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1. Resumo

A artrite reumatoide (AR) é uma doenca autoimune inflamatoria crénica que
afeta as articulagdes sinoviais e estd associada a incapacidade progressiva, complicacdes
sistémicas, morte precoce e elevados custos socioeconémicos. A inflamacgédo crénica
pode levar ao aumento nos niveis de degradacdo protéica e provocar deficits no
processo de regeneracdo muscular resultando em pronunciada perda muscular. Estima-
se que 66% dos pacientes com AR apresentem algum grau de comprometimento
muscular. O exercicio fisico, devido ao seu efeito antiinflamatério, poderia modular o
sistema imune melhorando sua funcdo e, consequentemente, minimizar a perda
muscular decorrente da inflamacgéo cronica na AR. O objetivo deste estudo foi avaliar o
efeito do exercicio fisico sobre cascatas de sinalizacdo no processo de perda muscular
em modelo experimental de artrite. Camundongos DBA1/J (fémeas de 8-12 semanas de
idade) com artrite induzida por colageno (CIA) foram divididos em dois grupos: CIA
néo-tratado (CIA) e CIA tratado (EXE). Os animais do grupo tratado foram submetidos
a exercicio fisico aerébico moderado, em esteira, 30 minutos por dia, 5 dias por semana
durante quatro semanas. O escore clinico de artrite foi avaliado diariamente. A
locomocdo exploratéria espontdnea e o peso foram avaliados semanalmente. Apos
eutanasia, os musculos tibial anterior e gastrocnémio foram dissecados e utilizados para
histologia e analise da expressdo protéica por western blot, respectivamente. Utilizou-se
de teste t de amostras independentes e foi considerado significancia estatistica para um
valor p<0,05. Os parametros clinicos (escore clinico, edema da pata e peso do animal) e
0 peso dos musculos ndo apresentaram diferenca significativa entre os grupos. N&o foi
observada diferenca na distancia percorrida no teste de locomocdo espontanea, bem
como na area da miofibra do mdsculo entre os grupos experimentais. A expressao de
MuRF-1 (proteina associada a degradacdo muscular), Pax-7 (marcador de proliferacao
de células satélite), miogenina (marcador de diferenciacdo de células satélite) ndo
apresentou diferenca significativa entre os grupos. Assim, apesar de programas de
exercicios representarem um bom método para reversdo da perda protéica presente na
AR, seu efeito positivo ndo foi observado neste estudo. Vale ressaltar que neste
programa de exercicios foram utilizados animais fémeas onde as influéncias hormonais
devem ser consideradas devido a importante funcdo da testosterona na formacdo de
massa muscular. Este programa de exercicio também apresentou algumas limitagdes,

tais como: a velocidade de corrida fixa e o tempo reduzido de corrida.



2. Introducéo

2.1. Artrite Reumatoide

Artrite reumatoide (AR) é uma doenca inflamatoria cronica que acomete as
articulacGes sinoviais provocando erosao 0ssea e cartilaginosa e consequiente destruicdo
articular. A prevaléncia da AR estd em torno de 1% na populagdo mundial e 0,46% na
populacédo brasileira e a incidéncia é maior em mulheres com idade entre 40 e 60 anos.
A evolucdo da doenca esta associada a incapacidade progressiva, complicacfes
sistémicas, morte precoce e elevados custos socioecondmicos (1).

Dada a presenca de auto-anticorpos, como o fator reumatdide e o anticorpo anti-
peptideo ciclico citrulinado (anti-CCP), os quais podem preceder as manifestacdes
clinicas da doenca em muitos anos, a AR é considerada uma doenca autoimune. Auto-
imunidade e inflamacdo articular e sisttmica levam ao progresso destrutivo da doenca
(2010 Rheumatoid arthritis classification criteria). A AR €é uma doenca de etiologia
multifatorial, em cuja patogénese estdo envolvidos desencadeadores genéticos e
ambientais. A predisposicdo genética consiste da presenca dos alelos HLA-DR1 e DR4

e entre os fatores ambientais, o fumo € o mais conhecido e estudado (2). (Citrullinated
proteins in Rheumatoid Arthritis)

A principal funcdo das moléculas HLA de classe Il € apresentar peptideos
antigénicos para células T CD4+. Inicialmente, a AR é caracterizada pela presenca de
células T CD4+ na sindvia, as quais amplificam a resposta imune pela estimulacdo de
outras células mononucleares, fibroblastos sinoviais, condrdcitos, e osteoclastos. A
liberacdo de citocinas, especialmente fator de necrose tumoral-o (TNF-a), interleucina-1
(IL-1) e interleucina-6 (IL-6), causa inflamag&o sinovial e estimula a liberacdo de
metaloproteinases de matriz, promovendo, assim, a degradacdo do tecido conjuntivo.
Além disso, a osteoclastogénese estimulada por células T CD4+ ativadas acarreta,

também, dano articular (3).

2.1.1. Autoimunidade

Muitos individuos com AR produzem um grupo de auto-anticorpos
denominados fatores reumatoides 0s quais sdo reativos com determinantes nas regides
Fc das imunoglobulinas G (1gGs). O fator reumatoide classico é um anticorpo IgM, IgA
ou IgG com tal reatividade, porém a classe IgM € a que se detecta sorologicamente com

maior frequéncia. Esses anticorpos ligam-se a IgG normal circulante, formando



complexos IgM-IgG que sdo depositados nas articulacdes. Estes complexos imunes
podem ativar a cascata do complemento, resultando em uma reacdo de
hipersensibilidade do tipo I1l, que leva a inflamacéo cronica das articulacGes.

Ainda assim, o fator reumatoide ¢ um marcador ndo especifico para AR, pois
pode estar presente em altos titulos em infec¢bes crénicas e em outras doencas
autoimunes como lUpus eritematoso sistémico e sindrome de Sjogren. Além disso, pode
também ser detectado em populagdes adultas de individuos saudaveis.

Outros anticorpos frequentemente associados com a AR sdo 0s anticorpos anti-
CCP, os quais possuem sensibilidade de 80% e especificidade de 98% em pacientes
com a doenga (Citrullinated proteins in Rheumatoid Arthritis). Esses anticorpos podem
ser detectaveis no soro anos antes do inicio dos sintomas da AR, embora com menor
sensibilidade, e hd também uma correlacdo entre seus titulos e a severidade da doenca
(4).

A citrulinacdo, conversdo de um residuo de arginina em citrulina, € uma
modificacdo pos-traducional capaz de ativar a resposta imune. Essa conversdo €
catalisada pela enzima peptidil arginina deaminase (PAD). Cinco isoformas de PAD
foram identificadas com diferentes expressées em tecidos e 6rgdos, sendo PAD2 e
PAD4 as enzimas principalmente associadas com a geracdo de auto-antigenos
citrulinados na AR. (Auto-Antibodies to Citrullinated Proteins and Rheumatoid Arthritis).

Vérias proteinas citrulinadas tém sido descritas como tendo alta especificidade
para AR, incluindo colageno tipo | e tipo I, fibrinogénio e vimentina (Citrullinated proteins
in Rheumatoid Arthritis). Assim, 0s peptideos citrulinados, mas ndo 0s nativos,
estimulariam respostas de células T especificas, visto que a citrulinacdo eleva a

imunogenicidade dos peptideos auto-antigénicos (5).

2.1.2. Influéncia Genética

Diferencas alélicas podem resultar em diferentes respostas do sistema imune
devido a variacdo na habilidade de apresentar antigenos processados ou na habilidade
das células T de reconhecer o antigeno.

Os alelos HLA-DR compartilham sequéncias de aminoacidos glutamina-leucina-
arginina-alanina, os quais compdem o denominado epitopo compartilhado. Essa
sequéncia é encontrada em multiplos genes DR associados a AR, incluindo DR1, DR4 e
DR14. Peptideos com uma conformacao restrita, 0s quais se encaixam no sulco formado

por esses residuos de aminoacidos, podem desencadear a ativagdo de células T.



Peptideos citrulinados possuem especificidade de ligacdo a epitopos compartilhados,
pela acomodacao de citrulina, e ndo de arginina (5).

Assim, os mecanismos relacionados ao inicio do processo patofisiologico da
sinovite reumatoide podem envolver células T ativadas, expressando HLA-DR com o
epitopo compartilhado. As células T podem fazer reacdo cruzada com antigenos
proprios, levando a estimulagdo de macrofagos tanto através da liberacdo de citocinas
quanto por contato direto entre células (6).

2.1.3. Fatores de Risco Ambientais

O tabagismo é o fator de risco mais bem estabelecido no desenvolvimento de
AR. Uma hipotese a respeito de efeito do cigarro é de que fumar favorece a citrulinacao
de peptideos e, no contexto de genes de susceptibilidade para AR, contribui para a
inducdo da imunidade a esses peptideos citrulinados e, eventualmente, para o
aparecimento da AR (7).

A nicotina, o principal componente do cigarro, € um forte modificador da
resposta inflamatdria, mas, além dela, o cigarro contém mais de 4500 outros compostos
quimicos. Dessa maneira, pode ser que as associacdes entre o habito de fumar e as
doencas inflamatorias crénicas sejam independentes da nicotina, e sim guiadas por
reacOes do hospedeiro a componentes inalaveis ndo-nicotinicos do tabaco (8).

A silica, outro estressor bronquico, também foi descrita como fator de risco para
AR severa, bem como agentes infecciosos, como Porphyromonas gingivalis, associado
a doencas periodontais.

Os demais potenciais fatores de risco incluem a consumo de alcool, consumo de
café, uso de contraceptivos orais e baixo nivel socioecondmico, embora evidéncias para

esses Ultimos fatores de risco sejam fracas (1).

2.1.4. AlteracGes Articulares

A sindvia envolve as articulacfes e auxilia nas suas fungdes ao fornecer suporte
estrutural, lubrificar superficies e fornecer nutrientes a cartilagem. O revestimento
articular consiste de uma delicada membrana que é dividida em dois compartimentos
anatdmicos e funcionais: camada intima e camada sub-intima. A primeira é a camada
superficial que estd em contato com a cavidade intra-articular e produz o liquido

sinovial. Normalmente, apresenta duas a trés camadas de células de espessura e €



composta de dois tipos de células em proporcdes iguais: células do tipo A ou
sinovidcitos do tipo macréfago e células do tipo B ou sinoviécitos do tipo fibroblasto. A
camada sub-intima da sindvia abriga 0s vasos sanguineos sinoviais e normalmente
possui pouquissimas células.

Na AR inicial, a membrana sinovial se torna espessa devido a hiperplasia e
hipertrofia das células que compdem a sindvia. Uma grande quantidade de vasos
sanguineos se forma na sindvia (angiogénese) e h& infiltracdo de células T
(predominantemente CD4+) e células B (algumas das quais se tornam plasmacitos) na
membrana sinovial. Estas células tambem estdo presentes no fluido sinovial juntamente
com outros tipos celulares, como os neutrofilos. Nos estagios iniciais da AR, a
membrana sinovial comega a invadir a cartilagem. Na AR estabelecida, a membrana
sinovial se transforma em um tecido invasivo chamado pannus. O pannus invasivo,
composto tanto de sinoviocitos do tipo A quanto do tipo B e plasmdcitos, invade e

destroi a cartilagem e o 0sso subcondral (Figura 1) (3).
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Figura 1. Representacdo da inflamacdo sinovial e processo subsequente de destruicdo
articular presentes na AR. Adaptado de CHOY e PANAYI, 2001. New Engl. J. Med., v.
344, p. 907-916, 2001. 4



2.3.4 Citocinas e Inflamacao

Citocinas desempenham fungdes chaves na iniciagdo de sinovite reativa, na
transformacédo dessa resposta autolimitada em um processo agressivo e destruidor de
tecido, e na perpetuacdo da sinovite cronica, sendo que IL-1 e TNF-o permanecem no
centro das vias de inflamacao e destruicdo tecidual. (5).

Células T ativadas por antigeno estimulam mondcitos, macrofagos e fibroblastos
sinoviais a produzirem as citocinas IL-1, IL-6 e TNF-a. TNF-a ¢ IL-1 s&o potentes
estimuladores de células mesenquimais, como fibroblastos sinoviais, osteoclastos, e
condracitos, que liberam metaloproteinases de matriz (MMPs) destruidoras de tecido.
IL-1 e TNF-a também inibem a producdo de inibidores teciduais de MMPs pelos
fibroblastos sinoviais. Essas duas agdes levam ao dano articular (3).

Em adicdo, células T CD4" expressam ligantes de osteoprotegerina que
estimulam a osteoclastogénese e tambeém estimulam células B a produzirem
imunoglobulinas como o fator reumatdide. Macrofagos ativados, linfdcitos e
fibroblastos, bem como seus produtos, podem também estimular a angiogénese, a qual
pode explicar o aumento da vascularizacdo encontrado na sindvia de pacientes com AR.

As células endoteliais sinoviais ativadas expressam moléculas de adesdo que
promovem o recrutamento de células inflamatorias para dentro das articulagfes. Esse
processo é aumentado pela liberagdo de quimiocinas, como IL-8, pelas células

inflamatdrias na articulacéo (3).

2.2. Alteragdes Musculares na Artrite Reumatoide

A AR ¢ caracterizada por sinovite cronica, simétrica e erosiva. As articulacoes
mais frequentemente afetadas s@o as sinoviais periféricas, como metacarpo e metatarso-
falangianas, tornozelos e punhos. No entanto, também pode haver comprometimento de
joelhos, ombros, cotovelos e quadris (Arthritis & musculoskeletal disorders). Edema, dor e
calor local sdo caracteristicas das articulacbes afetadas, que podem ainda apresentar
rubor local. Deformacgdes articulares ocasionadas por inflamagdo persistente sdo
caracteristicas da AR ndo tratada.

Em adicdo aos danos inflamatorios articulares, 6sseos e sistémicos que ocorrem
na AR, estima-se que 66% dos pacientes com AR apresentem algum grau de
comprometimento muscular (9).

O musculo esquelético € o tecido mais abundante no corpo humano, e a

manutencdo da sua massa é essencial para garantir fungbes basicas como locomocéo,



forca e respiracdo, alem da manutencao da postura e da temperatura corporal. A deciséo
de sintetizar ou degradar proteinas musculares € regulada por diversas vias de
sinalizacdo que transmitem estimulos externos para fatores de regulacdo da transcri¢éo
génica. O delicado balanco de degradacdo e sintese de proteinas musculares esta
perturbado em alguns disturbios, como na caquexia (10).

A caquexia pode ocorrer no contexto de uma resposta inflamatéria crénica como
na AR. Na sindrome caquética ha perda de massa corporal magra enquanto que a massa
gorda tende a se manter ou a aumentar. Dessa maneira 0 peso corporal se mantém
estavel, a0 menos nos estagios iniciais. No entanto, com a evolucdo da doenca a
caguexia € uma importante causa de perda de peso e de maiores taxas de morbi-
mortalidade em pacientes com AR.

A caquexia reumatdide (CR) se refere a perda de massa celular corporal,
predominantemente de musculo esquelético, e tem consequéncias que incluem reduzida
forca muscular, metabolismo de energia alterado e aumentada susceptibilidade a
infecgBes. A etiologia da CR é multifatorial e inclui producdo excessiva de citocinas,
inatividade fisica e acdo periférica da insulina reduzida (11).

Embora os efeitos catabdlicos desempenhados pelas citocinas ndo sejam
amplamente conhecidos, parece que citocinas ditas “musculo ativas” (e.g. TNF-a, IL-1,
IL-6, INF-y e TGF-PB) sdo capazes de degradar o musculo esquelético por ativacéo de
alguma via de degradacdo de proteinas, como o sistema ubiquitina-proteossomo, ou
através de déficits no processo de regeneracdo envolvendo as células satélites (CS). Isso
causa um aumento no gasto energético de repouso, bem como um efluxo de
aminoéacidos do musculo para o figado, e uma mudanca na sintese hepatica de proteinas:
ao invés de producdo de albumina ocorre a producdo de proteinas de fase aguda como
fibrinogénio e proteina C reativa. Em curto prazo, essa mudanca ou adaptacdo é
favoravel para a sobrevivéncia, no entanto, em longo prazo, essa mudanca é deletéria e
pode causar caquexia.

A inatividade fisica em pacientes com AR pode ser causada por dor articular,
mobilidade restrita e fadiga. O resultado final € um circulo vicioso, onde a inflamagao
leva a dor, destruicdo articular e perda de massa muscular resultando em reducdo da
atividade fisica e consequente reducdo da forca muscular (12).

A acdo periférica da insulina é reduzida em pacientes com AR. A insulina age
inibindo a degradacdo de proteina muscular, sendo, entdo, um potente horménio

anabélico.
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A CR, portanto, deveria ser vista como um importante contribuinte para a
aumentada morbidade e prematura mortalidade na AR. O entendimento das
anormalidades e mecanismos envolvidos no desenvolvimento da CR pode ajudar a

identificar potenciais novos alvos terapéuticos (13).

2.2.1. Mecanismos de Perda Muscular

As diversas condic¢des que levam a perda de massa muscular envolvem distintas
cascatas de sinalizacéo intracelular. As diferentes cascatas de sinalizagdo podem levar a
morte celular programada (apoptose), a0 aumento da degradacdo protéica ou ainda a

diminuicdo da ativacao das células-satélite responsaveis pela regeneracdo muscular.

2.2.1.1.Proteases Lisossomais
A autofagia ocorre com o consumo de componentes citoplasmaticos, como o
citosol e organelas celulares, e é dependente do lisossomo. Durante a autofagia,
vesiculas de membrana dupla, os autofagossomos, se formam em torno de grande parte
de citoplasma ou de organelas inteiras, sequestrando os substratos protéicos no sistema
vacuolar. Apoés, ocorre a fusdo do autofagossomo com o lisossomo, formando o

autolisossomo, e subsequente hidrolise dos substratos pelas hidrolases lisossomais (14).

2.2.1.2.Proteases ativadas por célcio: calpaina e caspases

O sistema calpaina constitui uma via de degradacdo de proteinas de células
eucaridticas composto de duas enzimas (calpainas) e a calpastatina. Essas proteases sdo
cisteino-proteases nado-lisossomais dependentes de calcio livre citoplasmatico e
possuem um inibidor enddgeno, a calpastatina, que regula sua atividade (15) (16).

As calpainas ndo sdo capazes de degradar proteinas em aminoacidos ou
pequenos peptideos e ndo catalisam a degradacdo do complexo de proteinas
sarcoplasmaticas. Apesar de ndo degradarem diretamente as proteinas contrateis do
musculo, as calpainas clivam as proteinas que ancoram o complexo actina-miosina,
liberando os componentes protéicos do sarcOmero para serem degradados por outro
sistema de protedlise celular (17) (18).

Caspases sdo cisteino proteases citoplasmaticas ndo dependentes de célcio
capazes de clivar outras proteinas depois de um residuo de acido aspartatico, uma
especifidade incomum entre proteases. Uma vez ativadas, as caspases sdo responsaveis

por degradar uma série de proteinas, e assim iniciar o processo de apoptose (19).
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A caspase-3 parece ter a capacidade de degradar do complexo actina-miosina. A
caspase-3 também pode ser ativada via caspase-12, por célcio intracelular livre ou via
caspase-9 por disfuncdo mitocondrial (liberag&o de citocromo c). Apesar de ativadas na

perda muscular, o real papel desempenhado pelas caspases ainda é controverso (20).

2.2.1.3.Sistema ubiquitina-proteassomo

O sistema ubiquitina-proteossomo é responsavel por processar e degradar
proteinas celulares essenciais para a regulacdo do desenvolvimento, diferenciacdo,
proliferacdo, apoptose, transducdo de sinal, resposta imune e inflamatdria, entre outros,
gerindo assim processos celulares basicos (21) (22).

Proteinas celulares destinadas a degradacdo pelo proteassomo devem estar
devidamente marcadas com uma ligacdo covalente de multiplos monémeros de
ubiquitina, peptideos compostos de 76 aminoacidos. A ubiquitina pode ser conjugada a
substratos protéicos especificos, processo que requer trés componentes enzimaticos
distintos: E1, uma enzima ativadora de ubiquitina; E2, uma enzima conjugadora de
ubiquitina; e E3, uma enzima ligante de ubiquitina. Inicialmente, E1 é ativada e, em
uma reacdo dependente de energia, transfere, através da E2, a ubiquitina para a E3, que
catalisa a ligacdo da ubiquitina a proteina, marcando-a para ser degradada (23). Esse
processo de degradacdo de proteina poli-ubiquitinadas ocorre no proteassomo (20S ou
26S), que é um complexo composto de uma ou trés grandes enzimas com a funcéo de

degradar proteinas desnecessarias ou danificadas da célula (Figura 2) (24).
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Figura 2. Desenho esquematico da degradacdo de proteinas pelo sistema Ubiquitina-
proteossomo. Adaptado de The EMBO Journal (1998).

As enzimas do tipo E3 conferem especificidade a proteina alvo para degradacéo.
Centenas de E3 diferentes ja foram identificadas, e parece que cada uma modula a
ubiquitinizacdo de um grupo de substratos protéicos (Hydrogen peroxide stimulates
ubiquitin-conjugating activity and expression of genes for specific E2 and E3 proteins
in skeletal muscle myotubes). No musculo esquelético foram identificadas duas E3
especificas que estdo relacionadas ao processo de atrofia: a atrogina-1 (Muscle Atrophy
F-box - MAFbx) e a MuRF-1 (Muscle Ring Finger-1) (24).

Alguns estudos descreveram 0 aumento da expressdao de subunidades do
proteassomo e de enzimas ubiquitinantes durante a atrofia muscular (25), bem como
aumento da expressao de E3 ligases em modelos de denervacao, imobilizacao, restricdo
alimentar, diabetes e uremia (25). Esses estudos sugerem que a perda muscular esta

relacionada com a atividade das E3 ligases MuRF-1 e atrogina-1 (26). O papel da via
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do proteassomo relacionado com a perda muscular em humanos foi revisado por
Murton et al, sugerido que a ativacdo das ubiquitinas-ligases MAFbx/atrogin-1 e

MuRF-1 ocorre principalmente durante processo inflamatérios (27).

2.2.1.4.Envolvimento das células satélites

Além da degradacdo protéica, déficits no processo de regeneracdo também
podem estar envolvidos na perda muscular.

As Células Satélites (CS) sdo precursores miogénicos quiescentes encontrados
no musculo adulto e apresentam algumas propriedades de células tronco (28). As CS
podem ser ativadas em resposta a estimulos de crescimento, remodelamento ou lesdo
muscular (29). Na ativacéo, elas entram no ciclo celular, se dividem, se diferenciam em
mioblastos e se fundem para formar miotubos, que entdo se desenvolvem em uma nova
fibra ou se fusionam com fibras musculares ja existentes para reparar miofibras
danificadas e/ou levam a hipertrofia das fibras musculares (30).

No musculo normal células satélites expressam marcadores como Pax-7 (31). A
manutencdo e a proliferacdo das CS podem ocorrer na auséncia de Pax-7, porém de
maneira defeituosa, sugerindo que esse marcador apresente um importante papel
antiapoptético (32). Apds a injuria e/ou ativacdo das CS, a expressdo de MyoD é
induzida em 12 horas, antes mesmo da expressdo de PCNA (antigeno nuclear de
proliferacdo celular) - marcador para proliferacdo celular. Ja a expressdo de miogenina,
esta ocorre tardiamente durante a fusdo e diferenciacdo (33). Por outro lado, a

miostatina representa um marcador envolvido na regulagdo negativa da ativagao das CS,

.....

myostatin in muscle wasting: an overview).

2.3. Exercicio Fisico na Artrite Reumatoide
Pacientes com AR apresentam menor atividade fisica e fatores que contribuem
para isso incluem dor e rigidez articulares, alteracdes metabdlicas, que levam a perda de
massa e de for¢a muscular, e simples desuso. A inatividade fisica estad associada com
alteracbes em processos fisiologicos que levam a perda muscular e a resisténcia a
insulina. Falta de estimulo muscular efetivo diminui as taxas de rotatividade de musculo
e de proteinas corporais com a inibicao da sintese protéica. Esses fatores levam ao inicio

e a progressdo da caquexia reumatoide (CR).
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A CR néo possui tratamento padrdo atualmente, dessa maneira, medidas para
controlar essa condigdo devem ser direcionadas aos seus fatores etioldgicos, como
producdo em excesso de TNF-a e IL-1p e reduzida atividade fisica (11).

Para corrigir as mudangas na composicdo e no metabolismo corporal que
ocorrem com a artrite inflamatoria, € necessaria uma abordagem visando a reabilitacéo e
0s programas de exercicio estruturados oferecem um bom método para atingir esse
objetivo. O exercicio fisico é factivel e seguro em pacientes com AR controlada e pode
melhorar o desempenho fisico, a capacidade cardiovascular e a forca muscular em
nesses individuos. Além de representar uma abordagem crucial para contrabalancear os
prejuizos funcionais associados & CR, o exercicio permite aos pacientes a lidar com a
doencga enquanto reduz o risco de doencas concomitantes (12).

Em nivel sisttmico ha varios relatos indicando a reducdo nos niveis circulantes
de marcadores inflamatorios seguidos de exercicios de longo prazo em individuos
saudaveis e acima do peso. Esses biomarcadores incluem IL-6, proteina C reativa e
moléculas de adesdo (34).

A contracdo das fibras musculares produz e libera IL-6, a qual induz diversos
efeitos metabolicos, como lipolise e oxidacdo lipidica, e esta envolvida na homeostase
da glicose durante o exercicio. Em adigdo, IL-6 possui forte efeito antiinflamatorio, ao
exercer efeitos inibitorios sobre a producdo de TNF-a ¢ II-1pB, e pode inibir a resisténcia
a insulina induzida pelo TNF-a. O aparecimento de IL-10 e do antagonista do receptor
de IL-1 (IL-1Ra) na circulacdo apds o exercicio também contribui com o efeito
antiinflamatdrio do exercicio (35).

No entanto, para delinear um programa de exercicios para pacientes com AR é
importante considerar o status da doenca. O treinamento de resisténcia é um grande
estimulo anabdlico, pois aumenta a forca muscular e o funcionamento fisico e deveria,
portanto, ter um efeito direto positivo na manutengdo da massa muscular. O treinamento
aerobico, por outro lado, poderia ser especialmente util na prevencdo de complicacdes
em longo prazo da caquexia, como resisténcia a insulina e doengas cardiovasculares.
(12).

3. Objetivos

Avaliar o efeito do exercicio fisico aerébico moderado sobre a perda muscular

de animais com artrite induzida por colageno (CIA).
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4. Artigo

A revista escolhida para a publicagdo do trabalho de conclusdo de curso
realizado durante o semestre 2013/2 foi a Journal of Cachexia, Sarcopenia and Muscle.
Este periodico abrange temas relacionados a composicédo corporal e a perda de massa
muscular no processo de envelhecimento e em condicGes de doenca, sendo a primeira

revista cientifica dedicada a pesquisa sobre cagquexia e sarcopenia.
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Abstract

Background: Rheumatoid arthritis (RA) is a chronic, autoimmune inflammatory
disease that primarily affects synovial joints. As a consequence of the disease, RA
patients typically suffer from severe joint pain, reduced muscle strength, and impaired
physical function. Chronic inflammation may lead to an imbalance between protein
catabolism and anabolism and to deficits in muscle regeneration, resulting in significant
skeletal muscle wasting. Exercise may improve immune function, due to its anti-

inflammatory effect, and prevent muscle wasting caused by chronic inflammation. The
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aim of this research is to evaluate the effect of physical exercise on weight loss and
muscle wasting signaling cascades in experimental arthritis.

Methods: female DBA1/J mice with collagen-induced arthritis (CIA) were randomly
divided into two groups: CIA non-treated (CIA; n = 7) and CIA treated (EXE; n = 7).
After the onset of the disease, EXE group was submitted to moderate aerobic exercise
on a treadmill, 30 minutes a day, 5 days per week for 4 weeks. CIA untreated group
remained sedentary. Data was analyzed with two-way ANOVA followed by Bonferroni
and independent sample t-test and p<0.05 was considered significant. Hind paw
swelling and clinical score of arthritis were evaluated daily. Spontaneous exploratory
locomotion and animal weight were assessed weekly. After death, tibialis anterior
muscle was collected for histological analysis. Gastrocnemius muscle was collected for
protein analysis, such as MuRF-1, PAX-7 and myogenin, that was assessed by
immunoblot.

Results: Hind paw swelling and clinical score of arthritis reached no statistical
differences between groups. Also, no differences were detected in spontaneous
exploratory locomotion as well as animal weight. Whereas, expression of PAX-7
(satellite cells proliferation marker), myogenin (satellite cells differentiation marker)
and MuRF-1 (muscle breakdown marker) showed no difference between groups. The
expression of myostatin was enhanced in EXE group.

Conclusion: although physical exercise appears as an interesting approach to reverse
muscle wasting caused by arthritis, its positive effect was not seen in this exercise
protocol. Female animals were used in this exercise program and, therefore, hormonal
influences must be considered due to the important role of testosterone on the
generation of muscle mass. Further studies with male animals and different exercise

protocols are necessary to elucidate the effect of this approach over muscle wasting.

Keywords: collagen-induced arthritis; exercise; chronic inflammation; muscle.
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Introduction

Rheumatoid arthritis (RA) is a systemic inflammatory disease characterized by
the progressive destruction of the joints (Rheumatoid arthritis progression mediated by activated
synovial fibroblasts). Given the presence of autoantibodies, such as rheumatoid factor (RF)
and anti-citrullinated protein, RA is considered an autoimmune disease (2010 Rheumatoid
arthritis classification criteria). Its prevalence is around 1.0% in the world adult population
and the greatest incidence occurs in women between 40 and 60 years of age. The risk
for development of RA is attributable to genetic and environmental factors, where
HLA-DR1 e DR4 locus represents the strongest genetic association and smoking is the
main environmental risk (5).

In the pathology of RA, inflammatory cascades lead to persistent synovial
inflammation and associated damage to articular cartilage and underlying bone
(Rheumatoid ~ Arthritis).  Antigen-activated CD4+ T cells stimulate monocytes,
macrophages, and synovial fibroblasts to produce the cytokines interleukin-1 (IL-1),
interleukin-6 (IL-6), and tumor necrosis factor o (TNF-0) and to secrete matrix
metalloproteinases which leads to tissue destruction.

In addition to the joint, bone, and systemic inflammatory damage, nearly two-
thirds of all patients with RA experience a muscle wasting condition known as
cachexia. In cachexia, lean body mass is lost while fat mass tends to be maintained or
even increased so that body weight, at least in the early stages, can remain stable. The
etiology of rheumatoid cachexia includes excessive cytokine production, physical
inactivity, reduced peripheral insulin action and inadequate protein ingestion cachexia
(13).

Rheumatoid cachexia has no standard treatment, but countermeasures against it
may be aimed at excess production of TNF-oand IL-1 and low habitual physical
activity (13). There are reports indicating a reduction in circulating levels of
inflammatory biomarkers following physical exercise in healthy or overweight
individuals. Considering this, it is interesting to target exercise as a great approach in
preventing muscle wasting caused by chronic inflammation (34).

This study was designed to explore the effect of exercise over muscle wasting in
experimental arthritis. A protocol of low-intensity exercise was chosen in order to try to

reduce muscle impairments without worsening joint inflammation.
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Materials and Methods
Animals and experimental groups

Female DBA1/J mice from 8 to 12 weeks of age were used. According to the
protocol used, at this age, mice are susceptible to develop collagen-induced arthritis
(CIA) (Collagen induced Arthritis). The animals were reared at 20°C, with 12-h light—dark
cycles and free access to food and water. All experiments were performed according to
the Guiding Principles for Research Involving Animals (NAS) and to the Committee of
Research and Ethics in Health and the Graduate Group of the Hospital de Clinicas de
Porto Alegre.

The experimental animals were randomly divided into two groups: CIA non-
treated (CIA; n = 7) and CIA treated (EXE; n = 7). After the onset of the disease, EXE
group was submitted to moderate aerobic exercise on a treadmill, 30 minutes a day, 5
days per week for 4 weeks. CIA untreated group remained sedentary.

The training protocol take place as follows: the animals begin with an increasing
speed of 9 m/min for 5 minutes, speed will be maintained at 12 m/min for 5 minutes and
finally for 15 m/min for 10 minutes, then the speed will decrease to 12 m/min for 5

minutes and finally to 9 m/min for 5 minutes.

Induction of arthritis

Arthritis was induced with bovine type Il collagen (CIlI; Chondrex Inc.,
Redmond, WA, USA) dissolved in 0.1M acetic acid at 4°C for 12 h and emulsified with
complete Freund’s adjuvant (CFA; Sigma, St Louis, MO, USA) containing inactivated
Mycobacterium tuberculosis. Equal volumes of CIl (2 mg/mL) and CFA (1 mg/mL)
were mixed to form the emulsion. During the procedure, mice were anesthesied with
Isoflurane (ImL/mL; Abbott Lab., Abbott Park, IL, USA). In the begin of the
experiment, set as day zero, 0.1mL of emulsion was injected intradermically at the base
of the tail to induce arthritis (Collagen induced Arthritis). After 18 days, mice received a
reinforcement of bovine type Il collagen emulsified with incomplete Freund’s adjuvant
in another site of the tail. Twenty-eight days after the onset of the disease, the animals
were anesthetized with isoflurane and killed by cervical dislocation. After death, ankle
joint and tibialis anterior muscle were collected for histological analysis and

gastrocnemius muscle was collected for protein analysis.

Clinical severity and measurement of edema
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Arthritis severity was clinically determined for each paw, daily, according to the
following scale of 0 to 4: 0 - no evidence of erythema and swelling; 1 - erythema and
mild swelling confined to the tarsals or metatarsals; 2, erythema and moderate swelling
of tarsal and metatarsal or tarsal and ankle joints; 3 - erythema and severe swelling
extending from the ankle to metatarsal joints; and 4 - erythema and severe swelling
encompassing the ankle, foot and digits, or ankylosis of the limb. The most clinical
score that a mouse could have reached was 16. The day of arthritis incidence was
considered on the first signs of arthritis (when a grade of 1 or more could be visible for
the first time in at least one paw). Joint edema was daily assessed by measuring size of

latero-lateral length extent of the hind paws metatarsus with a digital caliper.

Assessment of locomotion

After booster and at the end of every week, mice were placed individually inside
an acrylic 60-40 cm box (Monitor de Atividade IR, Insight Equipamentos Ltda
Ribeira™0 Preto, SP, Brazil). Spontaneous exploratory locomotion of the animals was
detected by sensors bars located in the sides of the movement box for 5 min after 30 s of
adaptation time (adapted from: Locomotion and muscle mass measures in a murine
model of collagen-induced arthritis). The data from the movement detection were sent
to and evaluated by the computer software Insight Equipamentos Ltda® (Ribeirdo
Preto, SP, Brazil) using the following parameters: route design, walked distance and

velocity, and number of times standing and resting.

Joint histopathology

The tibio-tarsic joints from the hind limbs were excised and fixed in 10%
buffered formalin for five days. The joints were decalcified with 10% nitric acid for 24
h and paraffin mounted. The joints were sectioned into 4 mm slices and stained with
hematoxylin-eosin (HE). The following score system was used to evaluate the
individual joints and to measure the experimental arthritis severity by a blinded
pathologist: 16 synovial inflammation — five high-powered magnification fields (HMF)
were scored for the percentage of infiltrating mononuclear cells as follows: 0, absent; 1,
mild (1 — 10%); 2, moderate (11 — 50%); 3, severe (51 — 100%); synovial hyperplasia —
0, absent; 1, mild (5 — 10 layers); 2, moderate (11 — 50 layers); 3, severe (>20 layers);
extension of pannus formation based on the reader’s impression — 0, absent; 1, mild; 2,

moderate; 3, severe; synovial fibrosis — 0, absent; 1, mild (1 — 10%); 2, moderate (11 —
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50%); 3, severe (51 — 100%); cartilage erosion, percentage of the cartilage surface that
was eroded — 0, absent; 1, mild (1 — 10%); 2, moderate (11 — 50%); 3, severe (51 —
100%); and bone erosion — 0, none; 1, minor erosion(s) observed only at HMF; 2,

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

Myofiber cross-sectional area

To determine the myofiber area, the muscle fiber diameter was measured, and
the myofiber cross-sectional area (CSA) was calculated. Using the software Image-Pro
Express (version 5.1.0.12; Media Cybernetics, Rockville, MD, USA), 10 images were
taken of each gastrocnemius muscle per rat, and 20 fibers were measured from each
image, totaling 200 myofibers measured (Temporal development of muscle atrophy in

murine model of arthritis is related to disease severity).

Immunoblot

For the protein quantification, the gastrocnemius muscles were homogenized
with Tris buffer 10mM and protease inhibitors. The sample protein concentration was
measured using the Bradford assay. The membranes were marked with anti-PAX-7,
anti-myostatin, anti- MuRF-1 and anti-myogenin (1:1000 L8918; Sigma) and quantified
by Western Blottin tecnique. (Nitric oxide regulates the repair of injured skeletal

muscle). These protein expressions were normalized by GAPDH expression.

Statistical analysis
The results are expressed as mean values with standard deviations (SD) for the
symmetric variables. Data was analyzed with ANOVA Two-Way followed by

Bonferroni and independent sample t-test and p<0.05 was considered significant.

Results
Clinical severity and measurement of edema

All animals used in the study developed clinically detectable arthritis. Clinical
severity of arthritis and joint edema were not significantly different between groups
(Fig. 1 and 2). Notwithstanding that, it could be observed a slight improvement of
scores (not significant) in EXE group, over the first nine days after the onset of disease.
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Fig. 1 Clinical severity of arthritis by clinical score of each paw. CIA = CIA group

(filled circles), EXE = exercise group (empty square).
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Fig. 2 Clinical severity of arthritis by clinical edema of each paw. CIA = CIA group
(empty square), EXE = exercise group (filled circles).

Animal locomotion

Spontaneous exploratory locomotion was evaluated weekly. Locomotion
averages was not statistically different between groups (Fig. 3).
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Fig. 3 Mean distances coursed in the assessment of locomotion. CIA = CIA group

(empty square), EXE = exercise group (filled circles).

Animal and muscle weight

As shown in figure 4, there was no significant difference between body weights
of groups, although there seems to be some trend towards heavier weights in EXE group
from third week on. In a similar way, tibial and gastrocnemius muscles weights were
heavier in EXE group, with no statistical differences between groups (Fig. 5 and 6)
(p<0.05).

Weight diference (g)

Fig. 4 Mice body weights. CIA = CIA group (empty square), EXE = exercise group

(filled circles).
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Fig. 5 Gastrocnemius weights normalized to body weights. CIA = CIA group, EXE =
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Fig. 6 Tibialis anterior weights normalized to body weights. CIA = CIA group, EXE =

exercise group.

Joint histopathology

The histopathological study of the tibio-tarsic joints confirmed all of the
parameters associated with the joint disease. The CIA animals presented synovial
inflammation, hyperplasia, fibrosis, and cartilage and bone erosion, confirming the
presence of severe arthritis. The analysis of joint histopathology was not statistically

different between groups (data not shown).
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Myofibers cross-sectional area
The tibialis anterior muscle sections stained with HE were evaluated. Myofibers

areas showed no significant difference between groups (Fig. 7).
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Fig.7 Myofibers cross-sectional area. CIA = CIA group, EXE = exercise group.

Muscle molecular markers

After the histopathological study of the morphological changes, we focused on
the molecular pathways involved in muscle loss. Through immunoblotting, the
expression of Pax-7 (cell proliferation marker; Fig 8), myogenin (a marker of satellite
cell differentiation; Fig. 9) and MuRF-1 (indicative of proteosome activation; Fig. 10)
remained similar among the experimental groups. Despite not represent a significant
difference, Pax-7 expression decreased 23% and myogenin expression decreased 66%
in EXE group when compared with CIA group. Myostatin (a negative regulator of
muscle mass; Fig. 11) expression was enhanced in approximately 250% the

gastrocnemius muscle of the EXE mice.
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Fig. 8 Pax-7 quantification in gastrocnemious muscle. Expression normalized to

GAPDH.
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Fig. 9 Myogenin quantification in gastrocnemious muscle. Expression normalized to

GAPDH.
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Fig. 10 MuRF-1 quantification in gastrocnemious muscle. Expression normalized to

GAPDH.
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Fig. 11 Myostatin quantification in gastrocnemious muscle. Expression normalized to

GAPDH.

Discussion
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The maintenance of skeletal muscle mass is essential to ensure basic function as
locomotion, strength and respiration, but the tightly regulated balance of muscle protein
breakdown and synthesis, as well as muscle regeneration, is disturbed in diseases like
rheumatoid arthritis. So far, not many treatment options to avoid muscle wasting are
available. Exercise training consists of a promising approach, due to its multifactorial
effects, by acting on several signaling pathways (10). This way, in order to verify the
effect of exercise over muscle wasting involved in the pathophysiology of RA, in our
study, mice were submitted to an aerobic exercise protocol (36).

Studies have demonstrated that patients with RA can tolerate physical exercise
program without detrimental effects on joint as long as inflammation is medical-
controlled (13). In fact, it had been reported that exercise does not alter swollen joint
counts or disease activity (DAS28) (Aerobic exercise is beneficial for people with
rheumatoid arthritis). In our study, exercise training did not change clinical parameters
of experimental arthritis, such clinical score and edema, confirming that this approach
may be used as adjuvant therapy for the disease. Even so, physical exercise has
consistently been shown to reduce joint pain, morning stiffness, and fatigue in patients
with RA, improving their functionality (Benefits of exercise for patients with
rheumatoid arthritis)

A way to assess the functional capacity of animals is to evaluate their
spontaneous exploratory locomotion. Hartog et al. observed impaired locomotion in
CIA mice with more severe arthritis associated with muscle atrophy (37). In the same
way, Teixeira et al. reported a gradual decrease in this parameter in CIA animals
compared to healthy animals. Our results demonstrated no changes in spontaneous
locomotion in EXE group when compared CIA group, demonstrating that exercise did
not worsen the clinical parameters. It should be noted that this experiment had no
healthy animals control.

In the same manner, the exercise protocol used in this study did not induce
improvement in muscle weights and muscle protein content of animals from EXE
group, in comparison with CIA group. Myofibers cross-sectional area, muscle atrophy
specific parameter, also showed no difference between groups. From these data, it is
possible to see that our exercise program was not able to prevent or minimize muscle
wasting in experimental arthritis. Nevertheless, from animal studies of experimental
tumor-bearing rodents, endurance training such as running, treadmill walking, and

swimming, have been associated with an increase in muscle protein synthesis as well as
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in muscle to body weight ratio (10). Based on this information, it seems that our
exercise protocol was not efficient enough to reduce muscle loss/wasting. Evidences
demonstrated that long-term adaptations to exercise training are the consequence of the
cumulative effect of repeated exercise bouts leading to changed levels of specific
muscle proteins, such that each bout of contractile activity activates or inhibits
molecular events controlling protein synthesis and degradation. We accept that our
exercise protocol was unable to induce muscle mass adaptations, possibly because of
the training time (4 weeks).

In order to verify the effects of exercise over muscle wasting, myocyte
regeneration and protein degradation, it was evaluated by Western blot analysis of Pax-
7, myogenin, myostatin and MuRF-1, respectively. However, surprisingly, our results
reported the same levels of these markers in both experimental groups.

Deficiencies in the process of muscle regeneration may involve satellite cells
(SC) — quiescent muscle stem cells that promote muscle growth and repair. When
activated, SC can be identified by the expression of specific markers, such as Pax-7 and
myogenin, which are indicators of SC proliferation and differentiation, respectively.
Although seeming reduced, no significant differences in the expression of the proteins
Pax-7 and myogenin were observed in EXE group. Pax-7 expression decreased 23%
and myogenin expression decreased 66% in EXE group when compared with CIA
group.

Myostatin, a TGF-member, signals SC quiescence and as well as negatively
regulates SC self-renewal (38). Myostatin upregulation was observed in the
pathogenesis of muscle wasting during cachexia associated with different diseases (e.g.
cancer, heart failure, HIV) (39). Our study demonstrated increase myostatin (+250%) in
EXE group than compared the CIA group, this result is possibly associated with the
early adaptation to exercise.

An important characteristic of rheumatoid cachexia is the overproduction of
inflammatory cytokines. In a cell culture model of differentiated C2C12 skeletal muscle
myocytes, it was shown that TNF-o has the potency to induce the expression of
myostatin (10).

Increased level of cytokines, such TNF-a, is generally induced by acute exercise,
as well as a proinflammatory response characterized by transient leukocytosis, followed
by a partial cellular immunosuppressive state and increased secretion of cortisol. In

contrast, chronic exercise results in a local and systemic anti-inflammatory response that
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promotes tissue adaptation and protects the organism against the development of
chronic inflammatory diseases. (Physical exercise, inflammatory process and adaptive
condition: an overview).

This way, it may be thought that the exercise protocol used in our study did not
reach the baseline of chronic exercise. Thus, it is likely that TNF-a levels increased with
exercise and there was a subsequent activation of myostatin. The ability of myostatin to
downregulate satellite cell activation may have been the cause of the unchanged levels
of myogenin and Pax-7 in EXE group.

With respect to protein degradation, ubiquitin-proteasome system is a
cytoplasmatic multiprotein complex that degrades proteins labeled with ubiquitin. A
study with chronic resistance training demonstrated that muscle proteolytic genes
MuRF-1 and Atrogin-1 were significantly decreased in the exercised group (40). So our
results lead to the conclusion that the high expression of MuRF-1 present in induced
arthritis was not reverted by the exercise program. This result may be related to severe
inflammation, once some researches with animal experiments show that MuRF-1 seems
to be essential to TNF-a-induced loss of muscle function (41).

Systemic inflammation involved in development of RA is strongly associated
with muscle wasting. This study aimed to investigate weather exercise would be able to
minimize muscle impairments in experimental arthritis by the analysis of those
parameters described above. Considering that a negative regulator of satellite cell
activation showed significant difference between experimental groups, we acknowledge
that the exercise protocol was not effective in preventing muscle wasting. It is
noteworthy that the exercise program used had fixed running speed for all animals then
the exercise performance of each animal was not followed. In addition, the use of
female animals is also an important issue, since testosterone and other androgen
hormones play a role in muscle maintenance. Such hormones are steroid hormones that
exert their effects through binding to cytosolic receptors, which could lead to an
increase in protein synthesis and muscle mass (42).

Reported benefits of exercise in RA include improved cardiorespiratory fitness
and cardiovascular health, increased muscle mass, reduced adiposity, improved
strength, and physical functioning, all achieved without exacerbation of disease activity
(Aerobic exercise is beneficial for people with rheumatoid arthritis). Nevertheless, there
are still questions about the type, frequency, duration and intensity of the exercise that

does not cause pain and presents benefits to patients (43). So it is believable that the
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accession of an adapted exercise protocol during a longer period of time, considering
the specific performance of each animal, as well as the use of male animals, in a further

study, would be helpful in establishing these issues.

5. Conclusdes e Perspectivas

Com base nos resultados obtidos em nosso estudo, ndo foi possivel comprovar
os efeitos benéficos do exercicio fisico sobre a perda muscular presente na AR. No
entanto, dados da literatura demonstram melhorias no bem-estar geral de pacientes
artriticos, além de efeitos sistémicos relacionados ao efeito antiinflamatorio do
exercicio. Dessa maneira, alteragdes no protocolo de exercicios, bem como o uso de
animais machos em estudos futuros, sdo abordagens promissoras visando maiores
esclarecimentos a respeito do uso do exercicio como uma terapia adjuvante no

tratamento da AR.
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