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RESUMO

Introducdo: A artrite reumatoide (AR) é uma doenca inflamatdria autoimune, a qual acomete
primordialmente as articulagdes sinoviais periféricas. Além disso, os pacientes com AR também
apresentam manifestacOes extra-articulares, como a perda de massa muscular. Os componentes da
superfamilia do fator de crescimento transformador beta (TGF-B) apresentam funcdo importante na
modulagdo da massa muscular como os fatores de crescimento e diferenciacdo (GDFs). Os fatores de
crescimento e diferenciagdo 8 e 11 (GDF-8, GDF-11) ja foram reportados como reguladores negativos
da massa muscular por diversos mecanismos, como por exemplo, a indu¢do de GDF-15, levando a
alteracdo do apetite e da homeostase energética.

Obijetivo: Avaliar os niveis séricos e musculares da expressdo génica e proteica de GDF-8, GDF-11 e
GDF-15 durante o desenvolvimento da artrite induzida por coldgeno (CIA) e sua associagdo com o
declinio fisico.

Métodos: Camundongos DBA1/J, machos, com 8-12 semanas de idade, foram randomizados em 5
grupos experimentais: animais saudaveis (BL n=6); animais controle avaliados nos dias 25 e 50 (CO 25
= 8, CO 50 = 8); animais com artrite induzida por colageno avaliados nos dias 25 e 50 (CIA 25 = §;
CIA 50 = 8). Durante todo o periodo experimental do modelo de CIA foram avaliados 3 vezes por
semana: escore clinico, edema das patas e peso corporal. Forga de preensdo, nocicepcdo, tempo de
fadiga e velocidade de marcha foram avaliados nos 5 grupos experimentais nos dias 0, 18, 25, 50 de
experimentagdo. O musculo TA foi usado para medir a area da secéo transversal da miofibra (CSA) e
0 musculo GA foi utilizado para avaliar a expressdo génica de GDF-8, GDF-11 e GDF-15 via reacdo
de polimerase reversa quantitativa em tempo real (QRT-PCR). A expressdo da proteica de GDF-8, GDF-
11 no soro e no musculo GA foi realizada por meio de Enzima-Ligado de imunoabsorcéo (ELISA). Os
testes estatisticos utilizados foram: ANOVA de duas vias seguido por teste de Bonferroni, ANOVA de
uma via seguido por teste de Bonferroni, teste de equacdo de estimativa generalizada (GEE) seguido de
Bonferroni, teste U de Mann Whitney, teste de Kruskall Wallis seguido por teste de Dunn, teste de
modelo linear misto (LMM). Os resultados foram considerados significativos quando p<0.05.
Resultados: O desenvolvimento da AR nos grupos CIA inicial e CIA estabelecido foi confirmado por

valores significativamente altos de escore clinico, nocicepcdo, edema da pata e escore histolégico



guando comparado com os respectivos controles (p<0,0001; p=0,001; p= 0,001, respectivamente).
Houve diminuicdo de forca de preensdo no grupo CIA 25 e CIA 50, em comparagdo com os controles
CO 25 e CO 50 (p=0,0021, p=0,007, respectivamente). O tempo de fadiga foi menor em CIA 25 e CIA
50 comparado aos controles (p = 0,002, p= 0,006, respectivamente). A velocidade de marcha apresentou
diminuicdo em CIA 25 comparado ao CO 25 (p=0,001) e em CIA 50 comparado ao CO 50 (p=0,000).
O peso dos musculos GA e TA apresentaram diminuicao apenas no modelo CIA 50 (-34,77% e -42,74%
respectivamente); apds normalizagdo pelo peso corporal, apenas o masculo GA apresentou reducéo
significativa no grupo CIA estabelecido quando comparado ao CO 50 (-34,5 %). A area da miofibra do
musculo TA apresentou reducédo de 14,04% no grupo CIA 50 em comparac¢éo com o CO 50 (p=0,026).
N&o houve alteragdes em relacdo ao peso corporal. O nivel de mRNA de GDF-15 n&o diferiu entre o0s
grupos. A anélise de GDF-11 revelou aumento dos niveis de mRNA no musculo GA do grupo CIA 25
em comparagdo com o CO 25 e com grupo BL (p=0,004; p = 0,0087, respectivamente); em CIA 50,
houve uma tendéncia de aumento dos niveis de mMRNA de GDF-11em relacdo ao CO 50 (p=0,07). No
musculo GA, a expressdo proteica de GDF-11 apresentou diferencas entre o grupo CIA 25 e CO 25
(p=0,002) e nos grupos CIA 50 e CO 50 (p=0,017), porém, a expressdo proteica de GDF-11 no soro
dos animais ndo apresentou diferencas entre os grupos analisados. A expressdo génica de GDF-8
apresentou diminuicdo no musculo GA do grupo CIA 50 em comparacdo ao CO 50 e apresentou
diferencas entre dos grupos CIA 25 e CIA 50 (p= 0,010; p= 0,0369, respectivamente); O musculo GA
teve uma expressdo proteica diminuida de GDF-8 entre os grupos CIA 25 e CIA 50 (p = 0,001) e, no
soro 0s niveis proteicos de GDF-8 apresentaram diminui¢do em CIA 50 em comparacdo com o CO 50
(p =0,037). A baixa forca muscular foi associada a maiores niveis de proteina GDF-11 no musculo GA
(r=-0,64; p = 0,01) e diminuicdo da velocidade de marcha (r = -0,534; p = 0,04). Niveis séricos mais
elevados de GDF-8 foram associados a maior for¢ca muscular (r = 0,74; p = 0,02) e aumento da
velocidade de caminhada (r = 0,64; p = 0,01).

ConclusGes: No presente estudo, foi observado o declinio da funcéo fisica em estagios iniciais da artrite
experimental antes de se identificar atrofia muscular, e 0 aumento de GDF-11 no mdsculo esta associado

a piora da funcdo, enquanto que ha diminuigdo de GDF- 8 no soro de animais CIA 50 e aumento dos



niveis proteicos de GDF-8 no musculo de animais CIA ao longo do tempo, o que pode significar um
papel mais sistémico do GDF-8 no modelo da CIA. Tomando nossos resultados em conjunto, sugere-
se que a familia TGF-p, especialmente GDF-8 e 11, podem estar envolvidos na perda de massa, forca e

fungdo do muasculo esquelético em modelo experimental de AR.

Palavras-chave: Perda muscular, artrite reumatoide, GDF-8, GDF-11, GDF-15.



ABSTRACT

Introduction: Rheumatoid arthritis (RA) is an autoimmune inflammatory disease, which primarily
affects peripheral synovial joints. In addition, patients with RA also have extra-articular manifestations,
such as loss of muscle mass. The components of the transforming growth factor beta superfamily (TGF-
B) play an important role in muscle mass regulation as growth and differentiation factors (GDFs).
Growth and differentiation factors (GDF) 8 and 11 have already been reported as negative regulators of
muscle mass by several mechanisms, such as the induction of GDF-15, leading to changes in appetite

and energy homeostasis.

Obijective: To evaluate serum and muscle levels of gene and protein expression of GDF-8, GDF-11 and
GDF-15 during the development of collagen-induced arthritis (CIA) and its association with physical

decline.

Methods: Male DBA1/J mice, 8-12 weeks old, were randomized into 5 experimental groups: healthy
baseline animals (BL=6); control animals evaluated at days 25 and 50 (C0O25=8, C0O50=8) and
collagen-induced arthritis mice evaluated at day 25 and 50 (CIA 25=8; CIA 50=8). During the entire
experimental period of the CIA model, the following tests were performed 3 times a week: clinical
score, paw edema and body weight. Grip strength, nociception, fatigue time and walking speed were
taken in the 5 experimental groups on days 0, 18, 25, 50 of experimentation. The TA muscle was used
to measure the cross-sectional area of the myofiber (CSA) and GA muscle was used to assess the gene
expression of GDF-8, GDF-11 and GDF-15 via real-time quantitative reverse polymerase reaction
(QRT-PCR). Protein expression of GDF-8, GDF-11 in serum and GA muscle was performed via
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). The statistical tests used were two-way ANOVA
followed by Bonferroni test, one-way ANOVA followed by Bonferroni test, generalized estimating
equation (GEE) test followed by Bonferroni, Mann Whitney U test, Kruskall Wallis test followed by

Dunn's test and mixed linear model test (LMM). Significance was reached when p < 0.05.

Results: The development of RA in the CIA 25 and CIA 50 groups was confirmed by increased values

of clinical score, nociception, paw edema and histological score when compared to controls (p <0.0001;



p = 0.001; p = 0.001, respectively). Decreased grip strength was observed in the CIA 25 and CIA 50
groups when compared to CO 25 and CO 50 (p = 0.0021, p = 0.007, respectively). Fatigue time was
shorter at CIA 25 and CIA 50 compared to the controls (p = 0.002, p = 0.006, respectively). Walking
speed was reduced at CIA 25 compared to CO 25 (p = 0.001) and at CIA 50 compared to CO 50 (p =
0.000). The weight of the GA and TA muscles decreased only in the CIA 50 model (-34.77% and -
42.74% respectively); after normalization by body weight, only the GA muscle maintained the reduction
in the CIA 50 group when compared to the CO 50 (-34.5%). The TA CSA presented a reduction of
14.04% in the CIA 50 group compared to the CO 50 group (p = 0.026). There were no changes regarding
body weight or mRNA levels ofGDF-15 between groups. Analysis of GDF-11 revealed increased
MRNA levels in the muscle of the CIA 25 group compared to the CO 25 and BL group (p = 0.004; p =
0.0087, respectively); at CIA 50, there was a trend towards increased levels of GDF-11 mRNA in
relation to CO 50 (p= 0.07). Protein expression of GDF-11 in animal serum did not differ between
groups; however, in GA muscle, protein expression of GDF-11 presented differences between the CIA
25 and CIA 50 compared with the respective controls (p = 0.002; p = 0.017, respectively). The gene
expression of GDF-8 showed a decrease in the muscle of the CIA 50 group compared to the CO 50 and
differences between the CIA 25 and CIA 50 groups (p = 0.010; p = 0.0369, respectively); The GA
muscle had a decreased expression of the GDF-8 protein between the CIA 25 and CIA 50 groups (p=
0.001), while serum levels of GDF-8 were decreased in CIA 50 compared with CO 50 (p=0.037). Low
muscle strength was associated with higher levels of GDF-11 protein in the GA muscle (r=-0.64; p =
0.01) and decreased walking speed (r= -0.534; p= 0.04). Higher serum GDF-8 levels were associated

with greater muscle strength.

Conclusion: In the present study, a decline in physical function in early stages of experimental
arthritis was observed before muscle wasting was identified, and an increase in muscle GDF-11 is
associated with worsening of function, while there is a decrease in serum GDF-8 of CIA animals and
increased protein levels of GDF-8 in muscle of CIA animals over time, which may imply a more

systemic role of GDF-8 in the CIA model. Taking our results together, it is suggested that the TGF-8



family, especially GDF-8 and 11, may be involved in the loss of skeletal muscle mass, strength and

function in an experimental model of RA.

Keywords: Muscle wasting, rheumatoid arthritis, GDF-8, GDF-11, GDF-15.
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1.0 INTRODUCAO
A artrite reumatoide (AR) é uma doenca autoimune, cronica, inflamatéria, sistémica e

progressiva. O acometimento simétrico das pequenas articulagbes, a producdo de autoanticorpos e a
destruicdo cartilaginosa e dssea sdo caracteristicas principais da doenca que resultam em incapacidade
funcional aos pacientes (1). Além do acometimento articular, estudos demonstram que a AR é uma
doenga com caracteristicas extra articulares importantes como nodulos reumatoides, vasculite e
diminuicdo de massa muscular (2,3). A perda de massa magra em pacientes com AR ocorre mesmo
com o tratamento intensivo para o controle da doenca, uma vez que estes possuem aproximadamente
10% menos massa magra quando comparados a individuos saudaveis (4,5). Além disso, pacientes com
AR do sexo feminino apresentam espessura muscular diminuida em 23,3% além de menor angulo de
penacdo (angulo da fibra muscular em relacdo a linha de acdo do musculo) atingindo 14,1% menos do
que mulheres saudaveis (6). Como consequéncia, a baixa massa magra esta relacionada a reducao da
atividade fisica, com o aumento da fadiga e com a perda de forca, o que pode levar a um quadro de

perda da capacidade funcional e da qualidade de vida dos pacientes (7).

Uma série de fatores estdo associados com a perda muscular na AR, como exposi¢do crénica
a citocinas pro-inflamatorias, principalmente TNF-a, IL-18 e IL-6, uso de glicocorticoides e
sedentarismo (8). Ademais, estudos tem demonstrado o papel das miocinas, citocinas e fatores de
crescimento derivados do musculo esquelético, e seu envolvimento da perda muscular (9-11). A
superfamilia do fator de crescimento transformador beta (TGF-B) compreende um grande nimero de
proteinas secretadas, entre elas os fatores de crescimento e diferenciacdo 8, 11 e 15 (GDF-8, GDF-11¢e
GDF-15), as quais realizam a transducdo de sinal pelos receptores activina tipo 1IB e tipo IIA
(ActRIIB/IIA) e, sequencialmente, ativam fatores de transcricdo Smad 2 e 3 - proteinas reguladoras
negativas do crescimento muscular podendo induzir um quadro de atrofia intensa (12-14). O GDF-8
(comumente chamado miostatina) é um regulador negativo do crescimento muscular esquelético,
principalmente por meio da diminui¢do da miogénese (15). Na AR o papel do GDF-8 é controverso,

uma vez que, em modelos animais, ja foi reportado auséncia de alteracdo na expressao proteica de GDF-
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8 no musculo, enquanto outro estudo demonstrou diminuicao na expressao proteica de GDF-8 tanto no
musculo quanto no soro de animais artriticos (16,17). O GDF-11 também atua potencialmente na
regulacdo negativado crescimento muscular pelo seu estreito parentesco com o GDF-8 (18). Alguns
estudos avaliaram a sua expressdo e influéncia sobre a musculatura esquelética durante o processo de
envelhecimento, no qual os niveis sanguineos de GDF-11 diminuem, e que a administracdo de GDF-11
é capaz de promover a reversdo do declinio muscular esquelético relacionado a idade, bem como a
reversao da hipertrofia cardiaca (19-21). Na artrite inflamatéria experimental, o tratamento com GDF-
11 foi capaz de inibir a reagéo inflamatdria in vitro além de retardar o desenvolvimento do modelo de
CIA (17). Além dos efeitos sobre o musculo, ha evidéncias de que o GDF-11 também é capaz de induzir
a perda de apetite através de um mecanismo indireto, no qual as altas concentra¢cdes musculares de
GDF-11 provocam uma elevacdo plasmatica de GDF-15 (22, 23. 24). Por sua vez, o GDF-15, é capaz
de ativar, diretamente, neurdnios hipotalamicos e, dessa maneira, levar a perda de apetite e,
eventualmente, a anorexia (25). Em condigdes fisiologicas, o0 GDF-15 é produzido em niveis baixos,
mas fatores como les@o ou malignidade podem induzir aumento na sua expressao (23). No entanto, 0
conhecimento das miocinas na AR é escasso e as vias de sinaliza¢do envolvidas no processo nao sao

totalmente elucidados na doenca.

Assim, este estudo teve como objetivos: (I) abordar o papel dos fatores de crescimento e
diferenciacdo 8, 11 e 15 na perda muscular decorrente da AR em modelo de artrite induzida por
colageno (CIA) e (Il) se os fatores de crescimento e diferenciacdo participam do declinio da funcéao
fisica dos animais ja em momento inicial da doenca. Portanto, a presente dissertacao segue a disposi¢éo
de: uma revisao da literatura (para apresentacao do referencial teérico que deu base ao trabalho) e um
artigo original no qual responde as perguntas de pesquisa

2.0 REVISAO DA LITERATURA
2.1 Estratégias para localizar e selecionar informacdes
Esta revisdo da literatura esta focada nos aspectos relacionados aos mediadores secretados a partir do

tecido muscular, desta forma esse trabalho visa selecionar e sintetizar as informag6es encontradas nas
bases de dados Pubmed; Scielo; LILACS, sobre os temas: artrite reumatoide, fatores de crescimento e

diferenciacdo e perda muscular. Para tal fim, as buscas foram feitas combinando os termos (MeSH):
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bR 1Y

“rheumatoid arthritis”, “growth differention factors”, “muscle wasting”, “GDF-11", “GDF-8”, “animal

model”, “sarcopenia”, “muscle loss”, “myostatin”.

9% ¢

“rheumatoidarthritis”, “growth differention factors”, “muscle wasting”, “GDF-117,

29 ¢ 99 <¢

“GDF-8”. “animal model”. “sarcopenia”. “muscleloss”. “mvostatin”.

PubMed Scielo Embase

NI

Total de artigos encontrados

3142 146 2996

NI

Artigos selecionados

211

Excluidos apds analise de titulo e abstract

\Z

g1

Total de artigos incluidos

\Z

155

Figura 1. Estratégias de busca.
2.2 Artrite reumatoide
A artrite reumatoide (AR) é uma doenga autoimune, inflamatdria crénica e progressiva com o
acometimento simétrico das pequenas e grandes articulacdes e 0 maior envolvimento de maos e pés
(26). A AR possui caracteristicas marcantes como a produgdo de autoanticorpos, sinovite cronica,
destruicdo cartilaginosa e 0ssea, 0 que pode resultar em incapacidade funcional aos pacientes (1).

Algumas das manifestacdes clinicas mais comuns relatadas pelos pacientes com AR sdo a presenca
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constante da dor, rigidez matinal, edema nas articulagdes, fraqueza e a incapacidade nas tarefas
diarias (27). Devido as manifestacOes articulares, o perfil inflamatério sistémico e as manifestacdes
clinicas da doenca, pacientes com AR sofrem sérias limitacfes funcionais, resultando em ma
qualidade de vida e grande impacto no cendrio socioecondmico devido a perda de forca de trabalho
(27,28). Além do acometimento articular, o carater sisttmico e inflamatério da AR pode resultar
em manifestacbes extra articulares, como vasculite, nddulos reumatoides, problemas
cardiovasculares e impacto muscular, 0s quais sdo responsaveis por comorbidades complexas
(27,29). Entretanto, a etiologia da AR nao esta totalmente esclarecida, porém sabe-se que ha grande
influéncia genética e ambiental na promogdo na doenca (2,28).

2.3 Prevaléncia da AR e etiologia

A prevaléncia da AR tem pequenas varia¢Oes de acordo com o continente e com a média etaria
da populacéo residente, uma vez que a incidéncia da doenca aumenta com a idade, atingindo um
pico entre os 40 e 50 anos da vida (30). Na Europa, a prevaléncia da AR € de 0,5-1,0%, enquanto
nos Estados Unidos, um levantamento apontou para uma prevaléncia relativamente menor entre
0,53 e 0,55% (28,31). A prevaléncia no Brasil é de 0,46% com seu pico de incidéncia por volta dos
50 anos (28). A populacdo feminina é afetada trés vezes mais do que homens e pode estar
relacionada a diferentes horménios sexuais, aos seus efeitos no sistema imunolégico e,

possivelmente, a epigenética e a microbiota (30,31).

Apesar da etiologia da AR ndo ser completamente descrita, sabe-se que ela resulta de uma
complexa interacdo entre mutagdes genéticas, fatores ambientais e quebra da tolerancia
imunoldgica. A hereditariedade da doenca é atualmente estimada em 40-65% na AR soropositiva
(presenca de anticorpos contra autoantigenos selecionados) e em aproximadamente 20% na doenca
soronegativa (32). O componente genético da AR ¢, frequentemente, associado aos genes do
complexo de histocompatibilidade principal (major histocompatibility complex — MHC), também
designado antigeno leucocitario humano (human leukocyte antigen — HLA) (33,34). Além disso,
existe forte associacdo entre os alelos do antigeno leucocitario humano (HLA)-DRB,

particularmente HLA-DRB1, e a susceptibilidade dos individuos para o risco de desenvolvimento
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de AR, uma vez que codifica as moléculas do MHC de classe Il que podem acomodar uma ampla
gama de ligantes peptidicos (2,34). Sabe-se que a maioria dos alelos HLA-DRB1 associados a AR
compartilham sequéncias semelhantes de aminoacidos na posi¢do 70-74 da cadeia B, denominada
epitopo compartilhado. O epitopo compartilhado encontra-se no sulco de ligagcdo ao peptideo e
influencia na apresentacdo de antigenos prdprios; em adicdo, o epitopo compartilhado é altamente
prevalente entre 0s pacientes que apresentam anticorpos contra peptideos ciclicos citrulinados
(ACPA) (35). Outros loci genéticos que provavelmente contribuem com efeitos funcionais
menores, de maneira isolada ou acumulativa, estdo nas vias co-estimulatérias (por exemplo, CD28,
CD40), na sinalizagdo de citocinas, no limiar de ativacdo de receptores linfocitarios (por exemplo,
A proteina tirosina fosfatase, ndo receptora do tipo 22-PTPN22) e na ativacdo da imunidade inata

(36-38).

Os fatores ambientais associados a etiologia da AR incluem tabagismo, dieta, obesidade,
microbiota, infeccdes como fatores desencadeadores da doenca em individuos geneticamente
suscetiveis (31). O tabagismo é o fator externo mais popular relacionado a AR, uma vez que, o
receptor que medeia a atividade dos hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (componentes da
fumaca do cigarro) é capaz de aumentar a diferenciacdo de células T auxiliares 17 (Thl7),
exacerbando a doenca (39,40). Estudos apontam que a dishiose intestinal pode contribuir
negativamente para a patogénese da AR demonstrando o papel chave da microbiota na doenga.
Nesse contexto sabe-se que a microbiota dos pacientes difere da populacdo geral e que os
medicamentos antirreumaticos podem exercer efeitos sobre sua regulagdo (41). Guerrero e
colaboradores sugeriram uma associagdo entre desequilibrio da microbiota intestinal e AR devida
a diferentes mecanismos relacionados ao sistema imunolégico do hospedeiro, incluindo: (i)
ativacdo de células apresentadoras de antigenos (APCs); (ii) capacidade do intestino de constituir
uma fonte de peptideos citrulinados; (iii) mimetismo antigénico; (iv) impacto na permeabilidade da
mucosa intestinal; (v) e modulacdo do sistema imunolégico do hospedeiro com desequilibrio da
homeostase entre as células Th17 e T reguladoras (Treg) (42). Outro fator importante, os agentes

infecciosos, como Porphyromonasgingivalis, Proteusmirablis, Escherichia coli e Epstein-Barr
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virus podem contribuir para o desenvolvimento da doenca por meio de mimetismo molecular (43).
Por fim, o baixo nivel socioeconémico e escolar pode ser possiveis gatilhos para o inicio da doenga.

2.4 Fisiopatologia da artrite reumatoide
A AR é causada principalmente por processos imunoldgicos que levam a inflamacéo da sindvia.
A inflamagdo da sin6via expande-se e invade as regides marginais da articulagdo, causando erosao da
cartilagem e do osso subcondral (2). A fisiopatologia € considerada heterogénea, por envolver alteracdo
de sistemas celulares, moleculares e epigenéticos, e possui consequéncias comuns como a quebra da
auto tolerancia e o estabelecimento da autoimunidade. A presenca de autoanticorpos (soropositividade)
estd associada a danos articulares mais graves e a alta mortalidades dos pacientes com AR (2,44-46).
Uma importante classe de autoanticorpos sdo os anti-proteinas citrulinadas (ACPAs). Os ACPAs sdo
recorrentes em 50-70% dos individuos com AR e, sdo direcionados a proteinas proprias modificadas,
nos quais residuos de arginina sdo substituidos por citrulina através do processo de citrulinacdo (36). O
fator reumatoide, primeiro auto-anticorpo descrito na AR, € direcionado contra a porcdo Fc das
imunoglobulinas e tem a capacidade de ativar o sistema complemento repetidamente (36,47,48). O FR
esta presente em 50-80% dos individuos com AR e, embora ainda importante, apresenta menor

especificidade para AR em comparagdo com o0 ACPA.

A composicdo celular da inflamacéo articular na AR possui um repertério de células muito
vasto, uma vez que inclui muitos tipos celulares envolvidos. Células de primeira fase de resposta como
monacitos, células dendriticas, mastocitos e células linfoides possuem uma participacdo importante na
infiltracdo celular nas articulagbes como também células de resposta especifica como células Thl e
Th17, células B, plasmoblastos e plasmdcitos. Estas células podem contribuir para o desenvolvimento
de uma resposta autoimune robusta contra os componentes articulares (2). Também, o perfil de resposta
de linfécitos T efetores sofre um desequilibrio para o tipo Thl, o que culmina para uma resposta pro-
inflamatdria, caracterizada por aumento do fator de necrose tumoral (TNF), interleucina 1 (IL-1) e
interleucina 6 (IL-6) (49). O ambiente inflamatorio e constante modulacdo destas citocinas na
articulacdo resultam em um fendtipo mais agressivo de sinoviocitos semelhantes a fibroblastos (FLS),

0 quais se tornam mais resistentes a apoptose e com maior capacidade de secretar metaloproteinases de
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matriz (MMPs), moléculas de adesédo e o ligante do receptor ativador do fator nuclear kB (RANKL),
promovendo a degradacdo da cartilagem articular e dano ao o0sso subcondral (37,50). Além do dano aos
tecidos alvo e periféricos a articulagdo, os sinovidcitos semelhantes a macrofagos (MLS) e FLS que séo
uma importante fonte de citocinas e proteases, aumentam sua proliferacdo, levando a hiperplasia da
membrana sinovial (27). Esta hiperplasia sinovial, juntamente com o infiltrado das células inflamatérias
e a estimulagdo da angiogénese, leva a formacdo de um tecido invasivo denominado pannus, o qual
invade as estruturas adjacentes, gerando mais danos a cartilagem e ao 0sso, destruindo progressivamente
a articulacéo e expandindo o dano a outros tecidos (27). Como consequéncia, 0s pacientes relatam alto
nivel de incapacidade para realizar as tarefas rotineiras e, dessa forma, ha uma diminuicdo da qualidade

de vida dos pacientes com AR (2).
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Figura 2: Alterac0es articulares na artrite reumatoide. a) Articulacdo saudavel; b) Articulacdo doente

(Adaptado de Smolenand Steiner, 2003).

2.5 Diagnostico e monitoramento da artrite reumatoide
O diagnostico da AR é usualmente baseado em critérios de classificagdo (tabela 1) estabelecidos

pelo Colégio Americano de Reumatologia (American College of Rheumatology — ACR) e a Ultima
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modificacdo foi realizada por Aletaha e colaboradores (Tabela 1) (51). Para o monitoramento da
atividade da doenca foi proposto em 1990 um indice de medida de atividade da AR chamado Escore de
Atividade da Doenca (41,52). Para a avaliacdo da atividade da doenga é utilizado o escore de atividade
de doenca-28 (disease activity score-28 — DAS-28), o qual consiste na contagem de 28 articulagdes
edemaciadas e dolorosas, além de um marcador inflamatério, que pode ser a velocidade de
sedimentacdo globular (VSG) ou a proteina C-reativa (PCR) pela quantificagdo no sangue total e soro
do paciente, respectivamente. O resultado do DAS-28 gera pontos de corte especificos usados para
classificar a doenga como em 1) remisséo, 2) estado de atividade baixo, 3) moderado, 4) alto (52). Como
o célculo do DAS28 é complexo e requer um instrumento tecnoldgico para seu célculo, foram propostos
indices mais simples como o indice de atividade da doenca simplificada (Simple Disease Activity Index

— SDAI) e o indice clinico de atividade da doenca (Clinical Disease Activity Index — CDAI) (53,54).

Tabela 1. Critérios de classificacdo para AR segundo ACR 2010 (Aletaha et al., 2010).

1. Envolvimento articular (0-5)

1 articulagdo média a grande (0)
e 2-10 articulagbes médias a grande (1)
e 1-3articulagdes pequenas (ndo contando articulagdes grandes) (2)
e 4-10 articulacBes pequenas (ndo contando articulaces grandes) (3)
e > 10 articulagbes (pelo menos uma articulagdo pequena) (5)
2. Sorologia (0-3)
e Fator reumatoide (FR) e Anticorpo contra antigenos citrulinados (ACPA) negativo (0)
e FR e ACPA fracamente positivos (2)

e FR e ACPA fortemente positivos (3)

3. Reagentes de fase aguda (0-1)

e Proteina C reativa e taxa de sedimentagdo eritrocitaria normal (0)

e Proteina C reativa e/ou taxa de sedimentac&o eritrocitaria anormal (1)
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4. Duracéo dos sintomas (0-1)

e <6 semanas (0)

e 6 semanas ou mais (1)

Ponto de corte para artrite reumatoide: 6 ou mais

Tabela 1. Critérios de classificacdo para AR segundo ACR 2010 (Aletaha et al., 2010). O envolvimento
articular se refere a qualquer articulacdo edemaciada ou dolorosa ao exame fisico e pode ser confirmado
por evidéncias de sinovite detectada por métodos de imagem. As articulagdes interfalangeanas distais
(IFDs), primeira carpometacarpiana (CMTC) e primeira metatarsofalangeana (MTF) séo excluidos da
avaliagdo. As diferentes categorias de acometimento articular séo definidas de acordo com a localizagéo
e 0 nimero de articulacdes envolvidas (padrdo ou distribuicdo do acometimento articular). A pontuagédo
ou colocacdo na categoria mais alta possivel é baseada no padrdo de envolvimento articular. Sdo
consideradas grandes articulagdes: ombros, cotovelos, quadris, joelhos e tornozelos. S&o consideradas
pequenas articulagbes: punhos, CMTC, IFP, interfalangeana do primeiro quirodactilo e articulagbes
MTF. Nesta categoria, pelo menos uma das articulagGes envolvidas deve ser uma pequena articulacao;
as outras articulagbes podem incluir qualquer combinacdo de grandes e pequenas articulagdes, bem
como outras ndo especificamente mencionadas em outros lugares (por exemplo, temperomandibular,
acromioclavicular e esternoclavicular). Resultado negativo refere-se a valores (Unidade Internacional-
UI) menores ou iguais ao limite superior normal (LSN) para 0 método de imagem e laboratorial. Titulo
positivo baixo corresponde aos valores (Ul) maiores que o LSN, mas menores ou iguais a trés vezes o
LSN para o método de imagem e laboratorial. Titulo positivo alto: valores maiores que 3 vezes o LSN
para 0 método de imagem e laboratorial. Quando o FR estiver disponivel como positivo ou negativo,
um resultado positivo deve ser marcado como “positivo em titulo baixo”. FR = fator reumatoide; AAPC
= anticorpos antiproteina/ peptideo citrulinados; LSN = limite superior do normal; VHS = velocidade

de hemossedimentacdo; PCR = proteina C-reativa.
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2.6 Tratamento
H& uma ampla gama de agentes terapéuticos para o tratamento da AR: anti-inflamatérios ndo

hormonais (AINES), corticoides, medicamentos modificadores do curso da doenga (DMCD) sintéticos
convencionais, DMCD biolégicos, DMCD sintéticos alvo-especificos e drogas imunossupressoras sdo
as classes de medicamentos aprovados para 0 manejo da doenca (55). Apos o diagnéstico da doenca,
busca-se alcancar a remissao da AR ou atingir um grau baixo de sua atividade, que € avaliada por indices
pré-estabelecidos que levam em consideracdo variaveis clinicas e laboratoriais relativas ao paciente

(56).

As drogas DMCD correspondem ao metotrexato, hidroxicloroquina, leflunomida e
sulfassalazina. O farmaco de primeira escolha para o tratamento da AR ¢ um MMCD chamado
metotrexato, o qual deve ser prescrito, preferencialmente, em monoterapia no inicio do tratamento (55).
O metotrexato corresponde a um agente imunomodulador que atua na inibigdo da sintese de acidos

nucleicos, timidinato e proteinas.

Os efeitos anti-inflamatdrios do metotrexato na AR sdo associados a capacidade do farmaco de
modular o metabolismo da adenosina e ter uma agdo nas vias de sinalizagdo de citocinas pro
inflamatdrias como o TNF (57). Quando o paciente apresenta contraindicacdo para 0 metotrexato, a
sulfassalazinae a leflunomida podem ser utilizadas como primeira escolha, visto que apresentam efeitos
imunomodulatoérios, como a inibigdo da producdo de prostaglandinas, de fungfes neutrofilicas e
linfocitarias e de quimiotaxia, e acdo antiproliferativa sobre a sintese de pirimidina (55,58,59). Os
antimalaricos também s&o empregados no tratamento da AR, como difosfato de cloroquina e sulfato de
hidroxicloroquina, porém s&o indicados para pacientes que apresentem formas leves da doenga e com
baixo potencial erosivo (60). O mecanismo de a¢do dos antimalaricos na AR ndo é totalmente elucidado,
mas se especula que a atividade anti-inflamatdria destes farmacos ocorre por sua capacidade de
interferir na funcdo de enzimas lisossémicas, quimiotaxia, fagocitose de polimorfonucleares, producgéo
de prostaglandinas (61). O uso de corticoides por via oral também é muito utilizado no manejo da AR
e possuem um efeito similar as DMCD e melhoram a resposta clinica na fase inicial, enquanto os AINES

sdo Uteis para diminuir o processo inflamatorio e a dor, principalmente no inicio da doenca, e geralmente
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sdo prescritos em associagdo aos DMCD (56). Os farmacos imunossupressores ciclofosfamida e
azatioprina podem ser utilizadas em pacientes com manifestacbes extra articulares graves como
vasculite e/ou envolvimento pulmonar (62-64). Os pacientes que ndo alcangam resposta apos a
utilizacdo de dois esquemas de DMCD sintéticos convencionais devem ser avaliados para o uso de
DMCD bioldgicos e sintéticos alvo-especificos. Recomenda-se preferencialmente o uso de um DMCD
bioldgico ou alternar entre um DMCD sintético alvo-especifico combinado, em ambos os casos, com
um DMCD sintético convencional (51). Os DMCD biolégicos sdo direcionados a alvos extracelulares,
como citocinas soluveis individuais, receptores de citocinas ou outros receptores de superficie celular
(65). Nesse contexto, os inibidores de TNF foram os primeiros a serem desenvolvidos, uma vez que a
citocina pro inflamatdria TNF exerce acdo citotdxica sobre diferentes tipos de linfdcitos, estimulando a
apoptose (66). Atualmente, existem cinco diferentes agentes bioldgicos anti-TNF no mercado: o
adalimumabe (ADA), um anticorpo monoclonal 100% humano; o certolizumabe (CERT), um
fragmento Fab de um anticorpo anti-TNF humanizado, com alta afinidade ao TNF, conjugado com duas
moléculas de polietilenoglicol (5%-10% de proteina animal); o etanercepte (ETN), proteina de fusdo
composta pelo receptor soltvel do TNF mais a regido Fc da 1gG; o golimumabe (GOL), outro anticorpo
monoclonal humano; e o infliximabe (IFX), um anticorpo monoclonal quimérico (67). Na presenca de
contraindicagdes ou em situagdes clinicas individualizadas, a terapia bioldgica pode ser iniciada com
outros DMCD bioldgicos, como moduladores da co-estimulacéo da célula T (abatacepte) e anticorpos
contra o receptor da IL-6 (tocilizumabe)(68—70). Recentemente, foram aprovados os inibidores de Janus
quinases (Janus kinase — JAK), como o tofacitinibe e o upadacitinibe, denominados DMCD alvo-
especificos para terapia na AR (71). A agdo dessa nova classe de drogas ocorre a nivel intracelular, com
a inibicdo da fosforilacdo e da ativacdo de JAK especificas, levando a diminui¢do da producdo de
citocinas e & modulacao da resposta imune. Como escolha dentro da nova classe hd 0 DMCD bioldgico
depletor de células B denominado rituximabe, o qual é aprovado para o tratamento da AR ap6s a falha
com o inibidor de TNF e tem sido usado como tratamento de terceira linha nessa estratégia terapéutica
(55). H& algumas diferencas entre os DMCD alvo-especificos quanto ao mecanismo de acao, pois eles

irdo bloguear proteinas JAK especificas, como o tofacitinibe é um inibidor preferencial da JAK1/JAKS,
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0 upacitinibe, que possui seletividade para JAK1 sobre JAK2 e o baricitinibe que bloqueia os subtipos

JAK1 e JAK2 (72).

‘ Monoterapia Em todasas fases:

{preferencialmente MTX) ‘ A

*Prednisona até 15 mg/dia
ivalent {
Falha apés 3 meses ou equivalente {usar pelo
menor tempo possivel)

~Corticoide intra-articular

L. e/ou AINH e analgésicos
EE ‘ Resposta parcial ao MTX | | Intolerancia a0 MTX |
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l \ i Falha apds 3 meses
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Figura 3. Fluxograma de tratamento medicamentoso para a AR da Sociedade Brasileira de
Reumatologia no Brasil, proposto pela Comissdo de AR da SBR. DMCD, drogas modificadoras do
curso da doenga; MTX, metotrexato; anti-TNF, medicacdes antifator de necrose tumoral, ABAT,

abatacepte; RTX, rituximabe; TOCI, tocilizumabe; ICAD, indices compostos de atividade da doenca.

Um outro aspecto importante no tratamento da AR, é 0 manejo das comorbidades associadas,
como doencas cardiacas, renais e depressdo, pois elas refletem tanto o processo da doenga como o seu
tratamento (30). Apesar dos avangos no tratamento da AR e das diversas classes de medicamentos
disponiveis, os tratamentos farmacol6gicos, por vezes, ndo sdo capazes de atenuar danos extrarticulares
como déficits musculoesqueléticos, os quais resultam em declinio da funcéo fisica e da qualidade de

vida dos pacientes.

2.7 Envolvimento muscular na artrite reumatoide
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O acometimento articular decorrente da doenca causa forte impacto nos tecidos extra articulares
e pode ocasionar mudancas adversas na composicdo corporal - especificamente, redu¢do do musculo
esquelético (73). Alguns estudos relatam que a intensidade da sinovite e a alta atividade da doenca
culminam no aparecimento de danos nos tecidos periféricos a articulacéo (3). Mesmo ap6s o paciente
atingir um controle sobre a atividade da doenca, a perda muscular ainda é recorrente e uma causa

importante do aumento da morbidade e da mortalidade (4,74).

Pacientes com AR podem atingir 10% menos massa magra apendicular quando comparados
com individuos saudaveis além de menor densidade muscular, um indice que mensura a quantidade de
gordura intramuscular, em comparacdo com a amostra considerada saudavel (4,5,75). Blum e
colaboradores demonstraram que pacientes com AR do sexo feminino apresentam espessura muscular
diminuida (23,3% menor) quando comparados com mulheres saudaveis. Também, apresentam menor
angulo de penacdo (14,1% menos), angulo da fibra muscular em relacéo a linha de agdo do mdsculo,
do que mulheres saudaveis (6). Em mdsculos de grande porte, como o quadriceps, ha consideraveis
diferencas em relacdo ao comprimento do fasciculo e isometria muscular (6). A perda de massa magra
culmina para a piora da fungéo fisica resultando em aumento de fadiga, fraqueza muscular e episodios
de quedas para os pacientes com AR ja na doenga inicial (76). Além disso, demonstrou-se que
individuos com AR apresentam déficits mais pronunciados na area e na densidade muscular quando ha
baixa massa gorda, e que 0 aumento da destruicdo articular esta associado a maiores déficits musculares
(77). Remediar a perda da funcdo fisica e musculoesquelética nos pacientes em conjunto com a
necessidade de manter a atividade baixa da doenca tém sido um desafio para a equipe médica como
também a necessidade de buscar o melhor entendimento sobre a associacdo entre a AR e a incapacidade

fisica (78).

A atrofia generalizada de fibras musculares, pode ser uma das causas que geram a perda de
funcdo fisica nos pacientes, uma vez que pode culminar em perda muscular acentuada afetando de 10%
até 67% dos pacientes (7,79-82). Tambem, alguns fatores como o carater inflamatério da doenca séo

fortemente associados com a perda muscular na AR e o quadro de piora da fungéo fisica, como a
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exposicdo prolongada a citocinas pré-inflamatérias, principalmente TNF-a, IL-18 e IL-6, 0 impacto
hormonal, sedentarismo, ingestdo inadequada de proteinas e o tratamento com glicocorticoides — todos
resultando em reducéo de sintese e aumento de degradacdo de proteinas musculares (66,83,84). Em
estudos envolvendo pacientes com AR, os niveis de citocinas pro inflamatérias foram duas vezes
maiores no tecido muscular quando comparado aos niveis sistémicos encontrados, dessa forma sugeriu-
se que o musculo é um potencial produtor local de citocinas e estas tém uma influéncia negativa no
crescimento de fibras musculares (74). A intensidade da inflamacéo e severidade da doenca ja foram
descritas como fatores que promovem a perda muscular na AR (85). A AR em alta atividade resulta em
aumento dos mediadores inflamatorios e dessa forma, no aumento da inflamag&o sistémica, o que se
torna um importante contribuinte para a disfungdo do muasculo esquelético além de estudos ja apontarem
que citocinas pré-inflamatérias como o TNF e a IL-1 provavelmente atuam como mediadores centrais
da perda de massa muscular na AR (86); além disso, estudos em murinos mostraram que o blogueio do
TNF pode ativar vias envolvidas no ganho de musculo esquelético, sugerindo que o TNF funciona como
um importante contribuinte da perda muscular. Por outro lado, o TNF pode ndo ser o Gnico mediador,
visto que a inibicdo concomitante de IL-1 e TNF é mais eficaz na reducdo do declinio muscular (87).
Ha evidéncias crescentes de que a inflamacdo crbnica pode produzir uma modificacdo sistémica
profunda do microambiente celular que pode afetar a sobrevivéncia, reparo e manutencao das células
musculares e ativacao de células precursoras (88). O ambiente inflamatorio e a influéncia da atividade
da doenga corroboram para o quadro de perda muscular decorrente da AR, porém ha poucas
informacdes a respeito do estado de ativacdo e inibicdo de células regeneradoras de fibras. Nesse
contexto, as células satélites, células precursoras das fibras musculares podem ter seu papel alterado
por consequéncia da inflamacgdo cronica e, dessa forma, estabelecer o quadro de perda de massa

muscular observado em pacientes com AR.

2.8 Fatores de crescimento e diferenciagéo

A superfamilia do TGF-p compreende um grande nimero de proteinas secretadas, entre elas os
fatores de crescimento e diferenciacdo 8 e 11 (GDF-8, GDF-11). Os GDFs regulam varios processos

bioldgicos fundamentais como o desenvolvimento embrionério e a regulacdo pés-natal de 6rgéos (120).
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O GDF-8 e 0 GDF-11 realizam a transdugdo de sinal pelos receptores activina tipo I1B e tipo 1A
(ActRIIB/IIA) e, sequencialmente, ativam fatores de transcricdo Smad 2 e 3 (figura 3) (12)(13)(14).
Alguns estudos descrevem a sinalizacdo via Smads 2 e 3 como um regulador negativo do crescimento
muscular podendo induzir um quadro de atrofia intensa (12)(13)(14). Em vista disso, ligantes TGF-f
podem desempenhar um papel relevante na homeostase entre a degradacdo e a sintese proteica e
contribuir para a fisiologia muscular. J& foi reportado que os niveis supra fisiol6gicos de GDF-11 e
GDF-8 podem induzir atrofia do musculo estriado (121). Em adicao, altos niveis de GDF-11 induzem
niveis comparaveis de atrofia miotubular em células C2C12 através da ativacdo de p-SMAD2 / 3 além
de causar atrofia do misculo esquelético e cardiaco, induzindo um fen6tipo caquético em camundongos
saudaveis (122). O GDF-15, um fator de crescimento e diferenciacao participante da familia TGF-f tem
apresentado grande importancia na perda de massa corporal decorrente de doengas cronicas; GDF15 é
um horménio induzido pelo estresse que é liberado por muitos tecidos, incluindo muasculo liso vascular,
células cardiacas e endoteliais, macréfagos e adipocitos em resposta a diversas condi¢des pro-
inflamatdrias, como obesidade, resisténcia a insulina, insuficiéncia cardiaca e cancer (123, 122). Altos
niveis circulantes de GDF-15 e subsequente perda de peso foram associados ao estagio e extensao da
progressdo da doenca e a todas as causas de mortalidade em doencas cronicas em que o0s pacientes
apresentam caguexia como comorbidade. Curiosamente, a perda de peso foi revertida pela
administracdo de anticorpos monoclonais contra 0 GDF15 no musculo esquelético em varios modelos

animais caquéticos (25, 124, 125).

Juntas, as proteinas TGF-B e seus componentes sinalizadores exercem controle fisiologico
sobre a proliferagéo, diferenciacdo, apoptose, adesédo e deposicdo de matriz extracelular, controlando
assim a embriogénese, organogénese e homeostase do tecido adulto. Além disso, ha evidéncias
crescentes de que as proteinas TGF-3 agem em conjunto para regular o crescimento e o remodelamento

do musculo esquelético (12, 14, 120).
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Figura 4. Sinalizagdo GDF-8 e GDF-11. Abreviaturas: GDF-8: Fator de crescimento e

diferenciagdo 8; GDF-11: Fator de crescimento e diferenciagdo 11; ActRIIB/IIA: receptores activina
tipo 11B e tipo llA; ALK: linfoma anaplasico quinase; PI13K: fosfatidil-inositol 3-quinase; AKT:
proteina quinase B; mTOR: alvo da rapamicina em mamiferos; FoxO: forkhead box O; MAPK
proteina cinase 7 ativada por mitogénio.

2.9 Fator de crescimento e diferenciacdo 8 (Growth differentiation factor 8- GDF-8)

O GDF-8 (também conhecido como miostatina) é um regulador negativo do crescimento

muscular esquelético, principalmente por meio da diminuicdo da miogénese (15). O GDF-8 é expresso
principalmente no masculo esquelético e atua como um inibidor autocrino/paracrino do crescimento do
musculo. Ele é comumente chamado de miocina por sua secre¢do muscular ter capacidade de influenciar
no carater sistémico do individuo (17). Inicialmente, € sintetizado como uma proteina precursora de 52
kDa, a qual sofre processamento proteolitico originando um peptideo maduro de, aproximadamente, 26
kDa para ser liberado na circulagdo sanguinea (126). Os seus efeitos no musculo s&o conhecidos e sabe-
se que a delecdo do gene do GDF-8, ou a inibicdo da sua funcgdo, leva a hipertrofia e hiperplasia

muscular em mamiferos (127). Estudos com animais nocaute, ou com muta¢édo no gene do GDF-8,
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demonstraram aumento da massa muscular pelos processos de hipertrofia e hiperplasia (128). Como
tratamento, em modelos animais de atrofia por imobilizacdo e em condicGes de microgravidade, o
blogueio da acdo do GDF-8 € capaz de atenuar a atrofia muscular e a perda de capacidade funcional,
embora em modelo de denervagdo a atrofia ndo tenha sido diminuida (129, 130, 131). Os mecanismos
pelos quais 0 GDF-8 aumenta a protedlise do musculo esquelético ocorrem pelo menos em parte, pelo
aumento da expressdo de MuRF-1 e atrogina-1 a fim de e aumentar a degradac&o proteica no musculo
esquelético (132). No entanto, a inibicdo de GDF-8 evitou a perda muscular induzida por GCs,
revertendo o aumento da protedlise em camundongos, enquanto a sintese proteica suprimida nédo foi
alterada (56). E concebivel, portanto, que ao contrario da protedlise, o papel do GDF-8 na sintese de
proteinas pode variar dependendo das condicdes fisiopatoldgicas (133). Na inflamagéo cronica, o GDF-
8 pode ter niveis aumentados em sua expressao e induzir um quadro de sarcopenia via seus efeitos
catabolicos (134). Na AR, foi reportado que ndo ha alteragdo na expressdo proteica de GDF-8 no
musculo em modelos experimentais (16). Por outro lado, um estudo demonstrou que a expressao
proteica de GDF-8 esta diminuida tanto no musculo quanto no soro de animais artriticos (135). Em
estado de remisséo, foi observada uma diminuigdo da expressdo de GDF-8, possivelmente por conta do
efeito positivo da terapia anti-inflamatéria em mediadores que influenciam a miogénese (136). Nas
membranas sinoviais de pacientes, mais especificamente nos FLS, o GDF-8 pode estar estimulando a
producdo de IL-1B, via inibicdo de miR-21-5p, um regulador negativo da producdo de IL-1f, como
também é capaz de induzir TNF (137). Também, o GDF-8 pode ter um papel importante no processo
de regeneragdo muscular pela regulagdo negativa desse processo através da inibicdo de myoD, um
marcador de proliferacdo das células satélites (CS) (15). O tratamento com GDF-8 leva a falha da
diferenciacdo de mioblastos em miotubos por conta da interagédo entre Smad3 e o promotor de myoD e
por conta da poliubiquitinacdo e degradacdo de MyoD pelo proteossomo (15, 133, 138). Entretanto, o
efeito sobre a regeneracdo parece envolver a ativagdo de CS e ndo o seu contelido, uma vez que a
inibicdo de GDF-8 por nocaute ndo promove alteracdo no contetdo de CS durante a idade adulta e ndo
torna esses animais resistentes a sarcopenia (139). In vivo, também se observou aumento na expressao

proteica de enzimas do sistema ubiquitina-proteossomo como consequéncia do tratamento com GDF-8
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levando a maior degradagéo proteica, enquanto a hipertrofia muscular causada pelo nocaute génico ou
pela neutralizacdo do gene do GDF-8 foi relacionada ao aumento na expressao proteica de MyoD e a
diminuicdo da ativagdo do proteossomo (97, 138). Ja4 em modelo murino de sepse, a deficiéncia proteica
de GDF-8 preveniu a atrofia além de aumentar os niveis de MuRF-1, atrogina-1 e induzir a fosforilagdo

de STAT3 (140).

2.10 Fator de crescimento e diferenciacdo 11 (Growth differentiation factor 11
- GDF-11)

O GDF-11 apresenta um estreito parentesco com o GDF-8, uma vez que possuem cerca de 90%
de identidade conformacional. Por conta disso, sugere-se que o GDF-11 também pode ser capaz de
regular negativamente o crescimento da massa muscular além de desempenhar um papel importante na
regulacdo da regeneracao do cérebro, musculo esquelético e coragdo durante o envelhecimento, embora
os resultados sejam, por vezes, contraditorios (18, 141). Embora a sinalizacdo de GDF-8 e de GDF-11
ocorra pelo mesmo receptor, demonstrou-se que 0 GDF-11 é um ligante mais potente para a ativagdo
da via ActRII/Alk/Smad 2/3 do que o GDF-8, uma hip6tese que foi confirmada, posteriormente, pela
andlise da estrutura proteica (18, 142, 143). Com relagdo a acdo do GDF-11, alguns estudos avaliaram
a sua expressdo e influéncia sobre a musculatura esquelética ao longo do envelhecimento. Inicialmente,
demonstrou-se em camundongos que 0s niveis sanguineos de GDF-11 diminuem com o
envelhecimento, e que a administracdo de GDF-11 é capaz de promover a reversao do declinio muscular
esquelético relacionado a idade, bem como a reversdo da hipertrofia cardiaca (20, 21, 19). Por outro
lado, também foi reportado que os niveis séricos de GDF-11 aumentam com a idade em camundongos
e humanos saudaveis e que a administracdo de GDF-11 em camundongos provoca diminuicdo da
regeneracdo muscular (142). Por fim, um estudo demonstrou que em homens saudaveis 0s niveis
circulantes de GDF-11 ndo diminuem com o envelhecimento, mas, ao invés disso, 0s niveis de GDF-8
s&o menores em homens idosos em comparagdo com homens mais jovens (144). Em modelo de AR foi
observado que o GDF-11 antagoniza a inflamagdo induzida por TNF e protege contra o

desenvolvimento de artrite inflamatéria em camundongos (145).
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211 Fator de crescimento e diferenciacdo 15 (Growth differentiation factor 15
- GDF-15)

O GDF-15, anteriormente conhecido como gene 1 ativado por AINE (NAG-1) e citocina inibitéria
de macrofago 1 (MIC-1), € um fator de crescimento e diferenciagdo membro da familia TGFp (122).
Este fator € uma citocina de resposta a0 estresse expressa em cardiomiocitos, adipocitos, células
endoteliais, macréfagos e células musculares lisas em condi¢cdes normais e patoldgicas. Estudos
demonstraram que ele esta associado a caquexia do cancer, doencas cardiovasculares e uma série de
doencas de carater inflamatorio (19). O GDF-15, ndo possui um receptor notadamente conhecido, mas
sabe-se que ele atua como um antagonista para integrina 2, sendo esta essencial para a migragdo de
leucocitos para o local da inflamagdo levando a continuagdo do processo inflamatorio (123). Ele
também tem um papel importante na ativacdo do sistema nervoso central pela ativacdo direta de
neurdnios hipotaldmicos e, dessa maneira, pode induzir a perda de apetite e, eventualmente, a anorexia
(122, 146). Em condigdes fisiologicas, 0 GDF-15 é produzido em niveis baixos, mas aumenta sob
condigdes inflamatorias e sob dano tecidual a fim de proteger os tecidos contra lesdo induzida por
inflamacdo, promovendo uma adaptacdo metabodlica sendo considerado uma miocina induzida por
estresse (23, 147). Ja foi demonstrado que elevacdes de GDF-15 fornece um papel cardioprotetor em
estados de inflamacdo em modelos de sepse (148, 149). Alguns estudos apontam uma relagdo proxima
entre GDF-11 e GDF-15, na qual o GDF-11 é capaz de induzir a perda de apetite através de um
mecanismo indireto, no qual as altas concentragdes musculares de GDF-11 podem provocar uma
elevacdo plasmatica de GDF-15 (23, 24). O GDF-15 também possui uma relacdo sinérgica com o GDF-
8, no qual se observou que a secre¢do de MIC-1 / GDF-15 pode exacerbar a perda muscular e a
disfungdo imunoldgica em camundongos, porém ndo ha efeitos deletérios devido ao aumento dos niveis
de GDF-15 quando ¢é utilizado modelos nocautes para o gene GDF-8 (150, 151). Niveis alterados de
GDF-15 no musculo liso podem induzir um quadro de atrofia como também inibir a ativacdo

macrofagica local (152).

Em pacientes com AR, alguns estudos relataram niveis séricos elevados de GDF-15 e a associa¢do
positiva entre GDF-15 sérico e atividade de doenca (153). Brown et al. demonstraram uma associacdo

de niveis sisttmicos de GDF-15 com a atividade da doenca e eroséo da cartilagem com diminuigao dos
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indices ap6s o tratamento medicamentoso, o qual sugeriu um papel importante do GDF-15 no
desenvolvimento da AR (154). Adicionalmente, Tanrikulu et al. reportaram niveis altos de GDF-15 em
pacientes com alta atividade da doenca em comparagdo com pacientes em remissdo além de associar
implicagbes da doenca aos niveis proteicos encontrados (155). Entretanto, ndo ha relatos sobre a

influéncia do GDF-15 sobre a perda de massa muscular decorrente da AR.

37



3 MARCO CONCEITUAL
Estudos demonstram que alguns fatores de crescimento e diferenciagdo apresentam efeitos sobre o

metabolismo e catabolismo muscular em diversas condigdes fisioldgica e patologicas. Visto que a AR
é uma doenga na qual os pacientes apresentam perda de massa muscular e sabe-se que a perda de massa
muscular contribui para incapacidade fisica destes pacientes, € valida a investigagdo a respeito dos
niveis de GDF-8, 11 e 15 no musculo de animais induzidos com artrite e em células precursoras

musculares.

Figura 5. Esquema do papel dos fatores de crescimento e diferenciacdo na AR.
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4 JUSTIFICATIVA
A literatura demonstra que as moléculas membros da superfamilia do TGF-Bapresentam funcdes

em diferentes tecidos, incluindo madsculo esquelético. Sabe-se que a perda muscular € prevalente e que
afeta profundamente a funcionalidade e a qualidade de vida dos pacientes com AR. Estudos recentes
tém ressaltado a importancia da familia TGF-p no acometimento muscular decorrente do
envelhecimento. Devido a escassez de informagGes sobre o tema na AR, a investigacdo de possiveis
mediadores envolvidos na perda muscular poderd auxiliar no esclarecimento da fisiopatogenia da
doenca e dessa comorbidade, bem como na busca por potenciais novos alvos terapéuticos. Portanto, a
avaliacdo da expressdo e niveis de GDFs no modelo de artrite induzida por colageno (CIA) é uma boa

estratégia para o entendimento dos mecanismos envolvidos na perda muscular da artrite.
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5 OBJETIVOS
5.1 Objetivo geral
Avaliar os niveis séricos e musculares de GDF-8, GDF-11 e GDF-15 ao longo do desenvolvimento da

artrite induzida por colageno (CIA).

5.2 Objetivos especificos

= Avaliar o peso corporal e muscular;

= Auvaliar o escore clinico da doenga;

= Avaliar o0 edema dos membros pélvicos;

= Auvaliar a forca muscular;

= Avaliar a fadiga e velocidade de marcha;

= Avaliar a area transversal da miofibra no musculo tibial anterior;

= Avaliar a expressdo génica de GDF-11, GDF-8 e GDF-15 no musculo gastrocnémico;

= Avaliar expressdo proteica de GDF-11, GDF-8 e GDF-15 no musculo gastrocnémico;
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