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Resumo

Introdugao: Artrite reumatoide (AR) € uma doencga autoimune, caracterizada
por inflamacgao crénica e sistémica a qual ataca principalmente articulacdes.
Além disso, se sabe que os pacientes acometidos por essa doenca podem
apresentar comorbidades severas, como doengas cardiovasculares, sindrome
metabdlica e sarcopenia, uma condi¢do onde os pacientes apresentam déficit
importante de massa e qualidade muscular. O tratamento de AR é
majoritariamente farmacoldgico e consiste em controlar a inflamagao
sistémica e atividade da doenca. Apesar de controlar esses aspectos, ainda
nao se sabe ao certo qual o efeito desses farmacos na massa muscular dos

pacientes.

Objetivo: Realizar uma revisao sistematica com meta-analise para verificar os
efeitos do tratamento farmacolégico anti-reumatico na massa muscular em

pacientes com artrite reumatoide.

Métodos: Uma revisdo sistematica com meta-analise com estudos
observacionais publicados em inglés foi conduzida utilizando as bases
MEDLINE (via PubMEd), Embase, Cochrane Library, e Web of Science
(WoS). Selecionamos estudos que analisaram parametros de massa
muscular, como massa magra, massa livre de gordura, massa magra
apendicular e massa de musculo esquelético. A qualidade metodolégica foi
medida através da Escala Newcastle-Ottawa de medida de qualidade.
Diferenca da média padronizada (SMD) e intervalo de confianga de 95%
foram estipulados utilizando um modelo de efeitos randomizados. A meta
andlise foi feita utilizando o software R e considerando a estatistica

significativa quando p<0.05.

Resultados: Cinco estudos foram incluidos nesta revisao sistematica. Apds o
tratamento com MMCDs, a massa magra dos pacientes ndo mostrou ter
diferencga positiva (p=0.60). De mesma forma, pacientes tratados com MMCDs
mostraram massa magra apendicular semelhante a medida pré-tratamento.

(p=0.90). Mesmo nao apresentando diferenga estatisticamente significativa,



na analise de subgrupos, a terapia anti-IL6 mostrou ter impacto mais positivo
no ganho de massa magra (p=0.95), enquanto a terapia anti-TNF mostrou ter
impacto mais negativo (p=0.45). Na medida de massa magra apendicular
nossos resultados mostram que o tratamento com MMCD também n&o alterou

de forma significativa o ganho de massa (p=0.93).

Conclusao: Analisando o efeito da terapia farmacolégica com MMCD na
massa muscular, nossos resultados mostram que essa abordagem nao teve
efeito positivo significativo, mas que essa associagdo deve ser investigada
mais profundamente, uma vez que foram encontrados poucos estudos na

literatura sobre o assunto.

Palavras-chave:. Revisdo sistematica; Artrite reumatoide; sarcopenia;

perda muscular, massa magra; massa magra apendicular; tratamento;
farmaco; MMCD.



Abstract

Introduction: Rheumatoid arthritis (RA) is an autoimmune disease,
characterized by chronic and systemic inflammation, which mainly attacks
joints. Besides, it is known that these patients may present several
comorbidities, such as cardiovascular disease, metabolic syndrome and
sarcopenia, a condition where patients present both muscle mass and muscle
quality impairment. RA treatment is mostly pharmacological and consists in
controlling systemic inflammation and disease activity. Despite that, the effect
of pharmacological treatment on sarcopenia is not well characterized.
Objective: To perform a systematic review with meta-analysis to verify the
effects of pharmacological anti-rheumatic treatment on skeletal muscle tissue

in rheumatoid arthritis (RA) patients.

Methods: A systematic review with meta-analysis of observational studies,
published in English, between 1996-2021, was conducted using MEDLINE(via
PubMed), Embase, Cochrane Library and Web of Science (WoS) . We
selected studies that analyzed muscle mass parameters such as lean mass,
fat-free mass, appendicular lean mass, skeletal muscle mass. The
methodological quality was assessed using Newcastle - Ottawa Quality
Assessment Scale. Standardized mean difference (SMD) and 95% confidence
intervals (Cl) were pooled using a random-effects model. Meta-analysis was
performed using R software and we considered significant statistics when
p<0.05.

Results: Five studies were included in this systematic review. After DMARD
treatment, lean mass in RA patients had no positive difference (p=0.60). In the
same way, patients treated with DMARDs showed appendicular lean mass
similar to baseline (p=0.90). In sub-group analysis, anti-IL-6 showed a positive
effect on lean mass (p=0.95) while anti-TNF therapy showed a negative effect
(p=0.45) both without statistical difference. In the appendicular lean mass

parameter our results showed that DMARD treatment did not have significant



changes between baseline and post treatment analysis (p=0.93).

Conclusion: Analysing the effect of DMARD on muscle mass in AR our
results showed that DMARD therapy has no significant effect on muscle mass

but that association should be investigated more deeply.

Key-words: Systematic review; rheumatoid arthritis; sarcopenia; muscle loss;

lean mass; appendicular lean mass; treatment; drugs; DMARD.



Sumario
1 - INtrodUGAO0.......ciiiiie 14

2-ReVisao da literatura........cccccoiiiciececemceeemenrermrnn s rnnsnnrensnnrnnnens 1 D

2.1- Estratégias para localizar e selecionar as informacgées........... 15
2.2 - Formato PICO/PICOS.........coiiiiiiiiciiiire e e e s e s e e 16
2.3- Artrite reumatoide...........c.ccoiiiiiiii 16
2.3.1- Caracteristicas clinicas...........cccoeiviiiiiiiiininncna, 16
2.3.2- Etiologia e aspectos epidemioldgicos.............ccceuennn. 16
2.3.3- Fisiopatologia da artrite reumatoide........................... 17
2.4 - Alteragoes na composicao corporal naAR...........ccocvvvininennn. 20
2.4.1-Perda muscularna AR...........ccoiiiiiiiiiiii 22

2.4.2 - Métodos de avaliagao de massa muscular

2.4.2.1-BioimpedancCia............cccoiiiiiiiiii 25
2.4.2.2 - Absorciometria de raios-x de dupla energia............. 26
2.5 — Manejo farmacologico da AR...........cccoiiiiiiiiiierere e 27

2.6- Efeito do tratamento farmacolégico na composig¢ao corporal em

pacientes COM AR........oooiii e e 28
2.6.1- GlicocorticOides..........cccevviriiiriniiiii e 28
2.6.2- MMCDSC.....ccuiuininiiieerrine e e ra e s e s e e s s e eneas 28
2.6.3- MMCDND......c.oeiiecii e e e 29

2.6.4 - Inibidores de JAK . .....ovvviiiiiirrerrereerermrmremmmmrnsrennnns 31



3-Marco conceitual. ... - 32

4- Justificativa........ccoooiiiiii 33
5= OB etIVOS. ..t nas 34
6- Referéncias.......cocoiviiiiiii 35
7-Artigo cientifiCo......coceniii 47
8- Consideragoes finais.........ccoeviiiiiiiiiiiii 75
9- Perspectivas futuras...........cooiiiiiiiiiiii s 76
L 1= o L= 77

10.1-PRISMA checklist...........cccoiiiiiiiiiii 78









1- Introducgao

A artrite reumatoide (AR) € uma doenca autoimune caracterizada por
inflamacao cronica e sistémica, que acomete principalmente articulacées
(1,2). A AR é reconhecida por estar associada a comorbidades, como
sindrome metabdlica, osteoporose, doenca cardiovascular, sarcopenia e
caquexia (3,4). Muitos estudos indicam que pacientes com AR apresentam
perfil de composicdo corporal alterado, principalmente em sua massa
muscular. Essas alteragdes levam o paciente a um quadro de sarcopenia,
onde o tecido muscular tem perda de massa associada com perda de fungao
e desempenho (4,5,6,7). A fisiopatologia do acometimento muscular na AR
esta relacionada com diversos mecanismos que sao ativados pela sinalizagao
inflamatadria (7). De fato, alguns mediadores como o fator de necrose tumoral
alfa (TNF-a), interleucina 6 (IL-6) e interleucina 1 beta (IL-1 B) sdo apontados
como ativadores do efeito catabodlico no tecido muscular (7).

O tratamento para AR consiste em diminuir a atividade da doenca,
bloqueando rotas e reguladores inflamatérios (8). De fato, medicamentos
modificadores do curso da doenga (MMCDs, do inglés: disease modifying
anti-rheumatic drug) sao drogas que melhoram a atividade da doenca e
previnem danos nas articulagdes alvejando as principais rotas inflamatérias
presentes na fisiopatologia da doenca (9,10). Os MMCDs podem ser
classificados quanto a sua origem, sendo eles: MMCDs sintéticos
convencionais (MMCDsc), MMCDs biologicos (MMCDb) e MMCDs sintéticos
alvo especifico (MMCDsae) (11). Os MMCDsc compreendem uma classe
mais antiga desses farmacos, sendo esses medicamentos conhecidos como
metotrexato (MTX), sulfassalazina (SSZ) e leflunomida. Tais farmacos sao
responsaveis por bloquear rotas nao tao especificas, mas que possuem
influéncia no processo inflamatorio, como a sintese do acido félico e inibicdo
da sintese de acidos nucleicos (11). De forma distinta, os MMCDb sao
farmacos que possuem agao mais direcionada. Eles consistem em anticorpos
monoclonais usados para bloquear de forma especifica os principais

mediadores inflamatérios, como a IL-6 e o TNF-a (13). Por fim, os MMCDsae
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sdo farmacos que possuem, como representantes principais, os inibidores da
enzima Janus quinase (JAK). A agao sobre esssa enzima se da de forma
intracelular e acaba inibindo diversas citocinas envolvidas nas principais vias
de retroalimentacao inflamatdria (14).

Apesar dos MMCDs serem capazes de controlar a resposta
inflamatdria e controlar de forma eficaz a atividade da doencga na AR, o efeito
desses farmacos no tecido muscular dos pacientes com AR ainda permanece
pouco claro. Desse modo, a pergunta norteadora da presente dissertacéo é:
qual o efeito do tratamento com MMCDs na massa muscular de pacientes
com AR ? Portanto, a dissertagdo segue a disposi¢gao de: uma revisao da
literatura, seguida de um artigo de revisdo sistematica com meta-analise, o
qual busca responder a pergunta norteadora desta dissertagéo.

O objetivo desta revisao sistematica da literatura é investigar o efeito
do tratamento com MMCDs sobre o musculo esquelético em pacientes com
AR.

2- Revisao da literatura

2.1 Estratégias para localizar e selecionar as informagoes

A seguinte revisdo da literatura focou as buscas em estudos que
relacionam os aspectos musculares na artrite reumatoide com o efeito dos
diversos tratamentos farmacoldgicos nesses aspectos. As bases de dados
eletrénicas utilizadas foram: Pubmed, Cochrane Library e Embase. As buscas
foram feitas através dos termos: “Rheumatoid arthritis”, “Antirheumatic
agents”, “Methotrexate”, “Leflunomide”, “Sulfonamides”, “Hydroxychloroquine”,
“Glucocorticoids”, “Tumor necrosis factor”, “Interleukin-6", “Janus Kinases”,

“Muscle”, “Skeletal”, “Body composition”, “Cachexia”, “Sarcopenia”.

2.2 — Formato PICO/PICOS

Revisdes sistematicas e/ou metas-analise sdo baseadas em uma
questdo determinada a responder um problema clinico, podendo essa

questdao ser descrita em formato PICO/PICOS. Portanto, esta revisao
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sistematica com meta-analise foi baseada em uma questado focada descrita
em um formato PICO/PICOS. A tabela 1 demonstra a estratégia estabelecida

em nossa revisao.

2. 3- Artrite Reumatoide
2.3.1 Caracteristicas clinicas

A artrite reumatoide (AR) é uma doenga autoimune, sistémica, erosiva
e simétrica e de carater inflamatério (1). A AR tem como caracteristica a
inflamacgé&o cronica da membrana sinovial de articulagbes periféricas (1). Os
principais sintomas clinicos articulares da doencga incluem: dor e rigidez
articular; e reducdo ou perda dos movimentos. Além das manifestacoes
articulares, sabe-se que a AR causa diversas manifestacdes extra articulares
como fraqueza muscular, uveite, vasculite, doengas cutaneas e acometimento
de 6rgados como rins, coragao e sistema nervoso (3). Essas condigdes podem
vir a provocar comorbidades severas como disturbios cardiacos, sindromes
metabdlicas, lesdo pulmonar e renal junto ao acometimento articular,
causando aumento do risco de mortalidade na doenga (2). Além disso, as
manifestacdes articulares e inflamagao sistémica acabam incapacitando os
pacientes levando diminuicdo de massa muscular esquelética e fungao fisica,

caracterizando o quadro de sarcopenia (15).

2.3.2- Etiologia e aspectos epidemiologicos

A AR possui prevaléncia mundial que varia entre 0,5% e 1% e uma
prevaléncia de 0,46% no Brasil. Ela acomete duas vezes mais mulheres do
que homens. (4,5) e sua incidéncia aumenta com a idade, atingindo um pico
na quinta década de vida. Apesar de ser destacado o envolvimento de fatores
genéticos e ambientais para o desenvolvimento da doencga, a etiologia da AR
nao é totalmente conhecida. A predisposicdo a doenga e a exposicao aos
fatores ambientais importantes, pode levar a ocorréncia de um evento
presente na doenga chamado de quebra de tolerancia, caracterizado pelo
gatilho molecular que resultara na ativagédo da defesa contra o proprio e

producao de autoanticorpos (6).



Dentre o0s indicadores de participacdo genética estudados
destacam-se, além da herdabilidade (6), o envolvimento de mais de cem loci
génicos associados ao risco de desenvolver AR, sendo a maioria
relacionados a expressao de componentes do sistema imune, como os loci do
antigeno leucocitario humano (HLA)(6,7). A maioria dos genes presentes
nessa regiao codificam moléculas do complexo maior de histocompatibilidade
(MHC) de classe Il, molécula responsavel por apresentar antigenos para
células da resposta imune. Dessa forma, mutagdes nos genes dessa regiao
(principalmente HLADRO1/04) podem implicar em perda da tolerancia e
consequente apresentagao de auto antigenos as células T (15). Junto a isso,
fatores ambientais como tabagismo, agentes infecciosos, dieta e perfil
alterado de microbiota estdo relacionados com aumento no risco de AR
(7,8,16). De fato, o tabagismo & o fator ambiental mais importante no
desenvolvimento da AR, embora a principal associagao seja em pacientes
com fator reumatoide e anticorpos contra proteinas citrulinadas positivos (17,
18). Outro fator que esta associado com o desenvolvimento de AR é a
exposicao a determinados agentes infecciosos, podendo estes levarem a uma
reacao exacerbada e a producéo de autoanticorpos. Um desses agentes, com
reconhecida capacidade de causar essa interagcdo € o virus Epstein-Barr,
tendo esse uma composi¢cdo antigénica similar a alguns antigenos
importantes na AR (19). Esse virus interage causando uma produgao
excessiva de anticorpos contra o0s antigenos similares, podendo,
ocasionalmente, fazer com que a defesa do organismo se vire contra o
proprio (20). Outro patégeno que age dessa forma e pode causar o
aparecimento de AR é o Citomegalovirus (21). Ainda, um grande fator
presente também na patogénese da AR s&o os habitos nutricionais e dieta da
populagdo (22). Sabe-se que alguns alimentos induzem inflamacéo e
expressado de fatores que participam dos processos inflamatorios (23). De
fato, alguns alimentos como: carboidratos e gorduras atuam nesse sentido
(24). Ainda, a dieta desbalanceada pode acarretar disbiose da microbiota

intestinal (25), fator que também pode vir a estar atrelado ao desenvolvimento
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da doencga (26). Além desses fatores, a exposicao a silica (27), baixo indice

econdmico (28) e influéncia hormonal (29) sao fatores de risco importantes.

2.3.3- Fisiopatologia da artrite reumatoide

A fisiopatologia da AR envolve mecanismos celulares, moleculares e
epigenéticos alterados que resultam no estabelecimento de autoimunidade e

inflamacao persistente (1).
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Figura 1. Desenho esquematico adaptado do corte transversal de uma articulagdo. De um
lado s&o apresentados os principais aspectos de uma articulagdo normal (figura 1a). Ao lado
da figura 1a. temos os aspectos de uma articulagdo com processo inflamatério caracteristico
de um paciente com artrite reumatoide (figura 1b). Fonte: Smolen J. S.; Steiner G.
Therapeutic strategies for rheumatoid arthritis. Nat. Rev. Drug Discovery 2003 (94).

O evento inicial € um processo inflamatério na membrana sinovial,
decorrente primeiramente da infiltracdo e acumulo de leucdcitos,
principalmente neutréfilos atraidos por moléculas de adesao e quimiocinas
expressas no endotélio de microvasos da sindvia e, posteriormente, da
infiltracdo e/ou ativagao local de macréfagos, células T (principalmente CD4+)
e B, plasmdcitos, mastocitos e células dendriticas, que comumente formam

estruturas parecidas com foliculos linfoides (7, 8).

20



Os sinoviocitos (macréfagos e fibroblastos sinoviais) se tornam
hipertréficos e aumentam sua proliferagao, gerando hiperplasia da membrana
sinovial. A membrana sinovial hiperplasica, juntamente com o infiltrado celular
e a neoangiogénese, formam um tecido altamente invasivo conhecido como
pannus, que invade o 0sso e degradam a cartilagem, levando a destruicédo

progressiva da articulacao (7, 8).

Muitas células estdo envolvidas na fisiopatologia da AR (Figura 2). Os
neutréfilos contribuem para a inflamagdo da membrana sinovial através da
sintese de prostaglandinas, proteases e espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio, além de secretar fator de necrose tumoral (TNF) (6). Células B sao
precursoras de plasmoécitos secretores de autoanticorpos, processam e
apresentam antigenos promovendo a ativacdo de células T e secretam
citocinas pro-inflamatérias, como interleucina (IL)-6 e TNF-a (44). Macrofagos
liberam TNF-a, IL-1B, IL-6, espécies reativas de oxigénio e nitrogénio e
metaloproteinases (MMPs), além de realizarem fagocitose e apresentacao de

antigenos (7).

Os fibroblastos sinoviais (FLS) em pacientes com AR assumem um
fendtipo agressivo e tumoral, com inibigdo por contato diminuido, resisténcia a
apoptose e migragdo aumentada. Essas células secretam MMPs, moléculas
de adeséao e o ligante do receptor ativador do fator nuclear kB (RANKL), que
promove a diferenciacdo de osteoclastos, os quais promovem reabsorgao
Ossea e dano ao 0sso subjacente a cartilagem articular (30). Adicionalmente,
um estudo demonstrou que os FLS de pacientes com AR possuem a
habilidade de migrar de uma articulagdo a outra, sugerindo como a poliartrite

pode se desenvolver (31).

As células T CD4+ que produzem IL-2 e interferon gama (IFN-y)
apresentam uma polaridade de resposta Th1 (9). Embora a AR seja
considerada uma doenga mediada por células Th1, o papel das células Th17
no processo de destruicdo articular vem ganhando importédncia. Essas
células produzem IL-17 e TNF-a que, sinergicamente, promovem a ativagao
de FLS e condrdcitos (7).
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Adicionalmente a inflamacdo e dano articular, ocorre o dano a
cartilagem e ao osso subjacente a cartilagem articular. O dano da cartilagem
ocorre através da secregdao de MMPs por macrofagos e FLS constituintes do
pannus, que desorganiza a rede de colageno do tipo Il, alterando o conteudo
de glicosaminoglicanos e a retengado de agua, levando a degeneracado do
tecido. Adicionalmente, o potencial de regeneragdo do tecido esta limitado,
uma vez que citocinas presentes no ambiente articular doente, principalmente
IL-1 e IL-17, e espécies reativas de nitrogénio promovem a apoptose dos
condrocitos, tipo celular que regula a formagdo e clivagem da matriz
cartilaginosa (7, 8). O dano ao tecido 6sseo € mediado pelos osteoclastos,
que tem sua diferenciagao ativada por RANKL, TNF-aq, IL-1, IL-6 e IL-17 (32).

A inflamagdo na membrana sinovial € gerada como consequéncia da
ativacdo da resposta imune (33). A sinovite na AR é caracterizada pela
infiltracdo e proliferagcdo leucocitaria na membrana, sendo inicialmente
composta por células da imunidade inata (neutrofilos, mondécitos, macréfagos,
células dendriticas (CD) e mastocitos) que posteriormente irdo recrutar
células da imunidade adaptativa (células T, células B e plasmacitos) (Figura 1)
(33). Na presenca de citocinas como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a),
interleucina 1 (IL-1) e interleucina 6 (IL-6), o perfil dos fibroblastos e
macréfagos sinoviais se altera e culmina na secregdo de moléculas como
metaloproteinases e colagenases, que estimulam a invasao dos fibroblastos
sinoviais (33). Junto a isso, a presenca de espécies pro-inflamatérias também
induz angiogénese e limita a regeneragcéo dos condrécitos. Com isso, ocorre
a formagdao de um tecido invasivo e agressivo, denominado pannus, que
acaba por degradar e invadir os tecidos adjacentes como o tecido

cartilaginoso e 6sseo (34).

2.4 - Alteragoes na composic¢ao corporal na AR

Frequentemente sdo observadas condigdes de desequilibrio de
composi¢ao corporal na AR e em outras doengas reumaticas [15,16]. Dessa

forma, inumeros termos tém sido utilizados para descrever as alteracdes na
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composicao corporal em pacientes com AR, incluindo sarcopenia, sarcopenia
obesa, caquexia reumatoide e caquexia classica [17,18]. De acordo com
Cruz-Jentoff (2019), sarcopenia é considerada uma doenga muscular em que
os individuos acometidos possuem diminuigdo da massa muscular associada
com forga e fungao muscular prejudicadas (13). Sarcopenia obesa, por sua
vez, é a condicdo na qual o paciente apresenta junto com a sarcopenia
também o aumento de massa gorda (14). Ja a caquexia reumatoide ocorre
quando o paciente apresenta perda de massa magra e aumento de massa
gorda concomitante, decorrente da inflamagdo da doenca (36,37). Existem
diversos métodos usados para avaliar a composi¢éo corporal, sendo as mais
comumente utilizadas a tomografia computadorizada (TC), ressonancia
magnética nuclear, absorciometria de raios-X de energia dupla (DEXA),

impedancia bioelétrica (BIA) e medidas antropométricas (38,39).

Estudos recentes demonstram uma prevaléncia de sarcopenia de
17,1% a 37,1% em pacientes com AR [15,16]. Da mesma forma, a
prevaléncia de caquexia reumatoide foi estimada em 19% a 32% [19]. Por
outro lado, Tsai et al, 2020 em uma revisdo sistematica com meta-analise,
demonstraram que a prevaléncia de sarcopenia em pacientes com AR foi de
35%, dentre esses, 39.9% de mulheres e 33.3% de homens (40). Além disso,
esse estudo mostrou varios fatores de risco significantes para o aparecimento
de sarcopenia como idade, sexo feminino, proteina c reativa (PCR),
questionario HAQ (HAQ) e fator reumatoide (FR) positivo (40). Por outro lado,
nosso grupo mostrou que a caquexia reumatoide é bastante prevalente em
pacientes com AR, mas que caquexia classica nao foi observada (41). Além
disso, a caquexia reumatoide nos pacientes, bem como os fatores
relacionados com esse acometimento, especialmente fungao fisica, podem

ser influenciados pela atividade da doenca (41).

Quanto as alteragcdes na adiposidade dos pacientes com AR, eles
apresentaram maior redistribuicdo de massa gorda no tronco do que
pacientes saudaveis (42, 43), e pacientes com atividade de doencga
alta/moderada mostraram maior indice de massa gorda do que pacientes com

atividade da doencga baixa. Ainda, pacientes com AR tiveram média de indice
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de massa gorda 4% maior quando comparado a pacientes sem AR (43).
Analisando a presenga de gordura intra e intermuscular, um estudo
demonstrou que o acumulo de gordura muscular em pacientes com AR é

maior do que em pacientes saudaveis (44).

2.4.1- Perda muscular na AR

Estudos reportaram que mesmo pacientes com AR que recebem
tratamento intensivo adequado tém 10% menos, proporcionalmente, massa
magra apendicular comparado aos controles saudaveis (42,45). Da mesma
forma, apds ajustar a massa magra pela massa gorda, pacientes com AR
mostraram ter menor indice de massa magra apendicular e menor densidade
muscular quando comparados aos saudaveis (46,47). Quando analisada a
arquitetura muscular de pacientes com AR, os estudos mostram que os
pacientes acometidos apresentam menor espessura muscular e menor
angulo de penacao, quando feita a comparagdo com controles saudaveis
(48). Na contramé&o, nao foram observadas alteragbes na ativagdo muscular
do quadriceps, medida por eletromiografia durante testes isométricos, € no

comprimento fascicular )48).

Apesar de ndo serem completamente elucidados, diversos
mecanismos sao propostos para a perda muscular na AR. Dentre os
mecanismos que recebem mais destaque esta o envolvimento da liberagao
de citocinas inflamatorias como IL-6, TNF-qa, interleucina 1 beta (IL1-B) e
outras (49). A IL-6 tem um papel dualistico quanto sua agao no musculo,
dependendo da célula que secreta essa em citocina e do tipo de liberagao
cronica ou aguda (49). Quando em situagdes de inflamagédo nao resolvida, a
liberacao persistente de IL-6 pelas células imunes resulta um papel negativo
no tecido muscular, induzindo principalmente catabolismo (50). Sua
sinalizagdo ocorre apos ligacdo com seus receptores, esses podendo ser
tanto o de membrana quanto o receptor soluvel. (51). A internalizagéo do sinal
e passagem do sinal para o nucleo € feito pela rota da JAK/STAT (52)

induzindo, por fim, a expressao de genes como os de proteinas “RING-finger’

de musculo 1 (MuRF1, do inglés muscle RING-fingerprotein 1, atrogina,
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caspases, catepsinas e unidades do complexo ubiquitina-proteossomo (53).
Ja o TNF-a e a IL1-B destacam-se como principais mediadores da perda
muscular em AR ao induzir catabolismo (49). Sabe-se do papel catabdlico do
TNF-a da ativagdo do sistema ubiquitina/proteossomo ao induzir a
degradagao de kappa B alfa/beta (IKBa/p) através da enzima IkBcinase e
ativar o fator nuclear kp (Nf-kB) e subsequente expressao das ligases de E3,
MuRF1 eatrogina/MAFbx (54). Somando-se a isso, o TNF-a ainda atua na
inibicdo da miogénese, e retroalimentacdo da inflamacgao levando também
perda muscular (49). Ainda, o TNF-a causa perda muscular indiretamente por
dessensibilizar os tecidos a insulina, sinalizando-os para a inibicdo da
expressao de transportadores de glicose tipo 4 nos tecidos adiposo, muscular
e cardiaco (55). Outro mecanismo pelo qual o TNF-a contribui com a
dessensibilizacdo a insulina é a fosforilagdo da serina no substrato do

receptor de insulina 1 (IRS-1), levando a perda da sinalizag&o a jusante (56).

Ademais, a via da miostatina esta envolvida na indugao da atrofia do
musculo esquelético em muitas formas de doencga (57). Essa € uma proteina
da familia TGF-B que regula de maneira negativa a massa muscular
esquelética, é sintetizada pelo musculo na sua forma latente e secretada em
associacdo a um propeptideo. O complexo propeptideo-miostatina sofre
clivagens proteoliticas e dissociagbes para a liberagcdo do componente ativo.
A proteina na sua forma ativa € capaz de interagir com seu receptor de
membrana (Activina 1IB) e, assim, exercer seu efeito supressor sobre o
crescimento muscular (58). Além disso, sabe-se que a miostatina também
atua de modo a ativar o sistema ubiquitina-proteassomo (54). Uma das
principais fungdes da miostatina € a regulagdo negativa da miogénese, por
meio da inibigdo da proliferacdo de células-satélite durante a regeneragao
(59), sendo que este processo € regulado, dentre outros, pela expressao de
MyoD, Myf5, miogenina e MRF4. Estudos sugerem que a MyoD e a Myf5
promovem a ativagdo das células e a sua diferenciagdo em mioblastos,
enquanto a miogenina e 0 MRF4 promovem a maturagao da fibra muscular
(60).
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Além dos mediadores TNF e IL-6, a via da Janus quinase/sinal
transdutor e ativador de transcricao (JAK/STAT) esta participa da sinalizagao
intracelular de varias citocinas e vem sendo estudada recentemente e
apontada como uma importante rota na patofisiologia muscular (61). A
JAK/STAT é um complexo que ativa uma cascata intracelular e resulta no
direcionamento das moléculas STAT para promover a transcricdo de genes
envolvidos em diversos processos biologicos, tais como diferenciagao celular,
migracgao, apoptose, inflamacgao, cancer, desenvolvimento do sistema imune e
resposta celular (62). A ativagcdo da rota é causada principalmente pela
resposta a IFN-y e IL-6 (63,64), apesar de estudos ja mostraram que o TNF-a
€ capaz de promover a fosforilacdo de STAT3 e, indiretamente, influenciar na
ativacdo da via JAK/STAT (65). O principal desfecho da ativacdo da rota
JAK/STAT no tecido muscular é a diferenciacdo de células satélites
musculares, importantes células envolvidas no reparo e crescimento de fibras
musculares (62,66). Esse mecanismo € importante na pratica de exercicios,
onde a liberacdo repentina e aguda de IL-6 induz a diferenciagdo de
progenitores, a partir da STAT3, e regeneragdo do musculo lesado (67). Em
um modelo de Knockout para STAT3, foi verificado uma diminuigdo na
diferenciagcao de células progenitoras musculares e consequente déficit na
regeneragdo muscular (68). O mesmo processo nao ocorre frente a um
estresse continuo. De fato, a liberagdo de IL-6 em doencas inflamatérias
crbnicas como AR é elevado e constante, e estudos mostram que nesse
contexto a ativacdo de STAT3 induz atrofia muscular (69). Em estudo de
animais submetidos a super expressao de IL-6 foi visto atrofia do musculo
esquelético, revertida com inibicdo do receptor de IL-6 (70). Em resumo, no
processo de catabolismo presente na perda de massa muscular temos,
simultaneamente, a ligagdo dos mediadores TNF, |IL-6 e miostatina que
ativam suas respectivas sinalizagbes. Essas ligagdes, em ultima instancia,
irdo ativar a transcricdo de genes responsaveis por degradagao proteica,
autofagia, apoptose e retroalimentagao da inflamagéo, além da inibigcdo das

vias anabolicas (Figura 2).
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Fig.2 Principais mediadores moleculares da sarcopenia. Adaptado de Herrero-Beaumont et al, 2018
(50) IGF-1: insulin growth factor 1; IGF-1R: insulin growth factor 1 receptor; IRS-1: insulin receptor
substrate 1; ERK: extracellular signal-regulated kinases; PI(3)K: phosphatidylinositol-3-kinase; PDK1:
Phosphoinositide-dependent kinase-1; Akt: protein kinase B; mTORC1: mammalian target of rapamycin
complex 1; FoxO: Forkhead O; UPS: ubiquitin proteasome system; MAPK: mitogen activated protein

kinases; NFkB :nuclear factor k; MAFbx: Muscle Atrophy F-box.

2.4.2 - Métodos de avaliagao de massa muscular
2.4.2.1 - Bioimpedancia

Bioimpedancia (BIA) é um método bastante comum empregado para avaliar a
composicao corporal de pacientes na pratica clinica e em pesquisas
cientificas. O conceito da técnica se baseia em registrar a impedancia a um
impulso elétrico dos diferentes tecidos corporais (71). Nesse sentido, tecidos

com maior conteudo de agua, como tecido muscular, apresentam impedancia



diferente de tecidos com maior conteudo de lipidios, por exemplo (71). Para a
avaliacdo de sarcopenia, podemos utilizar o parédmetro gerado pela BIA de
massa muscular esquelética (SM do inglés skeletal mass) em quilogramas.
Esse parametro ainda pode ser ajustado para indice de massa esquelética
(SMI do inglés skeletal mass index) dividindo o valor em quilogramas por
metros (72). Outros parametros de massa muscular também podem ser
gerados como massa magra apendicular, que considera somente a massa
muscular de bragos e pernas e se exclui a massa do tronco (72). Utilizando
o0 consenso do Grupo de Trabalho Europeu sobre Sarcopenia em pessoas
Idosas (EWGSOP, do inglés European Working Group on Sarcopenia)
podemos definir como baixa massa muscular pacientes com SMI abaixo de
8.87 e 6.42kg/m2 para homens e mulheres respectivamente (73). As
vantagens da BIA sao: o baixo custo, a facilidade de uso, a reprodutibilidade e
a versatilidade. Além disso, seu uso ja foi validado em populagdes
multiétnicas, de diferentes idades e para diferenciacédo entre géneros (73).
Como desvantagens temos que os resultados da BIA podem ser apresentar
confundidores, dependendo da condicdao do paciente, como retencao de

liquido e condigao inflamatdria (74).
2.4.2.2 - Absorciometria de raios-x de dupla energia

A Absorciometria de raio x de dupla energia (DEXA, do inglés dual energy
x-ray absorptiometry) é a técnica mais popular de medicao de composicao
corporal. Essa técnica se baseia na emissdo de raios-x € em como 0sS
diferentes tecidos absorvem esses raios-x. Ao contato com o corpo,
dependendo do tecido, os fétons interagem e sua contagem é atenuada.
Tecidos moles como musculo e gordura, restringem menos a passagem de
fétons do que tecidos duros como o tecido 6sseo, por exemplo (75). A
principal vantagem da DEXA é poder estimar e separar a medida dos trés
compartimentos de composigao corporal (musculo, gordura e 0sso), bem
como a separagao por regiao do corpo (76). A grande desvantagem é que a
DEXA nao é um equipamento portatil, sendo seu uso restrito ao local onde

esta instalado (76). Assim como na BIA, podemos medir pela DEXA,
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parametros musculares como massa magra, massa magra apendicular e as

medidas geradas pelos métodos sao comparaveis e validadas (77) .

2.5 — Manejo farmacolégico da AR

O tratamento para AR deve levar em conta a severidade da doencga e
tem como objetivo diminuir sua atividade e retardar a destruicdo das
articulagbes. Nesse contexto, as drogas mais utilizadas para controle de AR
sdo os anti-inflamatorios ndo esteroidais (AINEs), glicocorticéides e os
medicamentos antirreumaticos modificadores do curso da doenga (MMCDs)
(78); outras intervengdes como pratica de exercicios fisicos e dietas também
podem ser importantes para a melhora do quadro da doencga (80,81). Os
glicocorticéides (GC) sdo uma classe de medicamentos utilizados para tratar
pacientes de varias doengcas e sdao a classe de medicamentos
imunossupressores mais utilizados globalmente (82). Em AR, GC nao apenas
tém potente efeito anti-inflamatério como também possuem propriedades de
modificadores do curso da doenga, com marcantes beneficios na progressao
radiolégica dos pacientes (83). Esses farmacos sdo recomendados como
escolha de tratamento inicial de curto prazo ou terapia de transigao ao iniciar
ou trocar outros farmacos antirreumaticos (84). MMCDs sao farmacos que
possuem a capacidade de melhorar a atividade da doenca e prevenir o dano
articular na AR. Sao classificados como: MMCDs sintéticos convencionais
(MMCDsc), subclasse que compreende principalmente o metotrexato (MTX),
mas também a leflunomida, sulfassalazina e hidroxicloroquina (1); MMCDs
biolégicos (MMCDb) e MMCDs sintéticos alvo-especificos (MMCDsae), sendo
a primeira etapa de tratamento composta pelos MMCDsc, com os MMCDsae
e MMCDDb reservados para etapas seguintes caso n&o-resposta pelo
paciente. Apesar de sabermos o efeito benéfico dessas classes de farmacos
na atividade da doenca, ainda ha a necessidade de se estudar e verificar o
efeito de cada grande classe na composi¢cdo corporal e principalmente na

massa muscular de pacientes com AR.
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2.6- Efeito do tratamento farmacolégico na composi¢ao corporal em

pacientes com AR
2.6.1- Glicocorticoides

Os glicocorticoides, outra classe de farmacos utilizados no tratamento
da AR, também s&o capazes de diminuir a atividade de células do sistema
imune e reduzir a inflamacdo. E descrito que essas moléculas, assim como
seus analogos enddgenos, sdo capazes de sinalizar a expressdo de genes
que regulam a resposta imune de forma anti-inflamatéria. Sabe-se que os
glicocorticéides agem inibindo a secregdo de uma gama de citocinas
pré-inflamatérias como IL-1, IL-17, IL-11 e TNF-a. Da mesma forma, atuam
inibindo a apresentacdo de antigenos, a co-estimulagdo do linfécito T, a
expressao de receptor de célula T e a produgado de anticorpos. Assim como
os outros farmacos, o uso de glicocorticoides pode causar efeitos
indesejaveis como a sindrome de Cushing, na qual o paciente pode
apresentar sintomas como ulceragao gastrointestinal, retencdo de liquidos,
hipertensao, imunossupressao, complicagdes glicémicas, disturbios de humor,

entre outros (85).

Sobre o efeito dos GCs no musculo, os autores descrevem que uma
dose de 120mg intramuscular desenvolve perda muscular substancial apés 4
semanas (86). Além disso, outro estudo verificando o efeito dessa classe de
farmaco na composicao corporal de pacientes com AR que utilizam uma dose
maior ou igual a 3,25 mg/dia, verificou-se um aumento do risco para
desenvolvimento de sarcopenia (87). Ainda, em estudo com 620 pacientes
com AR foi observado que a utilizagdo prévia de GCs esta relacionada com
uma diminuigdo de massa livre de gordura e de indicadores musculares como
massa muscular apendicular quando comparado com pacientes que
utilizaram previamente unicamente MMCDs (88);. Por fim, o uso de GCs
também esta associado com uma deterioragcdo dos parametros de qualidade

e fungdo muscular, indicando desenvolvimento de sarcopenia (89).

2.6.2- MMCDsc
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Comumente a primeira escolha para o tratamento de AR, os MMCDsc
agem bloqueando rotas criticas da patofisiologia da AR, como a sintese de
folato, sinalizagao de citocinas como IL-2 e IL-6 e bloqueando a ativacao do
fator de transcricdo NF-kB (90). Apesar disso, sua agédo no tecido muscular
ainda € debatida e apenas alguns estudos avaliando essa agao estao

disponiveis.

Referente ao metotrexato, sua acdo no musculo foi indicada como
benéfica em potencial, baseada em alguns estudos. De fato, um estudo com
células mioblastos mostrou efeito deste farmaco em melhorar o metabolismo
energético dessas células pela ativagao indireta de AMPK, levando a oxidagao
lipidica e inducéo de captagao de glicose (90). Além disso, o tratamento com
MTX foi capaz de reduzir significativamente a perda de tibial anterior, musculo
extensor dos dedos e gastrocnémio em modelo murino de artrite (91). Em
respeito a ensaios clinicos, o uso de MTX nao mostrou ser superior ao
tratamento com etanercepte, um inibidor de TNF-a, nos pardmetros de massa

magra e massa gorda. (92).

A utilizagcdo de leflunomida parece também ter certo efeito no tecido
muscular. Em modelo animal de miastenia Gravis, uma doenca autoimune
que interfere na contracdo muscular, a leflunomida foi capaz de bloquear o
desenvolvimento da doenca e melhorar a fraqueza muscular causada pela
doenca (93). Ainda no mesmo estudo, foi avaliado também o efeito do
metabdlito da leflunomida a771726 em células miotubulares. O metabdlito em
questdo foi capaz de aumentar a captagdo de glicose nessas células em
cultura. Baseado nisso, a leflunomida pode também ter efeito positivo no

metabolismo energético de células musculares (93).

2.6.3- MMCDb

Alternativas mais recentes para o tratamento de AR e outras doencgas
reumaticas, os MMCDb possuem também, destacada eficacia no tratamento
dessas doencgas. Devido a sua agao mais direcionada, se discute também,

sobre o efeito desses farmacos no tecido muscular. De fato, um estudo
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recente sugeriu a capacidade do tratamento por 12 meses com MMCDb de
reduzir o risco de quedas, aumentar a forga muscular e agilidade de pacientes
mostrando uma possivel acao desses farmacos na fungdo muscular (94). Por
outro lado, em estudo recente de nosso grupo, o uso de 12 meses de
MMCDb foi associado a nenhuma diferenga na composi¢cdo corporal de

pacientes com AR (22).

Entre os mais promissores e eficazes MMCDb estdo os direcionados
ao bloqueio do TNF-a e incluem, por exemplo, os farmacos: infliximabe,
etanercepte, adalimumabe, certolizumabe e golimumabe. Apesar de seu
grande potencial em tratar a atividade de AR, o seu efeito no mesmo ainda
necessita de investigacdo. No entanto, temos certa evidéncia da agao de
anti-TNFs no musculo. Por exemplo, em estudo com animais submetidos a
exercicio fisico, verificou-se que o infliximabe foi capaz de reduzir a
expressao de citocinas inflamatérias no tecido muscular, além de aumentar a
expressdo de fatores relacionados com a regeneragdo muscular como
M-caderina e myf-6 (95). Ja em seres humanos, em estudo com etanercept,
a terapia com o anti-TNF foi associada com ganho de peso e aumento na
massa gorda com impacto limitado na massa muscular (92). Da mesma
forma, o tratamento com infliximabe em pacientes ndo responsivos ao MTX,
resultou no aumento de massa gorda sem alteragdes na massa magra (93).
Ainda, Toussirot et al. (2020) (96) e Metsios et al. (2007) (97) mostraram em
seus estudos mais evidéncias da relacdo da terapia de anti-TNF com o
aumento na massa gorda combinado com nenhuma alteragdo na massa

magra.

Outra subclasse de MMCDb s&o os inibidores de IL-6, tendo como
representantes farmacos como tocilizumabe. Quanto a sua agédo na
composi¢cao corporal, alguns estudos destacam esses farmacos de forma
positiva. De fato, foi demonstrado que apés um ano de tratamento com
tocilizumabe, pacientes com AR apresentaram aumento de peso, aumento
significativo de massa livre de gordura e massa magra apendicular (98).

Corroborando com esses resultados, outro estudo recente também associou
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o tratamento com tocilizumabe com ganho de massa magra, sem alteragbes

na massa gorda em pacientes com AR (99).

2.6.4 - Inibidores de JAK

A familia JAK consiste de quatro proteinas tirosinas quinases nao
receptoras: JAK1, JAK2, JAK3 e tirosina quinase 2 (TYK2). A familia de
fatores de transcricdo STAT consiste de sete proteinas: STAT1, STATZ2,
STAT3, STAT4, STAT5a, STAT5b e STAT6. Cada proteina JAK tem
especificidade para um conjunto diferente de receptores de citocinas e, além
disso, cada receptor de citocina requer pelo menos duas JAKs associadas
para sinalizar. A ligagdo de citocinas promove a ativacdo das JAKs
associadas ao receptor. Com isso, as JAKs passam a atuar como locais de
ancoragem para as STATs, as quais, apds serem fosforiladas pelas JAKSs,
dissociam-se das unidades receptoras, formam homodimeros e sao
translocadas para o nucleo celular, onde regulam a transcrigdo génica (61). O
tofacitinibe, por exemplo, age de forma seletiva sobre JAK1, JAK2, JAK3 e,
em menor extensao, TYK2. A inibicao de JAK3 e JAK1 por este medicamento
bloqueia a sinalizagédo de varias citocinas, incluindo IL-2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-15
e IL-21, que sao citocinas importantes para a ativagcado, desenvolvimento,
homeostase, proliferacdo e funcdo de linfocitos (61). A inibicdo de sua
sinalizagdo pode resultar em modulagcédo de multiplos aspectos da resposta
imune. Além disso, a inibicdo da JAK1 resulta na atenuacdo da sinalizacao
por citocinas pro-inflamatarias, tais como IL-6 e IFN-y (61). Dessa maneira, ja
foi reportado que o tratamento com tofacitinibe promove, na articulagao,
restricdo no recrutamento de células T e de outros leucdcitos reduzindo a

inflamacao sinovial e o dano articular estrutural em pacientes com AR (100).

Quanto a sua agado na composi¢gdo corporal, assim como 0s outros
MMCDb, ainda temos poucos estudos que sugerem algum efeito. Em um
desses estudos, pacientes com AR que utilizaram tofacitinibe apresentaram
4,2% de incremento de peso (100). A respeito da agédo no musculo, um unico

estudo comparou 4 pacientes que utilizaram tofacitinibe com outros 4 que
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utilizaram outros MMCDb e mostrou que os pacientes que receberam
tofacitinibe tiveram ganho de massa gorda, enquanto os outros pacientes nao

tiveram alteragdo em sua composigao corporal (101).

3- Marco conceitual

A artrite reumatoide (AR) € uma doenga autoimune, inflamatdria,
cronica e erosiva. O processo inflamatério da AR provoca alteragbes no
metabolismo energético e proteico, desencadeando diversas comorbidades
como doenga cardiovascular, sindrome metabdlica, perda de massa
muscular, fraqueza e incapacidade fisica. Estas comorbidades tém efeito
direto na piora da qualidade de vida dos pacientes e aumento da mortalidade.
As drogas modificadoras do curso da doenga (MMCDs) tanto sintéticas
quanto bioldgicas sao utilizadas como tratamento para a AR no controle dos
principais aspectos clinicos relacionados a inflamagao. Apesar disto, quando
o0 assunto € o efeito desses farmacos no tecido muscular, ainda ndo ha

consenso na literatura.
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4- Justificativa

Em funcdo do caracteristico ambiente inflamatério sistémico presente
na artrite reumatoide, os pacientes acometidos por essas doencgas estido
sujeitos a manifestacdes extra articulares, como o acometimento muscular
esquelético. Esse acometimento pode levar a perda de massa muscular e
diminuigéo da fungado e desempenho do musculo, caracterizando a condigao
de sarcopenia. Pacientes com sarcopenia tendem a apresentar altos indices
de incapacidade fisica, o que impacta consideravelmente em sua qualidade

de vida, além de comprovado aumento na mortalidade. Os tratamentos para a



AR sao eficazes em tratar a atividade da doenga dos pacientes, porém seu

efeito na condi¢ao de sarcopenia permanece nao elucidado.

5- Objetivo
5.1- Objetivo Principal

O principal objetivo desta revisdo sistematica com meta-analise
€ avaliar o efeito do tratamento com MMCDs sobre os parametros musculares

de pacientes com Artrite Reumatoide.

5.2- Objetivos Secundarios

- Comparar o efeito dos diferentes tipos de MMCDs nos parametros

musculares de pacientes com AR.
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Abstract

Introduction: Rheumatoid arthritis (RA) is an autoimmune disease,
characterized by chronic and systemic inflammation, which mainly attacks joints.
Besides, it is known that these patients may present several comorbidities, such
as cardiovascular disease, metabolic syndrome and sarcopenia, a condition
where patients present both muscle mass and muscle quality impairment. RA
treatment is mostly pharmacological and consists in controlling systemic
inflammation and disease activity. Despite that, the effect of pharmacological
treatment on sarcopenia is not well characterized. Objective: To perform a
systematic review with meta-analysis to verify the effects of disease modifying
anti-rheumatic drugs on skeletal muscle tissue in rheumatoid arthritis (RA)

patients.

Methods: A systematic review with meta-analysis of observational studies,
published in English, between 1996-2021, was conducted using MEDLINE(via
PubMed), Embase, Cochrane Library and Web of Science (WoS) . We selected
studies that analyzed muscle mass parameters such as lean mass, fat-free mass,
appendicular lean mass, skeletal muscle mass. The methodological quality was
assessed using Newcastle - Ottawa Quality Assessment Scale. Standardized
mean difference (SMD) and 95% confidence intervals (Cl) were pooled using a
random-effects model. Meta-analysis was performed using R software and we

considered significant statistics when p<0.05.

Results: Five studies were included in this systematic review. After DMARD
treatment, lean mass in RA patients had no positive difference (p=0.60). In the
same way, patients treated with DMARDs showed appendicular lean mass similar
to baseline (p=0.90). In sub-group analysis, anti-IL-6 showed a positive effect on
lean mass (p=0.95) while anti-TNF therapy showed a negative effect (p=0.45)
both without statistical difference. In the appendicular lean mass parameter our
results showed that DMARD treatment did not have significant changes between

baseline and post treatment analysis (p=0.93).
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Conclusion: Analyzing the effect of DMARD on muscle mass in AR our results
showed that DMARD therapy has no significant effect on muscle mass but that
association should be investigated with more studies

Key-words: Systematic review; rheumatoid arthritis; sarcopenia; muscle loss;

lean mass; appendicular lean mass; treatment; drugs; DMARD.



Introduction

Rheumatoid arthritis (RA) is an autoimmune disease characterized by
chronicity and systemic inflammatory manifestations inflicting mainly joints [1,2].
In addition, this disease also leads to several comorbidities such as
cardiovascular disease, metabolic syndrome, sarcopenia, and cachexia [3,4]. RA
patients often have changes in body composition [4], such as reduced skeletal
muscle mass [5], decreased muscle strength [6] and physical function [4,5,7,8].
Muscle impairment in RA is associated with several mechanisms that are
activated by inflammatory signaling [7]. In fact, some mediators, such as tumor
necrosis factor a (TNF-a) and interleukin 1B (IL-1B), are pointed out as triggers
catabolic effect in muscle tissue [7]. In the same way, interleukin 6 (IL-6) is also
responsible for driving catabolism in muscle mass and anabolism in fat mass
[11,12].

RA treatment aims to decrease disease activity by blocking inflammatory
mediators and their signaling or inducing anti-inflammatory and regulatory
pathways [13]. Disease-modifying antirheumatic drugs (DMARDs) are drugs that
have been shown to improve disease activity and prevent the joint damage seen
in RA by aiming these routes [14,15]. These drugs are classified as: conventional
synthetic DMARDs (csDMARDSs), that comprehend drugs such as methotrexate,
leflunomide, sulfasalazine and hydroxychloroquine, biological DMARDs
(bDMARDs) and targeted synthetic DMARDs (tsDMARDs) [16,17]. bDMARDs
include targeting monoclonal antibodies against TNF (infliximab, adalimumab,
certolizumabe and golimumab) and IL-6 (tocilizumab and sarilumab), soluble
receptor for TNF (etanercept), inhibitor of T-cell co-stimulation (abatacept) and
anti-CD20 B-cell depleting monoclonal antibody (rituximab). The tsDMARDs
include inhibitors of Janus tyrosine kinase (JAK), which target intracellular
signaling of type | and Il cytokines (tofacitinib, baricitinib, upadacitinib and
filgotinib) inducing reduction in T cell and other leukocytes recruitment and,

consequently, reducing synovial inflammation and articular damage in RA
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patients [18] 19]. In a recent narrative review published by our group [8], we
found that both synthetic DMARDs (sDMARDs), which consist of csDMARDs and
tsDMARDs, as well as bDMARDS have shown no benefits on muscle mass when
used to treat RA patients. On the other hand, an IL-6 inhibitor tocilizumab may
improve muscle mass parameters, such as appendicular lean mass and lean

mass [8].

Besides drugs like glucocorticoids that can control disease activity and have
known negative effects on skeletal muscle, SDMARDs and bDMARDs can control
disease activity by blocking inflammatory signaling, but their effect on skeletal
muscle tissue in RA patients remains unclear. Therefore, this systematic review
aims to summarize current evidence on the effect of pharmacological treatment

on skeletal muscle tissue in RA patients.

Materials and methods

We conducted this systematic review in accordance with PRISMA [20]
guidelines after registering the protocol with the PROSPERO platform
(CRD42021279386).

PICOS/PECOS format

This systematic review with meta-analysis was based on a focused question
described in a PICO/PECO format [21]. We established:
Patient/Problem/Population= Rheumatoid arthritis patients,
Intervention/Exposure= Chronic treatment with biological and synthetic DMARD
and glucocorticoids, Comparison= Baseline and post treatment, Outcomes=
Muscle mass parameters, such as muscle mass, fat-free mass, appendicular lean
mass and lean mass; and Study= Randomized clinical trials and Observational

studies.

Data sources

The electronic databases used were Cochrane Library, PubMed, Embase



53

and Web of Science (DATA). We used a comprehensive search strategy tailored
to each database. We contacted the authors, when necessary, for more
information on the statistical methodology of the articles chosen as a reference.

However, in some cases we have not received any feedback.

Search terms

Keywords and medical subject headings (MeSH) for the terms ,
‘Rheumatoid arthritis”, “Antirheumatic agents”, “Methotrexate”, “Leflunomide”,

, “Hydroxychloroquine”,

“Sulfonamides Glucocorticoids”, “Tumor necrosis factor”,
“Interleukin-6”, “Janus Kinases”, “Muscle”, “Skeletal’, “Body composition”,
“Cachexia”, “Sarcopenia” and related terms were selected. The term OR was
used for Union of MeSH terms and "entry terms", and the term AND was used to

attach the terms. Complete search is available below.

(Arthritis, Rheumatoid[mh] OR Rheumatoid Arthritis[all fields] OR RA[all fields])
AND  (Antirheumatic  Agents[mh] OR  Antirheumatic*[all fields] OR
Anti-rheumatic*[all fields] OR DMARDI[all fields] OR Methotrexate[mh] OR
Methotrexate[all fields] OR Leflunomide[mh] OR Leflunomide[all fields] OR
Sulfonamides[mh] OR Abatacept [all fields] OR rituximab [all fields] OR
SulfonamidesJall fields] OR Hydroxychloroquine[mh] OR Hydroxychloroquine[all
fields] OR Glucocorticoids[mh] OR Glucocorticoid*[all fields] OR Tumor Necrosis
Factor-alphalmh] OR Tumor Necrosis Factor-alphalall fields] OR TNFalphalall
fields] OR TNF-alphalall fields] OR Interleukin-6[mh] OR Interleukin-6[all fields]
OR Janus Kinases[mh] OR Janus Kinases|all fields]) AND (Muscle, Skeletal[mh]
OR Muscle mass|all fields] OR Body Composition[mh] OR Body Composition[all
fields] OR Cachexia[mh] OR Cachexialall fields] OR Sarcopenialmh] OR

Sarcopenialall fields])

Inclusion/exclusion criteria

Randomized clinical trials and observational studies with patients diagnosed
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with RA that were treated with, bDMARD, tsDMARD and csDMARD that
analyzed muscular parameters, and articles which were written in English
language were included. No restrictions about year of the studies were applied.
Articles that reported data from RA patients <18 years old, clinical trial,
experimental studies, reviews, meta-analysis, studies of patients without RA and

studies who proposed acute treatment were excluded.

Study selection and data extraction

Title, abstract, and full-text screening were performed in pairs by two
independent reviewers (Hein, TR and Bartikoski, BJ). The reviewers extracted the
data from the studies independently, using a pre-established data sheet, which is
available upon request. All data from the study were screened using a
bibliographic management program (Mendeley®, version1.17.9). Disagreements
about data abstraction were resolved by discussion between the two reviewers. If
no agreement could be reached, a third reviewer (Santo, RCE) provided the final
decision. The information extracted during the data abstraction, included authors'
names, date of publication, journal of publication, number of participants in the
study, the age group of the population, type of population, type of treatment,
duration of treatment, treatment posology, results obtained for lean mass and
appendicular lean mass. After the authors agreement, nine studies were included
in this review. Baseline mean and after treatment mean were extracted and
converted and delta of the mean (difference of final mean and baseline mean) for
meta-analysis. In one study (26) we estimated the baseline mean from graph

bars with ImageJ software.

Methodological quality assessment

Methodological quality was assessed by Newcastle-Ottawa Scale (28) by
two independent reviewers (Santos, LP and Portes, JKS). In this scale each

study was judged by questions about three major groups of criteria: selection of
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cohort, comparability of the study and ascertainment of the outcomes. For each
item in the selection and outcome groups a maximum of one star can be
assigned and for the comparability group a maximum of two stars can be
assigned. So, the maximum possible score was 9 stars. Based on the scale,
studies with score 3 or 4 in selection, and 1 or 2 score in comparability and 2 or 3
in outcomes were classified as a good quality study. On the other hand, studies
with 2 stars in selection, 1 or 2 stars in comparability and 2 or 3 stars in outcomes
were classified as a fair quality study. Finally, studies with score 0 or 1 in selection
or 0 score in comparability or 0 or 1 score in outcomes were classified as a

poor-quality study.

Risk of bias assessment

Statistical analysis

The meta-analysis was conducted using meang,,ge and SDgpa.e from each
study. All outcome measures were continuous variables. A meta-analysis,
representing the effects of interventions, was performed: the random-effects model
with the mean difference (MD) MD was performed when studies reported
outcomes using the same assessment scale or assessment instrument.

The 95% confidence intervals (Cl) were used and the heterogeneity of the
studies included in the meta-analysis was assessed using the inconsistency test
(I*). We considered low, moderate and high inconsistency the approximated values
to 25%, 50% and 75%, respectively [42,49]. The software used for statistical
analysis was RevMan (Review Manager 5.4.1, The Cochrane Collaboration,

2020), and we considered it significant statistically when P < 0.05.

Results

Search strategy

We identified 1123 possible studies (134 duplicate publications) based on
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our search items. First, the title and abstract of the 1244 studies were screened.
After this process, 32 articles were included for the full text screening. Finally,
after full text reading, only nine studies, Engvall 2010 (x), Marcora (x), Al Khayyad
2021 (x), Vial 2021 (x) Tournadre 2017 (23), Toussirot 2020 (22), Ferraz-Amaro
2011 (24), Metsios 2007 (25) and Chikugo 2018 (26), were included in the review.

Search and inclusion/exclusion criteria are described in Figure 1
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Fig. 1. PRISMA. Flow diagram of search results and study selection
PRISMA 2020 flow diagram

Identification of studies via databases

Records identified from*: 1123
Pubmed (n =328 )
Web of Science (n =330)
Cochrane Library (n =40 )
Embase (n =425 )

Records removed before
screening.

Duplicate records removed
{(n=134)

1

Studies screened
(n=989)

1

Studies excluded (trals without
muscle measures and conference
abstracts):
(n=957)

Studies included for full text
reading
(n=32)

Studies not eligible (experimental
trials and acute treatment)
(n=23)

Studies assessed for eligibility
(n=9)

Studies excluded: 4
Clinical trials (n =4 )

Studies included in review
(n=5)
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Characteristics of the studies

From the five studies included, two of them were performed in France
[22,23], one of them in the United Kingdom [25], one in Spain [24] and one in
Japan [26]. Studies included were published between 2007 and 2020. Only one
study was performed using female patients [26] while the other four were
performed with male and female patients [22,23,24,25]. Included papers reported
sample size ranged from 8 to 146 subjects, patients' age means from 50 to 61
years. Studies also showed baseline DAS-28 ranged from 3.0 to 6.1

[22,23,24,25,26]. Characteristics of the included studies are described in table 1.
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Table 1. Characteristics of the observational studies included in systematic review with meta-analysis.

. APP- | Method
First Sample lean
Author | Country | Gender | Year Size Mean Treatment Treatment Measure Lean mass mass of Pre Post
Age duration mean (kg) Assay | DAS28 | DAS28
Name mean
(ka)
Lean 42318(?;:(9,:' ) Baseline:
Tournadre France Male 2017 o1 57.8 + | Tocilizumab 12 months mass, Final- 1_7.7(j_+5.4) DEXA 494 + 28+
(23) /Female 10.5 NI App. lean Final:18.7 1.25 1.5
43.2(x11.3)
mass (£5.6)
Tocilizumab Baseline:
Toussirot France Male 2020 107 56.6 + 8mglkg 12 months Lean 40.7§(i§.4) ) DEXA 493+ 23+
(22) /Female 13.5 (monthly) mass Final: 1.3 1.3
y 42.11(8.9)
Baseline:
Ferraz- . Male 50.8 + Anti-TNF Lean 53.7(NI) 558+ [ 289
Amaro (24) [ SP&™ | /Female | 291 e 14.6 Varied 12months | Joss | Final: 505 2 0.87 1.37
(NI)
Baseline:
Metsios United Male 61.1+ Anti-TNF Lean 50.9(x12.7) 566+ | 3.59+
(25) Kingdom | /Female | 2007 20 6.8 NI 3 months mass Final: - BIA 0.7 0.7

51.1(x12.5)
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Chikugo
(26)

Japan

Female

2018

55.3 =
19.5

Tofacitinib
NI

6 months

App. lean
mass

Baseline:
NI
Final:
20.4(+4.0)

BIA

51+
0.8

NI

BIA: bioimpedance; DEXA: dual-energy x-ray absorptiometry; NI: not infermed; TNF: tumor necrosis factor
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Characteristics of treatments

Among the five papers included, the treatments used in the studies were:
tocilizumab (2)[22,23], anti-TNF (2) [24,25] and JAKi (1) [26]. Only one study
informed the treatment dose: 8mg/kg of tocilizumab administered monthly [22].
Three studies used a period of 12 months of treatment [22,23,24], one used 3

months of treatment [25] and one used 6 months of treatment [26].

Methods of assessment of the muscle mass and treatment effect

Three of five studies (60%) used bioimpedance as a measurement
method [24,25,26] , while the other two (40%) used dual-energy x-ray
absorptiometry (DEXA)[22,23]. Toussirot et al. (2020) used lean mass and the
proposed treatment showed significant improvement in this parameter (3.3%)
[22]. Tournadre et al. (2017) analysed as a parameter lean mass and
appendicular lean mass showing significant benefits in both parameters after one
year of treatment with tocilizumab (2.6% in lean mass and 5.6% in appendicular
lean mass) [23]. Ferraz-Amaro et al. (2011) (5.9%) and Metsios et al. (2007)
(0.39%) used lean mass as a parameter but both showed no significant
improvement after anti-TNF treatment [24, 25]. Chikugo et al. (2018) used
appendicular lean mass as a parameter and showed no significant changes in

this parameter after JAKi treatment (0.49%) [26].

Meta-analysis of Lean Mass

Four out five studies performed lean mass measures (22,23,24,25). About
this outcome, we performed two different methods in our meta-analysis,: a
general analysis comparing the four studies, and a subgroup analysis comparing
types of treatment. Two studies used tocilizumab as treatment and the other two
used anti-TNF therapy. Despite the lack of significant difference, in the general
analysis, three (22,23,25) of four studies have shown positive delta of lean mass

and one study shown negative delta. In general analysis the treatment with
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DMARD was not able to increase lean mass in patients (mean= 0.84; 95% CI
[-1.19 to 2.86]; I>, 0% p=0,60) (Fig. 2). In subgroup analysis tocilizumab
treatment had more positive mean (mean= 1.32; 95% CI [-0.87 to 3.52;] I?, 0% ;
p=0.95) (Fig. 3) when compared with anti-TNF therapy (mean=-1.99; [-7.27 to
3.29]; 17, 0%; p=0.46) (Fig. 4) despite no statistical difference was showed.

Study Mean MRAW 95%=CI Weight
Tournadre 2017 1.10 [-5.67;7.87] 8.9%
Toussirot 2020 o 1.35 [-0.97;3.67] 76.3%
Ferraz—Amaro 2011 -3.83 [-10.99;3.33] 8.0%
Metsios 2007 § 0.20 [-7.61;8.01] 6.7%
Random effects model —-— 0.84 [ -1.19; 2.86] 100.0%
Prediction interval —_— [-3.61; 5.28]
| | | |

=10 -5 0 5 10
Heterogeneity:

12=0%,*=0,p=060  Mass loss Mass gain
Fig. 2 - Forest plot of the DMARD treatment effect on lean mass (n= 4 studies); 12:
Heterogeneity of studies; MRAW: standardized mean change by software R; 95%
Cl: 95% confidence interval. Risk of bias was expressed for each study.

Study Mean MRAW 95%-Cl Weight
Tournadre 2017 1.10 [-567;7.87] 8.9%
Toussirot 2020 L 1.35 [-0.97;3.67] 76.3%
<:9
Ferraz-—Amaro 2011 -3.83 [-10.99; 3.33] 8.0%
Metsios 2007 : 0.20 [-7.61;8.01] 6.7%
Random effects model <:> 0.84[ -1.19; 2.86] 100.0%
Prediction interval —_— [ -3.61; 5.28]
I T T 1

Heterogeneity: -10 -5 0 5 10

P D = .
I©=0%,"=0,p=060 Mass loss Mass gain

Fig.3- Fig. 2 - Forest plot of the subgrouped anti-IL6 and anti-TNF treatment effect
on lean mass (n= 4 studies); 12: Heterogeneity of studies; MRAW:standardized
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mean change by software R; 95% CI: 95% confidence interval. Risk of bias was
expressed for each study.

Appendicular Lean Mass Outcome
Regarding appendicular lean mass, two studies have measured this outcome.

Still, one of these studies has performed a trial with two groups of treatment: one
group treated with tofacitinib and one group treated with other bDMARDSs. In
meta-analysis, treatment with DMARD showed no significant change in
appendicular lean mass delta (mean=0.56; 95% CI [-1.85 to 2.97]; 1?2, 0%;
p=0.93)(Fig.4).

Study Mean MRAW 95%=Cl Weight
Tournadre 2017 —I-— 1.00 [-2.33; 4.33] 52.5%
Chikugo (t) 2018 _i_ 0.05 [-5.45; 5.55] 19.2%
Chikugo (d) 2018 —8— 0.10 [-4.43; 463] 28.4%
Random effects model N 0.56 [-1.85; 2.97] 100.0%
Prediction interval [-15.06; 16.19]

| | | I | |

-15 -10 -5 0 5 10 15
Heterogeneity:
12=0%, t2=0, p=0.93 Mass loss Mass gain

Fig.4- Fig. 2 - Forest plot of the DMARD treatment effect on appendicular lean
mass (n= 2 studies); Chikugo (t): tofacitinib treated group; Chikugo (d) other
DMARD treated group; 12: Heterogeneity of studies; MRAW: standardized mean
change by software R; 95% Cl: 95% confidence interval. Risk of bias was
expressed for each study.

Methodological quality of the studies

In methodological quality assessment of the five studies, four studies (23,
24, 25, 26) were classified as good quality studies and one was classified as a

poor quality study (22). Data were described in table 2.
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Chikugo M 2018 * * Goqd
et al. quality
Ferraz
Amaro et | 2011 * K No Good
al. quality
Metsios et 2007 * No Goqd
al. quality
Tournadre 2017 * No Goqd
et al. quality
Toussirot 2020 ) No Pogr
et al. quality
Discussion

As a result from this systematic review with meta-analysis we found that
DMARD treatment did not change muscle mass in RA patients. Still, regarding
lean mass measurement, we describe in subgrouped analysis that tocilizumab,
an IL-6 inhibitor, was more related to lean mass gain than anti-TNF therapy.
Besides, considering the slight mass gain in both lean mass and appendicular
lean mass and the small number of studies we cannot exclude the possibility of a
beneficial effect, particularly in anti-IL6 therapy. This systematic review with meta
analysis is the first to verify the effect of DMARD treatment and its subclasses in
muscle mass parameters.

Considering the muscle mass loss present in AR sarcopenia, DMARD
treatment not only prevented this, but also showed a slight gain of muscle mass
in analysed parameters. Dao et al (2021) investigated the associations between
RA treatment and sarcopenia prevalence. Interestly, the authors showed that RA
patients on csDMARDS treatment had lower prevalence of sarcopenia compared
to RA patients on bDMARD. tsDMARD treatment had no association with

sarcopenia. As we also saw in our review, Dao et al emphasized the small
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number of papers in literature and pointed out that it could be the reason for the
lack of associations.

In our study, the IL-6 inhibition appears to be related to lean mass gain. IL-6
can bind the membrane IL-6 receptor (IL-6R) and induce intracellular signals (30).
Still, IL-6 can also bind in soluble receptors (slL-6R) creating a complex able to
stimulate cells that don't have the membrane receptor (30). Due to these
mechanisms the IL-6 effect in cells can be dualistic, being either inflammatory or
anti-inflammatory (31). Indeed, in an acute exercise setting, IL-6 secreted by
muscle cells can drive muscle growth signaling, muscular regeneration and
activation of muscle stem cells (32). On the other hand, chronic expression of
IL-6 by inflammatory and immune cells is related to induction of muscle atrophy
and protein degradation (33, 34). These effects occur by IL-6R binding leading to
activation of JAK/STAT complex (35) and signaling the increased expression of
catabolic genes, such as: Muscle RING-finger protein-1 (MURF1), ubiquitin
proteasome subunits, caspases and cathepsins (36). Thus, we consider that
anti-IL6 therapy could have a positive effect on muscle mass in conditions of
chronic inflammation based on its influence on important routes of inflammatory
signaling and on its role as a locally secreted myokine (31). Differently from other
proinfammatory  cytokines, such as TNF-a, that are mostly secreted by
inflammatory cells and its action is generally systemic, IL-6 is secreted by muscle
cells for paracrine communication leading to a potent local signaling (31).

TNF-a is another key factor to muscle impairment in AR (46). TNF-a
inhibition therapy seemed to have a negative effect on lean mass in AR patients.
At molecular level, TNF-a is the main responsible for NFx activation pathway
(41), a transcript factor known to drive the subsequent expression of inflammatory
mechanisms (42). With our results we speculate that despite its approved effect
against RA disease activity, blocking systemic inflammation, anti-TNF treatment
had no substantial local effect to block TNF downstream in muscle being unable
to prevent AR muscle loss. Corroborating with our results, in a randomized
clinical trial, Marcora et al (2006) showed that anti-TNF treatment with etanercept
was not able to increase lean mass gain in RA patients (54). In another clinical

trial, Engvall et al (2010) did not present, in their results, significant change in
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both lean mass and appendicular lean mass, when patients were treated with
infliximab, an anti-TNF drug (55).

JAKi treatment, a more recent approach, has been demonstrated to be
effective against RA inflammation (53). The JAK/STAT pathway is known by
acting together with cytokine receptors carrying the intracellular signalling through
phosphorylation of STATs (46). For example, JAK/STATs are attached to IL-6
membrane receptors and are responsible for activating the transcription of
inflammatory genes (47). In our review, we showed that JAKi treatment did not
present a significant effect on appendicular lean mass. Still, its effect was similar
to DMARD treatment performed in the same study. We believe that JAKi analysis
was limited by the lack of studies and the study sample size.

In our study, we used Newcastle Ottawa to describe the quality of each
study included in our systematic review with meta-analysis. The maijority of
studies were identified with good quality. Finally, this systematic review with
meta-analysis has some limitations. First, there was a small number of studies
included. Furthermore, the studies included were performed by enrolling both
male and female patients. and it is known that men have higher muscle mass
than women.

We conclude that this review is a path to better understand the treatment of
RA muscle loss, being the first to systematically analyze the literature about it.

We showed that DMARD treatment in RA was not able to have a positive effect
both in patients lean mass and appendicular lean mass, results that coincide with
clinical trials available in literature. We believe that the limitations found in our
study, such as the small number of studies and sample size, may have been
relevant for not having found differences in our analyses. Emphasizing this, is

important to drive and induce researchers to develop investigations about it.
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8- Consideragoes Finais

Concluimos a partir deste trabalho, que a presente revisdo sistematica ¢ um
caminho para melhor entender o tratamento da perda de massa muscular decorrente da AR,
sendo esse o primeiro estudo a analisar sistematicamente a literatura sobre a relagdo entre
perda de massa muscular e tratamento com medicamentos modificadores do curso da
doenga (MMCD). Mostramos que o tratamento com MMCD nao foi capaz de ter um efeito
positivo na massa magra € na massa magra apendicular de pacientes com AR. Esses
resultados coincidem com os estudos clinicos randomizados apresentados na literatura.
Acreditamos que as limitagdes de nossa revisdo, como o numero pequeno de estudos
incluidos e o numero amostral de alguns estudos, podem ter sido relevantes para a falta de
diferencas significativas na analise.

Nossa revisdo sistematica, entdo, mostra um contexto e revela a importancia de
estudos que avaliem a interacdo entre o tratamento farmacologico e a perda muscular
presente na AR. Esse panorama deve ser avaliado para o surgimento e o desenho de novos
estudos a fim de preencher essa lacuna e de prover opgdes para o tratamento da condigdao

de perda muscular.
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9- Perspectivas Futuras

A presente dissertacdo de mestrado gerou as seguintes perspectivas
futuras, que ja estdo sendo desenvolvidas pelo grupo de pesquisa do Laboratério

de Doengas Autoimunes em conjunto com o Servigo de Reumatologia do HCPA:

a) Realizar uma revisado sistematica com meta-analise de ensaios clinicos
randomizados que avaliam a associagao entre medicamentos modificadores do

curso da doencga e perda de massa muscular decorrente de AR.

b) Elaborar estudos de cunho experimentais e clinicos que investiguem a
relacado de utilizacdo de medicamentos modificadores do curso da doenga e sua

acao na massa muscular.



10- Anexos

10.1 - PRISMA Checklist
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