mecanismos envolvidos no processo de perda muscular da artrite, pois

assim é possível o desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas.
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8 Perspectivas Futuras

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

quisa:

∙ o efeito do inibidor de proteossomo, Bortezomib, sobre a perda muscular e alterações

do proteossomo em CIA;

∙ as rotas de sinalização intracelular podem estar envolvidas nas alterações observadas

no músculo de animais com CIA;

∙ mecanismos envolvidos nas alterações musculares em pacientes com artrite reuma-

toide.
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