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RESUMO

Base tedrica. A artrite reumatoide (AR) é uma doenca autoimune sistémica, caracterizada por
sinovite cronica que leva a destruigdo da cartilgem e do osso. Os fibroblastos sinoviais (FLS)
na AR possuem um papel central na inflamacgéo sinovial e na degradacéo da articulagdo. Um
mecanismo adicional pelo qual os FLS podem contribuir para a degradacdo articular na AR é
por meio da expressdo de miocinas, como a miostatina. Miocinas sdo citocinas e fatores de
crescimento derivadas do musculo esquelético e que tém como func¢des ndo apenas a regulacao
autocrina do metabolismo do tecido muscular, mas também atividades paracrinas. A miostatina
é caracterizada por inibir a sintese proteica e aumentar a degradacdo de proteinas no tecido
muscular e por aumentar a osteoclastogénese no tecido 6sseo. Outras miocinas que também
apresentam atividade nos tecidosmuscular edsseosdo o fator de crescimento e diferenciacdo 11
(GDF11) e a irisina. Em relacdo ao GDF11, os dados mostram resultados opostos em relagéo as
suas fungbes nestes tecidos, ndo havendo um consenso na literatura. A irisina apresenta acoes
opostas a da miostatina, tanto no tecido muscularquanto no 6sseo. Dados sobre niveis séricos e

principalmente sinoviais destas miocinas em pacientes com AR ainda sdo escassos na literatura.

Objetivo. Avaliar e comparar 0s niveis de miostatina, GDF11 e irisina no liquido sinovial e no

soro de pacientes com AR usando como controle um grupo de pacientes com osteoartrite (OA).

Metodos. Foram realizadas coletas de liquido sinovial e sangue em 11 pacientes com AR e 5
pacientes com OA. A atividade da doenca foi avaliada pelo Clinical Disease Activity Index
(CDAI). Os medicamentos utlizados pelos pacientes com AR, o tempo de duragdo da doenca e
a presenca de doenga erosiva foram consultados nos prontuarios.As analises dos niveis de
miostatina, GDF11 e irisina no liquido sinovial e no soro foram realizadas pelo método de
ELISA.

Resultados. A média de idade dos pacientes com AR foi de 65 anos e a média do tempo de
duracdo da doenca foi de 16 anos. A média do CDAI foi de 12,8, sendo que 27,3% dos
pacientes foram classificados com atividade baixa da doenga e 72,7% com atividade moderada
da doenca. No momento das coletas 18,2% dos pacientes estavam usando medicamentos
modificadores do curso da doenca (MMCD) bioldgicos e 72,7% estavam usando metotrexato.
A presenca de doenca erosiva foi encontrada em 27,3% dos pacientes. A média de idade do
grupo OA foi de 66 anos. Os niveis séricos de GDF11 foram mais altos no pacientes com AR
do que no grupo OA (347,50 (31,30- 1818,00) versus 31,30 (31,30- 31,30); p=0,052). Os niveis

de miostatina e irisina no liquido sinovial e no soro, bem como os niveis de GDF11 no liquido



sinovial ndo foram diferentes significativamente entre os grupos. Nos pacientes com AR 0s
niveis de miostatina e de GDF11 no liquido sinovial foram significativamente mais baixos do
que no soro (31,30 (31,30-181,80) versus 817,20 (334,30- 994,70); p= 0,007); (31,30 (31,30-
88,13) versus 347,50 (31,30- 1818,00); p=0,018), respectivamente. O tempo de duracdo da
doenca nos pacientes com AR foi negativamente associadocom o0s niveis de miostatina no
liquido sinovial (r=-0,684, p=0,02). O CDAI e a presenca de doenca erosiva ndo foram

associados com os niveis de miostatina, GDF11 e irisina no liquido sinovial e no soro.

Conclusao. Nos encontramos niveis séricos de GDF11 mais altos no grupo AR comparado ao
grupo OA. Nos pacientes com AR 0s niveis de miostatina e GDF11 no liquido sinovial foram
mais baixos do que no soro.Nossos resultados contribuem para o conhecimento sobre a
participacdo das miocinas na patogénese da AR. Além disso, 0s niveis séricos mais elevados de
GDF11 encontrados no grupo com AR podem estar relacionados a uma tentativa compensatdria

contra o estado inflamatério da doenca.

Palavras chave. Artrite reumatoide, masculo, 0sso, miocinas, miostatina, irisina, GDF11.



ABSTRACT

Background. Rheumatoid arthritis (RA) is an autoimmune systemic disease, characterized by
chronic synovitis that leads to cartilage and bone destruction. Synovial fibroblasts (FLS) in RA
play a central role in synovial inflammation and joint degradation. An additional mechanism by
which FLS can contribute to joint degradation in RA is through the expression of myokines,
such as myostatin. Myokines are cytokines and growth factors derived from skeletal muscle and
whose functions are not only the autocrine regulation of muscle tissue metabolism, but also
paracrine activities. Myostatin is characterized by inhibiting protein synthesis and increasing
protein degradation in muscle tissue, and by increasing osteoclastogenesis in bone tissue. Other
myokines that also have activity in bone and muscle tissues are growth and differentiation factor
11 (GDF11) and irisin. In relation to GDF11, published data have shown contradictory results
regarding its functions in these tissues. Irisin has opposite actions to myostatin, both in muscle
and bone tissue. Data on serum and mainly synovial levels of these myokines in RA patients are
still scarce in the literature.

Objective. To assess and compare synovial and serum levels of myostatin, GDF11 and irisin in
patients with RA using a group of patients with osteoarthritis (OA) as control.
Methods.Synovial fluid and blood were collected from 11 RA patients and 5 OA patients.
Disease activity was assessed by Clinical Disease Activity Index (CDAI). Drugs used by RA
patients, disease duration and presence of erosive disease were consulted in medical records.
Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) was performed to evaluate myostatin, GDF11
and irisin synovial fluid and serum levels.

Results.RA patients presented mean age of 65 years and mean disease duration of 16years.
Mean clinical disease activity was 12.8, 27.3% of the patientswere classified in low disease
activity and 72.7% in moderate disease activity. Biological disease-modifying antirheumatic
drugs(bDMARDs) were being used by18.2% of the patients and 72.7% of the patients were
using methotrexate at the time of samples collections.Presence of erosive disease was found in
27.3% of patients.Mean age of patients with OA was 66 years. GDF11 serum levels were higher
in RA patients (347.50 (31.30- 1818.00) than in OA group (31.30 (31.30- 31.30); p=0.052).
Myostatin and irisin synovial fluid and serumlevels, as well as GDF11 synovial fluid levels, did
not differ between RA patients and OA group.In RA patients, myostatin synovial fluid levels
(31.30 (31.30-181.80) were lower than in serum (817.20 (334.30- 994.70); p= 0.007) and
GDF11 synovial fluid levels (31.30 (31.30- 88.13) were also lower than in serum (347.50
(31.30- 1818.00); p=0.018). Disease duration was negatively correlated with myostatin synovial

fluid levels (r=-0.684, p=0.02). CDAI and presence of erosive disease were not associated with
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myostatin, GDF11 and irisin levels in synovial fluid and in serum

Conclusion. We found higher GDF11 serum levels in RA group compared to OA group. In RA
patients myostatin and GDF11 synovial fluid levels were lower than in serum. Our results
contribute to the knowledge about myokines participation in RA pathogenesis. Additionally, the
higher GDF11 serum levels found in RA group could be related to a compensatory attempt

against the disease inflammatory state.

Key Words. Rheumatoid arthritis, muscle, bone, myokines, myostatin, GDF11, irisin.
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1. INTRODUCAO

A artrite reumatoide(AR) é uma doenga autoimune, inflamatdria, sistémica e de
etiologia desconhecida. Ela é caracterizada por sinovite crdnica, simétrica e erosiva, que
leva a destruicdo da cartilagem e do 0sso(1,2).0s fibroblastos sinoviais (FLS) na AR
possuem um papel central na inflamacdo sinovial e na degradacdo articular. Na
articulacdo artritica estas celulas mudam seu perfil, passando a apresentar resisténcia a
apoptose, aumento da proliferacdo e migracdo, bem como o aumento da capacidade de
invasdo (3). Esse dano articular causa deformidade e contribui para a incapacidade
funcional e diminuicdo da qualidade de vida em pacientes com AR(4).

O tecido muscular, que também ¢é afetado na AR levando os pacientes a perda
muscular, é o principal produtor e alvo primario das miocinas(5,6). Como as miocinas
sdo citocinas e fatores de crescimento derivados do muasculo esquelético e liberados na
circulacdo, elas ttm como fungdes ndo apenas a regulacdo autocrina do metabolismo do
tecido muscular, mas também atividades paracrinas (7,8). A miostatina € uma miocina
caracterizada por inibir a sintese de proteinas e aumentar a degradacdo de proteinas no
tecido muscular, e por aumentar a osteoclastogénese no tecido dsseo (9-11). A
expressdo da miostatina foi relatada em tecidos sinoviais de pacientes com AR e
camundongos artriticos, especificamente nos FLS. Alem disso, a estimulacdo dos FLS
com citocinas inflamatorias resultou na regulacdo positiva da miostatina, o que sugere
que os FLS sejam uma fonte de miocinas (11). Em contraste com os achados na
articulagdo artritica, a avaliacdo da miostatina sérica demonstrou que pacientes com AR
em remissdo apresentam niveis mais baixos em comparacdo com individuos controle
(12).

Outras miocinas que também apresentam atividade no tecido 6sseo e muscular
sdoo fator de crescimento e diferenciacdo 11 (GDF11) e a irisina. Dados publicados
sobre 0 GDF11 tém mostrado resultados contraditérios em relacdo as suas fungdes
nestes tecidos. Foi relatado que o GDF11 induz a diferenciacdo de osteoblastos,
enquanto outro estudo mostrou que ele inibe a diferenciagdo de osteoblastos e estimula
a osteoclastogénese(13,14). No musculo, um estudo mostrou que sua administracdo
melhora o desempenho e reparo do masculo esquelético, enquanto outro demonstrou
que sua administracdo inibiu a diferenciacdo de mioblastos e a regeneracdo muscular
(15,16). Em relacdo a irisina, ela possui agdes opostas a miostatina. A irisina aumenta a

massa 0ssea, reduz o numero de osteoclastos e aumenta a expressdo de genes
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osteoblasticos, além de promover a diferenciacéo e proliferacdo de osteoblastos (17,18).
No musculo, ela estimula genes relacionados ao crescimento muscular e induz a
hipertrofia do muasculo esquelético(19,20). Embora a expressao de irisina ndo tenha sido
especificamente estudada na articulacdo da AR, o tratamento com GDF11 recombinante
foi capaz de reduzir a gravidade da degradacéo articular em um modelo animal de artrite
(21). Além disso, os niveis séricos de irisina foram investigados em pacientes com
AR e correlacionados inversamente com a atividade e a duracdo da doenca, bem como
com as manifestacOes extra-articulares e a rigidez matinal (22,23). Quanto ao GDF11,
sua concentracdo circulante em pacientes com AR ainda néo foi avaliada.

Devido as funcdes recentemente identificadas das miocinas no tecido sinovial,
além de sua conhecida influéncia nos tecidos muscular e ésseo, todos afetados pela AR,
é importante o estudo desses marcadores tanto em nivel articular quanto circulante. Esse
conhecimento pode contribuir para o entendimento da patogénese e para a busca de
biomarcadores que possam melhorar o diagnoéstico e 0 manejo dos pacientes. Além
disso, novos dados sobre miocinas na AR podem contribuir para o desenvolvimento de
novas intervencdes terapéuticas. Assim, este estudo teve como objetivo avaliar e
comparar 0s niveis sinoviais e séricos de miostatina, GDF11 e irisina em pacientes com

AR, utilizando um grupo de pacientes com osteoartrite (OA) como controle.
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2. REVISAO DALITERATURA

2.1 Estratégias para localizar e selecionar as informacges

Estarevisdodaliteraturaestafocada nos mediadores secretados pelo tecido muscular
e suas acdes nos tecidos sinovial e 6sseo na artrite reumatoide. A estratégia de busca
envolveu as bases de dados do PubMed, Scielo e Embase. Foram realizadas buscas a
partir dos termos “rheumatoid arthritis”, “muscle”, “synovial tissue”, “bone”,

“myokines”, “myostatin”, “GDF11”, “irisin”.

“rheumatoid arthritis”, “muscle”, “synovial tissue”, “bone”,

“myokines”, “myostatin”, “GDF11”, “irisin”

PubMed Scielo Embase

Total de artigos encontrados

2983 135 1754

I

Numero total de artigosincluidos

101

Figura 1- Estratégias para localizar e selecionar as informagdes
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2.2 Artrite reumatoide

A artrite reumatoide(AR) é uma doenca autoimune, inflamatdria, sistémica e de
etiologia pouco desconhecida. Ela é caracterizada por sinovite crdnica, simétrica e
erosiva, acometendo preferencialmente as articulagcdes periféricas(24). Os sintomas
clinicos da doenca incluem edema, rigidez nas articulacBes e consequentemente reducgéo
dos movimentos(24).Apesar de envolver principalmente as articulagbes, a AR causa
manifestacdes extra-articulares como nodulos reumatoides, fraqueza muscular, doencas
de pele, manifestacbes oculares e vasculite, além de poder acometer rins, coragdo e
sistema nervoso central e periférico (25)(26). Essas manifestacGes agravam a doenca,
levando a um aumento da incapacidade funcional, diminuicdo da qualidade de vida e
aumento da mortalidade (4). Aprevaléncia da AR é de 0,46% no Brasil e de 1% no
mundo, sendo sua incidéncia mais comum emindividuos entre os 40 e 70 anos de idade,
com uma ocorréncia maior em mulheres(27)(28).

Apesar da etiologia da AR ndo ser completamente descrita, sabe-se que fatores
ambientais, genéticos e epigenéticos estdo envolvidos com a suscetibilidade e a
severidade da doenca (2). Alguns fatores ambientais associados a AR sdo exposicdo a
silica, tabagismo, deficiéncia de vitamina D, obesidade e alteracdes na microbiota
(28)(2). Quanto aos fatores genéticos, sabe-se que 50% do risco de desenvolver AR é
atribuido a eles. Atualmente, mais de 30 regides génicas associadas ao desenvolvimento
da doenca ja foram identificadas, como os alelos do antigeno leucocitario humano
(HLA)-DRB1, que contém um motivo comum, denominado de epitopo compartilhado e
0 gene PTPN22 (29). As alteracGes epigenéticas envolvem a metilacdo de DNA,
modificacbes de histonas e RNAs ndo codificantes. Essas alteracbes além de
contribuirem para a etiologia da AR, estdo envolvidas nos mecanismos de
desenvolvimento da doenca e atuam como biomarcadores da progressao e atividade da
doenga (30).

Diversos mecanismos estdo envolvidos na patogénese da AR. Um evento inicial
para 0 desenvolvimento da doenca sdo as modificagcbes pds-traducionais, como a
citrulinacdo de proteinas, a qual origina novos epitopos. Estes sdo reconhecidos pelo
sistema imune adaptativo e apresentados pelas células apresentadoras de antigenos as
células T que, por sua vez, estimulam as células B a produzirem uma variedade de
anticorpos (2). Os anticorpos formados reconhecem auto-proteinas (proteinas do proprio
individuo) sendo, portanto, denominados autoanticorpos. Os principais autoanticorpos

presentes na AR sdo o fator reumatoide (FR), o qual reage contra a porcdo Fc da
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imunoglobulina G formando complexos imunes, e 0s anticorpos anti-peptideos
citrulinadosciclicos (Anti-CCP) que possuem como alvo as proteinas/peptideos que
sofrem citrulinacdo (31)(2). A presenca destes autoanticorpos circulantes pode ser
detectada anos antes do aparecimento dos sinais clinicos da doenca. Além disso, a
presenca do FR e do Anti-CCP esté associada com um pior prognéstico da AR (32).

A resposta autoimune gerada leva inicialmente a um processo inflamatorio na
membrana sinovial. Esta inflamacdo é caracterizada, primeiramente, pelo infiltrado e
acumulo de leucdcitos, principalmente neutréfilos, os quais sdo atraidos por moléculas
de adesdo e quimiocinas expressas na sindvia (33). Posteriormente, ocorre intensa
proliferacdo de células T (principalmente CD4") e B, plasmocitos, mastocitos e células
dendriticas. Além disso, os macréfagos sinoviais (MLS) e fibroblastos sinoviais (FLS),
que sdo uma importante fonte de citocinas e proteases, aumentam sua proliferacéo,
levando a hiperplasia da membrana sinovial (34). Esta hiperplasia sinovial, juntamente
com o infiltrado das células inflamatérias e a estimulacdo da angiogénese, leva a
formagdo de um tecido invasivo denominado pannus, o qual invade as estruturas
adjacentes, gerando danos a cartilagem e ao 0sso, destruindo progressivamente a

articulacgdo (33) (Figura 2).

Osteoclasto
Cépsula ——— Fibroblasto

articular i
Macrofago

Célula Dendritica
- — CélulaT
Q Plasmécito
CélulaB

Membrana ganniiz—

sinovial

(@]

Espago
articular

Angiogénese

Neutrofilo extensa

Cartilagem

s Mastocitos
Sinovidcitos |

Membrana
sinovial

%) hiperplasica

Osso

Figura 2: Alteragdes articulares na artrite reumatoide.

a) Articulacdo saudavel; b) Articulacdo doente (Adaptado de Smolen and Steiner, 2003).

A patologia da AR também envolve a producdo e liberacdo de citocinas pro-
inflamatdrias e outros mediadores por diferentes tipos celulares. Os neutrofilos

sintetizam prostaglandinas, proteases e espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, além
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de secretarem fator de necrose tumoral (TNF) e metaloproteinases (MMPs) (35). Os
macrofagos produzem TNF-a, interleucina-1p (IL-1p), IL-6, IL-8, MMPs, quimiocinas
e, também, realizam fagocitose e apresentacdo de antigenos. As células B produzem IL-
6, TNF-a e sdo precursores de plasmocitos secretores de autoanticorpos, além de
processarem e apresentarem antigenos, promovendo a ativacdo das células T. Estas, por
sua vez, sintetizam interferon-y (IFN-y), TNF e IL-17 (35).

Embora ocorra a participacdo de vérias citocinas na patogénese da AR, o TNF-a,
a IL-6 e a IL-1 sdo mediadores cruciais na migracao de células e no estabelecimento da
inflamacéo (35). O TNF-a desempenha um papel fundamental através da ativagdo da
expressdo de citocinas e quimiocinas,supressdo de células T regulatorias, inducdo da
angiogénese e da dor (36). A IL-6 promove a ativacao local de leucdcitos e a producao
de autoanticorpos. Ja a IL-1, além de promover a ativacdo de leucocitos, também
promove a ativacao de células endoteliais, condrdcitos e osteoclastos (36)(33).

Adicionalmente a inflamag&o sinovial, ocorre o dano a cartilagem e ao 0sso
subcondral (subjacente a cartilagem articular). A hiperplasia sinovial € a principal causa
do dano a cartilagem, uma vez que os MLS e FLS séao ativados por TNF-a, IL-1 e IL-
6e, consequentemente, passam a sintetizar substancias nocivas a cartilagem, como as
MMPs (35). Citocinas tambeém ativam os condrocitos, levando a liberacdo direta de
MMPs na cartilagem. Somado a isto, o potencial de regeneracéo do tecido cartilaginoso
fica limitado, devido as citocinas e espécies reativas de nitrogénio presentes neste
ambiente, que promovem a apoptose dos condrécitos (35)(33).

O dano ao tecido 6sseo ocorre devido a diferenciacdo de osteoclastos em células
maduras e ativas capazes de reabsorver a matriz 6ssea. Esse processo € desencadeado
pela ligagdo do ligante do receptor ativador do fator nuclear xf (RANKL) aos
precursores de osteoclastos (37). Na sindvia da AR, células T e FLS participam
ativamente da produgdo de RANKL, favorecendo a diferenciagdo dos precursores em
osteoclastos maduros.A diferenciacdo e a ativacdo dos osteoclastos também é
estimulada, em menor proporcao, por citocinas como TNFa, IL-1, IL-6 e IL-17 (37). Os
osteoclastos, entdo ativados, produzem proteases que degradam a matriz 0Ossea

mineralizada e realizam a reabsor¢do 6ssea (38).

2.2.1 Diagnostico e tratamento da AR

O diagnostico da AR é um processo individualizado, baseado em critérios de
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classificacdo que incluem manifestacdes clinicas e testes soroldgicos (2). Atualmente,
os critérios de classificacdo mais utilizados séo os propostos pelo Colégio Americano de
Reumatologia (American College of Rheumatology - ACR) e pela Liga Europeia Contra
0 Reumatismo (European League Against Rheumatism - EULAR) em 2010 (2). Estes
critérios avaliam o envolvimento e distribuicdo das articulagdes acometidas, a duracao
dos sintomas, a sorologia (FR e Anti-CCP) e marcadores de fase aguda (niveis da
proteina C reativa [PCR] e velocidade de sedimentacdo globular [VSG]), atribuindo

uma pontuacao para cada critério (39).

Tabela 1. Critérios de classificagdo para AR segundo ACR 2010.

1. Envolvimento articular (0-5)
e 1 articulagdo média a grande (0)
e 2-10 articulacdes médias a grande (1)
e 1-3articulagBes pequenas (ndo contando articulacfes grandes) (2)
e 4-10 articulagdes pequenas (ndo contando articulagBes grandes) (3)
e > 10 articulacGes (pelo menos uma articulagdo pequena) (5)
2. Sorologia (0-3)
e Fator reumatoide (FR) e anticorpos anti-proteinas/peptideos citrulinados (Anti-CCP)
negativo (0)
e RF e Anti-CCP fracamente positivos (2)
e RF e Anti-CCP fortemente positivos (3)

3. Reagentes de fase aguda (0-1)
e Proteina C reativa e velocidade de sedimentacéao globular(0)

e Proteina C reativa e/ou velocidade de sedimentagdo globular(1)

4. Duracdo dos sintomas (0-1)
e <6 semanas (0)

e 6 semanas ou mais (1)

Ponto de corte para artrite reumatoide: 6 ou mais

Aletaha et al., 2010.

Depois do diagnostico o paciente precisa ser monitorado constantemente.No
entanto, como a AR apresenta uma patogénese bastante complexa, ainda ndo foi
encontrado um biomarcador confiavel para monitorar a sua gravidade, a qual vai além
de testes inespecificos de resposta inflamatdria. Diante disso, até o momento, a
atividade clinica da doenca é o melhor biomarcador que pode ser usado para monitorar a

gravidade da AR (2). Com esta finalidade, sdo empregados na pratica clinica diferentes
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escores e critérios que categorizam o paciente em estratos de atividade. Entre os
escores, 0 mais validado é o Disease Activity Score-28 (DAS-28) que utiliza 28
articulacGes acometidas pela AR, avaliando quais destas estdo edemaciadas e dolorosas,
um marcador inflamatério que pode ser 0 PCR ou 0 VSG e a avaliacdo global da salde
ou da atividade da doenca feita pelo paciente (40). Ao final da avaliacdo, esse indice
utiliza uma formula complexa que gera valores de corte especificos usados para
classificar a atividade da doenca. A classificacdo da atividade da AR é descrita
como:remissdo da doenca, atividade leve, moderada e alta. Outros escores também
utilizadossdo o Simplified Disease Activity Index (SDAI) e oClinical Disease Activity
Index (CDAI), os quais sdo mais simples de calcular comparados ao DAS-28(40). O
SDAI apresenta como resultado a soma simples do nimero de juntas dolorosas (28
articulagdes), do nimero de juntas edemaciadas (28 articulagBes), da avaliacdo da
atividade da doenga feita pelo paciente numa escala analdgica visual de 0 a 10 cm, da
avaliacdo da atividade da doenga feita pelo médico (0 a 10 cm) e da PCR (mg/dL) (41).
O CDAI ¢ ainda mais simples, pois seu calculo ndo leva em consideracdo a PCR no
somatorio, utiliza apenas as quatro primeiras medidas (42).

O tratamento da doenga atualmente envolve uma abordagem baseada em metas
(treat-to-target), através do monitoramento rigoroso da atividade da doenca e na
mudanca do manejo, caso a meta de tratamento nao seja atingida (43). O principal
objetivo do tratamento ndo é a cura, mas a remissao ou pelo menos uma baixa taxa de
atividade da doenca, com a finalidade de restaurar a funcdo fisica na doenga precoce e
maximizar a funcéo fisica na doenca estabelecida, bem como a eliminar a inflamagéo
articular ativa (2).

A base do tratamento da AR sdo os medicamentos modificadores do curso da
doenga (MMCD). Estes medicamentos sdo divididos em diferentes classes, sendo elas: a
classe dos sintéticos convencionais (como metotrexato e leflunomida), a dos sintéticos
alvo-especificos (tofacitinibe) e a dos biologicos (como os inibidores de TNF e
bloqueadores do receptor de 1L-6) (44). Embora seus diversos mecanismos de a¢do néo
sejam completamente conhecidos, seus efeitos séo a reducdo do edema e da dor nas
articulacGes, diminuicdo dos marcadores de fase aguda (PCR e VSG), limitacdo dos
danos progressivos nas articulacfes e melhora da funcdo. O tempo de inicio da acédo dos
MMCDs é lento, assim até que seu efeito farmacoldgico se inicie, sdo utilizados
glicocorticoides por periodos curtos de tempo (2). Dentro da classe dos bioldgicos, 0s

inibidores de TNF foram os primeiros MMCD biologicos licenciados para uso (45).
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Segundo a ultima versdo do consenso da Sociedade Brasileira de Reumatologia para
o tratamento da AR, o tratamento com MMCD deve ser iniciado logo apds o
diagnostico e ajustado conforme for necessario. Na primeira linha de tratamento estéo
0s sintéticos convencionais, tendo como primeira escolha o metotrexato, o qual pode ser
prescrito em monoterapia ou combinado a outro da mesma classe. Como segunda linha
de tratamento séo indicados os MMCD biologicos ouos sintéticos alvo-especificos. Os
bioldgicos utilizados nesta linha sdo os inibidores de TNF, modulator de coestimulagédo
de linfocito T e bloqueador do receptor de IL-6, combinados com sintéticos
convencionais(preferencialmente o metotrexato). O sintético alvo-especifico tofacitinibe
é prescristo preferencialmente com o metotrexato. A terceira linha de tratamento é
iniciada apds a falha do primeiro MMCD biol6gico ou sintético alvo-especifico. Nesta
linha sdo indicadas as mesmas clases da segunda, tendo como diferencial a classe de
biolégico anti-CD20 (rituximabe). E indicado que se faca a troca por um outro
medicamento da mesma classe utilizada na segunda linha de tratamento, mas que tenha
um mecanismo de acdo diferente (44).

Os medicamentos empregados no tratamento da AR sdo utilizados de maneira
combinada, de acordo com o estado do paciente e 0 estadgio da doenca. No entanto,
apesar dos avancos e das diversas classes disponiveis para o tratamento, a presenca dos
efeitos adversos e a necessidade do uso de diversos farmacos ao mesmo tempo, em
alguns casos, leva muitos pacientes a desistirem ou ndo seguirem o tratamento
corretamente. Além disso, as opc¢des atuais falham muitas vezes, o que leva a reativagao
da doenca e muitos farmacos possuem custos elevados, como os agentes bioldgicos.
Portanto, se faz necessaria a busca por novas terapias, com o intuito de solucionar os
problemas relacionados ao tratamento e, assim, melhorar a qualidade de vida dos
pacientes (2,45). Ainda, é importante ampliar o entendimento da fisiopatologia da AR,
identificando as demais moléculas mediadoras do dano articular, bem como de
biomarcadores de atividade da doenca, a fim de facilitar um diagnostico mais precoce,

além do conhecimento de novos alvos terapéuticos.

2.3 Fibroblastos sinoviais

A membrana sinovial saudavel é um tecido que reveste internamente as
articulacdes e é composta por uma camada finade células, normalmente dividida em
dois compartimentos denominados camada intima e camada sub-intima. A intima possui

de 1 a 3 camadas de células e é composta por dois tipos celulares em propor¢oes
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relativamente iguais: MLS e FLS. A sub-intima é composta de tecido conjuntivo frouxo,
irregular, com poucos FLS, MLS e células adiposas(46). Na AR, no entanto, a
membrana sinovial sofre modificacfes se tornando hiperpléasica. A camada intima pode
atingir de 10 a 15 camadas de células e a sub-intima também sofre expansdo com um
infiltrado de células inflamatdrias (células dendriticas, mastécitos, células T e B) e
aumento da deposicdo de matriz extracelular (MEC). Além disso, na camada sub-intima
ocorre a neoangiogénese, em resposta ao aumento da demanda metabdlica do tecido
inflamado e hipdxico (47).

Apesar de diversos tipos celulares estarem envolvidos nas modificagcdes que
ocorrem na membrana sinovial, os FLS se destacam por possuirem um importante papel
tanto no individuo saudavel quanto na patogenia da AR (46). Nas articulacGes
saudaveis, eles controlam a composi¢do do liquido sinovial, produzindo lubricina e
acido hialurénico que auxiliam na lubrificacdo articular. Eles também s&o responsaveis
pelo remodelamento da MEC, através da secrecdo de varios dos seus componentes,
como colagenos, fibronectina e laminina, além de secretarem enzimas que degradam a
matriz, como as MMPs, e seus inibidores (46). Contudo, na AR o comportamento dos
FLS se modifica pois, apds sua ativacéo, estas células adquirem um fenotipo agressivo e
medeiam a inflamag&o e a destruigdo articular (46).

Os FLS de pacientes com AR possuem uma habilidade aumentada de secretar
uma variedade de citocinas,como IL-6 e IL-18, quimiocinas como CCL-2, e fatores pro-
angiogénicos, como o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), quando
comparados aos FLS de pessoas saudaveis (48). A ativacdo dos FLS se deve ao contato
célula-célula e a ativacdo dos receptores do tipo Toll (TLR), os quais fazem parte do
sistema imune inato. Destes receptores, 0s mais expressos nos FLS sdo o TLR2, TLR3 e
TLR4, os quais contribuem para a angiogénense, secrecdo de MMPs, regulacdo positiva
de moléculas de adesdo, hiperplasia sinovial, infiltracdo de células inflamatorias,
inflamacdo crénica, além de promoverem a proliferacdo e maturacdo de osteoclastos, o
que leva a reabsorcéo Ossea (49).

Os FLS também apresentam expressdao aumentada de moléculas de adesdo,
como caderinas e integrinas, as quais auxiliam na fixacdo da sindvia hiperplésica a
superficie da cartilagem. Com esse processo, € estabelecida uma rede
paracrina/autécrina que perpetua a inflamacgéo, recruta novas células inflamatérias para
a articulagdo e contribui para a degradacdo da MEC (46). Em adicdo a producéo e

secrecdo de fatores inflamatdrios, a capacidade proliferativa dos FLS aumenta, por
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conta de um desequilibrio entre proliferacdo e apoptose (48).

Além disso, os FLS apresentam caracteristicas semelhantes a um tumor, como o
aumento da migracao, reducdo da inibicdo por contato, expressdo de proto-oncogenes e
a capacidade de invadir os tecidos adjacentes (48). O fenétipo de invasdo se deve a
capacidade dos FLS de produzirem componentes de degradacdo da MEC, como
colagenases, MMPs e catepsinas, que orientam o equilibrio entre as proteases e seus
inibidores para a destruicdo tecidual. Essa invasividade é também estimulada por
citocinas como IL-1 e TNF, espécies reativas de oxigénio e nitrogénio que tém sua
producdo favorecida pela hipoxia local(48,50). Somado ao potencial invasivo,
responsavel pelo dano a cartilagem, os FLS também podem migrar de uma articulacao
para a outra, propagando a doenca (51). Ainda, s@o capazes de secretar RANKL que
promove a diferenciacdo de osteoclastos, 0s quais geram a erosdo 6éssea, aumentado o
dano articular (48).

Por serem considerados um dos principais contribuintes para a inflamacgéo e
destruicdo articular, os FLS constituem um importante alvo para novas abordagens
terapéuticas na AR. Uma caracteristica dos FLS que propicia seu estudo, é que eles
podem ser isolados do tecido sinovial e cultivados in vitro(46). No cultivo in vitro, seu
fenotipo agressivo e invasivo € mantido, inclusive apresentando correlagdo do grau de
capacidade de invaséo in vitro com o dano articular in vivo. Estudos ja demonstraram
que seu fenoOtipo in vitro esta associado com a taxa de destruicdo articular de pacientes
com AR (52), bem como com o dano histol6gico da articulagdo em ratos (53).

Recentemente, verificou-se que a miostatina (miocina derivada do musculo
esquelético) estd presente na sinOvia de pacientes com AR. A exposi¢do dos FLS
artriticos as citocinas inflamatdrias promoveu a expressdo de miostatina na membrana
sinovial, a qual, por sua vez, aumentou a diferenciacdo de osteoclastos induzida por
RANKL (11)(54). Desta maneira, os FLS possuem um mecanismo adicional que
contribui para a doenca, a producdo de miocinas que levam ao aumento da reabsor¢édo
Ossea (11). Além da miostatina, outras miocinas como o fator de crescimento e
diferenciacdo 11 (GDF-11) e a irisina, ja foram estudadas como tendo papel na
homeostase 6ssea(13,14,17,55-57). No entanto, ndo se sabe, se 0os FLS participam da
secrecdo dessas miocinas no ambiente articular, ou se eles secretam algum mediador

que interfere na atividade dessas miocinas na articulagao.

2.4 Interagcdo musculo-0sso
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O musculo esquelético e 0 0sso estdo intimamente conectados, eles possuem
uma origem comum, compartilham o mesmo sistema integrado que fornece forma e
funcdo fisica e exibem mudancgas significativas ao longo da vida (58). Ambos atuam
como 0rgdos secretorios e se comunicam através de fatores musculares, como as
miocinas, e fatores 6sseos, como a osteocalcina e 0 TGF-B, sendo que alguns desses
fatores tém efeitos positivos e outros negativos no tecido oposto (59). Este conceito de
que as células musculares e 6sseas se comunicam em niveis bioquimicos e moleculares,
além das interacbes mecénicas e, ao mesmo tempo, de maneira complementar a elas,
tem gerado uma nova compreensdo de como 0ssos e musculos atuam de maneira
conjunta, tanto na salde, quanto em situacdes patoldgicas (60).

A interacdo mecanica entre 0sso e musculo é bem compreendida. O 0sso ajusta a
sua massa e arquitetura conforme as mudangas na carga mecanica e as contragdes do
masculo esquelético aplicam carga ao 0sso(61). Nesta perspectiva, a medida que a
funcdo muscular diminui, resulta em diminuicdo da carga sobre o esqueleto, o que levaa
uma diminuicdo da massa 0ssea. No entanto, ndo é possivel explicar totalmente a perda
de massa 6ssea com base na presenca de perda de massa muscular, apenas pela
perspectiva mecénica, o que demonstra a participacao da interacdo molecular entre estes
tecidos (61).

O mdasculo é uma fonte de miocinas e estas podem tanto estimular a formacéo
Ossea quanto contribuir para a perda da massa 6ssea. O tecido 6sseo, por sua vez,
também secreta fatores que possuem efeito no musculo (62). Na AR, j& foi demonstrado
que um destes mediadores moleculares, a miostatina, originalmente secretada pelo
musculo, pode ser expressa diretamente nas articulacfes afetadas, contribuindo, assim,
com a degradacdo articular (11). Neste contexto, conhecer mais a respeito de como
ocorre a comunicacgdo entre estes tecidos e sobre os fatores secretados por eles, é crucial
para 0 desenvolvimento de abordagens terapéuticas para inibir a perda de massa

muscular e 6ssea na AR.

2.5 Miocinas

O termo miocina foi utilizado pela primeira vez no ano de 2003 e se refere a um
conjunto de citocinas ou peptideos sintetizados, expressose liberados pelas fibras
musculares (63)(7). Elas possuem como fung@es a regulacéo autdcrina do metabolismo
no tecido muscular e a regulacao paracrina/endocrina de outros tecidos e 6rgaos, como o

tecido adiposo, tecido 6sseo, figado e cérebro (8).
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2.5.1 Miostatina

A miostatina ou fator de crescimento e diferenciacdo 8 (GDF8)é uma miocina
que pertence a superfamilia do TGF-f e foi descoberta em um estudo que buscava
descrever novos membros da superfamilia do TGF-Ba partir do DNA genémico de
camundongos. Ela foi consideradaum regulador negativo do crescimento muscular
esquelético, inicialmente, através da inibicdo da miogénese (64).De maneira fisioldgica,
a sua expressdo esté restrita principalmente ao musculo esquelético e, em niveis baixos,
nos tecidos adiposo e cardiaco (64)(65). No entanto, foi demonstrado recentemente que
sua expressdo também é alta nos FLS de pacientes com AR(11).

A miostatina é sintetizada como uma proteina precursora de 376 aminoacidos
que para se tornar ativa passa por duas clivagens proteoliticas. Sua forma precursora é
clivada primeiro em miostatina latente por enzimas da familia furina e, apds, em
miostatina madura por enzimas como metaloproteinases, trombospondinas e
integrinas(66)(67). Ela pode ser detectada na circulagdo, predominantemente na forma
latente, e no masculo esquelético esta presente extracelularmente na forma precursora
(68)(69).

A forma madura da miostatina se liga a um dos dois receptores de activina
quinase do tipo Il (ActRIIB em maior grau que ao ActRIIA) que recruta, fosforila e,
assim, ativa os receptores de ativina quinase | (ALK4 e ALKS5), os quais levam a
fosforilagdo e ativacdo dos fatores de transcricdo Smad2 e Smad3. Estas Smads
fosforiladas se conjugam com a Smad4, formando o complexo Smad2/3/4, o qual se
transloca para o nucleo. O acumulo desses fatores no ndcleo resulta na regulagdo dos
genes responsivos a miostatina (70,71). No musculo, quando a sinalizagdo é induzida
por ACctRIIB, ocorre a inibicdo da sintese de proteinas e o aumento das vias de
degradacéo de proteinas, levando a atrofia muscular (9).

Em camundongos nocautepara o gene da miostatina, a massa muscular aumenta
aproximadamente duas vezes em comparagao a de camundongos normais (64). Ainda, a
inativagdo pos-natal do gene da miostatina leva ao aumento da massa muscular pela
hipertrofia e hiperplasia (72). Em um modelo deartrite em coelhos, foi observado uma
reducdo significativa na expressdo proteica da miostatina no musculo, na membrana
sinovial e no soro (73).

Estudos recentes demonstram que a miostatina também participa da regulacdo
do tecido 6sseo (10). A homeostase Ossea ocorre pelo equilibrio entre a reabsorcéo

Ossea pelos osteoclastos e a formacdo dssea pelos osteoblastos. No entanto, na AR essa
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homeostase é interrompida pela formacdo descoordenada de osteoclastos (74). Nesse
contexto ocorre a participagdo da miostatina, a qual regula a diferenciacdo de
osteoclastos através de mecanismos que dependem da interacdo do RANKL e seu
receptor RANK (10). O RANKL é produzido por osteoblastos, linfdcitos T e pelos FLS
de pacientes com AR (37).

Em pacientes com AR, em remissao, foi observada uma diminui¢do nos niveis
séricos de miostatina quando comparada com pacientes controles saudaveis. Esta
diminuicdo pode estar relacionada com o efeito anti-inflamatorio da terapia com
MMCDs, uma vez que, a diminuicdo do ambiente inflamatério pode diminuir a
expressao da miostatina (12). Outro estudo avaliou a concentracdo de miostatina no soro
e liquido sinovial de pacientes com osteoartrite (OA) de joelho. As anélises revelaram
que as concentragdes de miostatina no soro dos pacientes foram mais elevadas do que as
do grupo controle. Ainda, as concentragbes no soro e no liquido sinovial foram
correlacionadas significativamente com a severidade da OA de joelho (75). Nas
membranas sinoviais de pacientes com AR foi encontrado uma maior expressao de
miostatina em comparacdo com pacientes com OA. Neste mesmo estudo, foi
demonstrado que o bloqueio da miostatina, realizado por tratamento com um inibidor,
atenuou a formacdo de osteoclastos induzida por RANKL e reduziu a destrui¢do das
articulacGes em um modelo experimental de AR (11). Ainda, mediadores inflamatorios,
como o TNF, aumentaram a expressdo da miostatina em FLS da AR, sugerindo que a
inflamacéo sinovial pode desencadear a regulacdo da miostatina (11).

Em uma analise do liquido sinovial de pacientes com AR, em comparagdo com
pacientes com OA, os niveis de miostatina e IL-1p (citocina pro-inflamatdria importante
na AR) estavam superexpressos e correlacionados positivamente.Em analises in vitro
com linhagem de FLS artriticos, observou-se que a miostatina regula a expressao de IL-
1B, via inibicdo de miR-21-5p (um regulador negativo de IL-1pB), indicando que a
miostatina promove diretamente a inflamacdo nos FLS pelo aumento da expressdo de
IL-18 (76). Adicionalmente, outro estudo também investigou a participagdo da
miostatina na inflamacdo sinovial da AR e demonstrou uma correlagdo positiva da
miostatina e do TNF-a no tecido sinovial. Os resultados de analises in vitro, mostraram
que a miostatina diretamente induz a expressdo do TNF-a pela via de sinaliza¢ao da
fosfatidilinositol-3-quinase (PI13K)-Akt (77).
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2.5.2 Fator de crescimento e diferenciagdo 11 (GDF11)

O GDF11 é um outro membro da familia do TGF-B que foi identificado ha duas
décadas (78). Ele apresenta um estreito parentesco com o0 GDF8, uma vez que possuem
90% de identidade conformacional nas suas formas maduras (79). O GDF11 é expresso
em tecidos embrionarios, como membros e sistema nervoso, e em tecidos adultos, como
medula espinhal, tecido olfativo, musculo esquelético, cérebro e coracdo, porém os
niveis de expressdo variam entre os tecidos. A sua expressdo é alta no cortex cerebral e
baixa no musculo esquelético, por exemplo (80).

O GDF11 e sintetizado como uma proteina precursora e passa pelas mesmas
clivagens da miostatina para se tornar ativo (Figura 2). Quando ativo, também se liga
aos receptores de activina quinase do tipo Il (ActRIIB e ActRIIA), os quais irdo ativar
os receptores de activina quinase | (ALK4 e ALKS5) que levardo a fosforilacdo dos
fatores de transcricdo Smads2 e 3 (70). No entanto, apesar da alta similaridade entre a
miostatina e o0 GDF11 quanto a estrutura e sinalizacdo, algumas diferencas ja foram
relatadas. Ha evidéncias de que o GDF11 pode sinalizar usando também o receptor tipo
I ALK7 e que ele é um ligante mais potente para a ativacdo da Smad2/3 (79,81).

GDF11 e Miostatina
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Figura 3: Biossintese e processamento proteolitico do GDF11 e miostatina (Adaptado de Walker, 2016).
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O GDF11 foi identificado como um fator circulante que diminui com a idade e
que € capaz de reverter varias patologias associadas ao envelhecimento (82,83). Estudos
experimentais reportaram que a sua administracao reduz a hipertrofia cardiaca associada
a idade, melhora o desempenho e reparo do musculo esquelético, além de aumentar a
neurogénese (15,82,84). No entanto, na literatura, outros estudos apresentam resultados
contrarios quanto a acdo do GDF11 no tecido muscular e aos seus niveis em relacéo a
idade.

Um estudo que analisou os niveis séricos de GDF11l em camundongos e
humanos mostrou que os niveis séricos de GDF11 aumentam com a idade. Além disso,
sua administracdo em camundongos saudaveis inibiu a diferenciacdo de mioblastos e a
regeneracdo muscular (16). Outro estudo também demonstrou que o GDF11 regula o
crescimento do musculo esquelético de camundongos pela inibicdo da diferenciacdo dos
mioblastos. Adicionalmente, mioblastos da linhagem celular C2C12 foram inibidos pelo
tratamento com GDF11 recombinante (85). Ainda, um estudo demonstrou que os niveis
circulantes de GDF11 n&o séo alterados com o envelhecimento em mulheres e homens
saudaveis, mas, ao contrério disso, os niveis de miostatina s&0 menores em homens
idosos em comparagdo com homens mais jovens (86).

Além da participagdo do GDF11 no envelhecimento e no tecido muscular,
diversos estudos tém buscado determinar o papel do GDF11 no metabolismo 6sseo. Em
um estudo foram encontrados niveis diminuidos de GDF11 no soro de camundongos
idosos e com osteoporose, bem como a diminuicdo da expressdo dessa miocina na
medula dssea. Ainda, baseado em estudos in vitro, foi observado que o GDF11 atuou na
osteogénese induzindo a diferenciacdo de osteoblastos (13). Outro estudo também
demonstrou a participagdo desta miocina na osteogénese. Em camundongos nocaute
para 0 GDF11, a massa Ossea estava reduzida devido ao comprometimento da
maturacao de osteoblastos e ao aumento da osteoclastogénese (55).

Contraditoriamente, outros estudos mostram uma participacdo negativa do
GDF11, como um fator de risco para a perda 6ssea. Em mulheres chinesas na pos-
menopausa, foram analisados os niveis séricos de GDF11 e estes foram associados
negativamente com a densidade mineral dssea (87). In vitro, o GDF11 inibiu a
diferenciacdo osteoblastica das células-tronco mesenquimais da medula 6ssea e in vivo,
a injecdo intraperitoneal de GDF11 em camundongos inibiu a formag&o Gssea e acelerou
a perda Ossea relacionada a idade(56). Similarmente, outro estudo também demonstrou

que o GDF11 inibiu, in vitro, a diferenciacdo de osteoblastos, além de estimular a
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osteoclastogénese induzida por RANKL. Ainda, in vivo, a administracdo de GDF11
causou perda dssea e prejudicou a regeneracdo 6ssea em camundongos adultos jovens e
idosos (14).

Quanto a AR, em relacédo a inflamacéo, foi observado que o GDF11 antagoniza
a inflamacdo induzida por TNF-o e protege contra o desenvolvimento de artrite
inflamatdéria em modelos de artrite em camundongos. O tratamento de macrdfagosin
vitrocom TNF-a e GDF11 recombinante, demonstrou que o GDF11 foi capaz de reduzir
0s niveis de citocinas que tiveram seus niveis aumentados ap6s o estimulo com o TNF-
a, como IL-1B e IL-6. Além disso, 0 GDF11 também antagonizou a indu¢do mediada
pelo TNF-a da via de sinalizacdo do NF-kB, a qual é ativada em varias condi¢des

inflamatdrias, como na artrite (21).

2.5.3 Irisina

A irisina € uma miocina que foi descrita por Bostrom et al. em 2012. Ela €
produzida pelo musculo esquelético em resposta ao exercicio fisico, através de um
mecanismo dependente do coativador-1 o do receptor y ativado por proliferador de
peroxisoma (PGC1-a), um coativador transcricional que medeia muitos dos eventos
moleculares induzidos pelo exercicio(88). O PGC1-a, nas fibras musculares, regula a
expressdo da proteina transmembrana fibronectina tipo Il contendo o dominio 5
(FNDCS5), o qual codifica uma proteina de membrana. Esta proteina é processada
proteoliticamente para formar a irisina, um polipeptideo de 112 aminoéacidos, que é,
entdo, secretado na circula¢do sanguinea (88)(89).

A avaliagéo da sinalizacdo da irisina demonstrou, inicialmente, que essa miocina
estimula o tecido adiposo branco a adotar um fenotipo semelhante ao tecido adiposo
marrom, através do aumento da densidade mitocondrial celular e da expressao da
proteina desacopladora 1 (UCP1). Esse processo de diferenciacdo desencadeia a
termogénese, aumentando o gasto total de energia corporal e melhorando a homeostase
da glicose (88). Posteriormente, verificou-se que outros tecidos também sdo alvos da
irisina. Existe uma regulacdo autdcrina da irisina no musculo esquelético como um fator
pré-miogénico, bem como uma agdo anabdlica da irisina sobre o tecido 6sseo (90).

O fato de a irisina ser predominantemente expressa no muasculo esquelético e
liberada durante o exercicio fisico, levantou a hipotese de que ela poderia influenciar o
metabolismo das células musculares. Essa relacdo com exercicio fisico foi demonstrada

pela avaliagdo dos niveis circulantes de irisina em individuos submetidos a treinamento
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aerdbico. Estes individuos apresentaram niveis de irisina mais elevados do que
individuos sedentarios (91). Na literatura, diversos estudos ja demonstraram a relacao
da irisina com o tecido muscular. Utilizando culturas primarias de musculo esquelético
humano, foi demonstrado que a expressdao de MRNA de FNDCS5 e os niveis de irisina
estdo aumentados durante o processo de diferenciacdo de midcitos. Ainda, o tratamento
com irisina causou um aumento na expressdo de quinases fosforiladas reguladas por
sinal extracelular (p-Erk), as quais estdo envolvidas na via de sintese proteica (19).Em
outro estudo, o tratamento com irisina da linhagem de células musculares C2C12, foi
capaz de induzir a expressdo de varios genes pro-miogénicos e de resposta ao exercicio
nestas células. Neste mesmo estudo, 0s aumentos na expressdo de IL-6, bem como na
ativacdo de alvos subsequentes da cascata de sinalizagcdo, ao longo do tempo de
diferenciacdo dos miotubos, foram reportados em consequéncia do tratamento com
irisina, indicando que os efeitos dessa miocina sobre a diferenciagdo miogénica estdo
associados com a sinalizacdo de IL-6.Adicionalmente, o tratamento de camundongos
com irisina, ap0s denervacdo, recuperou a perda de massa muscular esquelética,
melhorando a ativacdo das células satélites e reduzindo a degradacéo de proteinas (20).

A irisina também regula genes que estdo envolvidos na resposta imune. Em uma
analise transcriptomica foi observado que a ativacdo de Erk pela irisina regulou
positivamente quimiocinas como CCL2, CCL7 e CCL8 em celulas C2C12. Ainda, foi
demonstrado que a CCL7 promove a proliferacéo de células C2C12, visto que o nocaute
de CCLY7, e capaz de inibir a proliferacdo de células C2C12 induzida por irisina (92).
Com a finalidade de determinar se a irisina exerce efeitos miogénicos durante condicdes
atréficas causadas por glicocorticoide, células C2C12 foram tratadas com
dexametasona. O tratamento reduziu o tamanho dos miotubos e aumentou a atividade
do proteossomo, no entanto, a irisina atenuou estes efeitos causados pela dexametasona
(93). Ainda, um estudo analisou os niveis de irisina circulantes e demonstrou que estes
niveis em individuos sarcopénicos e pré-sarcopénicos foram significativamente menores
do que em individuos ndo-sarcopénicos, tanto em uma populacdo de 18-90 anos
incluindo ambos 0s sexos, quanto em uma amostra de mulheres na pés-
menopausa(94,95).

Evidéncias demonstram que a irisina € um mediador molecular crucial na
conectividade muasculo-0sso(96). Com o objetivo de observar essa interacdo e a a¢éo da
irisina sobre o tecido Osseo, osteoblastos in vitro foram expostos a um meio

condicionado coletado de mioblastos de camundongos apos exercicio fisico, ou seja, um
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meio com expressdo aumentada de irisina. Esse meio induziu a diferenciagdo dos
osteoblastos em maior extensdo comparado aos osteoblastos expostos a meio
condicionado coletado de camundongos em repouso (58).

Em um estudo in vivo, foram administradas doses baixas de irisina recombinante
em camundongos machos jovens. O tratamento causou a¢des anabdlicas na massa 0ssea
e na densidade mineral do tecido cortical, ainda foram observadas diminui¢do de
osteoclastos, aumento na expressdo de genes osteoblasticos e uma diminuicdo da
expressdo de genes inibitorios osteoblasticos (17). A partir destes resultados, buscou-se
avaliar os potenciais efeitos do tratamento com irisina em modelos animais de perda
0ssea. Em modelo murino de perda dssea por denervacdo, a reducdo da densidade
mineral 6ssea trabecular foi prevenida pela irisina (97). Na osteoporose induzida pelo
desuso em camundongos, através da suspensao dos animais pelos membros posteriores,
houve diminuicdo da diferenciacdo de osteoblastos, porém o tratamento com irisina
recombinante foi capaz de prevenir essa reducdo na diferenciacgéo (98).

Diversos estudos tém buscado avaliar os niveis circulantes de irisina em
diferentes situacdes. A analise dos niveis de irisina no soro e no liquido sinovial de
pacientes com OA severa de joelho, revelou que estes pacientes possuem uma
diminuigdo acentuada dos niveis de irisina tanto no soro quanto no liquido sinovial.
Além disso, os niveis de irisina foram correlacionados com a severidade radiogréafica da
OA (99). Quando analiados, em condicfes de osteoporose, em individuos de meia-idade
e idosos, bem como em mulheres na pds-menopausa, também foram reportados
diminuicdo nos niveis da irisina sérica (100,101). Em um estudo com o objetivo de
avaliar a relacdo entre o nivel sérico de irisina e a presenca de fraturas dsseas com baixo
nivel de trauma em pacientes com AR, foi observado um nivel reduzido de irisina em
37% dos casos. Este grupo apresentou maior grau de atividade da doenga pelo DAS28,
de manifestacdes extra articulares e duracdo da doenca de 5 a 10 anos. Também foi
relatada uma relacdo confiavel entre o nivel de irisina sérica e a presenca de fratura
Ossea na anamnese (22). Outro estudo em AR avaliou a associacao dos niveis séricos de
irisina com a qualidade do sono e atividade da doenca nos pacientes.Os niveis de irisina
estavam diminuidos em pacientes com AR com méa qualidade do sono quando
comparados com pacientes com melhor qualidade do sono e pacientes controle,
indicando uma possivel associagdo da diminuicdo da irisina sérica com o0
comprometimento do sono em pacientes com AR. Ainda, estes niveis foram

inversamente correlacionados com a duracdo da doenca e atividade da doenca (avaliada
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pelo DAS-28) (23).
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Figura 4. Marco conceitual artrite reumatoide e miocinas.
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4. JUSTIFICATIVA

A literatura demonstra que as miocinas apresentam funcbes em diferentes tecidos,
incluindo tecido 6sseo e musculo esquelético. Adicionalmente, foi reportado que a miostatina é
expressa por FLS na articulacdo de pacientes com AR, impulsionando a degradacdo Ossea da
doenca. No entanto, um estudo na literatura em pacientes com AR, no estado de remisséo,
demonstrou uma diminuicdo nos niveis séricos de miostatina quando comparada com pacientes
controle saudaveis. Enquanto outro estudo demonstrou niveis séricos mais elevados de
miostatina em pacientes com AR com atividade da doenca principalmente moderada a grave em
comparagdo com um grupo de controle.

Em relacdo ao GDF11 e a irisina, apesar de ambos apresentarem também acdes nos
tecidos 6sseo e muscular, existem poucos dados na literatura em rela¢do aos niveis sinoviais e
séricos dessas miocinas na AR comparadas a um grupo controle. Pelo nosso conhecimento, a
expressdo da irisina nunca foi avaliada especificamente na articulagéo e a do GDF11 ndo foi
avaliada no soro. Sendo assim, a analise destas miocinas no liquido sinovial e no soro de
pacientes com AR podera auxiliar no entendimento do comportamento destes marcadores a

nivel articular e sistémico.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo priméario
Avaliar os niveis séricos e no liquido sinovial de GDF-11, miostatina e irisina de

pacientes com AR utilizando como controle um grupo de pacientes com OA.
5.2 Objetivos secundarios

- Comparar os niveis articulares e sisttmicos das miocinas dos pacientes com AR com os do

grupo controle;
-Avaliar a atividade da doenca pelo CDAI,

- ldentificar as medicaces utilizadas, o tempo de duracéo da doenca e a presenca de

doenca erosiva nos prontudrios dos pacientes com AR;

- Correlacionar as caracteristicas clinicas dos pacientes com AR com 0s niveis das

miocinas articulares e sistémicos.
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8. CONSIDERACOES FINAIS

Os niveis séricos de GDF11 mais elevados que foram encontrados nos pacientes com
AR comparado ao grupo OA, podem estar demonstrando uma participacdo desta miocina na
patogénese da AR, no entanto este achado precisa ser mais investigado. No grupo AR, 0s niveis
de GDF11 e miostatina foram mais baixos no liquido sinovial comparado aos niveis séricos e
isso se repetiu no grupo OA, onde os niveis de miostatina e irisina também foram mais baixos
no liquido sinovial comparado aos niveis séricos. Estes niveis menores encontrados no liquido
sinovial podem estar relacionados ao fato de a maioria dos pacientes com AR terem

apresentado atividade da doenga moderada.

Adicionalmente, aatividade da doengca moderada apresentada pelos pacientes,
possivelmente pode ter impactado na possibilidade deste estudo de encontrar associagdes entre
este parametro e os niveis articulares e séricos de miocinas. Ainda, o escore utilizado para
avaliar a atividade da doenca pode néo ter sido o mais adequado, uma vez que o indice CDAI
ndo leva em consideragdo parametros inflamatorios. Por fim, a avaliagdo de um nimero maior

de pacientes pode trazer mais dados em relacdo a participagdo das miocinas na AR.
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9. PERSPECTIVAS

Este estudo se encontra em andamento e tem como perspectivas a coleta de um nimero
maior de amostras e a avaliacdo doescore radiol6gico nos pacientes com AR, a fim de mensurar
o0 dano articular e poder compara-los com os niveis articulares e circulantes de miocinas. Ainda,
pretende-se realizar estudos in vitrocom a finalidade de avaliar a agdo das miocinas diretamente
nos FLS.
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10. ANEXOS

10.1 ANEXO 1- TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do Projeto: Avaliacdo dos niveis de miostatina, GDF-11 e irisina no soro e no liquido

sinovial de pacientes com artrite reumatoide

Vocé esta sendo convidado (a) a participar de uma pesquisa cujo objetivo é avaliar, no

liquido sinovial e no sangue, 0s niveis de proteinas associadas com desgaste das articulacdes

(juntas). Esta pesquisa esta sendo realizada pelo Servico de Reumatologia do Hospital de

Clinicas de Porto Alegre.

Vocé esta sendo convidado (a) a participar deste estudo porque possui o diagnostico de

artrite reumatoide e realiza tratamento no ambulatério do Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

Se vocé aceitar participar da pesquisa, 0s procedimentos envolvidos em sua participacdo sao 0s

seguintes:

Avaliacdo da atividade da doenca, onde o reumatologista irda analisar quantas juntas
dolorosas e inchadas vocé apresenta;

Coleta do liquido sinovial sera realizada quando houver derrame articular, com indicagdo
clinica de puncdo. O liquido sinovial sera armazenado para as analises das proteinas e
para cultura de células. Este material seria descartado ap6s o procedimento;

Coleta de 10 ml de sangue (equivalente a um tubo) para as analises das proteinas. Esta
coleta serd realizada no Centro de Pronto Diagnostico Ambulatorial do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre, para onde vocé sera levado, de cadeira de rodas. O material
bioldgico coletado serd armazenado de forma codificada. Apds a realizacdo das analises
previstas neste projeto, as amostras serdo armazenadas. Este material, além de ser
utilizado neste estudo, podera ser utilizado em outros estudos futuros do nosso grupo.
Neste caso, um novo projeto de pesquisa sera submetido ao Comité de Etica em Pesquisa
e vocé podera ser chamado para autorizar o uso do material, de acordo com as resolugdes

de pesquisa vigentes.

() Autorizo que minhas amostras sejam armazenadas para pesquisas futuras.

() Nao autorizo que minhas amostras sejam armazenadas para pesquisas futuras.

Além disso, faremos consulta ao prontuério do participante para coletar dados clinicos e

caracteristicas da doenca. Por isso, solicitamos a sua autorizacdo para realizar este acesso.

Durante a coleta da amostra de sangue, vocé podera ter um pequeno desconforto da
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picada, e, posteriormente manchas roxas e dor no local da coleta. Ha também o possivel risco de
quebra de confidencialidade dos dados, no entanto, os pesquisadores se comprometem a utilizar
cddigos e ndo 0 nome dos participantes para minimizar este risco.

Vocé ndo terd beneficios diretos ao participar da pesquisa. A anélise das suas amostras
de liquido sinovial e de sangue contribuira para o melhor entendimento da artrite reumatoide no
presente estudo, possibilitando o aprimoramento do tratamento da doenca no futuro.

Sua participacdo na pesquisa € totalmente voluntaria, ou seja, ndo é obrigatoria. Caso
vocé decida ndo participar, ou ainda, desistir de participar e retirar seu consentimento, ndo
havera nenhum prejuizo ao atendimento que vocé recebe ou possa vir a receber na instituicéo.

N&o esta previsto nenhum tipo de pagamento pela sua participagdo na pesquisa e vocé
ndo terd nenhum custo com respeito aos procedimentos envolvidos. Caso ocorra alguma
intercorréncia ou dano, resultante de sua participacdo na pesquisa, vocé recebera todo o
atendimento necessario, sem nenhum custo pessoal.

Os dados coletados durante a pesquisa serdo sempre tratados confidencialmente. Os
resultados serdo apresentados de forma conjunta, sem a identificacdo dos participantes, ou seja,
0 seu nome ndo aparecerd na publicacdo dos resultados. Caso vocé tenha duvidas, podera entrar
em contato com o pesquisador responsavel Prof. Dr. Ricardo Machado Xavier no Servigo de
Reumatologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, no telefone (51) 3359-8340, com a
pesquisadora Renata Pedo, pelo telefone (51) 3359-8837 ou com o Comité de Etica em Pesquisa
do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), pelo telefone (51) 33597640, ou no 2° andar
do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, sala 2227, de segunda a sexta, das 8h as 17h.

Este Termo € assinado em duas vias, sendo uma para o participante e outra para 0s

pesquisadores.

Nome do participante da pesquisa

Assinatura

Nome do pesquisador que aplicou o Termo
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Assinatura

Local e Data:
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10.2 ANEXO 2- TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Titulo do Projeto: Avaliacéo dos niveis de miostatina, GDF-11 e irisina no soro e no liquido
sinovial de pacientes com artrite reumatoide
Vocé estd sendo convidado (a) a participar de uma pesquisa cujo objetivo é avaliar, no

liquido sinovial e no sangue, os niveis de proteinas associadas com desgaste das articulacdes
(juntas). Esta pesquisa esta sendo realizada pelo Servico de Reumatologia do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre.

Vocé estd sendo convidado (a) a participar deste estudo porque possui o diagnéstico de
osteoartrite e realiza tratamento no ambulatério do Hospital de Clinicas de Porto Alegre. Se
VOCé aceitar participar da pesquisa, 0s procedimentos envolvidos em sua participacdo sao 0s

seguintes:

e Coleta do liquido sinovial sera realizada quando houver derrame articular, com indicacédo
clinica de puncdo. O liquido sinovial ser4 armazenado para as analises das proteinas e
para cultura de células. Este material seria descartado apds o procedimento;

e Coleta de 10 ml de sangue (equivalente a um tubo) para as analises das proteinas. Esta
coleta serd realizada no Centro de Pronto Diagnostico Ambulatorial do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre, para onde vocé sera levado, de cadeira de rodas. O material
bioldgico coletado serd armazenado de forma codificada. Apds a realizacdo das anélises
previstas neste projeto, as amostras serdo armazenadas. Este material, além de ser
utilizado neste estudo, podera ser utilizado em outros estudos futuros do nosso grupo.
Neste caso, um novo projeto de pesquisa sera submetido ao Comité de Etica em Pesquisa
e vocé podera ser chamado para autorizar o uso do material, de acordo com as resolugdes

de pesquisa vigentes.

() Autorizo que minhas amostras sejam armazenadas para pesquisas futuras.

() Nao autorizo que minhas amostras sejam armazenadas para pesquisas futuras.

Além disso, faremos consulta ao prontuario do participante para coletar dados clinicos e
caracteristicas da doenca. Por isso, solicitamos a sua autorizacdo para realizar este acesso.

Durante a coleta da amostra de sangue, vocé podera ter um pequeno desconforto da
picada, e, posteriormente manchas roxas e dor no local da coleta. H&4 também o possivel risco de
quebra de confidencialidade dos dados, no entanto, os pesquisadores se comprometem a utilizar

codigos e ndo 0 nome dos participantes para minimizar este risco.
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Vocé ndo tera beneficios diretos ao participar da pesquisa. A analise das suas amostras
de liquido sinovial e de sangue contribuira para o melhor entendimento da artrite reumatoide no
presente estudo, possibilitando o aprimoramento do tratamento da doenca no futuro.

Sua participacdo na pesquisa é totalmente voluntéria, ou seja, ndo € obrigatdria. Caso
vocé decida ndo participar, ou ainda, desistir de participar e retirar seu consentimento, nao
haverd nenhum prejuizo ao atendimento que vocé recebe ou possa vir a receber na instituicao.

N&o esta previsto nenhum tipo de pagamento pela sua participacdo na pesquisa e vocé
ndo tera nenhum custo com respeito aos procedimentos envolvidos.

Caso ocorra alguma intercorréncia ou dano, resultante de sua participagdo na pesquisa,
vocé recebera todo o atendimento necessario, sem nenhum custo pessoal.

Os dados coletados durante a pesquisa serdo sempre tratados confidencialmente. Os
resultados serdo apresentados de forma conjunta, sem a identificacdo dos participantes, ou seja,
0 Sseu nome nao aparecera na publicacdo dos resultados.

Caso vocé tenha dividas, podera entrar em contato com o pesquisador responsavel Prof.
Dr. Ricardo Machado Xavier no Servico de Reumatologia do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre, no telefone (51) 3359-8340, com a pesquisadora Renata Pedd, pelo telefone (51) 3359-
8837 ou com o Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA),
pelo telefone (51) 33597640, ou no 2° andar do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, sala 2227,
de segunda a sexta, das 8h as 17h.

Esse Termo é assinado em duas vias, sendo uma para o participante e outra para 0s

pesquisadores.

Nome do participante da pesquisa

Assinatura

Nome do pesquisador que aplicou 0 Termo
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Assinatura

Local e Data:
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11. STROBE Statement- Checklist of items that should be included in reports of cross-

sectional studies

Item Page
No Recommendation No
Title and abstract 1 (a) Indicate the study’s design with a commonly used term in the title or 43
the abstract
(b) Provide in the abstract an informative and balanced summary of what 44-45
was done and what was found
Introduction
Background/rationale 2 Explain the scientific background and rationale for the investigation being | 45-46
reported
Obijectives 3 State specific objectives, including any prespecified hypotheses 46
Methods
Study design 4 Present key elements of study design early in the paper 46-47
Setting 5 Describe the setting, locations, and relevant dates, including periods of 46-47
recruitment, exposure, follow-up, and data collection
Participants 6 (a) Give the eligibility criteria, and the sources and methods of selection of | 46-47
participants
Variables 7 Clearly define all outcomes, exposures, predictors, potential confounders, | 46-47
and effect modifiers. Give diagnostic criteria, if applicable
Data 8*  For each variable of interest, give sources of data and details of methods 47
sources/measurement of assessment (measurement). Describe comparability of assessment
methods if there is more than one group
Bias 9 Describe any efforts to address potential sources of bias -
Study size 10  Explain how the study size was arrived at -
Quantitative 11  Explain how quantitative variables were handled in the analyses. If 47
variables applicable, describe which groupings were chosen and why
Statistical methods 12 (a) Describe all statistical methods, including those used to control for 47
confounding
(b) Describe any methods used to examine subgroups and interactions 47-48
(c) Explain how missing data were addressed Without
missing
(d) If applicable, describe analytical methods taking account of sampling
strategy -
(e) Describe any sensitivity analyses -
Results
Participants 13*  (a) Report numbers of individuals at each stage of study—eg numbers 48
potentially eligible, examined for eligibility, confirmed eligible, included
in the study, completing follow-up, and analysed
(b) Give reasons for non-participation at each stage -
(c) Consider use of a flow diagram -
Descriptive data 14*  (a) Give characteristics of study participants (eg demographic, clinical, 48-49
social) and information on exposures and potential confounders
(b) Indicate number of participants with missing data for each variable of | Without
interest missing
Outcome data 15*  Report numbers of outcome events or summary measures 49-51
Main results 16  (a) Give unadjusted estimates and, if applicable, confounder-adjusted 48
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estimates and their precision (eg, 95% confidence interval). Make clear
which confounders were adjusted for and why they were included

(b) Report category boundaries when continuous variables were
categorized

(c) If relevant, consider translating estimates of relative risk into absolute
risk for a meaningful time period

Other analyses 17  Report other analyses done—eg analyses of subgroups and interactions, -
and sensitivity analyses

Discussion

Key results 18  Summarise key results with reference to study objectives 51

Limitations 19  Discuss limitations of the study, taking into account sources of potential 54
bias or imprecision. Discuss both direction and magnitude of any potential
bias

Interpretation 20  Give a cautious overall interpretation of results considering objectives, 51-54
limitations, multiplicity of analyses, results from similar studies, and other
relevant evidence

Generalisability 21  Discuss the generalisability (external validity) of the study results 54

Other information

Funding 22 Give the source of funding and the role of the funders for the present study | 43

and, if applicable, for the original study on which the present article is
based

*Give information separately for exposed and unexposed groups.

Note: An Explanation and Elaboration article discusses each checklist item and gives methodological background and
published examples of transparent reporting. The STROBE checklist is best used in conjunction with this article (freely
available on the Web sites of PL0oS Medicine at http://www.plosmedicine.org/, Annals of Internal Medicine at
http://www.annals.org/, and Epidemiology at http://www.epidem.com/). Information on the STROBE Initiative is
available at www.strobe-statement.org.
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