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RESUMO

Introducé&o: O lupus eritematoso sistémico (LES) é uma doencga autoimune sistémica,
de etiologia multifatorial. Dentre as alteracdes musculoesqueléticas, observa-se com
frequéncia mialgias e miosite, o que causa perda de forca muscular nos pacientes.
Neste contexto, a suplementagédo de vitamina D demonstra ter efeitos benéficos na

morfologia e fungdo muscular.

Objetivos: Descrever as alteracdes histologicas e moleculares do musculo
gastrocnémio sem e com suplementacao de vitamina D em modelo de lapus induzido

por pristane.

Metodologia: 28 camundongos Balb/c fémeas de 8-12 semanas de vida foram
randomizados em trés grupos, sendo eles: LES (doente; n=10), LES + vitamina D
(tratado; n=10) e controle (n=8). O modelo experimental de LES foi induzido, através
de injecéo intraperitoneal de 500ul de pristane. O grupo tratado recebeu vitamina D por
via subcutanea, na concentracao de 2ug/kg, em dias alternados. O tratamento iniciou
apos a inducao da doenca, e permaneceu até o final do periodo experimental de 180
dias. Os testes fisicos de forca (levantamento de peso), locomocéao espontanea e fadiga
(teste em esteira) foram realizados nos tempo 0, 60, 120 e 180 dias. ApGs eutanasia, 0
musculo tibial anterior foi utilizado para avaliacdo da area da miofibra e o musculo
gastrocnémio para analise da expressdo proteica de marcadores de regeneracdo
(myod, miogenina), sintese (AKT) e degradac¢éo (murf, miostatina, P62, LC3) muscular,

através da técnica de Western blot.

Resultados: O grupo PIL mostrou uma reducéo significativa na area de miofibra em
comparacao aos grupos CO e VD (10%). A expressao de LC3 foi significativamente
maior no grupo PIL do que nos grupos CO e VD. A expresséo de miostatina foi maior
no grupo VD em comparagao ao grupo PIL. A expresséo de Myod foi maior no grupo
PIL do que no grupo VD. Nao encontramos diferenca estatistica entre 0s grupos para
a expressao de p62, miogenina e Akt (p> 0,05). Os grupos PIL e VD apresentaram
maiores taxas de fadiga e menor forga muscular em comparagcao ao grupo CO ao
longo do tempo.

Conclusao: Nesse modelo de Iapus induzido por pristane, observou-se leve atrofia

muscular (10%), sem impacto importante na fungéo fisica. O aumento de LC3,



biomarcador de autofagia, indica potencial participacdo desse processo no
desenvolvimento da atrofia, o qual foi atenuado com a suplementacédo de vitamina D.

Mais estudos sobre o efeito da Vitamina D no processo de autofagia sdo necessarios.

Palavras-chave: Atrofia muscular, lUpus, lupus induzido por pristane, vitamina D



ABSTRACT

Introduction: Systemic lupus erythematosus (SLE) is a systemic autoimmune disease
of multifactorial etiology. Among musculoskeletal disorders, myalgia and myositis are
frequently observed, which causes loss of muscle strength in patients. In this context,
vitamin D supplementation has been shown to have beneficial effects on muscle

morphology and function.

Objectives: To describe the histological and molecular changes of gastrocnemius

muscle without and with vitamin D supplementation in a pristane-induced lupus model.

Methodology: 28 8-12 week old female Balb / ¢ mice were randomized into three
groups: SLE (sick; n = 10), SLE + vitamin D (treated; n = 10) and control (n = 8).). The
experimental model of SLE was induced by intraperitoneal injection of 500ul of
pristane. The treated group received vitamin D subcutaneously at a concentration of
2ug / kg every other day. Treatment began after disease induction and continued until
the end of the 180-day experimental period. Physical tests of strength (weightlifting),
spontaneous locomotion and fatigue (treadmill test) were performed at time 0, 60, 120
and 180 days. After euthanasia, the anterior tibial muscle was used to evaluate the
myofiber area and the gastrocnemius muscle to analyze the protein expression of
muscle regeneration (myod, myogenin), synthesis (AKT) and muscle degradation

(murf, myostatin, P62, LC3) markers. by Western blot technique.

Results: The PIL group showed a significant reduction in myofiber area compared to
the CO and VD groups (10%). LC3 expression was significantly higher in the PIL group
than in the CO and VD groups. Myostatin expression was higher in the VD group
compared to the PIL group. Myod expression was higher in the PIL group than in the
VD group. We did not find statistical difference among the groups for p62, myogenin
and Akt expression (p>0.05). The PIL and VD groups presented higher fatigue and
lower muscle strength rates compared to the CO group over time.

Conclusion: In this pristane-induced lupus model, mild muscle atrophy (10%) was
observed, with no significant impact on physical function. The increase in autophagy
biomarker LC3 indicates potential participation of this process in the development of
atrophy, which was attenuated with vitamin D supplementation. Further studies on the

effect of Vitamin D on the autophagy process are needed.
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1 INTRODUCAO

O lapus eritematoso sistémico (LES) é uma doenca autoimune sistémica de
etiologia multifatorial e desconhecida, com manifestac6es autoimunes. A doenca é
caracterizada pela producdo de autoanticorpos, formacdo e deposicdo de
imunocomplexos, inflamacdo e dano tecidual, afetando entre outros tecidos, o
musculo esquelético. E estimada uma incidéncia de 1-22 casos para cada 100.000
pessoas por ano, acometendo mais mulheres na idade feértil [1]. Na tentativa de
esclarecer a etiologia do LES, pesquisas indicam a participacéo de fatores ambientais,
genéticos e imunoldgicos [2].

Dentre as alteracdes musculoesqueléticas no LES, observa-se com frequéncia
dores (mialgias) e inflamagdo muscular (miosite) e perda de forca [3]. A fraqueza
muscular pode estar relacionada com a atrofia de fibras musculares [4]. Em geral, a
perda muscular esta associada a diferentes mecanismos de sinalizac&o intracelular
por distintas cascatas, tais como, proteases lisossomais, 0 sistema proteossomo, e a
autofagia [5, 6]. Essas cascatas de sinalizacéo intracelular podem levar ao aumento
da degradacédo ou a reducédo da sintese protéica ou ainda a diminuicdo da ativacao
das células satélites responsaveis pela regeneracdao muscular [4].

Modelos experimentais murinos como o lUpus induzido por pristane (PIL)
mimetizam o LES, sendo uma importante ferramenta para o estudo desta patologia.
Esse modelo é amplamente usado por demonstrar semelhancas morfolégicas com o
[Gpus humano, incluindo artrite, glomerulonefrite mediada por depdsito de
imunocomplexos e producdo de autoanticorpos, bem como a exacerbacdo da
citocinas pro-inflamatoérias [7]. Entretanto, até o presente momento ndo temos
evidéncias das vias moleculares que levam a perda muscular observada no LES. Da
mesma forma, desconhecemos o potencial efeito da suplementacado de vitamina D na
prevencgao da atrofia muscular..

O interesse em torno da sintese, metabolismo e a¢céo da vitamina D é motivado
pela associagdo da insuficiéncia nutricional da vitamina D com diversas doencas,
sendo reconhecida como um problema de saude publica, e as descobertas de suas
ac6es ndo hormonais, enddcrinas e paracrinas [8, 9]. A vitamina D, na sua forma ativa
1,25-dihidroxivitamina D (1,25(OH)2D), atua no mausculo, através do mecanismo
classico de ligacdo a um receptor nuclear e também através de receptor de

membrana, realizando a¢bes sobre 0 musculo esquelético envolvendo o transporte de



calcio e a sintese proteica [10, 11]. Diversos estudos mostraram que baixas
concentracfes séricas de vitamina D (25(OH)D) estéo relacionadas com uma perda
acelerada de massa magra, além de perda forca e de poténcia muscular [12, 13].
Ainda, foram demonstradas propriedades anti-inflamatorias da vitamina D que

também podem explicar potencial efeito protetor no musculo.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Estratégias para localizar e selecionar as informagdes

Esta revisao da literatura foca nos aspectos relacionados ao efeito da vitamina
D nos marcadores de tecido muscular, tais como MyoD, miogenina, MuRF e
miostatina, Akt, LC3, p62 e sua relagcdo com inflamacéo crénica e a perda muscular
do LES. A estratégia de busca envolveu as bases de dados PubMed, SciELO e
repositério digital LUME/UFRGS, através da seguinte estratégia de busca: “systemic
lupus erythematosus”, “lupus”, “vitamin D”, “muscle loss”, “regeneration”,
“‘degradation”, “MyoD”, “Myf5”, “myogenin”, “MuRF”, “myostatin”, “Akt”, “LC3”, “p62”,

“PIL” cruzadas entre si, para melhor obtencao de resultados.

3 LUPUS ERITEMATOSO SISTEMICO

O lapus eritematoso sistémico (LES) é uma doenca autoimune caracterizada
principalmente pela producdo de autoanticorpos, formacdo e deposicdo de
imunocomplexos, inflamacdo em diversos oOrgdos e dano tecidual [1]. As
caracteristicas clinicas associadas a doenca séo polimérficas e a evolugdo costuma
ser crbnica, com periodos de exacerbacédo e remissdo. Devido a essas caracteristicas,
a doenca pode cursar com sintomas de artrite, serosite, nefrite, vasculite, miosite,
manifestacbes mucocutaneas, hemocitopenias imunoldgicas, quadro
neuropsiquiatrico, pneumonite, fadiga, irritabilidade e humor depressivo [14-17].

A etiologia do LES é multifatorial e permanece pouco conhecida, porém sabe-
se que participacao de fatores genéticos e ambientais contribuem para o surgimento,
desenvolvimento e progressao da doencga [18]. Os estudos genéticos sugerem que ha
varios processos diferentes envolvidos na patogénese do LES, como sinalizacao
celular alterada, depuracdo prejudicada de detritos celulares e desregulacdo no
desenvolvimento, na funcéo e na resposta das células do sistema imunolégico. Além
disso, os fatores ambientais como nutrigéo, infec¢céao, exposicao a radiacao ultravioleta
e a produtos quimicos estao implicados no processo da autoimunidade [19, 20].

O LES apresenta um componente genético importante, com alta herdabilidade

(> 66%) e taxas de concordancia maiores entre gémeos monozigoéticos (> 35%) em
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relacdo a gémeos dizigbticos (2 —5%) [21]. Semelhante a maioria das doencas
autoimunes, os genes do antigeno leucocitario humano (HLA) estdo associados ao
risco aumentado de LES, principalmente os alelos do HLA de classe Il DR3, DR9 e
DR15, sendo que DR3 e DR15 estdo associados também ao desenvolvimento de
nefrite lUpica [22—26]. Mutacbes em genes relacionados com a producdo de IFN do
tipo | e com a atividade de células B e T também tem sido associadas a suscetibilidade
ao LES. Polimorfismos nos genes dos fatores reguladores do IFN (IRF) 5 e 7, como
IRF5, IRF7/PHRF1, IRF8 e ETS1, foram associados ao aumento do IFN-a sérico nos
pacientes [27, 28]. As variantes genéticas BLK, BANK1, LYN e ETS1, IKZF1, PRDM1,
AFF1, TNFS4 foram associadas com desregulacdo na diferenciacdo, ativacdo e
proliferacdo de células B e T no LES, respectivamente, favorecendo a autorreatividade
[21, 27, 29-31].

Acredita-se que fatores genéticos interagem com as exposi¢cdes ambientais
durante toda a vida para influenciar a suscetibilidade ao desenvolvimento do LES.
Entre os fatores ambientais descritos estdo exposicdo a silica cristalina, tabagismo,
radiagdo ultravioleta (UV), solventes e pesticidas. Além disso, incluem-se fatores
intrinsecos, como peso ao nascer, historia reprodutiva (idade da menarca e
menopausa), endometriose e infeccdes latentes como o virus Epstein-Barr [32]. Entre
0S possiveis mecanismos pelos quais os fatores ambientais podem estar envolvidos
na patogénese do LES é a regulacéo epigenética. Padrbes diferenciais de metilacao
do DNA, aliados ao estresse oxidativo, contribuem para a patogénese do LES devido
a regulacao positiva dos genes imunes e a autorreatividade [32—34]. Além disso, raios
UV podem induzir a apoptose dos queratinécitos via dano oxidativo mitocondrial, o
que pode resultar na geracdo de espécies reativas de oxigénio e/ou expressao dos
antigenos nucleares em sua superficie. Os efeitos pré-inflamatérios dos raios UV
estdo, provavelmente, relacionados a estimulagcédo da IL-1 e IL-6 e & modificacdo da
funcdo linfocitaria [35, 36].

Um dos conceitos-chave na patogénese do LES € um desequilibrio entre a
producdo de células apoptoéticas e o descarte de material apoptético. Em individuos
com LES esse processo é anormal, resultando em diminuicdo da remocéao e, portanto,
acumulo de células apoptéticas, liberacdo de materiais intracelulares apoptéticos no
ambiente circundante e ativacdo de respostas imunes contra auto-antigenos.
Aumentos na carga celular apoptética podem ser gerados pela exposicdo a luz

ultravioleta, infec¢des e toxinas, conhecidas por estarem associadas ao LES [37].



11

Detritos apoptéticos persistentes contendo acidos nucleicos podem estimular
uma resposta inflamatoria através da ativacdo de receptores do tipo Toll (TLR). As
microparticulas apoptoéticas em circulagcdo também estimulam a extrusdo de material
nuclear dos neutréfilos, fornecendo ainda mais autoantigenos. Normalmente, 0s
receptores TLR reconhecem virus enddgenos, bactérias intracelulares e estdo
fortemente associados a producédo de interferon tipo | (IFN-I), o qual inclui o IFN-a e
IFN-B [38]. O IFN-a, desempenha um papel importante na ativagdo do sistema
imunoldgico inato e adaptativo. Uma expressao aumentada de genes regulados por
IFN do tipo I, denominada assinatura de IFN, é relatada em pacientes com LES. [39]
Os IFNs do tipo | e outras citocinas promovem diferenciacdo de células B, as quais
podem responder aos acidos nucleicos através do reconhecimento direto de
antigenos e via IgM de superficie. Uma vez ativadas, essas células B amadurecem,
expandem e comecam a secretar mais anticorpos, aumentando a resposta imune
adaptativa. Os autoanticorpos identificados no LES sao, geralmente, IgGs de alta
afinidade, o que sugere que eles sao produzidos a partir de linfocitos B em centros
germinais, onde as células T participam da troca de classe. [40].

O LES é uma doenca predominantemente de perfil Th2, com a presenca
citocinas pro e anti-inflamatarias, incluindo TGF- 8, IL-4, IL-6, IL-9, TNF-a, IL-10, IFN-
a, IL-1B, IL-17, IFN-y, IL-12 e IL-23, que desempenham papéis patogénicos cruciais.
O TGF- B possui propriedades imunorregulatérias e pré-inflamatérias dependentes de
diferentes microambientes. Em um ambiente inflamatério, o TGF- 8 € produzido pelos
macrofagos apos a fagocitose das células apoptéticas e exerce um efeito anti-
inflamatorio, refletindo uma regulacéo negativa dos processos inflamatérios. Além de
seu efeito inibitério na ativacao de macréfagos, o TGF- 3 também pode suprimir outras
células imunes inatas, como células NK, mastdcitos e granulécitos, e regular o sistema
imunoldgico adaptativo [40, 41].

Em relacdo as citocinas IL-4, IL-6, IL-9 e TNF-a produzidas pelas células T
aumentam a producdo de anticorpos anti-DNA de dupla hélice (anti-dsDNA) e
anticorpos antinucleares.(ANA) A IL-10, é produzida principalmente pelas células Treg
e regula a resposta imune; no entanto, a IL-10 melhora a proliferacéo de linfocitos B e
a troca de classe lg, aumentando a secrecdo de anticorpos. Embora a IL-10 seja
considerada uma citocina reguladora, seu papel nas células B ainda ndo esta

totalmente esclarecido. Além disso, as citocinas IFN-y, IL-12 e IL-23 estdo associados
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ao aprimoramento das respostas das células T, aumentando o processo inflamatoério
[41-44].

A ativacao do inflamassoma induz a produgéo de IL-1B, que, juntamente com
IL-17, esta associada a inducéo de netose. Além disso, o IFN-a tem sido associado a
um numero aumentado de linfécitos plasmaticos, producdo de autoanticorpos,
depuracéo defeituosa das células apoptoticas e promocdao da inflamacéo dependente
das células T [41-44].

Adicionalmente, o sistema complemento, o qual é primordial para a
opsonizacao e depuracdo de complexos imunes contendo anticorpos e na eliminacao
de células apoptoticas, frequentemente esté alterado no LES, apresentando atividade
reduzida [45, 46]. Como consequéncia desta disponibilidade, os auto-anticorpos
presentes no soro dos pacientes sédo direcionados contra componentes nucleares
como DNA de cadeia dupla, ribonucleoproteinas e histonas (anti-proteina P
ribossomal e perfil FAN) causando as manifestacdes associadas a doenca. Dentre
essas manifestacOes, destaca-se a lesdo tecidual direta mediada pelos auto-
anticorpos e pela deposi¢cdo de complexos imunes [47].

Algumas les@es adicionais contribuem para o perfil da doenca, incluindo lesdes
glomerulares, causando a nefrite lUpica, considerada a causa mais comum de
morbimortalidade no LES. Considerando que o LES esta associado a um amplo
espectro de manifestacfes clinicas e imunoldgicas, essa doenca destaca-se como
uma importante causa da piora da qualidade de vida relacionada a saude, afetando e

impactando direta e negativamente na saude fisica e mental do paciente [14-17].

3.1 Epidemiologia do lupus eritematoso sistémico

Dados recentes indicam que as taxas de incidéncia globais para o LES variam
de cerca de 0,3 a 23,7 casos para cada 100.000 pessoas por ano [48, 49]. Enquanto
as taxas de prevaléncia variam de 6,5 a 178 casos para cada 100.000 pessoas [2]. O
LES é mais frequente em mulheres durante a idade reprodutiva, com uma razéo de
aproximadamente 9 mulheres para cada 1 homem. Em criancas, esta razao é de 3:1;
em adultos jovens chega a 15:1 e nos individuos com maior idade, novamente tende

a ser menor, em torno de 8:1. Este evento € atribuido especialmente a fatores

hormonais [50].
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No Brasil a taxa de mortalidade em pacientes com LES é de 4,76
0bitos/100.000 habitantes e ha predominancia de mulheres e brancos nesse grupo de
pacientes. Entre as regides brasileiras hd enormes diferencas, os estados do sul e do
sudeste apresentam a menor mortalidade, contudo a regido norte apresenta a maior
mortalidade. A regido norte do Brasil demostrou a menor média de idade ao 6bito (34,1
+ 13,7 anos) de todas as regides brasileiras. Entretanto, a média de idade ao 6bito na
regiao sul foi de 44,7 anos [51].

E de suma importancia ressaltar que estudos epidemioldgicos envolvendo o
LES sdo complexos devido a diversidade de aspectos clinicos da doenca,
dependéncia de critérios de classificacdo para definicdo do diagndstico e baixa
frequéncia na populagdo. A variabilidade genética entre os povos e o local onde o
estudo é realizado influenciam nos resultados epidemioldgicos referentes a doenga
[52].

3.2 Envolvimento muscular no lGpus eritematoso sistémico

Considerando os aspectos que medeiam a fisiopatogenia do LES, o
envolvimento muscular é um aspecto fortemente presente [53]. Semelhante a artrite
reumatoide (AR), o LES predispfe ao aumento da massa gorda, a diminuicdo da
massa magra e a incapacidade fisica. Além disso, o LES é frequentemente associado
a certas manifestacfes osteomusculares, como mialgia e miosite, as quais podem
colocar os pacientes em risco adicional de incapacidade relacionada aos musculos
[54].

Alteracbes na composicao corporal foram relatadas em pacientes com LES
devido a natureza inflamatéria sisttmica da doenca e a terapia prolongada
com corticosteroides. Portanto, fenotipos anormais da composicédo corporal podem
representar um risco adicional para desenvolver comorbidades associadas ao LES
[55]. Demonstrou-se que 0s pacientes com LES apresentam significativamente menor
massa magra, menor massa livre de gordura e menor indice de massa livre de gordura
qgue individuos controles. Adicionalmente, a porcentagem de gordura abdominal,
volume dos tecidos adiposos viscerais e massa de tecidos adiposos viscerais foi maior

no grupo de pacientes com LES [56]. Além disso, o escore Z (usado para determinar


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/corticosteroid-therapy
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se a diferenca entre a média da amostra e a da populacdo geral) foi menor nos
pacientes com LES (-1,61+0,8) quando comparado aos controles (-1,26 + 0,71) [57].

Com relacdo a funcdo muscular, alguns estudos reportaram que 0s pacientes
com LES apresentam reducgéo na forca muscular de extremidade inferior e superior
em comparagcao com controles saudaveis pareados por idade e sexo [53, 58, 59]. A
perda de forca esta, frequentemente, associada com a incapacidade funcional [53, 58,
59]. Em mulheres adultas com LES, a reducdo da forca muscular da extremidade
inferior foi associada a um aumento da incapacidade fisica autorreferida nas
avaliacdes de funcionalidade fisica (SF-36) e Valued Life Activities disability and
accommodations scale (VLA), mesmo quando ajustadas pelas covariaveis.
Possivelmente o uso de corticosteroides influencia na atrofia das fibras musculares,
levando a diminuicdo da forca e a exacerbacao da fadiga [54, 58—60]. Além disso, em
pacientes com LES, a reducéo de forca muscular da extremidade superior e inferior
estd associada com niveis séricos mais altos de interleucina-6 (IL-6) e proteina C
reativa (PCR). Esse achado € comum na populacdo em geral e em individuos com
condi¢bes inflamatdrias crbnicas, nos quais 0s niveis séricos de PCR e IL-6 estdo
inversamente associados a medidas de forca muscular [53, 61, 62].

A fadiga € um dos aspectos mais difundidos e incapacitantes para os pacientes
LES. Embora néo exista um consenso claro sobre a definicdo de fadiga, Piper definiu
a fadiga como "um cansaco corporal incomum, anormal ou extremo, desproporcional
ou ndo relacionado a atividade ou ao esfor¢o" [63]. Cerca de 85% dos pacientes com
LES relatam niveis significativos de fadiga, prevaléncia superior a observada na
populacdo em geral e em pacientes com distlrbios reuméticos inflamatérios mais
comuns. A fadiga no LES tem sido associada a inidmeras comorbidades como
depressao, ansiedade, distarbios do sono e anemia. Observou-se que a intensidade
da fadiga esté& correlacionada com o0 aumento do estresse emocional e a também com
reducdo da qualidade de vida relacionada a saude no LES [64, 65]. Além disso,
verificou-se que em pacientes fatigados com LES, o tempo de recuperacao da PCR
no musculo da panturrilha foi significativamente prolongado em comparagdo aos
controles saudaveis que ndo apresentavam fadiga. A recuperacdo da PCR em meio
periodo reflete a capacidade oxidativa muscular e é utilizada como marcador da
funcdo mitocondrial muscular. Sendo assim, o autor sugere uma maior disfuncéo
mitocondrial do musculo esquelético em pacientes com LES em comparagdo com

controles saudaveis [66]
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Além das caracteristicas inerentes ao LES, um estilo de vida sedentéario
também pode afetar negativamente a capacidade fisica, a funcdo muscular e a
qualidade de vida relacionada a saude, em um circulo vicioso de inatividade fisica e
desfechos clinicos desfavoraveis [53, 67]. Diante deste cenéario destaca-se 0
importante papel da atividade fisica sobre a inflamacé&o e sobre a perda muscular da
doenca. Em 2008 a Liga Europeia contra 0 Reumatismo (EULAR) fez recomendacdes
para o gerenciamento da doenga, destacando a atividade fisica e o controle de peso
como estratégias positivas de modificacdo do estilo de vida para os pacientes com
LES, principalmente aos que apresentam risco aumentado de doenca cardiovascular
[68, 69].

A atividade fisica gera uma aumento significativo nas células T reguladoras,
diminui a secrecdo de imunoglobulina e produz um deslocamento no equilibrio
Th1/Th2 para uma producéo reduzida de células Thl, gerando reducéo no IFN-a [60,
70]. Além disso, devido a atividade fisica, a IL-6, uma citocina pro-inflamatoria e
miocina anti-inflamatéria, aumenta até 100 vezes 0 soro no sangue quando
comparada ao baseline [71, 72]. Apdés a atividade fisica, foi demonstrado que
a atividade de transcricdo de mRNA da IL-6 no musculo esquelético aumenta sem
sinais de dano muscular e ndo é precedido pela producdo de TNF-a, como geralmente
ocorre em condi¢@es inflamatérias [73] [74]. Atuando como uma miocina, a IL-6 induz
a consequente liberacdo do antagonista do receptor da IL-1 (IL-1RA) e da IL-10. O IL-
1RA é um inibidor natural da IL-1B, enquanto a IL-10 é um imunomodulador anti-
inflamatorio potente, que pode resultar em inibicdo de células T e reducdo da
inflamacao [75].

Os pacientes com LES, mesmo na condicao estavel da doenca, sentem fadiga,
diferentes graus de comportamento deprimido (de leve a grave), diminuicdo da
gualidade de vida em todos os parametros, e ocorre reducao da for¢ca mais rapida que
a perda de massa muscular, sugerindo um declinio na qualidade muscular. Além disso
do ponto de vista da saude publica, a perda de massa muscular ndo apenas reduz a
mobilidade e a capacidade funcional, mas também acelera o aparecimento de outras
comorbidades associadas a doenca. A implementacdo da atividade fisica prescrita,
independentemente do tipo, leva a uma reducdo significativa da fadiga e do
comportamento depressivo e a melhoria da qualidade de vida, sem piorar a atividade
da doenca de base. Desta forma, é evidente que melhorias na fung&o e/ou morfologia

muscular sdo benéficas para os pacientes [60, 70, 76—78].
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4 MODELOS ANIMAIS DE LUPUS

Nos ultimos anos, os modelos animais forneceram informacdes valiosas sobre
a investigacdo da patogénese do LES e de seu tratamento. Existem vérias vantagens
no uso de modelos experimentais para elucidar a patogénese da doenca, bem como
para examinar a utilidade, eficiéncia e eficacia dos agentes terapéuticos. Além disso,
0s modelos experimentais possibilitam a oportunidade de controlar fatores genéticos
e ambientais que podem estar envolvidos no desenvolvimento do LES. Os modelos
de LES podem ser divididos em quatro grupos: modelos espontaneos, modelos
modificados, modelos congénitos e modelos induzidos. Os mais importantes e
frequentemente utilizados sdo os modelos espontaneos e induzidos [79, 80].

Os modelos espontaneos de LES utilizam a prole F1, um hibrido entre as
linhagens New Zealand Black e New Zealand White, NZM e Aeg2410 ou MRL/Ipr e
BXSB/Yaa. Essas linhagens desenvolvem uma doenca autoimune, refletindo as
comorbidades observadas no LES humano, apesar de diferirem entre si no viés
hormonal, idade de inicio, envolvimento de 6rgaos e outras caracteristicas da doenca
[81, 82].

No que diz respeito aos modelos congénitos, esses sdo geradas por um
processo designado como “reproducdo seletiva®”, no qual duas linhagens
consanguineas, conhecidas como” linhagem receptora” e “linhagem doadora”, séo
acasaladas e a linhagem receptora é continuamente cruzada com a prole por 8 a 10
geracdes. Geralmente, a linhagem propensa a doencas é a doadora, enquanto a
linhagem livre de doenca ou resistente serve como linhagem receptora, embora o
inverso também possa ser feito [80, 81].

Sobre os modelos modificados de lUpus, técnicas avancadas de engenharia
genética nos permitem nocautear um determinado gene em todos os tecidos ou
apenas em tecidos especificos e células alvo [80, 83]. Esses modelos, envolvem
principalmente proteinas que afetam a apoptose, o ciclo celular e a ativagéo de células
T/B. Os fendtipos do tipo lupus observados nesses modelos oferecem evidéncias
diretas do papel especifico de gene/proteina na patogénese do LES.

Os modelos de camundongos nocautes ou transgénicos podem nao refletir a
natureza poligénica do LES, pois um Unico gene é normalmente responsavel pela
doenca nos modelos de camundongos modificados [80, 83]. Os modelos induzidos,
por sua vez, incluem linhagens de camundongos suscetiveis a inducdo, corroborando

a importancia de fatores genéticos e ambientais no desenvolvimento da doenca. Os
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principais modelos induzidos de Idpus incluem a doenca do enxerto contra o
hospedeiro (cGVHD) e o modelo induzido por pristane (PIL). Os modelos de cGVHD
induzido requerem inje¢8es de linfocitos do doador em um receptor semi-alogénico
para induzir uma sindrome do tipo lapus [84]. O modelo de PIL é induzido a partir do
pristane, um Oleo de hidrocarbonetos (2,6,10,14-tetrametilpentadecano, TMPD). Na
natureza, esse 6leo pode ser encontrado em pequenas quantidades em vegetais, no
figado de alguns tubardes e como subproduto da destilacdo de petréleo [85, 86]. Os
camundongos recebem administracdo do pristane na cavidade abdominal (via
intraperitoneal) e desenvolvem um liquido ascitico enriquecido com anticorpos
monoclonais, inflamacdo crénica local (lipogranulomas) e artrite erosiva tipo
reumatoide, glomerulonefrite, além da producdo de Vvarios autoanticorpos
caracteristicos da doenca, incluindo anti-dsDNA e anti-Sm [7]. O modelo de PIL é um
dos que mais se assemelha mais ao LES humano devido a quantidade de
manifestacdes clinicas presentes (Tabela 1) [7].

No modelo de PIL, os animais ndo sdo geneticamente suscetiveis ao
desenvolvimento da doencga, embora o modelo seja util para examinar o papel dos
gatilhos ambientais envolvidos na doenca [7, 87]. Além do mais, a superproducao de
IFN-I, que € uma caracteristica central da patogénese do LES, esta presente neste
modelo. Além do BALB/c, diversas outras linhagens de camundongos sao suscetiveis
a inducdo por pristane em extensdes variadas, com produ¢do de autoanticorpos e
outras manifestacdes semelhantes as do LES humano [82, 88].

Tabela 1. Modelos animais de LES.

Modelo animal Assinatura de IFN Anti-DNA Anti-Sm/RNP Manifestacdes Clinicas Critérios de LES*

NZB/W F1 Fraca Sim N&ao ANAS, LN severa 3

ANASs, LN severa,

artrite, erupgoes 6
_ _ cutaneas?
MRL/lpr Ausente Sim Sim
B6/Ipr Ausente N&ao N&ao ANAs 1

BXSB male N/A Sim Nao ANAS, LN severa 3
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ANAs, LN, artrite, DAH,

. . X . 8
Forte Sim Sim anemia, serosite

Pristane

N/A: Nao disponivel; ANAs: anticorpos antinucleares; LN: nefrite lpica; DAH: hemorragia alveolar difusa.

*Numero de critérios do SLICC para classificacdo do LES (em humanos sao necessarios quatro critérios
para definir o lipus com 95% de certeza, pelo menos um critério clinico e um laboratorial). Fonte: Tabela
adaptada de Zhuang e colaboradores, 2015 [89].

5 VITAMINA D

A vitamina D, também conhecida como colecalciferol ou a-calcidol,
compreende compostos lipossoliveis e existe em duas isoformas principais, de
origem vegetal (vitamina D2 ou ergosterol) ou animal (vitamina D3 ou colecalciferol),
responsaveis principalmente pela manutencdo do equilibrio do metabolismo 6sseo
[90, 91]. Ambas as vitaminas D2 e D3 sdo metabolizadas pela mesma via e produzem
metabolitos ativos com efeitos biolégicos equivalentes [92]. A vitamina D pode ser
encontrada em alguns alimentos e suplementos alimentares, porém sua maior fonte é
proveniente da sintese cutanea, a partir da adequada exposicao a radiacdo UVB da
luz solar. Apenas cerca de 20% das necessidades corporais diarias sdo supridas pela
alimentacdo, fato que a torna diferente da maioria das demais vitaminas que
geralmente precisam ser adquiridas através da dieta [93].

A vitamina D se torna biologicamente ativa ap6s um processo gradual de
hidroxilacdo no figado, convertendo primeiro em 25-hidroxivitamina D [25 (OH) D] e
depois nos rins, onde, 1, 25-di-hidroxivitamina D [1, 25 (OH) 2D] é sintetizada. O
excesso de 25 (OH) D é degradado sob a influéncia da luz solar, de modo que mesmo
a exposicao intensa a luz solar ndo leva a intoxicacao por vitamina D. O status da
vitamina D é determinado pela medi¢do dos niveis séricos de 25 (OH) D, pois essa é
a principal forma circulante de vitamina D (meia-vida de aproximadamente 3
semanas). Existem varios métodos para medir o nivel sérico de 25 (OH) D, como
ensaio imunossorvente ligado a enzima (ELISA), imunoensaio quimioluminescente,
radioimunoensaio, ensaio imunorradiométrico e ensaio competitivo de ligagdo a
proteinas [94].

Além dos efeitos no metabolismo do calcio, a vitamina D esta envolvida na
regulacdo do magnésio, liberacdo de insulina pelo pancreas, secrecao de prolactina

pela hipodfise, inibicdo da sintese de renina, aumento da contratilidade miocardica,
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manutencdo da musculatura esquelética e depuracédo de creatinina endogena [95—
99]. A descoberta de que a maioria das células expressa o receptor de vitamina D
(VDR) e de que algumas possuem também maquinaria enzimatica para produzir
formas ativas da vitamina D, gerou grande interesse nos seus potenciais efeitos
bioldgicos, visto que ha evidéncias da influéncia desta vitamina na patogenia de
doencas autoimunes, neoplasicas, osteometabdlicas, infecciosas, musculares e
metabolicas [100]. A mais alta expresséo do gene VDR é encontrada em tecidos como
intestino, rins e 0ssos, mas niveis baixos a moderados do VDR podem ser observados
em mais da metade dos cerca de 400 tecidos e tipos de células que formam o corpo
humano [101]. Estudos sugerem que a vitamina D apresenta efeitos regulatérios em
aproximadamente 900 genes [102].

A identificacdo do VDR nas células responsaveis pela resposta imune, como
as ceélulas mononucleares, dendriticas e apresentadoras de antigeno, e também nos
linfécitos B e T, demostra que a vitamina D exerce atividade imunorregulatoria [103,
104]. Além disso, a vitamina D pode estimular a sintese de peptideos antimicrobianos,
como as catelicidinas, que contribuem para a morte bacteriana [105]. No que diz
respeito a imunidade adaptativa, a vitamina D parece ter efeitos diretos nas células T
e B. Seletivamente, a vitamina D desregula a resposta Thl por meio de citocinas
inflamatorias, através de um efeito direto do complexo 1,25 (OH) 2D3/VDR na
transcricdo IL-2 e IFNy [106]. Em pacientes com LES, a vitamina D aumenta a resposta
de primeira linha contra diferentes patégenos, agindo nas células apresentadoras de
antigeno, utilizando mecanismos autécrinos em mondcitos, macrofagos,
gueratindcitos, como a ativacao da 1-alfa-hidroxilase (CYP27B1). Além disso, no LES,
a vitamina D induz aumento no numero de células Treg e efeito antiproliferativo na
diferenciacéo das células B e na produc¢éo de autoanticorpos [107].

Pacientes com LES apresentam multiplos fatores de risco para a inducao de
deficiéncia de vitamina D que, por sua vez, parecem influenciar ainda mais a gravidade
da doenca. Particularmente, a exposicéo reduzida ao sol devido a fotossensibilidade,
0 uso de foto-protecao, a alteracdo do metabolismo renal da vitamina D, bem como a
pele escura, sé@o todas explicacbes adicionais para a insuficiéncia de vitamina D. De
fato, a literatura reporta que 38-96% dos pacientes com LES apresentam insuficiéncia
(entre 20 e 30 ng/ml) e 8-30% apresentam deficiéncia de vitamina D (inferior a 20
ng/ml) (28). Investigagcbes recentes relataram também a relagdo entre as
concentracbes de vitamina D e a atividade da doenca do LES, sugerindo que a



20

deficiéncia de vitamina D durante o inverno pode ser um fator de risco para surtos de
doencas [107].

A tentativa de restabelecer os niveis séricos ideias de vitamina D em pacientes
com LES é feita através de suplementacdo. Em um estudo no qual pacientes com LES
foram randomizados para receber dose diaria de 2000 Ul de vitamina D oral ou
placebo, durante 12 meses, os niveis de 25 (OH) D aumentaram. O grupo
suplementado mostrou uma média significativamente maior (37,8 + 16,3 ng/mL) em
comparacao ao grupo placebo (19,9 + 16,2 ng/mL). Além disso, houve uma melhora
significativa nos niveis de marcadores inflamatérios e hemostaticos, bem como,
no escore de atividade da doenca medido pelo SLEDAI (indice de atividade da doenca
eritematosa lUpica sistémica), em que pacientes com deficiéncia de vitamina D
apresentaram pior escore [108].

Adicionalmente, em pacientes norte-americanos com LES com baixos niveis
de 25 (OH) D, a suplementacédo semanal com 50.000 Ul de vitamina D2 e com 200 Ul
de Ca/D3, duas vezes ao dia, durante 128 semanas apresentou beneficios. Os
pacientes obtiveram uma reducdo modesta, mas significativa, no risco de aumento da
atividade da doenca e também uma associa¢cdo com o aumento de 25 (OH) D [109].
Além disso, foi reportados que a suplementac¢do com vitamina D esté relacionada com
melhora da dor, da qualidade do sono, da mobilidade funcional e, consequentemente,

com melhor qualidade de vida relacionada a saude [110, 111].

5.1 Vitamina D e musculo

A associacado entre a vitamina D e a funcdo muscular ja foi avaliada em alguns
estudos sobre envelhecimento. Os valores séricos de 25 (OH) D diminuem com o
aumento da idade e a deficiéncia de vitamina D é comum entre os idosos [112].
Concomitantemente com o envelhecimento, a fungéo fisica diminui, em particular a
funcdo muscular, levando progressivamente a sarcopenia, e varios estudos
demonstraram uma ligacao entre a vitamina D e esses sintomas [112-115].

Um dos argumentos mais fortes que ligam a vitamina D ao metabolismo e
func@o muscular é a presenca de VDR nesse tecido, cuja expressao diminui a medida
gue envelhecemos [116, 117]. Portanto, quatro linhas de evidéncias sustentam o
papel de vitamina D na saude muscular. Primeiro, a fraqueza muscular proximal é uma
caracteristica proeminente da sindrome clinica da deficiéncia de vitamina D em

criangas e adultos. Segundo, o VDR é expresso no tecido muscular humano e um
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estudo preliminar mostrou que a ativacdo do VDR pode promover a sintese proteica
de novo [118]. Terceiro, varios estudos epidemioldgicos e observacionais sugerem
uma associagao positiva entre o status da vitamina D e a for¢a muscular ou a fungéo
dos membros inferiores em idosos. Finalmente, ensaios clinicos randomizados duplo-
cegos relataram que a suplementacao de vitamina D aumenta forca muscular e reduz
o risco de queda em individuos da comunidade e institucionalizados. Além disso, em
um estudo prospectivo recente foi evidenciado que baixas concentracdes de 25 (OH)
D estavam associadas a um declinio na forca muscular em 1 ano em idosos de uma
comunidade [114].

De acordo com analises observacionais, estudos de intervencdo demonstraram
e reafirmaram a importancia da vitamina D na satde muscular. A suplementacao com
vitamina D melhora a qualidade muscular e a morfologia das fibras, indicando acéo
especifica da vitamina D na remodelacdo do masculo esquelético [119]. Em mulheres
com deficiéncia de vitamina D, a suplementacao diaria com 1000 Ul de colecalciferol
ou 1 pyg de a-calcidol durante seis meses foi capaz de promover aumento da forgca
muscular [120]. Corroborando com os estudos anteriores, uma metandlise reportou
gue a suplementacédo de vitamina D tem um impacto pequeno, mas positivo, na forca
muscular global, mais especificamente nos membros inferiores.

Em pacientes com LES juvenil, foram avaliados os efeitos da suplementacéo
com vitamina D sobre a fadiga. A suplementacé&o oral com dose de 50.000 Ul foi eficaz
na reducdo na fadiga e na atividade da doencga, em comparagcdo com 0s pacientes
que utilizaram placebo. Os escores de fadiga, incluindo fadiga de baixa intensidade,
fadiga durante o exercicio e fadiga com esforco médio, foram significativamente
menores nos pacientes suplementados com vitamina D [121].

Sendo assim, dados descritivos de estudos epidemiolégicos e investigacdes
clinicas tém claramente demostrado que baixos niveis de vitamina D estédo
intimamente associados a reducdo da fungdo muscular, e que sua suplementacao
pode melhorar forca muscular em pacientes com miopatia, fraqueza muscular e

sarcopenia [99, 122].

6 VIAS DE SINALIZAGAO NO MUSCULO ESQUELETICO
Os mecanismos moleculares inerentes a manutencédo do musculo esquelético

envolvem a interacdo entre multiplas vias de sinalizacdo. Em homeostase, uma rede
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de sinais interconectados controla e coordena mensagens hipertréficas e atréficas,
resultando em um sutil equilibrio entre a sintese de proteinas musculares e a
protedlise. A perda de massa muscular esquelética é uma caracteristica observada
em situacdes como cancer e doencas inflamatorias crénicas onde esse equilibrio é

alterado com predominio da proteolise [123].

6.1 Vias de sintese

A sintese proteica do musculo esquelético é afetada por diferentes fatores,
dentre eles os fisiolégicos [124]. Uma via fisioldgica de sinalizacdo altamente
conservada envolve o fator de crescimento semelhante a insulina 1 (IGF1) e uma
cascata de componentes intracelulares que medeiam seus efeitos na regulagéo do
crescimento do musculo esquelético. Um componente central dessa cascata é a
quinase Akt, também chamada de proteina quinase B (PKB), que controla a sintese
proteica, via alvo quinase de rapamicina (mTOR) e glicogénio sintase quinase 3
(GSK3B) [125]. Entre outros mecanismos, a sinalizacdo de IGF1 Akt permite a
nucleagéo e o alongamento dos filamentos de actina, controlando o crescimento e a
manutencdo de miofibrilas [125]. Esta via, tem sua expressdo induzida durante a
diferenciacdo muscular e é essencial para a miogénese e manutencdo da massa
muscular [126, 127].

6.2 Vias de degradacao

Uma das principais vias catabdlicas envolvidas na inducdo da atrofia do
musculo esquelético em muitas formas de doenca é a via da miostatina. A miostatina
€ uma proteina da familia TGF- que regula de maneira negativa a massa muscular
esquelética. Esta proteina € sintetizada, principalmente, pelo masculo na sua forma
latente, sendo secretada em associacao a um propeptideo. O complexo propeptidio-
miostatina sofre clivagens proteoliticas e dissociacbes para a liberacdo do
componente ativo. A proteina na sua forma ativa € capaz de interagir com seu
receptores de membrana (Activina IIA e Activina 11B) e, assim exercer seu efeito
supressor sobre o crescimento muscular [128, 129].

A ligacdo da miostatina ao complexo receptor ActRIIB na membrana das
células musculares leva a ativagéo intracelular de vias como o sistema ubiquitina-

proteassoma e a autofagia. Além disso, inibe a sintese de proteinas musculares,
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suprimindo a sinalizacdo de Akt e sinaliza a quiescéncia das células satélites e seus
progenitores, os mioblastos [130, 131].

O sistema ubiquitina-proteassomo € responsével por processar e degradar
proteinas celulares essenciais para a regulacdo do desenvolvimento, diferenciacéo,
proliferacdo, apoptose, transducédo de sinal, respostas imune e inflamatodria, entre
outros, governando, assim, processos celulares basicos [4, 132]. As proteinas
celulares destinadas a degradacéo pelo proteassomo sofrem um processo chamado
de ubiquitinacdo, que corresponde a uma reacdo de varios passos e requer trés
classes de enzimas: enzimas ativadoras de ubiquitina (E1), enzimas conjugadoras de
ubiquitina (E2) e ubiquitina-proteina ligases (E3). A enzima ativadora da ubiquitina
(proteina E1) ativa a ubiquitina, que € entdo transferida para uma proteina
transportadora de ubiquitina (E2). A proteina E2 interage com uma ubiquitina ligada
(E3) para catalisar a transferéncia da ubiquitina para um substrato de proteina,
marcando o substrato para a degradacéo proteasomal a medida que a ubiquitina se
acumula. A especificidade do sistema € atribuida principalmente a proteina E3 que
visa identificar proteinas especificas para a degradacéo [133]. MuRF-1 e MAFbx séo
enzimas E3s especificas do musculo esquelético [134].

A autofagia caracteriza-se como um processo catabolico de digestédo
intracelular de organelas e de estruturas da prépria célula. Assim, podem ser
eliminados componentes que deixaram de ser essenciais a atividade celular por
sequestro nos autofagossomos e degradacao por fusdo com lisossomos [135]. No
sistema de autofagia-lisossomo, as proteinas LC3, p62 e BNIP3 sédo criticas para
comprometimento da membrana, entrega de carga e remocdo seletiva de
mitocondrias danificadas, respectivamente. Para elucidar suas funcdes, essas
proteinas sédo aprisionadas no autofagossomo quando a vesicula é formada e, assim,
sdo destruidas com a fusdo do autofagossomo com o lisossomo [136]. Mais
especificamente proteinas ubiquitinadas sédo entregues aos autofagossomos através
das proteinas p62/SQSTM1 e NBR1 que ligam as cadeias de polubiquitina e LC3
associada ao microtubulo da proteina semelhante a ubiquitina. A conversao da LC3-I
citosélica na isoforma LC3-ll associada a membrana, que permanece no
autofagossomo apdés a fusdo com os lisossomos, representa a quantidade de
autofagossomo e é utilizada como marcador de autofagia. No entanto, a quantificacéo
simples de autofagossomos é insuficiente para uma estimativa geral da atividade

autofagica, e o fluxo autofagico pode ser monitorado usando niveis de outros



24

substratos de autofagia, como p62, que é incorporado nos autofagossomos através
da ligacao direta a LC3 [137-139].

6.3 Vias de regeneracéao

A capacidade de regeneracdo do musculo esquelético adulto é conferida pela
presenca de células satélites, as quais atuam como células-tronco desse tecido [134,
140] [141]. No musculo adulto, as células-satélite estdo em estado de quiescéncia e
podem ser ativadas em resposta a varios estimulos, como lesdo, desnervacao,
exercicio ou alongamento [142]. Em todas essas situacfes, 0 processo de
regeneracao (ou mesmo hipertrofia) muscular requer que as células células satélites
(mioblastos) quiescentes sejam ativadas, e sofram proliferagao e diferenciacao [143].

Na etapa de diferenciacdo os mioblastos mudam para uma forma alongada e
sdo chamados de miocitos. Os midcitos, entdo se fundem com células vizinhas,
originando os miotubos multinucleados. Os miotubos multinucleados expressam as
proteinas especificas do musculo, MHC (cadeia pesada da miosina), creatina quinase
muscular (MCK) e a-actina. Essa forma madura do miotubo fusiona-se com as fibras
musculares existentes, regenerando ou hipertrofiando a fibra [144]. Este processo é
regulado, dentre outros, pela expressdo de MyoD, Myf5, miogenina e MRF4. Primeiro
ocorre 0 aumento de expressdo de MyoD e Myf5, cuja funcdo é a mesma: ativar a
proliferacdo das células precursoras e a sua diferenciacdo em mioblastos.
Posteriormente esses mioblastos param seu ciclo de proliferacdo para passar por
diferenciacdo terminal e maturacdo da fibra muscular e se tornarem miécitos. Para
iSSO € necessario que ocorra a expressao dos fatores de transcricdo miogénicos
“tardios”, miogenina e MRF4, e, em sequéncia, os genes musculo-especificos. [145,
146].
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7 MARCO CONCEITUAL

LUPUS ERITEMATOSO
SISTEMICO

e Manifestacoes
imunologicas

e Fadiga

e Dor

e Perda muscular
e Atrofia muscular
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8 JUSTIFICATIVA

O lapus eritematoso sistémico (LES) € uma doenca sistémica inflamatéria de
etiologia multifatorial e com manifestacfes autoimunes. A doenca € caracterizada pela
producdo de autoanticorpos, formacao e deposicdo de imunocomplexos, inflamagéo
e dano tecidual, afetando entre outros tecidos o musculo esquelético. Dentre as
alteracdes musculoesqueléticas no LES, observa-se com frequéncia fraqueza e perda
de forca, as quais podem estar relacionada com a atrofia de fibras musculares. Todos
esses sintomas resultam em uma reducao na qualidade de vida do paciente. Uma vez
que a suplementacédo de vitamina D demonstrou ter efeitos benéficos na morfologia e
na funcdo muscular, esse fator pode representar a abordagem ideal para otimizar a
funcdo muscular no LES. Sendo assim, o conhecimento dos alvos moleculares
envolvidos nesse processo pode promover a descoberta de biomarcadores e, como
consequéncia, oferecer base para futuros estudos diagnosticos e terapéuticos, a

semelhanca do que vem ocorrendo com outras doengas musculoesqueléticas.
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9 OBJETIVOS

Objetivo geral
Avaliar o efeito da vitamina D sobre a atrofia muscular de animais com IUpus

induzido por pristane.

Objetivos especificos

Avaliar a forca muscular

Avaliar a fadiga

Medir o didametro das fibras musculares do musculo tibial-anterior;

Avaliar a expressdo protéica de diversas proteinas relacionadas com a
regeneracao muscular (MyoD, miogenina), sintese (Akt) protedlise (miostatina, MuRF-

1, LC3, p62) através da técnica de Western blot.

Delineamento da pesquisa

Este estudo tem carater experimental comparativo.

Questao de pesquisa

O tratamento com vitamina D, consegue reduzir a perda muscular em

camundongos no modelo de experimental de lUpus induzido por pristane?

Variaveis em estudo

A: Fator em estudo: vitamina D

B: Desfecho: perda muscular
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Abstract:

Objective: Systemic lupus erythematosus is an autoimmune disease that can lead to decreased
lean mass and physical function. Vitamin D supplementation has shown beneficial effects on
muscle morphology and function. Our aim was to evaluate changes in skeletal muscle after

vitamin D supplementation in the pristane-induced lupus model.

Methods: Twenty-eight female Balb/c mice, with 8-12 weeks, were randomized in pristane
induced lupus (PIL), PIL + vitamin D (VD) and healthy control (CO). Physical function was
evaluated at days 0, 60, 120 and 180. After euthanasia, tibialis anterior and gastrocnemius
muscles were collected for the evaluation of the myofiber area and the protein expression of

muscle regeneration, synthesis and degradation markers.

Results: The PIL group showed a significant reduction in myofiber area compared to the CO and
VD groups (10%). LC3 expression was significantly higher in the PIL group than in the CO and
VD groups. Myostatin expression was higher in the VD group compared to the PIL group. Myod
expression was higher in the PIL group than in the VD group. We did not find statistical difference
among the groups for p62, myogenin and Akt expression (p>0.05). The PIL and VD groups

presented higher fatigue and lower muscle strength rates compared to the CO group over time.

Conclusion: Pristane-induced lupus model may cause muscle atrophy due to increased
autophagy, which is attenuated by vitamin D supplementation. The absence of changes in the

physical function of sick animals, at the end of the experiment, is possibly related to mild atrophy.

Keywords: vitamin D, pristane-induce lupus model, muscle atrophy;
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Background

Systemic lupus erythematosus (SLE) is an inflammatory systemic disease of multifactorial and
unknown etiology, with autoimmune manifestations. The disease is characterized by autoantibody
production, deposition of immune complexes, inflammation and tissue damage, affecting among
other tissues the skeletal muscle. It is estimated an incidence of 1-22 cases per 100,000 people

per year, affecting more women of childbearing age[1].

Considering the aspects that mediate the pathophysiology of SLE, muscle involvement is a
strongly present aspect [2].Similar to rheumatoid arthritis (RA), SLE predisposes to increased fat
mass, decreased lean mass and physical disability. In addition, SLE is often associated with
certain musculoskeletal manifestations, such as myalgia and myositis, which may put patients at

additional risk for muscle-related disability due to muscle atrophy [3].

Muscle loss may result from conditions such as disuse, advanced age, malnutrition, inflammatory,
infectious and autoimmune diseases. Different intracellular signaling cascades are involved in
muscle loss, leading to decreased protein synthesis and/or increased proteolysis [4, 5]. Some of
the factors involved in muscle anabolism are the Akt pathway, which activation leads to protein
synthesis, as well as satellite cells responsible for the muscle regeneration. After activation,
satellite cells undergo proliferation and differentiation, upregulating the myogenic markers MyoD
and myogenin, respectively [6]. Regarding protein degradation, a known negative regulator of
muscle mass growth is myostatin, which stimulates a variety of atrophy-related pathways, such
as autophagy and proteasome. The increased protein breakdown due to autophagy is
characterized by expression changes in components such as p62 and LC3, while muscle

proteasome pathway comprises MuRF-1 [7].

The interest in vitamin D synthesis, metabolism and action is motivated by the association of

vitamin D nutritional insufficiency with several diseases, being recognized as a public health
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problem, and the discoveries of its non-hormonal, endocrine and paracrine actions [8, 9]. Vitamin

D, in its active form 1,25-dihydroxyvitamin D (1,25 (OH) 2D), acts on muscle through the classical
mechanism of binding to a nuclear receptor and also through membrane receptor, performing
actions on the skeletal muscle involving calcium transport and protein synthesis [10, 11]. Several
studies have shown that low serum vitamin D (25 (OH) D) concentrations are related to

accelerated loss of lean muscle mass, strength and power[12, 13].

Experimental models such as pristane-induced lupus (PIL) mimic SLE, being an important tool
for the study of this pathology. This model is widely used for demonstrating morphological
similarities with human lupus, including arthritis, immune complex deposit-mediated
glomerulonephritis and autoantibody production, as well as exacerbation of pro-inflammatory
cytokines [14]. However, to date we have no evidence of the molecular pathways that lead to
muscle loss observed in SLE, especially regarding the impact caused by vitamin D

supplementation in preventing muscle atrophy.

Materials and methods

Animals

Female wild-type BALB/c mice that were 8 weeks-old were obtained from the Universidade
Federal de Pelotas (Pelotas, RS, Brazil). All mice were housed in the Animal Experimentation
Unit at Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) and maintained in standard 12 h light/dark
cycle, with controlled temperature (22 + 2 C) and given water and food ad libitum. Mice were
adapted to the new environmental conditions for 2 weeks. The present study was approved by
the Animal Ethics Committee of HCPA (number 17-0011) and was conducted in accordance with

National Institute of Health guideline.
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Experimental design

Twenty-eight female BALB/c mice were randomly divided into the following three groups: control
group (CO; n =8); pristane-induced lupus group (PIL; n =10); and pristane-induced lupus treated
with vitamin D group (VD; n= 10). CO group received a single intraperitoneal injection of 0,9%
saline solution and the PIL and VD groups received a single intraperitoneal injection of pristane
oil (2,6,10,14-tetramethylpentadecane; SigmaAldrich, MO, USA), according to Satoh et al [15].
During the procedures, mice were anesthetized with isoflurane 10% (Abbott Laboratério do Brasil
Ltda., Brazil) and 90% of oxygen. Vitamin D supplementation was administrated from the day of
disease induction until the euthanasia. VD group mice received a subcutaneous injection of
Calcijex (Abbott Labs, Chicago, Ill) containing 2 mg/kg/day of calcitriol (1,25- [OH]2-D3) in PBS-
Tween 20 buffer every two days [16]. CO and PIL groups received subcutaneous injections with
PBS-Tween 20 buffer on the same days. Six months after pristane induction, animals were
euthanized and specimens including kidney, tibialis anterior and gastrocnemius muscles were

collected.

Physical performance

Physical performance was assessed by fatigue, muscle strength and mobility. Regarding the
fatigue test, this was performed at time 0, 60, 120 and 180. The mice were placed on the treadmill
for 5 min for setting before the start of the test. The treadmill started at a speed of 8.5 m/min and
after 9 minutes the speed increased 2.5 m/min every 3 minutes reaching a maximum of 45 m/min.
Each animal was removed from the treadmill and returned to its crate when exhausted (fatigue).
Exhaustion occurred when the researcher observed that the animal could not maintain the running
gait and remained about 10 seconds on the final portion of the treadmill, near the lower wall at

the treadmill limit, unable to recover the distance.
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The strength test was performed at time 0, 60, 120 and 180. Weights were used with 5, 20, 35,

50, 65, 80 and 95 grams. The protocol was adapted as previously described (REF).

Regarding the spontaneous exploratory locomotion of the animals, it was detected at times 0, 60,
120 and 180 on activity monitor (Insight Equipamentos Ltda® IR). The mice were placed
individually in the acrylic box and 5 minutes of movement were recorded, where the distance

traveled and the average speed were determined [17].

Tissues

The animals received an anesthetic overdose with isoflurane at a concentration of 5% or greater.
Clinical signs consistent with death (absence of respiratory movement, absence of heartbeat,
absence of pulsation, pale mucosae and loss of corneal reflex) were monitored for an additional
10 minutes after respiratory arrest. Only after confirmation of death tissues of interest (kidney and

muscles) were collected by dissection and properly stored for further analysis.

Kidney histopathological evaluation

After euthanasia, one kidney from each animal was removed and fixed for 24 hours in 10%
buffered formalin prior to paraffin embedding and sectioned at 3 um thickness in the transversal
plane containing the renal long axis. Slides were hematoxylin-eosin (HE) stained, according to
standard procedures. HE stained sections were observed with a light microscopy (Olympus,
Germany) at a final magnification of 400x. The glomerular cellularity was quantified by counting
the total cell nuclei per glomerulus on HE-stained slides. At least 30 glomeruli/slides were
assessed, and the results were expressed as number of nuclei per glomerulus. All measurements
and analyses were performed in a blind fashion and using an image analyzer (Image Pro Premier

9.1, Media Cybernetics Inc., Rockville, USA).
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Muscle histological evaluation

After anatomical dissection of the tibialis anterior muscle, it was placed separately in 10% buffered
formalin containers for 1 to 3 days and then 6um sections and hematoxylin-eosin (HE) stainings
were made. For quantification, in sections of the anterior tibialis anterior stained with HE, two
perpendicular straight lines were drawn in the direction of the longest and shortest fiber length for
diameter measurement. For this, 10 images were captured from each histological slide with
QImaging Digital Camera (Media Cybernetics) and from each field the diameters of 20 myofibers
will be measured with the aid of Image-Pro Express software (version 5.1.0.12, Media
Cybernetics). Finally, the geometric average of the diameters was made and the cross-sectional

area of the fiber was calculated [18].

Protein Expression

The gastrocnemius muscle was used to quantify protein expression by Western blot technique,
individually evaluating each protein. First, protein extracts were separated by 14-16%
polyacrylamide gel electrophoresis in electrophoresis buffer. Second, the proteins separated by
electrophoresis will be transferred to a PVDF membrane where, after blocking nonspecific sites,
they will be incubated overnight at 4°C with the specific primary antibodies, MyoD (satellite cell
proliferation marker; SIGMA SAB4300397; dilution 1:1000), myogenin (satellite cell differentiation
marker; SIGMA SAB2501587; dilution 1:2000), myostatin (negative muscle regulator; ABCAM
AB203076; dilution 1:1000), MuRF-1 (ubiquitin-proteasome marker; ABCAM AB172479; dilution
1:1000), LC3B (autophagy marker; Cell Signaling Technology #2775; dilution 1:500) p62
(autophagy marker; Cell Signaling Technology #5114; dilution 1:500) . Third, primary antibodies
were detected with a secondary IgG rabbit, mouse or goat (SIGMA) anti-mouse secondary

antibody by the chemiluminescence system [18].
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Sample size

The sample size calculation was made considering 80% sample power, alpha error 5% and to

detect a 30% reduction in the mononuclear cell infiltrate in the kidney.

Statistical analysis

Cross-sectional analyses. The Kolmogorov—Smirnov method was used to test for normality.
Results are expressed as mean t standard deviation (SD), median (interquartile range) and
number (%) as appropriate. Independent-Samples Kruskal-Wallis test, one-way ANOVA test and

Tukey test post-hoc analysis as appropriate to comparison between groups.

Longitudinal analyses. Generalized estimating equations (GEE) were performed using a linear or
poisson loglinear model, as appropriate, for comparison among groups during experimental
period. Results are expressed as estimated mean and standard error (SE). The significance level
was set at p<0.05 for all analyses. Statistical analyses were performed in PASW 18.0 Statistics

for Windows.

Results

Confirmation of disease

The development of the disease was confirmed in mice with pristine-induced lupus by the
presence of immune complex deposits in the glomeruli, the primary cause of lupus nephritis.

Histopathological evaluation indicated the presence of IgG and IgM in kidney tissue [19].
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Muscle atrophy

PIL group presented a significant reduction in the myofiber area (225.67 + 11.26), compared to
CO (250.95 + 8.10; p < 0.05) and VD groups (247.43 + 17.17; p < 0.05). The reduction of the area

for PIL group was approximately 10%, in comparison with the CO group (Figure 1).
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Degradation Markers

LC3 expression was significantly higher in the PIL group (0.98 + 0.22) compared to CO (0.60 *
0.11; p < 0.05) and VD (0.56 + 0.28; p < 0.05) groups. Myostatin expression was statistically
higher in the VD group (1.12 £+ 0.31) compared to PIL group (0.69 + 0.18; p < 0.05). Regarding
the expression of p62 and MuRF-1, both showed no statistical difference among the analyzed

groups (Figure 2).

Synthesis and regeneration markers

Regarding Akt expression, there was no statistical difference among the groups studied. MyoD
expression was higher in PIL group (1.06 £ 0.93) than in VD group (0.85 £ 0.18; p < 0.05), while

myogenin expression was not statistically different among any of the groups evaluated (Figure 3).

Physical performance

The presence of disease was associated with muscle strength and fatigue however, mobility

assessment was not associated with the disease over time.

At day 60, VD group showed lower muscle strength compared to CO and PIL groups over time.
During of experimental period, we found decreased of muscle strength at days 0 and 60, but we
found increase of muscle strength between days 60 and 120 on VD group. There was no

difference in muscle strength among groups at day 180 (Figure 4).

Regarding fatigue, PIL and VD groups showed higher rates of fatigue compared to CO group at
day 60, but we found no statistical difference between PIL and VD groups. At day 120, we found

statistical difference on fatigue between CO and PIL groups. At day180, PIL and VD groups
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showed higher of fatigue compared to CO group, but we no find statistical difference between PIL

and VD groups (Figure 4).

DISCUSSAO

Considering SLE pathophysiology, muscle involvement is a strongly present aspect, since SLE
patients have muscle loss and reduced physical function [2, 20]. In addition to its classic effects,
vitamin D has been shown immunomodulatory role and beneficial effects on muscle function [21—
23]. In this study, we found that vitamin D supplementation attenuated muscle atrophy in the
pristane-induced lupus (PIL) model. The disease induced increased autophagy, which
consequently caused muscle atrophy. The supplementation with vitamin D, in diseased animals,
prevented the increase of autophagy, leading the LC3 levels similar to healthy control animals.
To our knowledge, this is the first study to verify the effect of vitamin D on muscle atrophy

mechanisms and, furthermore, we show that the PIL model has muscle atrophy.

The muscle area in PIL mice had a reduction of approximately 10%, in comparison with CO.
Although PIL model induces strong inflammation, the atrophy level is not as high as in collagen-
induced arthritis model, since it was reported that arthritic mice present around 30-41% of
reduction in muscle area [24, 25]. Additionally, in a previous study, our group found that PIL model
has high levels of circulating pro-inflammatory cytokines, such as IL-6, TNF-a and IFN-y [19], as
other studies in the literature have already demonstrated [26—28]. Regarding skeletal muscle, the
elevation of pro-inflammatory cytokines causes potentially deleterious effects, as several chronic
inflammatory diseases present show some degree of muscle loss [29-31]. The reduction in
muscle area found in PIL animals may be related, at some point with, the inflammatory character

of the disease.

In homeostasis, a network of interconnected signals controls and coordinates hypertrophic and

atrophic messages, resulting in a subtle balance between muscle protein synthesis and



51
proteolysis [32]. There are no studies in the literature that demonstrate the mechanisms involved

in muscle loss in a PIL model. Among the main factors involved in myogenesis are Akt, MyoD
and myogenin [6]. Regarding protein degradation, the proteasome and autophagy pathways are

the most discussed [7].

In this study, we observed that LC3 expression was increased in PIL group compared to the CO
and VD group, suggesting that PIL induces autophagy increasing. There was no difference in p62
expression among groups. Autophagy is a self-degrading process that plays a cleansing role in
removing damaged proteins and organelles and eliminating intracellular pathogens [33]. In
adjuvant-induced arthritis (AlIA) model, increased p62 and LC3 levels were observed, in the
extensor muscles of the long fingers, indicating decreased clearance and increased

autophagosome production [34].

Corroborating this data, in the study by Sakuma K et al in sarcopenic muscle of aged mice, it was
observed that the autophagy markers p62/SQSTM1 and Beclin-1 have increased protein
expression in muscle of aged mice. In addition, this same study evaluated, the
immunofluorescence labeling. This indicated that older mice more often had p62 / SQSTM1
positive fibers in the quadriceps muscle cytosol than young mice (age: 14% vs. young: 1%) [35].
It is well established that Thl cytokines, including IFN-y, TNF-a and IL-6, are able to promote
autophagy inducement, while the classical Th2 cytokines IL-4, IL-10 and IL-13 cause autophagy
inhibition [36]. In our study, it is likely that the systemic inflammation present in PIL is stimulating

the autophagy of muscle proteins and leading to atrophy.

Importantly, vitamin D supplementation was able to restore autophagy to physiological levels,
since VD mice presented LC3 expression similar to CO mice. As we know, there are no studies
reporting association between vitamin D and autophagy in skeletal muscle tissue, however, it has
been shown that vitamin D receptor negatively regulates the signaling and activity of important

inflammatory transcription factors. Higher CD4+ T cells counts were observed in SLE patients
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with severe vitamin D deficiency (<10 ng/ml), compared to vitamin D insufficiency (10-30 ng/ml).

Otherwise, the lower the vitamin D serum levels, the lower the mRNA expression of LC3 in
peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) [37]. This is probably because vitamin D may
regulate autophagy at different levels, since a report showed that 1,25(0OH)2D3 decreased the
number of autophagosomes and the protein expression of LC3-ll and p62 in experimental
autoimmune myocarditis. The general benefits of vitamin D over skeletal muscle tissue were
demonstrated by some studies, mainly regarding the improvement of muscle mitochondrial
function [38] [39]. In addition, eradication of vitamin D deficiency has been reported to be

associated with an improvement in symptoms of myopathy and fatigue [40].

Regarding myostatin expression, PIL group had lower expression than VD group. It is known that
myostatin signals not only by stimulation of autophagy and/or proteasome pathways, but also
through blockade of satellite cell activation, as myostatin knockout leads to larger number of
satellite cells activation in vivo [41]. Our results indicate no difference in MuRF-1 expression
among groups, indicating no alteration on proteasome activity. However, MyoD expression was
higher in PIL group, compared to VD group, while the expression of myogenin was not statistically
different among groups. These results suggest that both myostatin and MyoD performed
compensatory signaling against muscle atrophy present in PIL, and it was no successful due to
the absence of myogenin activation. It is likely that satellite cells proliferated (MyoD increase) but
did not differentiate (absence of myogenin) into myoblasts. If differentiation had occurred the
myoblasts would come together to form multinucleated myotubes that would fuse with the injured
muscle fibers to repair or form new myofilaments [42]. The compensatory mechanism against
muscle loss was suggested in arthritis animal model, where gastrocnemius muscle showed
reduced myostatin and increased MyoD and myogenin expression, in comparison with control

animals [43]

As physical function is often impaired in SLE the patients, we also aimed to evaluate some

physical parameters in PIL model throughout the experimental period and evaluate possible
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associations with protein expression. Mobility assessment was not associated with the disease

over time. Differently, another study with pristane-induced lupus model described significant
reduction in spontaneous locomotion of lupus mice compared to healthy control [44]. According
to a study performed in UK, about 29% of SLE patients evaluated presented mobility limitations,
which contributes to a persons’ ability to remain in work [45]. Thus, mobility impairing is an
important SLE feature that could not be reproduced by our experiment, probably due to the

experimental time.

Vitamin D was not able to beneficially modulate the strength and fatigue at the beginning of the
experiment, where the disease was acute. But from day 60 to day 120, when the disease was
already established vitamin D supplementation increased the strength of the treated animals.
However, vitamin D supplementation was not able to reduce the impact caused by anabolic and
catabolic pathway imbalances on the physical function of the animals when the disease was
chronic, at the end of 180 days of experimentation. Our results corroborate with features that SLE
patients clinically demonstrate regarding the reduction of strength and fatigue generated by the
disease. SLE patients have reduced upper and lower extremity muscle strength compared to age-
and sex-matched healthy controls and loss of strength is often associated with functional disability
[2, 46, 47]. Additionally, about 85% of SLE patients report significant levels of fatigue, higher than
prevalence observed in general population and in patients with the most common inflammatory
rheumatic disorders. The intensity of fatigue was found to be correlated with increased emotional

stress and also with reduced health-related quality of life in SLE [48, 49].

One limitation of this study was the lack of proinflammatory and anti-inflammatory cytokines
evaluation in muscle tissue. This would enable us to assess locally how disease and vitamin D

are modulating the cytokine profile.

This is the first study related to muscle atrophy in PIL. The PIL model is likely to promote muscle

atrophy due to increased autophagy, which can be counterbalanced by vitamin D
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supplementation. The absence of changes in the physical function of diseased animals, at the

end of the experiment, is possibly related to the mild atrophy (about 10%) that animals developed.
Although it is known now that vitamin D is beneficial to muscle in PIL model, further studies may
help to verify other pathways involved in the disease muscle loss and how vitamin D interact with

them.
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Figure legends

Figure 1: Myofiber area in CO group, PIL group and PIL + VD group. Data represented by

meanxSD. * p>0.05 CO vs PIL; # p>0.05 PIL vs PIL+VD

Figure 2: Protein expression of degradation markers in CO group, PIL group and PIL + VD
group. Data in Figure 1 A, B and C represented by mean = SD and data in Figure 1 D
represented as median (interquartile range). (A) * p<0.05 CO vs PIL; # p<0.05 PIL vs PIL+VD.

(B)" * p<0.05 PIL vs PIL+VD. (C) p>0.05. (D) P>0.05.

Figure 3: Protein expression of synthesis and regeneration markers in CO group, PIL group and
PIL + VD group. Data in Figure 1 A and B represented by mean + SD and data in Figure 1 C

represented as median (interquartile range). (A) p>0.05(B)* p<0.05 PIL vs PIL+VD. (C) p>0.05.

Figure 4: Time of fatigue in CO group, PIL group and PIL + VD group over time. Data represents
mean values. (A) *p < .05 CO vs PIL+VITD ; # p <0.05 PIL vs PIL+VITD (B) * p<0.05 CO vs PIL;

#p <0.05 CO vs PIL +VD; 6 p<0.05 CO vs PIL; 6 p<0.05 CO vs PIL; X p<0.05 CO vs PIL + VD;
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Figures
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12 CONSIDERACOES FINAIS

Na presente dissertacéo foi investigado o efeito da vitamina D sobre a perda
muscular de animais com lupus induzido por pristane. Esse estudo demonstrou que o
tratamento com vitamina D foi capaz de atenuar a atrofia muscular no modelo

estudado.

Neste estudo, sugerimos que o lupus induzido por pristane (PIL) promoveu o
aumento da autofagia, que consequentemente levou a atrofia muscular. Por sua vez,
a vitamina D impediu 0 aumento da autofagia, levando a expressao proteica de LC3

dos animais a niveis préximos aos controles saudaveis.

Além disso, verificou-se neste estudo que a expressao da miostatina estava
diminuida no grupo PIL quando comparado ao grupo VD. Também foi observado que
a expressao de MyoD foi maior no grupo PIL do que no grupo VD, no entanto, a
expressdo de miogenina nao foi estatisticamente diferente entre os grupos avaliados.
Esses resultados sugerem que tanto a miostatina quanto a MyoD realizavam
sinalizagdo compensatoria contra atrofia muscular presente na PIL, no entanto, ndo

houve sucesso devido & auséncia de ativacdo da miogenina.

A vitamina D néo foi capaz de modular de forma benéfica os parametros
fisicos no inicio do experimento, onde a doenca estava se tornando mais aguda.
Porém, do dia 60 para o dia 120, quando a doenca j4 estd estabelecida, a
suplementacdo de vitamina D aumentou a forgca dos animais. No entanto, a
suplementacdo de vitamina D né&o foi capaz de reduzir o impacto causado pelos
desequilibrios das vias anabdlicas e catabdlicas na funcgao fisica dos animais quando
a doenca era crbnica no final dos 180 dias de experimentacdo. A avaliacdo da
mobilidade ndo se associou a doencga ao longo do tempo.

O modelo de PIL causa atrofia muscular devido ao aumento da autofagia. A
suplementacdo de vitamina D atenua a atrofia muscular, reduzindo a autofagia. A
auséncia de altera¢cdes na funcao fisica de animais doentes, no final do experimento,

esta possivelmente relacionada a atrofia leve (cerca de 10%) que o0s animais

desenvolveram. Embora se saiba agora que a vitamina D é benéfica para os misculos
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no modelo PIL, novos estudos podem ajudar a verificar outras vias envolvidas na

perda muscular da doenca e como a vitamina D interage com elas.
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13 PERSPECTIVAS

Na continuidade desse trabalho, pretendemos investigar no nosso grupo de

pesquisa:

Avaliacdo da citocinas pro e anti-inflamatorias, no tecido muscular e no
soro, apos suplementacao de vitamina D em modelo de lupus induzido por

pristane;

Avaliagcdo composicdo corporal (massa magra e massa gorda) por
densitometria por dupla emissdo de raios-X (DEXA) em individuos com
lGpus eritematoso sistémico (LES) apds suplementagdo com vitamina D.
Avaliacao dos niveis séricos de miostatina desses pacientes, visto que a
miostatina € um marcador secretado para a circulagcdo e observamos na

sua expressao tecidual nos animais doentes.

No Laboratério de Doencas Autoimunes (LABDAI) do Centro de Pesquisa
Experimental (CPE) do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA),
existe um trabalho em andamento o qual realiza bidpsia muscular de
pacientes com artrite reumatoide no intuito de avaliar parametros
funcionais, morfolégicos e moleculares no musculo esquelético desses
pacientes e compara-los com os de pacientes controles. Assim como na
artrite reumatoide, o LES possui um comprometimento muscular
significativo que pode levar a incapacidade funcional e a reducdo da
gualidade de vida. Por esta razdo é necessario maior conhecimento sobre
o grau de atrofia, a morfologia das fibras musculares e as vias de
sinalizacdo de perda muscular em pacientes com LES. Portanto, uma
avaliacdo mais acurada das alteracbes funcionais, morfolégicas e
moleculares do musculo esquelético desses pacientes, atravées de biopsia
muscular, seria importante no intuito de buscar maior conhecimento sobre

a fisiopatologia da doenc¢a, bem como um melhor manejo clinico.
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14 ANEXO 1 - METODOLOGIA EXPANDIDA

Etica

Este estudo obedece a Legislacdo Brasileira de Protecdo aos Animais n°
11.794/ 2008 e a resolucdes normativas 30, de 02 de fevereiro de 2016 do Conselho
Nacional no Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), a Diretriz Brasileira para
o Cuidado e Utilizacdo de Animais para Fins Cientificos e Didaticos (DBAC), bem
como as politicas locais no cuidado e uso de animais. Tendo em vista que 0s animais
serdo anestesiados para a inducao do lUpus e na eutanasia, reduzindo estresse e dor

desnecessarios para 0s animais.

Animais

Foram utilizados camundongos Balb/c, 8-12 semanas de vida, fémeas, com
aproximadamente 20 gramas. Os animais foram mantidos na Unidade de
Experimentacéo Animal do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (UEA-HCPA) durante
0 experimento, em caixas plasticas transparentes 30x20x12cm forradas com
maravalha e ficaram alojados em 5 animais/caixa, em ciclo de 12 horas claro/escuro,
temperatura entre 22° +/- 2°C, umidade relativa do ar entre 40-60% e exaustao de ar.
A agua e a racdo foram administradas ad libitum. Os animais passaram por um

periodo de quarentena e aclimatacdo de 14 dias antes da inducdo da doenca.

Modelo experimental de lGpus induzido por pristane

O modelo experimental de lapus foi induzido em 20 camundongos fémeas
Balb/C através de uma Unica injecédo intraperitonial (IP) de 500ul de pristane (2,6,10,14
tetramethylpentadecane; Sigma- Aldrich) previamente filtrado em membrana 0,22 um.
O procedimento foi realizada anestesia inalatoria com isofluorano a 5% para indugéo
e 2-3% para manutencdo com 0,5 L/min de O2. Os animais do grupo controle
receberam 500ul de solucdo salina 0,9% pela mesma via [147]. ApOs a injecao
intraperitonial com pristane foi administrado Tramadol, de 12 em 12 horas, no periodo
de até 48 horas, na concentragdo de 10mg/kg com o volume final de 200ul.

Os animais foram divididos em 3 grupos:

Grupos experimentais

Grupo 1: camundongos Balb/c controles saudaveis (n=8);
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Grupo 2: camundongos Balb/c com lupus induzido por pristane (PIL);
Grupo 3: camundongos Balb/c com lapus induzido por pristane (PIL+VITD) +

suplementacao de 1,25-dihidroxivitamina D.

Teste de forca

O teste de forca foi realizado no tempo 0, 60, 120 e 180. Foram utilizados pesos
com 5, 20, 35, 50, 65, 80 e 95 g. O protocolo sera adaptado como descrito previamente
[148]. Brevemente, o camundongo sera segurado pelo terco inicial da base da cauda
e suspenso até que ele segure o0 primeiro peso que estara na bancada. O animal deve
agarrar-se a malha de ago e ser suspenso junto com o peso total por 3 segundos. Se
0 animal é capaz de segurar 0 peso por este tempo, este permanece em repouso por
pelo menos 30 segundos e é testado para 0 peso seguinte. Se o animal ndo € capaz
de segurar o peso pelo tempo de 3 segundos, deve-se repetir o procedimento até 3
vezes, deixando um intervalo de 10 segundos entre os testes. Se o animal falhar em
todas as 3 vezes, o tempo maximo que ele foi capaz de segurar o peso deve ser
utilizado para o calculo de for¢a. Para o calculo de forca maxima do animal, segue-se
a seguinte férmula matematica:

F = P3seg + (5*t<3seq)

Em que “F” representa a forca maxima do animal, “P3seg” representa o maior
peso que o animal foi capaz de erguer por 3 segundos e “t<3seg” representa o tempo
inferior a 3 segundos, que € o tempo que o animal conseguiu suspender o ultimo peso

testado sem alcancar a marca de 3 segundos.
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Figura 1. llustracdo do design experimental
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