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RESUMO:

Objetivo: avaliar o efeito do exercicio de forca (EF) apds a perda da
fung&o ovariana (ovariectomia) sobre a massa muscular do gastrocnémio e os
niveis de RNAm de IGF-1, atrogina-1, MuRF-1, e miostatina em modelo
experimental de artrite em ratos. Métodos: 36 ratos fémeas Wistar (9
semanas, 195,3 + 17,4 gramas) foram distribuidos aleatoriamente em seis
grupos: controle (CT-Sham, n = 6); grupo com artrite reumatoide (AR, n = 6);

grupo com artrite reumatoide submetido a EF (AREX; n = 6); ovariectomia sem

artrite reumatoide (OV; n = 6); ovariectomia com artrite reumatoide (AROV; n

6); grupo ovariectomia com artrite reumatoide submetido a EF (AROVEX; n
6). Os procedimentos de ovariectomia (OV e AROV) ou Sham (CT-Sham ou
AR) foram realizados ao mesmo tempo, quinze dias antes da inducao da artrite
reumatoide. Os grupos AR e AROV foram imunizados e, em seguida, foram
injetados com Met-BSA na articulacédo tibiotarsica. Apés 15 dias das injecdes
intra-articulares com Met-BSA os animais dos grupos AREX e AROVEX foram
submetidos ao EF e apos seis horas do treino foram sacrificados. Resultados:
a artrite reumatoide induziu reducdo na area de secc¢ao transversa (AST) das
fibras do musculo gastrocnémio. O grupo AROV mostrou menor AST nas fibras
do musculo gastrocnémio em comparagdo com os grupos AR e CT-Sham. O
RNAm do IGF-1 e atrogina-1 do musculo esquelético foram aumentados nos
animais artriticos e ovariectomizados. O aumento do RNAm de IGF-1 foi maior
no grupo OV do que nos grupos AR e AROV, mas o nivel de atrogina-1 foi mais
elevado no grupo AROV quando comparado com outros grupos artriticos. O
RNAmM da atrogina-1 também foi aumentado no musculo gastrocnémio de ratos
artriticos e ovariectomizados. No entanto, o aumento do RNAm da atrogina-1
foi maior nos grupos AROV do que nos grupos AR e OV. O RNAmM da MuRF-1
do musculo do gastrocnémio foi aumentado nos grupos OV e AROV, mas nao
nos grupos AR e CT-Sham. No entanto, o grupo AROV apresentaram maior
RNAmM de MuRF-1 do que o grupo OV. O nivel aumentado de RNAm de
atrogina-1 e MuRF-1 foi menor no grupo AROVEX do que no grupo AROV
guando comparado com outros grupos. A expressao do gene da miostatina foi
semelhante em todos os grupos exceto para AROVEX, que foi inferior quando

comparado com outros grupos. Conclusao: a perda da fungéo ovariana resulta
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em maior perda de musculo esquelético relacionados a ubiquitina-ligase
(atrogina-1 e MuRF-1) em ratos artriticos. No entanto, o EF agudo reduz os
niveis de RNAm da atrogina-1, MuRF-1 e miostatina no muasculo de ratas
artriticas afetadas por perda da funcdo ovariana.

Palavras-chave: Caquexia. Artrite reumatoide. Esz ubiquitina ligase.

Ovariectomia. Exercicio de forga.



ABSTRACT:

Objective: evaluate the effect of resistance exercise (RE) after loss of
ovarian function (ovariectomy) on muscle mass of gastrocnemius and the
MRNA levels of IGF-1, atrogin-1, MuRF-1, and myostatin in an experimental
model of rheumatoid arthritis in rats. Methods: 36 female Wistar rats (9 weeks,
195.3 £ 17.4 grams) were randomly allocated into six groups: control (CT-
Sham; n = 6); group with rheumatoid arthritis (RA; n = 6); group with rheumatoid
arthritis subjected to RE (RAEX; n = 6); ovariectomy without rheumatoid arthritis
(QV; n = 6); ovariectomy with rheumatoid arthritis (RAOV; n = 6); ovariectomy
group with rheumatoid arthritis subjected to RE (RAOVEX; n = 6). The
ovariectomy (OV and RAOV) or Sham (CT-Sham or RA) procedures were
performed at the same time, fifteen days before the rheumatoid arthritis
induction. The RA and RAOV groups were immunized and then were injected
with Met-BSA in the tibiotarsal joint. After 15 days of intra-articular injections
with Met-BSA the animals of groups RAEX and RAOVEX were subjected to the
RE and after six hours from workout were euthanized. Results: The rheumatoid
arthritis induced reduction in cross-sectional areas (CSA) of gastrocnemius
muscle fibers. The RAOV group showed a lower CSA of gastrocnemius muscle
fibers compared to RA and CT-Sham groups. Skeletal muscle IGF-1 and
atrogin-1 mRNA was increased in arthritics and ovariectomized rats. The
increased IGF-1 mRNA was higher in OV group than in the RA and RAOV
groups, but the atrogin-1 level was higher in RAOV group when compared to
other arthritic groups. Antrogin-1 mMRNA was also increased in the
gastrocnemius muscle of arthritic and ovariectomized rats. However, the
increased atrogin-1 mRNA was higher in RAOV groups than in the RA and OV
groups. Gastrocnemius muscle MuRF-1 mRNA was increased in the OV and
RAOQV groups, but not in the RA and Sham groups. However, the RAOV group
showed higher MURF-1 mRNA than the OV group. The increased atrogin-1 and
MuRF-1 mRNA level was lower in RAOVEX group than RAOV group when
compared to other groups. The myostatin gene expression was similar in all
groups except to RAOVEX, which was lower when compared to other groups.
Conclusion: Loss of ovarian function results in increased loss of skeletal

muscle-related ubiquitin ligases (atrogin-1 and MuRF-1) in arthritic rats.



However, the acute RE reduces the atrogin-1, MuRF-1 and myostatin mRNA
levels in muscle of arthritic rats affected by loss of ovarian function.
Keywords: Cachexia. Rheumatoid arthritis. Ez ubiquitin ligase. Ovariectomy.

Resistance exercise.
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1 INTRODUCAO

No contexto das doencas reumdticas, a artrite reumatoide (AR) é
caracterizada como uma doenca inflamatéria crénica, autoimune, progressiva e de
etiologia desconhecida, levando a incapacidade grave e mortalidade prematura
(ALETAHA et al., 2010; KOURILOVITCH et al., 2014). A AR apresenta alto custo
financeiro (US$ 2.423,51/paciente/ano), afetando de 0,1-0,5% dos brasileiros,
predominantemente mulheres entre 30 e 50 anos (ALAMANOS, YANNIS;
DROSOS, 2005a; AZEVEDO et al., 2008; MOTA et al.,, 2012; SENNA et al.,
2004; VAN DER WOUDE et al., 2009).

Um dos sintomas da AR é a dor articular, levando o individuo a uma
condicao forcada de inatividade fisica (desuso) que tem como consequéncia a
perda da massa muscular (BROOKS; MYBURGH, 2014; GOLDBERG et al.,
1975; NARICI; DE BOER, 2011). A quantidade de massa muscular € dependente
da relacdo entre a sintese (anabolismo) e a degradacao (catabolismo) de suas
proteinas. O desuso promove desequilibrio nos mecanismos miogénicos e
proteoliticos que regulam o remodelamento muscular, favorecendo a degradacéo
e, consequentemente, a perda de massa muscular (ROCHA et al., 2009). Dentre
as vias de degradacédo proteica, o sistema ubiquitina-proteossoma (representado
parcialmente pelas enzimas MAFbx e MuRF-1) é tido como o principal caminho de
degradacéao de proteinas miofibrilares (CIECHANOVER, 1998).

A alta plasticidade do musculo permite alterar suas caracteristicas
estruturais e funcionais em consequéncia de estimulos metabdlicos (ex. hipdxia,
influxo de Ca™, AMP e estresse térmico), hormonais (ex. IGF-1 e miocinas),
nutricionais (ex. fornecimento de substrato) e/ou mecénicos (ex. tensio) (FLUCK;
HOPPELER, 2003; PEDERSEN, 2013; PETTE; STARON, 2001). Neste contexto,
exercicio de forca (EF), conhecido também como exercicio contrarresisténcia,
exercicio com pesos ou musculacéo, € um potente estimulo capaz de promover o
aumento da massa muscular (hipertrofia) compensatoria mediante processos
mecanicos e metabdlicos (PEDERSEN, 2013; SPIERING et al., 2008). Poucos

estudos verificaram o efeito do EF no musculo esquelético de individuos com AR.
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Recentemente, alguns pesquisadores mostraram que o EF pode aumentar a
massa, forgca e resisténcia musculares em pessoas com artrite reumatoide
(LEMMEY et al., 2009; STRASSER et al., 2011). Todavia, este processo depende
de inUmeras vias de regulacao da protedlise muscular e da miogénese.

Diversos fatores controlam o processo de hipertrofia compensatéria. O
estrogénio é considerado elemento importante na hipertrofia compensatéria do
musculo esquelético (DIELI-CONWRIGHT, CHRISTINA M et al., 2009b; ELIAKIM;
NEMET, 2010; FRYSTYK, 2010; MANGAN et al., 2014; TIIDUS, PETER M et al.,
2013b), principalmente, na recuperagdo apés desuso (MCCLUNG et al., 2006;
TIDUS, PETER M et al., 2013b). Pesquisadores mostram que o estrogénio parece
potencializar vias de sinalizacdo que induzem a sintese e atenuam a degradacao
de proteinas musculares (DIELI-CONWRIGHT, CHRISTINA M et al., 2009b;
MANGAN et al.,, 2014; OLIVIERI et al.,, 2014). Nesse sentido, a falta desse
hormbnio (menopausa ou ovariectomia) pode ser um fator determinante no
processo de hipertrofia dependente do EF. Assim, compreender o papel do EF
sobre marcadores moleculares da progressdo da perda da massa muscular
durante a AR associada com o hipogonadismo pode favorecer a elaboracédo de
novas intervencdes terapéuticas para melhorar o desempenho fisico e a qualidade
de vida geral da mulher.

Com isso, o objetivo geral deste estudo foi verificar o efeito da perda da
fundacdo ovarina e do exercicio de forca agudo sobre a expressdo dos genes
MAFbx, MuRF-1 e Miostatina no musculo esquelético de ratas artriticas.

Assim, este estudo teve como hipdtese geral que a perda da fundacao
ovarina acentua a perda da massa muscular por meio do aumento do sistema
ubiquitina-proteosoma e que uma sessdo de EF é capaz de normalizar a
expressdo génica de MAFbx, MuRF-1 e Miostatina em ratas menopausadas

induzidas a AR.
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1.1 ARTRITE REUMATOIDE E MASSA MUSCULAR

A AR é considerada uma doenca inflamatoria cronica, cujas alteracdes no
tecido conjuntivo refletem principalmente sobre o sistema articular, caracterizada
por dores, inchago e rigidez, que ocorrem em consequéncia de deformidade e
destruicdo das articulagbes (SMITH; ARNETT JR, 1991). De acordo com
Alamanos e Drosos (2005), a artrite reumatoide é de duas a trés vezes mais
prevalentes em mulheres na faixa etéria entre 30-60 anos. Mulheres com artrite
reumatoide apresentam: incapacidade fisica ap6s vinte anos do surgimento da
doenca; reducdo da expectativa de vida entre trés a 10 anos (ALAMANOS,
YANNIS; DROSOS, 2005a; CHALLAL et al., 2015); chances maiores de infarto do
miocéardio e outras doencas cardiovasculares como isquemia e aterosclerose
(HOLLAN et al., 2013; METSIOS et al., 2014; METSIOS et al., 2008); chances
maiores (20 vezes) de morte por infeccdo (WOLFE et al., 1994), culminando em
indices de morbimortalidade elevados comparados a populacdo geral (CHALLAL
et al., 2015; DADOUN et al., 2013; SOUBRIER et al., 2014).

A alta atividade da doenca (dor e inflamacédo) e, consequentemente, a
imobilidade fisica (desuso) estdo associados com a reducdo na massa e forca
musculares. Por exemplo, Yamada et al. (2015) mostraram reducdes de 42% e
35% na forca especifica e na massa do séleo de ratos artriticos, respectivamente,
comparados aos controles sem AR (HELLIWELL; JACKSON, 1994; YAMADA et
al., 2015). Estes resultados sédo também observados em humanos (BREEN et al.,
2013; BROOKS et al., 2008; GLOVER et al., 2008; PHILLIPS, SM et al., 2009).
Porém, esta reducdo parece ser mais acentuada em mulheres. Hakkinen et al.
(2006) mostraram que mulheres artriticas apresentaram forca de preenséao (48%),
forca de extensao do joelho (46%), forca de extensdo de tronco (54%), e forca de
flexdo do tronco (43%) mais baixa que em homens artriticos.

A reducdo da massa muscular promove consequéncias sérias a saude, tais
como quedas, baixa densidade mineral 6ssea (DMO) e, consequentemente,
fraturas (BAKER et al., 2013; BAKER et al., 2014; HOOYMAN et al., 1984;
ORSATTI et al., 2011; VIS et al., 2013). Hooyman et al. (1984) mostraram que
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pacientes artriticos com idade acima de 40 anos tém o risco de fratura 6ssea
aumentado em 150%. No entanto, especificamente para as vértebras, o risco de
chance de fratura é aumentado de 1,7 (JRSTAVIK et al., 2004) a 2,3 (DE NIJS et
al., 2001; SPECTOR et al., 1993), podendo chegar até 6,2 vezes (PEEL et al.,
1995). Além disso, 30% dos pacientes idosos com AR apresentam fraturas
vertebrais no primeiro ano da doenga (URSUM et al., 2009).

Sendo assim, o musculo esquelético desempenha papel significativo na
qgualidade de vida e é essencial para a salude e sobrevivéncia do individuo com
AR. Portanto, é importante investigar condicbes que estejam associadas a

manutencado da massa muscular em pessoas com AR.

1.2 ARTRITE REUMATOIDE E MECANISMOS DE REDUCAO DE MASSA
MUSCULAR

Sao trés as principais vias de degradacdo de proteina muscular, a
autofagica, as proteases ativadas por calcio (calpaina e caspases), e a ubiquitina-
proteossoma. Este Ultimo € a principal via de degradacdo das proteinas
miofibrilares (BODINE; LATRES; et al., 2001; BROOKS; MYBURGH, 2014;
CIECHANOVER, 1998; PURINTRAPIBAN et al., 2003; TEIXEIRA et al., 2012).

Para que a via ubiquitina-proteossoma seja desencadeada, a ubiquitina
deve ser conjugada a substratos proteicos especificos em um processo que
necessita de trés componentes enzimaticos: E;, uma enzima ativadora de
ubiquitina; E2, uma enzima conjugadora de ubiquitina; E3, uma enzima ligante de
ubiquitina, responsavel pela marcacdo especifica da proteina a ser degradada
pelo complexo proteossoma. Duas enzimas ligantes de ubiquitina (E3) foram
identificadas no musculo esquelético, as quais estéo relacionadas ao processo de
atrofia, sdo elas: a atrogina-1 ou Muscle Atrophy F-box (MAF-bx) e Muscle Ring
Finger-1 (MuRF-1) (TEIXEIRA et al., 2012).

MAFbx e MuRF-1 sé@o expressas principalmente no masculo esquelético e
reguladas positivamente em varios modelos de perda de massa muscular
(BODINE; LATRES; et al., 2001; GOMES et al., 2001). MAFbx e MuRF-1 foram
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primeiramente identificadas na atrofia de camundongos apds jejum ou
imobilizagcdo em experimentos publicados por Bodine et al. (2001) e Gomes et al.
(2001). J& camundongos nocauteados para MAFbx e MuRF-1 apresentam massa
muscular preservada em 56% e 36%, respectivamente, apdés 14 dias de
denervacdo comparados a camundongos selvagens (BODINE; LATRES; et al.,
2001). Além disso, a expressdo de MuRF-1 e MAFbx aumentam rapidamente em
diversos modelos de atrofia (FOLETTA et al., 2011), sugerindo que MAFbx e
MuRF-1 sdo marcadores precoces de atrofia por desuso.

MuRF-1 e MAFbx compartilham um fator de transcricdo denominado de
forkhead box O (FOXO). Quando FOXO é desfosforilado, este entra no nucleo e
atua regulando positivamente a expressdao génica de MuRF-1 e MAFbx
(CARLSSON; MAHLAPUU, 2002; RAMASWAMY et al., 2002; SANDRI et al.,
2004). Sandri e colaboradores mostraram que animais modificados geneticamente
para superexpressarem FOXO tiveram reducdes acima de 40% na massa
muscular (SANDRI et al., 2006). Contudo, o fator nuclear kappa B (NF-kB), a
proteina homoéloga méae contra decapentaplégico (SMAD) e proteina quinase b ou
Akt também regulam os genes de MuRF-1 e MAFbx. Enquanto o NF-kB atua
diretamente na transcricdo dos genes de MuRF-1 e MAFbx, a Akt inibe as funcdes
de transcricdo do FOXO, fosforilando-o e impedindo sua entrada no nucleo celular.
Ja SMAD inibe Akt que por sua vez nao fosforila FOXO, permitindo a entrada de
FOXO no nucleo e promovendo a transcricdo de MuRF-1 e MAFbx.

No processo de atrofia dependente da AR podemos indicar trés caminhos
pelos quais a MuRF-1 e MAFbx podem ser aumentada. (1) Pelo aumento do fator
de necrose tumoral alfa (TNF-a), (2) pelo aumento da miostatina e (3) pela inibicao
de Akt. (1) A inflamacdo na AR tem como agente central o TNF-a produzido,
principalmente, por macréfagos, mondcitos e linfécito T (RALL, L.; ROUBENOFF,
2004a; SCOTT et al.,, 2010). O TNF-a desencadeia a ativacdo do fator de
transcricdo nuclear kappa B (NF-kB), aumentando a expressao génica de MuRF-1
e MAFbx, promovendo atrofia no musculo esquelético (LLOVERA et al., 1997,
LONDHE; GUTTRIDGE, 2015; MACHIDA; BOOTH, 2004). (2) Aumento no nivel

de miostatina muscular é observado apoés inducdo de inflamacédo nas articulacoes.
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A miostatina, um membro da familia do fator de crescimento transformante (TGF) -
B que regula negativamente o crescimento do musculo esquelético
(MCCROSKERY et al.,, 2003; MCFARLANE et al., 2006), € associada com a
ativacao de genes de ubiquitina ligases E3 no muasculo via a ativacdo de SMAD
(MCFARLANE et al., 2006; RODRIGUEZ et al., 2014). (3) Como ja € bem
postulado na literatura, o exercicio aumenta a ativacdo da Akt (BAAR; ESSER,
1999; BODINE; STITT; et al., 2001; DREYER et al., 2006; KUMAR; ATHERTON;
et al., 2009). Assim, durante o desuso na AR a Akt est4 diminuida. Portanto, o
desuso pode promover aumento das ubiquitinas MuRF-1 e MAFbx por intermédio
da inibicdo da Akt e, consequentemente, ativacdo de FOXO (FAVIER et al., 2008).
Em seres humanos, apo6s 5 dias de imobilizagcdo os niveis de transcricdo de
MAFbx e MuRF-1 sdo aumentados em 48% e 56% respectivamente (DIRKS et al.,
2014).

1.3 RESPOSTAS DO EXERCICIO DE FORCA NOS MECANISMOS
ASSOCIADOS A REDUCAO DA MASSA MUSCULAR

Dentre as capacidades de adaptacdo do musculo esquelético, estimulos
como: hipoxia, influxo de Ca'", estresse térmico, fornecimento de substrato,
respostas hormonais, atividade contratil (exercicio de endurance, estimulacdo
elétrica e denervacgdo) e/ou mecénicos (treinamento de forca e tensdo) (FLUCK;
HOPPELER, 2003; PETTE; STARON, 2001) afetam a sintese e degradacédo de
proteina do musculo esquelético. O desequilibrio da relacdo entre sintese e
degradacdo determina a atrofia ou hipertrofia (FLUCK; HOPPELER, 2003;
ROCHA et al., 2009). Por exemplo, Dirks et al. (2014) mostraram que desuso
muscular por imobilizacdo do membro resultou em perda de AST de 3,5%, com
consequente aumento das atroginas MAFbx, MuRF-1 e Miostatina. Porém, néo
foram observadas alteragBes significativas na AST do grupo submetido a
estimulacdo elétrica neuromuscular, chegando a apresentar reducdo nos niveis
das atroginas MAFbx, MuRF-1 e Miostatina. Portanto, enquanto o desuso parece

desequilibrar a relacdo (sintese/degradacao) a favor da degradacéo (via sistema
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ubiquitina-proteossoma), induzindo a atrofia, a atividade contréatil e/ou mecénica
parece recuperar o equilibrio entre a relagdo, diminuindo a degradacéo e
mantendo a massa muscular.

Embora o exercicio seja considerado um promotor do crescimento muscular
por meio de aumentos na sintese de proteinas em individuos saudaveis (BODINE;
STITT; et al., 2001; KUMAR; ATHERTON; et al., 2009; SPIERING et al., 2008;
YE et al., 2013), em individuos doentes, onde a degradacdo esta acentuada, a
manutencdo da massa muscular ocorre, principalmente, pela atenuagcdo da via
catabdlicas (BODINE; LATRES; et al., 2001; DIRKS et al., 2014; SANDRI et al.,
2006; TANNER et al., 2015; TIDBALL, 2005; TINTIGNAC, LIONEL A et al.,
2005b).

Como ja descrito anteriormente o bloqueio das ubiquitinas leva a atenuacao
da perda de massa muscular. Um estudo realizado com miotubos induzidos a
atrofia por dexametasona (reducéo de 40% no diametro dos miotubos) e privacao
de nutrientes (reducédo de 60% no diametro dos miotubos) mostrou que houve
maior ativacdo da FOXO, juntamente com um aumento de duas vezes e meia na
expressao génica da MAFbx (SANDRI et al., 2004). No entanto, quando realizado
tratamento destes miotubos com superexpressao de Akt ou IGF-1 houve inibicdo
tanto da FOXO quanto da expressao génica da MAFbx. Como o EF é um potente
estimulo de Akt via IGF-1 (ATHERTON et al., 2005; KUMAR; SELBY; et al., 2009;
LEGER et al., 2006; MAYHEW et al., 2009; VOLPI et al., 2008), este é um dos
mecanismos propostos pelo qual o exercicio inibe FOXO e consequentemente
MAFbx e MuRF-1, podendo atenuar a perda ou mesmo manter a massa muscular
em condi¢des que favorecem a atrofia muscular (ex. desuso e desnutricdo).

Outro caminho de inativacdo de MAFbx e MuRF-1 pelo exercicio resistido é
a reducdo dos niveis de miostatina. Por exemplo, uma sessdo de exercicio
resistido foi capaz de reduzir a expressdo génica da miostatina em até 56%,
independentemente do género e idade (KIM et al., 2005). Roth e colaboradores
mostraram que apds nove semanas de treinamento resistido a expressao génica
da miostatina reduziu 73% na musculatura exercitada (ROTH et al., 2003). Dessa

forma, o EF parece regular negativamente a expressao génica da miostatina no
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musculo esquelético, se mostrando uma boa intervencao para condi¢des de atrofia
dependentes de miostatina elevada.

Contudo, sdo encontrados poucos estudos que verificaram o efeito do EF
sobre as 0s mecanismos de degradacdo do musculo esquelético em individuos
com AR. Este fato nos instiga a buscar novos conhecimentos que possibilite

melhor compreenséo do papel do exercicio para individuos com AR.

1.4 PAPEL DO ESTROGENIO NAS ADAPTACOES DO MUSCULO
ESQUELETICO E EXERCICIO

Uma série de estudos tem mostrado que a menopausa esta associada com
perda acelerada de massa e forca musculares (KALLMAN et al., 1990; PHILLIPS,
SK et al., 1993; SAMSON et al., 2000). Por exemplo, um estudo realizado por
McClung e colaboradores (2006) mostrou que a ovariectomia reduziu 44% da
massa muscular comparado ao controle. Phillips e colaboradores (1993)
mostraram reducdes na for¢ca de 30% em mulheres idosas quando comparadas a
mulheres adultas jovens. Além disso, outros estudos tém indicado que a falta de
estrogénio influencia negativamente a forca e massa musculares (AUBERTIN-
LEHEUDRE et al., 2005; KENNY et al.,, 2003; MADDALOZZO et al., 2004;
TAAFFE et al., 2005).

Essas reducdes tém sido relacionadas diretamente com o papel dos
hormonios ovarianos sobre os mecanismos de catabolismo muscular. Além disso,
Raue e colaboradores (2007) mostraram que mulheres idosas expressaram niveis
mais elevados de RNAm para FOXO (56%) e MuRF-1 (42%) em repouso
comparado a mulheres jovens. Bergen e colaboradores (2015) mostraram que
mulheres mais velhas apresentaram niveis de miostatina 23% mais elevados do
gue as mulheres jovens. Embora esses estudos nédo excluem os efeitos do
envelhecimento sobre a expressdo dos genes associados ao catabolismo
muscular, Dieli-Conwright e colaboradores mostraram maiores niveis de
expressdao de RNAmM de miostatina muscular e ubiquitina ligases E3 (atrogina-1 /

MAFbx e MuRF-1) em mulheres pds-menopausadas em relacdo as mulheres pés-
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menopausadas que fizeram reposicdo hormonal (DIELI-CONWRIGHT,
CHRISTINA M et al., 2009b). Além disso, a falta dos horménios ovarianos pode ter
um impacto significativo sobre a recuperacao do musculo apos o desuso. Sitnick e
colaboradores mostraram que a ovariectomia impediu a recuperagdo (por
sobrecarga) da massa muscular apés desuso. Este fenbmeno foi associado com a
falta de ativacdo de Akt (SITNICK et al.,, 2006). Portanto, estes estudos
estabelecem o papel da falta dos hormdnios ovarianos na ativacdo de vias de
degradacéao ubiquitina-proteossoma levando a perda da massa muscular.

Interessantemente, o EF é uma potente intervencdo para aumentar a
massa e for¢ga musculares em mulheres com hipoestrogenismo (MAESTA et al.,
2007; ORSATTI et al., 2008). Dezesseis semanas de EF promove aumento de
10% na massa muscular em mulheres na pés-menopausa (MAESTA et al., 2007;
ORSATTI et al., 2008).

Como a quantidade de massa muscular € determinada pela relacéao
sintese/catabolismo proteico, sugere-se que o0 estado hipoestrogénico pode
interferir nessa relacao, acentuando o catabolismo e, consequentemente, afetando
a quantidade de massa muscular. Portanto, baseado nesta revisdo de literatura,
parece razoavel supor que o estado hipoestrogénico maximiza a expressao génica
da miostatina e E3 ubiquitina-ligases (Atrogina-1 / MAFbx e MuRF-1) na artrite
reumatoide e também interfere com o efeito do EF nas expressdes génicas
durante a artrite reumatoide.

Na necessidade de melhor compreensdo do processo hipertrofico no
musculo esquelético em estados inflamatérios elevados e hipoestrogénico,
estudos especificos e mais aprofundados sao necessarios para avaliar as
repercussdes advindas do EF em pacientes pds-menopausadas com artrite

reumatoide.
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2 ARTIGOS PRODUZIDOS

2.1 ARTIGO1: PERDA DA FUNCAO OVARIANA RESULTA EM PERDA DE
MUSCULO ESQUELETICO AUMENTADA EM RATOS ARTRITICOS!

RESUMO

Objetivo: foram estudados os efeitos da perda da funcdo ovariana
(ovariectomia) sobre areas de seccéo transversa (AST) do musculo esquelético e
os niveis de RNAm de IGF-1, atrogina-1, MuRF-1, e de miostatina em modelo
experimental de artrite reumatoide em ratos. Métodos: 24 ratos Wistar (9
semanas, 195,3 + 17,4 gramas) foram distribuidos aleatoriamente em quatro
grupos: controle (CT-Sham, n = 6); artrite reumatoide (AR, n = 6); ovariectomia
sem artrite reumatoide (OV; n = 6); ovariectomia com artrite reumatoide (AROV; n
= 6). Os procedimentos da ovariectomia (OV e AROV) ou simulacdo da
ovariectomia (CT-Sham ou RA) foram realizados ao mesmo tempo, quinze dias
antes da inducéo da artrite reumatoide. Os grupos RA e RAOV foram imunizados
e, em seguida, foram injetados com Met-BSA na articulacao tibiotarsica. Apés 15
dias das injecbes intra-articulares, os animais foram eutanasiados. Foram
avaliadas as manifestacbes externas da artrite reumatoide (perimetria articular),
bem como o peso dos animais e a ingestdo de alimentos ao longo do estudo.
Além disso, as AST do musculo gastrocnémio foram analisadas em 200 fibras
(método H & E). No musculo gastrocnémio, a expressdo de RNAm foi analisada
por PCR quantitativo em tempo real, seguido pelo método Livak (AACT).
Resultados: a artrite reumatoide reduziu a AST das fibras do muasculo
gastrocnémio. O grupo AROV mostrou AST menor nas fibras do musculo
gastrocnémio em comparag¢ao com o0s grupos AR e CT-Sham. O RNAmM do IGF-1
do musculo esquelético aumentou nos ratos artriticos e ovariectomizados. O

RNAmM do IGF-1 foi maior nos grupos OV do que nos grupos AR e AROV. A

' O artigo PERDA DA FUNCAO OVARIANA RESULTA EM PERDA DE MUSCULO ESQUELETICO
AUMENTADA EM RATOS ARTRITICOS foi publicado na Revista Brasileira de Ginecologia e
Obstetricia — RBGO (Anexo A).
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expressdo de antrogina-1 também aumentou no musculo gastrocnémio dos ratos
artriticos e ovariectomizados. No entanto, o aumento do RNAm da atrogina-1 foi
maior no grupo AROV do que nos grupos AR e OV. O RNAmM da MuRF-1
aumentou nos grupos OV e AROV, mas nado nos grupos AR e CT-Sham. Porém, o
grupo ARQOV apresentou maior expressao génica de MuRF-1 do que o grupo OV.
A expressdao do gene da miostatina foi semelhante em todos oS grupos.
Conclusao: a perda de funcéo ovariana resulta em perda de musculo esquelético
relacionado as atrogina-1 e MuRF-1 em ratos artriticos.

Palavras-chave: caquexia, artrite reumatoide, E3 ubiquitina-ligase, ovariectomia,

desuso.

ABSTRACT

Objective: We studied the effects of loss of ovarian function (ovariectomy)
on muscle mass of gastrocnemius and the mRNA levels of IGF-1, atrogin-1,
MuRF-1, and myostatin in an experimental model of rheumatoid arthritis in rats.
Methods: 24 female Wistar rats (9 weeks, 195.3 £ 17.4 grams) were randomly
allocated into four groups: control (CT-Sham; n = 6); rheumatoid arthritis (RA; n =
6); ovariectomy without rheumatoid arthritis (OV; n = 6); ovariectomy with
rheumatoid arthritis (RAOV; n = 6). The ovariectomy (OV and RAQOV) or Sham
(CT-Sham or RA) procedures were performed at the same time, fifteen days before
the rheumatoid arthritis induction. The RA and RAOV groups were immunized and
then were injected with Met-BSA in the tibiotarsal joint. After 15 days of intra-
articular injections the animals were euthanized. We evaluated the external
manifestations of rheumatoid arthritis (perimeter joint) as well as animal weight,
food intake throughout the study. Also, the cross-sectional areas (CSA) of
gastrocnemius muscle fibers were analyzed in 200 fibers (H&E method). In the
gastrocnemius muscle, mMRNA expression was analyzed by quantitative real time
PCR followed by Livak method (AACT). Results: The rheumatoid arthritis induced
reduction in CSA of gastrocnemius muscle fibers. The RAOV group showed a

lower CSA of gastrocnemius muscle fibers compared to RA and CT-Sham groups.
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Skeletal muscle IGF-1 mRNA was increased in arthritics and ovariectomized rats.
The increased IGF-1 mRNA was higher in OV groups than in the RA and RAOV
groups. Antrogin-1 mRNA was also increased in the gastrocnemius muscle of
arthritic and ovariectomized rats. However, the increased atrogin-1 mRNA was
higher in RAOV groups than in the RA and OV groups. Gastrocnemius muscle
MuRF-1 mRNA was increased in the OV and RAOV groups, but not in the RA and
Sham groups. However, the RAOV group showed higher MuRF-1 mRNA than the
OV group. The myostatin gene expression was similar in all groups. Conclusion:
Loss of ovarian function results in increased loss of skeletal muscle-related
ubiquitin ligases atrogin-1 and MuRF-1 in arthritic rats.

Key words: Cachexia, rheumatoid arthritis, E3 ubiquitin ligase, ovariectomy,

desuse.

INTRODUCAO

A perda de musculo esquelético (PME) é postulada um importante
contribuinte para o aumento da morbidade e mortalidade (VON HAEHLING;
ANKER, 2014). Portanto, a PME € uma consequéncia grave da artrite reumatoide
(VON HAEHLING; ANKER, 2014), especialmente em mulheres (ALAMANOS;
DROSOS, 2005). A natureza complexa da PME induzida pela artrite reumatoide
estd associada com a inflamagcdo cronica, resisténcia a insulina, fator de
crescimento semelhante a insulina (IGF) -1 e baixos niveis de atividade fisica
(RALL; ROUBENOFF, 2004). Embora esses disturbios tenham sido amplamente
investigados, ainda existem lacunas na compreensao do papel regulador da perda
da funcao ovariana (PFO) na progressdo da PME durante a artrite reumatoide. A
PFO pode contribuir diretamente para a PME e também através da interacdo com
a inflamacéao (TIIDUS; LOWE; BROWN, 2013). Embora estudos anteriores tenham
demonstrado o papel potencialmente nocivo da PFO na PME, eles ficam aquém
em replicar o ambiente sistémico criado pela artrite reumatoide. Desde que as
mulheres progridem naturalmente para a menopausa ou podem ser submetidas a

ovariectomia, uma melhor compreensédo dos efeitos da PFO na PME durante a
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artrite reumatoide e suas vias regulatérias poderiam identificar novos alvos
terapéuticos.

O tratamento com estrogénio tem sido descrito aumentar a recuperagao de
massa muscular apos a leséo ou a atrofia em roedores e também manter a massa
muscular em mulheres na pés-menopausa (TIIDUS et al.,, 2013). Quanto aos
mecanismos no musculo esquelético que séo influenciados pelo estrogénio, Dieli-
Conwright et al. relataram maiores niveis de expressdo de RNAmM de miostatina e
ubiquitina-ligase E3 (atrogina-1 / MAFbx e MuRF1) em mulheres pés-
menopausadas quando comparadas as mulheres pés-menopausadas que fizeram
reposicdo hormonal (DIELI-CONWRIGHT et al., 2009b;2012). A miostatina € um
membro da familia do fator de crescimento transformante (TGF) - que regula
negativamente o crescimento do muasculo esquelético através da inibicdo da
ativacdo de células satélite (MCCROSKERY et al., 2003). A miostatina €
associada com a ativacdo de genes da ubiquitina-ligase E3 no musculo
esquelético (MCFARLANE et al.,, 2006). As ubiquitina-ligases E3 provocam a
degradacdo de proteinas pelo proteassoma 26S e tem sido descritas como
indutoras de atrofia no muasculo esquelético (BODINE et al.,, 2001). Estes
resultados evidenciam o papel benéfico do estrogénio sobre o musculo
esquelético, o que sugere que a PFO pode induzir aumento de miostatina,
atrogina-1 e MuRF-1, causando a atrofia muscular. Neste contexto, parece
razoavel supor que a PFO é extremamente prejudicial para o masculo esquelético
na artrite reumatoide.

A PME na artrite reumatoide também tem sido associada com o aumento
da expressédo do gene IGF-1 no musculo (CASTILLERO et al., 2009; LOPEZ-
MENDUINA et al., 2010;2012). Como o IGF-1 é bem conhecido por ser um
estimulador importante do crescimento do musculo esquelético, o aumento de
IGF-1 durante a artrite reumatoide pode ser uma tentativa de mitigar a atrofia
muscular (TIDBALL, 2005; YE et al., 2013). Um link entre estrogénio e regulagéo
positiva da sinalizacdo de IGF-1 associado a manutengcdo da massa muscular tem
sido estabelecido na PFO. Tratamentos com agonistas do receptor de estrogénio

em roedores ovariectomizados (VELDERS et al., 2012) e reposicdo de estrégeno
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em mulheres pés-menopausadas (AHTIAINEN et al., 2012) foram descritos
aumentar e manter massa muscular dependente do aumento do IGF-1,
respectivamente. No entanto, embora estes estudos sugiram que a PFO pareca
estar associada com a regulacdo negativa do IGF-1, foi relatada que a
ovariectomia em ratos aumenta a expressao do IGF-1 e a massa muscular e estas
alteracbes foram revertidas pela reposicdo de estrogénio (TSAI et al., 2007). Além
disso, um estudo recente relatou que a suplementacdo de estrogénio reduz os
niveis musculares de IGF-1 em ratos ovariectomizados (MANGAN et al., 2014).
Portanto, a PFO ligada a atrofia muscular via diminuicdo de IGF-1 ainda
permanece pouco esclarecida.

Embora a PFO foi amplamente referida com promotora de um ambiente
molecular catabdlico no musculo esquelético, o papel da PFO durante a
progresséao da artrite reumatoide nédo foi estabelecido. Assim, para resolver este
problema, foram estudados os efeitos da ovariectomia sobre a massa muscular do
gastrocnémio e os niveis de RNAm do IGF-1, atrogina-1, Murf-1, e miostatina em
modelo experimental de artrite reumatoide (artrite induzida por adjuvante) em
ratos. Este artigo esclarece as respostas moleculares do musculo esquelético para

a PFO durante a artrite reumatoide.

MATERIAIS E METODOS

Este estudo experimental estava em conformidade com o Guia Nacional de
Cuidados e Uso de Animais [Conselho Nacional de Controle de Experimentacao
Animal (CONCEA)] e obteve a aprovacdo do Comité de Etica da Universidade (n°
274/2014). Todos os procedimentos foram realizados no Instituto de Pesquisa em
Oncologia (IPON) da Universidade Federal do Triangulo Mineiro (UFTM).

Ratos Wistar fémeas (195,3 + 17,4 gramas), com nove semanas de idade
foram utilizados no presente estudo. Os ratos foram alojados em gaiolas de
plastico em condi¢bes normais a 22°C, ciclo de 12 horas claro/escuro, e tiveram
acesso livre (ad libitum) para agua e comida padrdo (Nuvilab-CR1, Curitiba, PR,

Brasil). Quatro grupos experimentais foram usados neste estudo: controle (CT-
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Sham; n = 6); grupo com artrite reumatoide (AR, n = 6); ovariectomia sem artrite
reumatoide (OV; n = 6); ovariectomia com artrite reumatoide (AROV; n = 6). Todos
os ratos foram tratados de modo semelhante, em termos de manipulacdo diaria.
Os procedimentos de ovariectomia (OV e AROV) ou simulagdo (CT-Sham ou AR)
foram realizados ao mesmo tempo, quinze dias antes da indugdo da artrite
reumatoide. Os grupos AR e AROV foram imunizados e, em seguida, foram
injetados com albumina bovina metilada (Met-BSA) na articulacdo tibiotarsal.
Quinze dias ap6s a injecéo intra-articular, todos os animais foram eutanasiados no
mesmo periodo do dia e hora. As amostras de musculo gastrocnémio da pata
traseira esquerda foram removidas, limpas, pesadas, e a sua por¢cédo branca foi
obtida e armazenada em TRIzol a -80°C para analise molecular. N6s investigamos
a parte branca do gastrocnémio porque possui mais fibras de contracdo rapida.

Os ratos foram anestesiados com injecao intraperitoneal contendo solugéo
de quetamina (80 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg) para os procedimentos de
ovariectomia. A ovariectomia foi realizada por uma Unica incisdo ventral
transversal de 0,4-0,6 cm na regido abdominal média de acordo com o método
descrito por Khajuria et al. (KHAJURIA; RAZDAN; MAHAPATRA, 2012).

Os ratos foram anestesiados com injecéo intraperitoneal contendo solucao
de quetamina (40 mg/kg) e xilazina (5 mg/kg) para os procedimentos de inducéo
da artrite reumatoide. Inicialmente, os ratos foram imunizados com duas injecdes
subcutaneas de 50 L. Met-BSA (40 mg/mL) diluida em glicose a 5% emulsificada
com adjuvante completo de Freund (CFA) (contendo 1mg/mL de bactéria
Tuberculosis inativada) na base da cauda, com intervalo de sete dias entre as
injecbes. Depois de sete dias a partir da dltima injecdo na base da cauda, uma
injecdo intra-articular de 25 yL de Met-BSA, CFA e glicose a 5% foi aplicada nas
articulacdes tibiotarsais (BAR et al., 2004).

O edema articular, o peso corporal e a ingestdo de alimentos foram
examinados semanalmente apds a segunda injecdo subcutanea. A avaliacdo da
gravidade da artrite foi realizada através da medicdo do edema articular de cada
animal. O edema articular foi avaliado pelo tamanho de espessura latero-lateral da

articulacdo do tarso com paquimetro analégico (Starfer, Sdo Paulo, SP, Brasil)
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(FILIPPIN et al., 2013). O edema articular foi calculado coma média aritmética das
duas patas traseiras.

Os animais foram anestesiados por injecdo intraperitoneal contendo
solucéo de quetamina (80 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg). A eutanasia foi realizada
por puncédo cardiaca e choque hipovolémico.

As amostras de sangue foram coletadas por puncao cardiaca em sistema a
vacuo (Vacutainer®, Inglaterra) dentro de um tubo seco com gel separador. O
sangue foi centrifugado durante 10 minutos (3.000 rpm) e as amostras foram
separadas e armazenadas (-20°C) para analises futuras. O estradiol sérico
(MyBiosource, San Diego, CA, EUA) foi analisado por imunoensaio enzimatico
ELISA. Todos os ensaios foram realizados em conformidade com o protocolo do
fabricante.

As amostras do musculo gastrocnémio (50-70 mg) foram extraidas da
porcdo branca. A extracdo do RNA total foi realizada utilizando TRIzol (Sigma-
Aldrich, Sto Louis MO, EUA), seguindo o protocolo do fabricante. Depois da
extracdo, o sedimento seco foi ressuspenso em agua livre de RNAse, tratada com
DNAse | (Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA) para remover qualquer possivel
presenca de DNA na amostra. O RNA total foi quantificado utilizando fluorimetro
de alta preciséo, Qubit 2,0 (Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA), e kit RNA BR
Assay (Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA). Todas as amostras tinham
concentracfes de RNA entre 20-100 ng/mL. Quando valores mais altos de RNA
foram encontrados, as amostras foram diluidas em agua livre de RNAse.

A quantificacdo de RNAm foi obtida pelo aparelho 7900HT Fast Real-Time
PCR System (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) usando kits Quantifast
SYBR Green RT-PCR one-step (QIAGEN, Hilden, Germany). Assim, 1ul das
amostras de RNA tratadas com DNAse foram adicionadas a uma mistura que
continha, 10yl de 2 x Quantifast SYBR GREEN RT-PCR Master Mix, 0,2ul de
Quant Fast, 0,6ul de primer “sense” e “anti-sense” e completadas com agua livre
de RNAse para alcangar o volume de 20pL.

A temperatura e a curva de anelamento foram usadas como medidas de

gualidade. As condi¢cbes de reacdo do gqPCR e ciclos executados no aparelho
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7900HT Fast Real-Time PCR System (Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA)
foram as seguintes: 50°C por 10 min, 95°C por 5 min para desnaturagao inicial e
amplificacdo de 40 ciclos de 95°C por 10 segundos para desnaturagcao e 60°C por
30 segundos para emparelhamento e extensao.

Valores de fluorescéncia foram obtidos entre os estagios de anelamento /
extensdo e numeros de thresholdcycle (CT) foram determinados por meio do
Software SDS versdao 1.2.3 (Applied Biosystems, EUA). O RNAmM do IGF-1,
MuRF1, atrogina-1 e da miostatina foram normalizados para os valores de GAPDH
(gene de referéncia) e calculados pelo método Livak (AACT). Os primers para
todos os genes (Tabela 1) foram obtidos a partir de estudos anteriores (AGUIAR et
al., 2013; CASTILLERO et al., 2009) e construido a partir de sequéncias
publicadas no GenBank (www.pubmed.com) para garantir a especificidade das
sequéncias alvo, evitar a geracdo de estruturas secundarias dos primers e a
dimerizacdo em cada primer e entre primer sense e anti-sense.

As analises morfoldgicas foram realizadas a partir de cortes histologicos do
gastrocnémio (espessura 6um). Os cortes histolégicos do gastrocnémio foram
obtidos em um micrétomo (Leica Biosystems, Nussloch, Alemanha) e corados pelo
método hematoxilina e eosina (H&E). Os cortes corados foram usados para
documentacéo fotografica de seis campos histologicos aleatorios (objetiva de 20X)
(Nikon Evolucion MP 5,0). Um software de analise de imagem (ImageJ 1.46r) foi
usado para determinar a area de seccao transversa (AST) de 200 fibras por

musculo.

Analise Estatistica

Os dados foram testados para a distribuicdo normal utilizando o teste de
Shapiro-Wilk e de homogeneidade de variancia, utilizando o teste de Levene. As
variaveis foram comparadas por Kruskal-Wallis (dados ndo paramétricos). Quando
apropriado (p <0,05), o teste post-hoc de rank dos subgrupos foi feito. Os dados
sdo expressos como mediana e intervalo interquartil (percentil 25 e 75). Os
procedimentos estatisticos foram realizados com software estatistico. A

significancia foi estabelecida em P <0,05.
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RESULTADOS

O estradiol circulante foi determinado no fim do estudo, apds a eutanasia
(i.e. dia 15 apds a injecao intra-articular), para assegurar a ovariectomia. As ratas
ovariectomizadas apresentaram reducdo do estradiol. Além disso, o grupo AR
também exibiu diminuicdo de estradiol em relagdo ao grupo controle (Tabela 2).

No inicio do estudo (i.e. antes da ovariectomia) o peso corporal ndo diferiu
entre os grupos. No entanto, no meio do estudo (i.e. apés a ovariectomia e antes
da injecdo intra-articular) o peso dos ratos ovariectomizados aumentou em
comparacdo com CT-Sham, enquanto que o peso do grupo AR ndo aumentou
(Tabela 2).

Alteracbes na espessura articular, no consumo alimentar e no peso corporal
foram medidos ao longo da progressdo da artrite reumatoide. A espessura
articular das ratas artriticas (AR e AROV) aumentou sete dias apos injecao intra-
articular de Met-BSA em comparagao com os grupos OV e CT-Sham (Ht = 19,9; P
<0,01). Este aumento na espessura articular foi mantido até o final estudo (no dia
15). Embora a ovariectomia ndo afetou a magnitude da espessura articular, o
grupo AROV apresentou valores de espessura articular mais elevados do que o
grupo AR 15 dias ap0s injecao intra-articular (Ht = 20,9; P <0,01) (Figura 1 A). A
alteracao da ingestdo alimentar foi semelhante nos grupos AR e CT-Sham no dia
sete (Ht = 14,5; P <0,01). Houve aumento na ingestdo alimentar para o grupo OV
e reducdo para o grupo AROV comparado ao grupo CT-Sham. No dia 15, houve
reducdo na ingestédo alimentar para o grupo AR em comparagdo com 0S grupos
CT-Sham, OV e AROV (Ht = 16,5; P <0,01). A alteracdo na ingestao alimentar do
grupo OV foi semelhante ao grupo CT-Sham e o ganho da ingestdo alimentar foi
mantida no grupo OV (Figura 1 B). No que diz respeito a variacdo de peso, a
artrite reumatoide induziu reducdo no peso corporal relacionado aos grupos
controles (CT-Sham e OV) (P <0,01). Quando os ratos foram divididos em suas
condicdes especificas, ndo houve diferenca entre os grupos no dia sete (Ht = 8,2;

P <0,01). No entanto, o grupo AROV mostrou peso corporal mais baixo em
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comparacao com o grupo controle no dia 15. Além disso, o grupo AR apresentou
peso corporal mais baixo em comparacao com o grupo OV (Figura 1 C).

Para determinar a atrofia muscular nés avaliamos a area de secc¢do
transversa (AST) das fibras do muasculo gastrocnémio (absoluta) em todos os
grupos. Quando os grupos foram reunidos (AR + AROV vs CT-Sham + OV), o
grupo com artrite reumatoide induziu reducéo na condigéo absoluta (P <0,01) e na
relativa (AST das fibras corrigido pelo peso corporal) (P <0,01) da AST das fibras
musculares do gastrocnémio (Figura 2; A e B). Quando os grupos foram
separados, os ratos artriticos ovariectomizados (AROV) mostraram menor AST
absoluta (Ht = 18,7; P <0,01) e relativa (Ht = 18,9; P <0,01), de fibras do musculo
gastrocnémio em comparacdo com ratos artriticos sem ovariectomia (AR). O
grupo OV mostrou AST relativa menor em comparacdo com o grupo CT-Sham
(Figura 2; A e B).

O RNAmM do IGF-1 do musculo esquelético aumentou nos ratos artriticos e
ovariectomizados (Ht = 14,6; P <0,01). O aumento do RNAm do IGF-1 foi maior no
grupo OV do que nos grupos AR e AROV (Figura 3A). A expressao génica da
Atrogina-1 também aumentou no muasculo gastrocnémio de ratos artriticos e
ovariectomizados (Ht = 15,9; P <0,01). No entanto, o aumento do RNAmM da
atrogina-1 foi maior no grupo AROV do que nos grupos AR e OV (Figura 3D). O
RNAmM de MuRF-1 foi maior nos ratos ovariectomizados, mas nao nos ratos
artriticos (Ht = 15,9; P <0,01). No entanto, o grupo AROV mostrou valores de
RNAmM de MuRF-1 maiores que o grupo OV (Figura 3C). A expressao do gene da

miostatina foi semelhante em todos os grupos (Ht = 1,9; P = 0,5) (Figura 3B).
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Tabela 1 — Desenho dos Primers para qPCR

Genes NUumero (GenBank) Sequéncia (5’-3’)

S: GCTATGGCTCCAGCATDCG
IGF-1 NM_178866 A: TCCGGAAGCAACACTCATCC

S: TGACCAAGGAAAACAGCCAC CAG
MuRF-1 NM_080903.1 A: TCACT CCTTCTTCTCGTCCAGGATGG

. S: TACTAAGGAGCGCCATGGATACT
Atrogina-1 NM_133521.1 A: GTTGAATCTTCTGGAATCCAGGAT
o S: CTACCACGGAAACAATCATTACCA

Miostatina NM_019151.1 A: AGCAAC ATTTGGGCTTTCCAT

S: AGATGGTGAAGGTCGGAGTG
GAPDH NM_001034034

A: GAAGGTCAATGAAGGGGTCA

Tabela 1 — Desenho dos Primers usado para
guantitativa (QPCR).

S = Sense; A = Antisense

Fonte: FURLANETTO JUNIOR et al., 2016.

mensurar a reacdo em cadeia de polimerase
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Tabela 2 — Caracteristica da amostra

CT-Sham ov AR AROV P

, 1 53,5 20,4* 31,8* 35,8*
Estradiol (pgmL™) 45 6-67.3) (168-233)  (26,6-41,8)  (31.3-384) 2003
Peso corporal antes 185,0 204,5 190,0 198,5 0227
da ovariectomia (g) (172,0-208,0) (192,0-220,0) (179,0-210,0) (196,0-220,0)
gzsigjggggoig"’t‘::_”tes 2215 269,0* 237,0 271,0% 0012
articular (g) (217,0 - 242,0) (251,0-286,0) (230,0-256,0) (264,0-284,0)
Peso do 1,45 1,71* 1,100 1,21 0.002
gastrocnémio (g) (1,33 -1,55) (1,61 - 1,86) (0,93 - 1,28) (0,96 - 1,42) '
Peso do
gastrocnémio (g) / 0,56 0,60 0,49 0,44 0013
Peso corporal (g) x (0,53 - 0,64) (0,56 - 0,64) (0,45 - 0,55) (0,40 - 0,50) '
100

Tabela 2 - Concentragdo de estradiol; Peso corporal; Peso do gastrocnémio (absoluto e relativo) do grupo controle (CT-Sham); Grupo
ovariectomizado (OV); Grupo artritico (AR) e Grupo artritico com ovariectomia (AROV); n=6 ratos por grupo; os dados sdo expressos em mediana
e intervalo interquatrtil (25 - 75 percentis), * P <0,05 vs. CT-Sham.

Fonte: FURLANETTO JUNIOR et al., 2016.
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Figura 1 — Manifestagdes externas da artrite reumatoide
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Figura 1 - (A) espessura articular, (B) mudanca na ingestéo alimentar (%) e (C) mudanca do peso
corporal (%) no grupo controle (CT-Sham); Grupo ovariectomizado (OV); Grupo artritico (AR) e
Grupo artritico com ovariectomia (AROV); Imediatamente antes da injec&o intra-articular (I.I.A);
Sete dias apds a injecdo intra-articular (sete dias) e quinze dias apds a injecdo intra-articular
(quinze dias). n = 6 ratos por grupo. Os dados sdo expressos como mediana e intervalo interquartil
(25 - 75 percentis) * P <0,05 versus CT-Sham, ** P <0,05 vs. grupos AR agrupados, # P <0,05 vs.
OVe@ P <0,05vs. RA.

Fonte: FURLANETTO JUNIOR et al., 2016.
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Figura 2 — Area de secc¢ao transversa do gastrocnémio
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Figura 2 - (A) area de seccao transversa (AST) da fibra do musculo gastrocnémio e (B) AST corrigida pelo peso corporal no grupo controle (CT-
Sham); Grupo ovariectomizado (OV); Grupo artritico (AR) e Grupo artritico com ovariectomia (AROV); Micrémetro quadrado (um2); n = 6 ratos por
grupo. Os dados sdo expressos como mediana e intervalo interquartil (25 - 75 percentis); * P <0,05 versus CT-Sham; # P <0,05 vs. OV @ P <0,05
versus AR; ** P <0,05 vs. grupos AR agrupados.

Fonte: FURLANETTO JUNIOR et al., 2016.
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Figura 3 — RNAm dos genes alvos
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Figura 3 — (A) RNAmM do IGF-1; (B) RNAmM da Miostatina; (C) RNAmM da MuRF-1 e (D) RNAm
Atrogina-1 do grupo controle (CT-Sham); Grupo ovariectomizado (OV); Grupo artritico (AR) e
Grupo artritico com ovariectomia (AROV);. n = 6 ratos por grupo. Os dados sdo expressos como
mediana e intervalo interquartil (25 - 75 percentis); * P <0,05 versus CT-Sham; # P <0,05vs. OV @
P <0,05 versus AR.

Fonte: FURLANETTO JUNIOR et al., 2016.

DISCUSSAO

A PME induzida pela artrite reumatoide tem sido associada com a
inflamacédo croénica, resisténcia insulinica e fator de crescimento semelhante a
insulina (IGF) -1 e reducdo da atividade fisica (RALL; ROUBENOFF, 2004).
Embora esses transtornos tenham sido amplamente investigados, ainda existem
lacunas na nossa compreensado do papel regulador da PFO na progressao da

PME na artrite reumatoide. Como as mulheres progridem naturalmente para a



42

PFO (menopausa) ou cirurgicamente (ovariectomia), a compreenséo do papel da
PFO na PME durante a artrite reumatoide e suas vias regulatérias poderiam
identificar novos alvos terapéuticos. Assim, no presente estudo testamos o0s
efeitos da ovariectomia na massa muscular do gastrocnémio e a expressao de
genes do IGF-1, atrogina-1, MuRF-1, e da miostatina em modelo experimental de
artrite reumatoide (artrite induzida por adjuvante) em ratos. No presente estudo, a
concentracao de estradiol (Tabela 2) e sinais externos da doenca mensurado pela
espessura articular mostraram sucesso na inducdo da ovariectomia e da artrite por
Met-BSA (Figuras 1 e 2). Descobrimos que a artrite reumatoide resulta em PME e
gue a PFO maximiza a PME. Também mostramos que o aumento da PME esta
associado com um aumento da expressdo dos genes da ubiquitina-ligase E3
(atrogina-1 e MuRF-1).

No presente estudo, ratos artriticos (AR + AROV) mostraram reducao no
peso corporal e AST das fibras do musculo gastrocnémio quando comparados
com ratos sem artrite (CT-Sham + OV). A atrofia induzida pela artrite reumatoide
tem sido consistentemente demonstrada em estudos com animais (CASTILLERO
et al.,, 2009; FILIPPIN et al.,, 2013; LOPEZ-MENDUINA et al., 2010) e em
humanos (RALL; ROUBENOFF, 2004). Uma vez que a artrite diminui a ingestao
alimentar, a diminuicdo no musculo esquelético poderia ser secundaria a ingestao
de alimentos reduzida. No entanto, em ratos artriticos com ovariectomia, que
mostraram menor AST da fibra muscular e AST corrigida pelo peso corporal, a
ingestao de alimentos aumentou apos o dia sete atingindo uma ingestéo alimentar
semelhante ao controle, na ultima semana do estudo. De fato, estudos anteriores
mostraram que a ovariectomia em roedores induz a hiperfagia (FISHER; KOHRT;
BROWN, 2000; SHINODA; LATOUR; LAVOIE, 2002). Porém, enquanto a
ovariectomia pode recuperar a ingestdo alimentar de ratos com artrite reumatoide,
isso nao foi suficiente para recuperar a PME neste estudo. Deste modo, a PME
induzida pela artrite reumatoide ndo pode ser atribuida a diminuicdo no consumo
de alimentos. Estes achados sdo semelhantes ao que foi descrito por outros
investigadores (CASTILLERO et al., 2009; LOPEZ-MENDUINA et al., 2010).
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NOs observamos aumento no RNAm do IGF-1 muscular no grupo OV
(Figura 3). Nossos resultados convergem com achados anteriores de outros
pesquisadores que relataram aumento no RNAm do IGF-1 no musculo de
roedores ovariectomizados precocemente em comparagdo com animais que
fizeram reposicao de estrogénio (MANGAN et al., 2014; TSAI et al., 2007). Em
contraste com o0s nossos resultados, foi demonstrado que mulheres pés-
menopausicas tém uma reducdo na expressao do gene IGF-1 muscular em
comparacdo com mulheres na pré-menopausa (AHTIAINEN et al., 2012). Além
disso, a terapia hormonal em mulheres na pds-menopausa aumenta a expressao
do receptor de IGF-1 muscular (AHTIAINEN et al., 2012). O estrogénio tem sido
relatado como tendo efeitos direto (i.e. receptores de estrogénio a e ) e indireto
(i.e. eixo GH/IGF-1) sobre o IGF-1 (TIIDUS et al., 2013). Assim, como a PFO pode
modular a expressdo de RNAm do IGF-1 parece ser dependente da idade
(imaturas vs pés-menopausa), no entanto, isto permanece sem resposta.

O IGF-1 é considerado um importante estimulador da hipertrofia do masculo
esquelético. A superexpressao do IGF-1 no musculo esquelético induz hipertrofia
em camundongos transgénicos, quando comparado com camundongos selvagem
(MUSARO et al.,, 2001; YE et al., 2013). No entanto, 0os nossos resultados
mostraram que o aumento do RNAmM do IGF-1 pela ovariectomia ndo alterou a
AST das fibras musculares (Figura 2A). Estes resultados sugerem que ndo ha
nenhuma relacdo clara entre o aumento de RNAmM do IGF-1 e aumento da
proteina IGF-1 (forma ativa). Além disso, as isoformas de ligacdo do IGF-1 (IGF-
1Ea, IGF-1Eb e IGF-1Ec) tém papéis distintos no crescimento muscular
(ENGERT; BERGLUND; ROSENTHAL, 1996; PHILIPPOU et al., 2009).
Considerando que nosso gPCR mediu o IGF-1 "maduro”, ndo podemos distinguir
isoformas do IGF-1 no muasculo, s6 podemos dizer que o0 RNAmM do IGF-1 foi
aumentado na perda da funcdo ovariana. Assim, a auséncia de dados sobre as
variacoes especificas de isoformas do IGF-1 e IGFBPs no nosso estudo pode ser
considerada como uma limitacdo. No entanto, quaisquer possiveis efeitos do IGF-
1 muscular e suas isoformas sobre a hipertrofia muscular parecem ser

insignificantes no contexto da perda da func¢ao ovariana.
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O presente estudo mostrou que o modelo de artrite reumatoide promove
atrofia muscular (Figura 2; A e B) juntamente com um aumento do RNAm do IGF-1
(Figura 3A). Estes achados sédo semelhantes aos que foi descrito por outros
investigadores (CASTILLERO et al., 2009; LOPEZ-MENDUINA et al., 2010;2012).
Durante atrofia muscular de ratos artriticos, o aumento de RNAmM do IGF-1
muscular tem sido descrito estar relacionado a resposta inflamatéria promovida
pela artrite reumatoide (CASTILLERO et al., 2009; TIDBALL, 2005). Considerando
que o IGF-1 é conhecido como um estimulador do crescimento muscular, a
regulacdo positiva de RNAm do IGF-1 durante a artrite reumatoide pode ser uma
tentativa de mitigar a atrofia muscular (MUSARO et al., 2001; YE et al., 2013). No
entanto, quando os grupos foram separados em condicbes experimentais para
comparacao, nés observamos que a AST da fibra muscular foi menor no grupo
AROQV (Figura 2; A e B), mas ndo houve nenhuma diferenca de RNAm do IGF-1
muscular entre os grupos AR e AROV. Estes dados sugerem que menor AST da
fibra muscular em ratos artriticos com PFO néo é associado a resposta de RNAm
do IGF-1 no musculo. Nossas descobertas convergem com estudos anteriores que
mostraram a capacidade do estrogénio e da reposicdo hormonal em manter ou
aumentar a massa muscular € independente das respostas do IGF-1 (DIELI-
CONWRIGHT et al., 2009a;2009b; MANGAN et al., 2014; TIIDUS et al., 2013).

A miostatina inibe a expresséo dos fatores reguladores miogénicos, inibindo
assim a proliferacdo e diferenciacdo de mioblastos dos musculos esqueléticos
(MCCROSKERY et al., 2003; MCFARLANE et al., 2006). A miostatina tem sido
associada com perda de massa muscular em diferentes modelos de atrofia
(MCCROSKERY et al., 2003; MCFARLANE et al., 2006; RAMIREZ et al., 2011).
No entanto, nosso estudo ndo apoia este efeito (aumento de RNAm da miostatina)
em modelos de artrite reumatoide e ovariectomia. De fato, a miostatina ndo tem
sido associada com perda de massa muscular em modelos de artrite reumatoide
(CASTILLERO et al.,, 2011) ou ovariectomia (TSAI et al., 2007). Entretanto,
enquanto Castillero et al. ndo encontraram aumento de RNAmM da miostatina
muscular apés 15 dias de administragdo da injecao de adjuvante (CASTILLERO et

al., 2011), Ramires et al. encontraram aumento de RNAmM de miostatina apés dois



45

dias de injecdes de I-carragenina (RAMIREZ et al., 2011). Estes dois estudos
sugerem que apoés a inducdo da artrite reumatoide, ha um aumento precoce da
miostatina, que retorna aos niveis basais apds alguns dias. Assim, no presente
estudo, 0 RNAmM da miostatina pode ja ter atingido o pico antes do momento da
nossa extragcao muscular.

Genes proteoliticos aumentados (i.e. ubiquitina-ligase E3) sdo indicativos
de degradacédo de proteinas pelo sistema ubiquitina-proteassoma (BODINE et al.,
2001). O aumento dos genes ubiquitina-ligase E3, tal como atrogina-1 e MuRF1,
tém sido associados com perda de massa muscular em diferentes modelos de
atrofia (CASTILLERO et al., 2009; MACEDO et al., 2014; RAMIREZ et al., 2011).
No entanto, no presente estudo, houve um aumento substancial na expresséo do
gene da atrogina-1, mas nao do gene da MuRF-1, na atrofia muscular dos ratos
artriticos. A atrogina-1 e MuRF-1 tém papel diferente na degradacédo de proteinas
musculares (PETROSKI; DESHAIES, 2005), assim, estes dados implicam que
fatores de transcricdo para atrogina-1 e MuRF-1 podem ser estimulado de maneira
diferente na artrite reumatoide.

Aumento de atrogina-1 e MuRF-1 também tém sido associados com PFO
(DIELI-CONWRIGHT et al.,, 2009b). Dieli-Conwright et al., investigando a
expressdo de genes proteoliticos, relataram aumento na expressao génica de
atrogina-1 e MuRF-1 em mulheres pds-menopausadas sem terapia de reposicao
hormonal comparadas com a mulheres com reposicdo hormonal. Junto com o
estudo de Dieli-Conwright et al. e Tiidus et al.,, nossos dados suporta que o
estrogénio atua como agente anti-catabdlico baseado nos niveis mais elevados de
expressdo génica de atrogina-1 e MuRF-1 no muasculo atrofiado de ratas e
mulheres com PFO (DIELI-CONWRIGHT et al., 2009a;2009b; TIIDUS et al.,
2013).

Tem sido proposto que estrogénio € um protetor contra potenciais danos
musculares devido a sua capacidade de diminuir fatores inflamatérios sistémicos e
musculares (TIIDUS et al.,, 2013). Como a artrite reumatoide € uma doenca
inflamatoéria (RALL; ROUBENOFF, 2004), a auséncia deste mecanismo de

protecdo (induzida por ovariectomia) pode ter afetado indiretamente a PME
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(THDUS et al., 2013) no presente estudo. Essa interagcdo entre estrogénio,
inflamacg&o e musculo pode ser suportada por relatos consistentes do beneficio da
reducdo da inflamacdo muscular mediada pelo estrogénio e também maior
regeneracao seguida da atrofia muscular por desuso em roedores (TIIDUS et al.,
2013). A inflamag&o cronica tem sido associada com a PME e aumento da
atividade da atrogina-1 e MuRF-1 (SANDRI, 2008; ZOICO; ROUBENOFF, 2002).
De fato, observamos maior espessura articular no dia 15 concomitantemente com
maior ubiquitina ligase atrogina-1 e MuRF-1 e menor massa muscular no grupo
AROV comparado com o grupo AR. Uma vez que a espessura articular tem sido
considerada como uma medida indireta da resposta inflamatéria na artrite
reumatoide (CASTILLERO et al., 2009; LOPEZ-MENDUINA et al., 2010;2012), os
nossos resultados sugerem que o grupo AROV apresentou uma resposta
inflamatoria prolongada em relagdo ao grupo AR, induzindo a maior perda de
musculo esquelético relacionado a ubiquitina-ligase atrogina-1 e MuRF-1.

Em resumo, a PFO resulta em aumento da perda de muasculo esquelético
associado com ubiquitina-ligases atrogina-1 e MuRF-1 na artrite reumatoide. Estes
resultados sugerem que uma abordagem terapéutica visando a manutencao da
funcdo dos ovérios pode ser eficaz na neutralizacdo da PME na artrite reumatoide.
Além disso, o conhecimento das vias de regulacdo da perda de musculo
esquelético induzido pela PFO durante a artrite reumatoide, tais como atrogina-1 e
MuRF-1, podem identificar novos alvos terapéuticos. Portanto, estudos futuros séo

necessarios para avaliar se essas abordagens terapéuticas serdo eficazes.
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2.2 ARTIGO 2: EXERCICIO DE FORCA AGUDO REDUZ A EXPRESSAO DE
GENES QUE INDUZEM A ATROFIA MUSCULAR DE RATAS ARTRITICAS
OVARIECTOMIZADAS?

RESUMO

Objetivo: avaliar o efeito do exercicio de forca agudo (EF) sobre os niveis
de RNAm de atrogina-1, MuRF1, e miostatina no musculo gastrocnémio de ratas
artriticas apos a perda da funcdo ovariana (PFO). Métodos: 30 ratos Wistar (9
semanas, 195,3 + 17,4 gramas) foram distribuidos aleatoriamente em cinco
grupos: controle (CT-Sham, n = 6); grupo com artrite reumatoide (AR, n = 6);
grupo com artrite reumatoide submetido a EF (AREX; n = 6); grupo ovariectomia
com artrite reumatoide (AROV; n = 6); grupo ovariectomia com artrite reumatoide
submetido a EF (AROVEX; n = 6). Ap0Os 15 dias das inje¢des intra-articulares com
Met-BSA, os animais foram submetidos ao EF e apos seis horas do fim da sessao
de exercicio foram eutanasiados. Resultados: a artrite reumatoide provocou
reducdo na area de seccdao transversa (AST) das fibras musculares, mas a AST foi
menor no grupo AROV quando comparado com os grupos AR. O RNAm da
atrogina-1 no musculo esquelético aumentou nos ratos artriticos (AR e AROV),
mas o nivel de atrogina-1 foi maior no grupo AROV quando comparado com
outros grupos artriticos. O RNAm da MuRF-1 no muasculo esquelético também
aumentou no grupo AROV. O aumento do RNAm da atrogina-1 e MuRF-1 foram
menores no grupo AROVEX do que no grupo AROV. O nivel do RNAmM da
miostatina foi semelhante em todos os grupos, exceto para o grupo AROVEX, que
foi menor quando comparado a outros grupos. Conclusédo: o EF agudo reduz os
niveis de RNAm da atrogina-1, MuRF-1 e miostatina no musculo de ratas artriticas
afetadas por PFO. Porém, a PFO resulta em aumento da perda de musculo

esquelético relacionados com ubiquitina-ligases E3 (atrogina-1 e MuRF-1).

? O artigo EXERCICIO DE FORCA AGUDO REDUZ A EXPRESSAO DE GENES NA ATROFIA
MUSCULAR DE RATAS ARTRITICAS OVARIECTOMIZADAS esta em processo de submissdo
(Anexo C).
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Palavras-chave: Caquexia. Artrite reumatoide. ubiquitina-ligase E3. Ovariectomia.

Exercicio de forca.

ABSTRACT

Objective: evaluate the effect of acute resistance exercise (RE) on mRNA
levels of atrogin-1, MuRF-1, and myostatin in gastrocnemius muscle of arthritic rats
after loss of ovarian function (LOF). Methods: 30 female Wistar rats (9 weeks,
195.3 + 17.4 grams) were randomly allocated into five groups: control (CT-Sham; n
= 6); group with rheumatoid arthritis (RA; n = 6); group with rheumatoid arthritis
subjected to RE (RAEX; n = 6); ovariectomy group with rheumatoid arthritis
(RAOV; n = 6); ovariectomy group with rheumatoid arthritis subjected to RE
(RAOVEX; n = 6). After 15 days of intra-articular injections with Met-BSA the
animals were subjected to the RE and after six hours from workout were
euthanized. Results: The rheumatoid arthritis provoked reduction in the cross
sectional area (CSA) of muscle fibers, but the CSA was lower in RAOV when
compared to RA groups. Skeletal muscle atrogin-1 mRNA level was increased in
arthritic rats (RA and RAOV), but the atrogin-1 level was higher in RAOV group
when compared to other arthritic groups. The Muscle MuRF-1 mRNA level was
also increased in the RAOV group. The increased atrogin-1 and MuRF-1 mRNA
levels were lower in the RAOVEX group than in the RAOV group. The myostatin
MRNA level was similar in all groups, except to RAOVEX, which was lower when
compared to other groups. Conclusion: The acute RE reduces the atrogin-1,
MuRF-1 and myostatin mRNA levels in muscle of arthritic rats affected by LOF.
However, the LOF results in increased loss of skeletal muscle-related ubiquitin
ligases (atrogin-1 and MuRF-1).

Key words: Cachexia, rheumatoid arthritis, E3 ubiquitin ligase, ovariectomy,

resistance exercise.
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INTRODUCAO

A perda de musculo esquelético (PME) tem sido postulada como importante
contribuinte para o aumento da morbidade e mortalidade (EVANS; LAMBERT,
2007; EVANS et al.,, 2008; VON HAEHLING; ANKER, 2014). Desse modo, a
PME é considerada uma consequéncia grave da artrite reumatoide (AR) (VON
HAEHLING; ANKER, 2014; WALSMITH; ROUBENOFF, 2002), especialmente em
mulheres (ALAMANOS, Y.; DROSOS, 2005b). A PME induzida pela AR esta
associada com a inflamacéo crénica e atividade fisica reduzida (RAJBHANDARY
etal., 2011; RALL, L. C.; ROUBENOFF, 2004b).

A natureza complexa da perda de massa muscular envolve a regulacédo
positiva de ubiquitina-ligase E3 dos genes do sistema ubiquitina-proteassoma
(MuRF-1 e MAF-bx/Atrogina-1) (CASTILLERO; MARTIN; et al., 2009; DIELI-
CONWRIGHT, C. M. et al., 2009c¢;2012; LOPEZ-MENDUINA et al., 2012), que
causam a degradacao de proteinas pelo proteassoma 26S (BODINE; LATRES; et
al.,, 2001; KACHAEVA; SHENKMAN, 2012). O aumento do nivel de RNAmM da
miostatina também tem sido associado com a inflamacdo das articulagdes
(RAMIREZ et al., 2011). A miostatina, um membro da familia do fator de
crescimento transformante (TGF)-B, que regula negativamente o crescimento do
musculo esquelético (MCCROSKERY et al., 2003; MCFARLANE et al., 2006),
tem sido associada com a ativacdo de genes das ubiquitina-ligases E3 no musculo
(MCFARLANE et al., 2006; RODRIGUEZ et al., 2014). Notavelmente, a perda da
funcdo ovariana (PFO) foi reportada como contribuinte para a PME (ENNS;
TIIDUS, 2008; MANGAN et al., 2014; MILANESI et al., 2009; MURRAY; HUSS,
2011; SITNICK et al., 2006; THOMAS, A. et al., 2010b; TIDUS, P. M. et al.,
2013a; VELDERS et al., 2012). Recentemente, mostramos que a PFO resulta em
aumento da perda de musculo esquelético associada a aumento das ubiquitina-
ligases atrogina-1 e MuRF-1 em ratos artriticos (FURLANETTO JUNIOR et al.,
2016). Assim, uma vez que as mulheres progridem naturalmente para a

menopausa ou podem ser submetidas a ovariectomia, a identificacdo de
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intervencbes contra a PME induzida pela AR € necessaria para minimizar ou
reverter os danos provocados pela PME.

O exercicio de forca (EF) € conhecido por aumentar a massa e a forca
muscular e, portanto, é considerado importante meio para prevenir a perda de
ambos (CHODZKO-ZAJKO et al., 2009). As respostas da adaptacao dos musculos
esqueléticos frente ao EF tém sido referidas como sendo o resultado do efeito
acumulativo de respostas agudas de uma série de vias de sinalizacdo moleculares
de cada sessao de exercicio (HAWLEY et al., 2014). Estas vias de sinalizacdo
molecular modulam a degradacdo e a sintese de proteinas musculares para
promover a hipertrofia. Especificamente, o EF tem sido descrito por regular a
expressdo dos genes (i.e. atrogina-1, MuRF-1 e miostatina) que induzem a PME
associados com a artrite reumatoide. Por exemplo, enquanto o nivel de RNAm da
MuRF-1 é aumentado 1-4 h pds-exercicio e, em seguida, restaurado de volta ao
controle, o nivel de RNAmM da atrogina-1 é reduzido 6-12 h pés-exercicio (LOUIS
et al., 2007; STEFANETTI et al., 2014). Além disso, o nivel de RNAmM da
miostatina também é reduzido durante 24h pés EF (DURIGAN et al., 2014; LOUIS
et al., 2007; MACKENZIE et al., 2013). Assim, o0 EF parece restaurar os niveis
aumentados das expressdes dos genes associados com a artrite reumatoide.
Dieli-Conwright et al. (2012) relataram maiores niveis de expressdao de RNAmM da
miostatina, ubiquitina-ligase E3 (atrogina-1 / MAF-bx e MuRF-1), de citocina pro-
inflamatéria e de dano muscular apés o EF em mulheres pds-menopausicas
comparado a mulheres pds-menopdausicas fazendo reposicdo hormonal (DIELI-
CONWRIGHT, C. M. et al., 2009c;2012). Portanto, parece razoavel supor que a
PFO interfere no efeito do EF sobre expressbes génicas durante a artrite
reumatoide.

Para resolver este problema, nés estudamos os efeitos do EF sobre os
niveis de RNAm da atrogina-1, MuRF-1, e miostatina no musculo gastrocnémio de
ratas artriticas (modelo experimental de artrite reumatoide induzida por adjuvante)
apo6s a ovariectomia. A hipotese deste estudo € que uma sessao de EF agudo é
capaz normalizar a expressdo génica de Atrogina-1, MuRF-1 e Miostatina em

ratas menopausadas induzidas a AR. Este artigo esclarece as respostas
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moleculares do musculo esquelético frente ao EF durante a artrite reumatoide e
PFO.

MATERIAIS E METODOS

Animais e grupos experimentais

Este estudo estava de acordo com o Guia Nacional de Atencdo e uso de
animais de laboratorio e obteve a aprovacdo do Comité de Etica da Universidade
(n°® 274/2014). Todos os procedimentos foram realizados no Instituto de Pesquisa
em Oncologia (IPON) da Universidade Federal do Triangulo Mineiro (UFTM).

Ratos Wistar fémeas (195,3 = 17,4 gramas), com nove semanas de idade,
foram utilizados no presente estudo. Os ratos foram alojados em gaiolas de
plastico em condi¢cdes normais a 22°C, ciclo de 12 horas claro/escuro, e tiveram
acesso livre (ad libitum) para agua e racdo padrédo (Nuvilab-CR1, Curitiba, PR,
Brasil). Cinco grupos experimentais foram usados neste estudo: controle (CT-
Sham; n = 6); grupo com artrite reumatoide (AR; n = 12) e grupo com a artrite
reumatoide e ovariectomia (AROV; n = 12). Seis ratos do grupo AR (AREX) e seis
ratos do grupo AROV (AROVEX) foram submetidos a EF para estudar o efeito do
EF na expressao dos genes da atrogina-1, MuRF-1, e miostatina. Todos os ratos
foram tratados de modo semelhante, em termos de manipulacdo diaria. Os
procedimentos de ovariectomia (OV e AROV) ou simulacdo (CT-Sham e AR)
foram realizados ao mesmo tempo, quinze dias antes da inducdo da artrite
reumatoide. Os grupos AR e AROV foram imunizados e, em seguida, foram
injetados com albumina bovina metilada (Met-BSA) na articulacdo tibiotarsal.
Quinze dias ap6s a injecdo intra-articular, os animais dos grupos AREX e
AROVEX realizaram uma sessao de EF e ap0s seis horas do fim do treino foram
eutanasiados, todos no mesmo periodo do dia e hora. As amostras de musculo
gastrocnémio da pata traseira esquerda foram removidas, limpas, pesadas, e a
sua porcdo branca foi obtida e armazenada em TRIzol a -80°C para andlise
molecular. Nés investigamos a parte branca do gastrocnémio por possuir mais

fibras de contragéo rapida.
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Ovariectomia

Os ratos foram anestesiados com solugcdo de injecao intraperitoneal
contendo quetamina (80 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg) para os procedimentos de
ovariectomia. A ovariectomia foi realizada por uma Unica incisdo ventral
transversal de 0,4-0,6 cm na regido abdominal média de acordo com o método
descrito por Khajuria et al. (KHAJURIA et al., 2012).

Protocolo de inducé&o da Artrite Reumatoide

Os ratos foram anestesiados com injecdo intraperitoneal contendo solugéo
de quetamina (40 mg/kg) e xilazina (5 mg/kg) para os procedimentos de inducéo
da artrite reumatoide. Inicialmente, os ratos foram imunizados com duas injecdes
subcutaneas de 50uL. Met-BSA (40 mg/mL) diluida em glicose a 5% emulsificada
com adjuvante completo de Freund (CFA) (contendo 1mg/ml de bactéria
Tuberculosis inativada) na base da cauda, com intervalo de sete dias entre as
injecbes. Depois de sete dias a partir da dltima injecdo na base da cauda, uma
injecdo intra-articular de 25 pL de Met-BSA, CFA e glicose a 5% foi aplicada nas

articulacdes tibiotarsais (BAR et al., 2004).

Familiarizacdo ao modelo de escalada

Durante trés sessfes de EF os ratos foram adaptados com o ato de escalar.
Foram realizadas cinco escaladas consecutivas por sessdo de EF, durante uma
semana. Para tanto, os animais foram colocados na parte inferior da escada e
motivados a escalar aplicando-se em sua cauda um estimulo manual para iniciar
ou a cada vez que interrompiam o movimento. Essa familiarizacdo foi feita para
minimizar possiveis interferéncias que pudessem existir durante a sessdo aguda

de exercicio de forca.

Protocolo de Exercicio de For¢ca agudo
O modelo de EF (escalada) foi escolhido porque o estresse é menor do que
outros modelos, tais como natacdo (dgua), modelo de agachamento (choque

elétrico) e esteira (choque elétrico e ruido).
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O protocolo de carga progressiva proposto por Matheny et al. (MATHENY et
al., 2009) foi adaptado para as necessidades da pesquisa. O modelo consistiu nos
animais subir uma escada (1,1 x 0,18m, com dois centimetros de espacamento
entre os degraus, 80° graus de inclinagdo) com uma carga fixa presa a cauda. O
comprimento da escada e 0s espagos entre os degraus forcavam os ratos a
executarem 8-12 movimentos (em cada pata) em cada subida. O aparato preso a
cauda consistiu em tubos cilindricos contendo esferas de chumbo no interior. Foi
fixado na parte proximal da cauda do animal por fita autoadesiva (1,5 cm, Tartan
3M). Quando o animal era incapaz de completar uma subida com a carga
estipulada, a carga foi reduzida para completar o total de 15 subidas. Os animais
iniciaram o EF agudo com 3 subidas sem carga e posteriormente foi aumentando
progressivamente com adi¢cdes de 25%, 50%, 75% e 100% do préoprio peso
corporal do rato a cada trés subidas totalizando 15 séries com recuperacao de

120s entre elas. A sessado de EF foi realizada pela manha.

Marcadores clinicos

O edema articular, o peso corporal e a ingestdo de alimentos foram
examinados semanalmente ap0s a segunda injecdo subcutanea. A avaliacdo da
gravidade da artrite foi realizada através da medicdo do edema articular de cada
animal. O edema articular foi avaliado pelo tamanho de espessura latero-lateral da
articulacdo do tarso com paquimetro analégico (Starfer, Sdo Paulo, SP, Brasil)
(FILIPPIN et al.,, 2013). O edema articular foi calculado utilizando os valores

médios (média aritmética) das duas patas traseiras.

Eutanasia
Os animais foram anestesiados por injecdo intraperitoneal contendo
solucdo de quetamina (80 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg). A eutanasia foi realizada

por puncéo cardiaca e choque hipovolémico.
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Estradiol, TNF-a e IL-6

As amostras de sangue foram coletadas por puncao cardiaca em sistema a
vacuo (Vacutainer®, Inglaterra) dentro de um tubo seco com gel separador. O
sangue foi centrifugado durante 10 minutos (3.000 rpm) e as amostras foram
separadas e armazenadas (-20°C) para analises futuras. O estradiol sérico
(MyBiosource, San Diego, CA, EUA), o TNF-a e a IL-6 (BD Biociences, United
States) foram analisados por imunoensaio enziméatico ELISA. Todos os ensaios
foram realizados em conformidade com o protocolo do fabricante.

Extracdo do RNA e gPCR

As amostras do musculo gastrocnémio (50-70 pg) foram extraidas da
porcdo branca. A extracdo do RNA total foi realizada utilizando TRIzol (Sigma-
Aldrich, Sto Louis MO, EUA), seguindo o protocolo do fabricante. Depois da
extracdo, o sedimento seco foi ressuspenso em agua livre de RNAse, tratada com
DNAse | (Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA) para remover qualquer possivel
presenca de DNA na amostra. O RNA total foi quantificado utilizando fluorimetro
de alta preciséo, Qubit 2,0 (Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA), e kit RNA BR
Assay (Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA). Todas as amostras tinham
concentracfes de RNA entre 20-100 ng/mL. Quando valores mais altos de RNA
foram encontrados, as amostras foram diluidas em agua livre de RNAse.

A quantificacdo de RNAm foi obtida pelo aparelho 7900HT Fast Real-Time
PCR System (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) usando kits Quantifast
SYBR Green RT-PCR one-step (QIAGEN, Hilden, Germany). Assim, 1lul das
amostras de RNA tratadas com DNAse foram adicionadas a uma mistura que
continha 10l de 2 x Quantifast SYBR GREEN RT-PCR Master Mix, 0,2ul de
Quant Fast, 0,6ul de primer “sense” e “anti-sense” e completadas com agua livre
de RNAse para alcancar o volume de 20uL. A temperatura e a curva de
anelamento foram usadas como medidas da qualidade. As condi¢Oes de reacao
do gPCR e ciclos executados no aparelho 7900HT Fast Real-Time PCR System
(Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA) foram as seguintes: 50°C por 10 min,

95°C por 5 min para desnaturacéo inicial e amplificagdo de 40 ciclos de 95°C por
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10 segundos para desnaturagéo e 60°C por 30 segundos para emparelhamento e
extensdo. Valores de fluorescéncia foram obtidos entre os estagios de anelamento
| extensdao e numeros de thresholdcycle (CT) foram determinados por meio do
Software SDS versédo 1.2.3 (Applied Biosystems, EUA). O RNAmM da MuRF-1,
atrogina-1 e miostatina foram normalizados para os valores de GAPDH (gene de
referéncia) e calculados pelo método Livak (AACT). Os primers para todos 0s
genes (Tabela 1) foram obtidos a partir de estudos anteriores (AGUIAR et al.,
2013; CASTILLERO; MARTIN; et al., 2009) e construido a partir de sequéncias
publicadas no GenBank (www.pubmed.com) para garantir a especificidade das
sequéncias alvo, evitar a geracdo de estruturas secundarias dos primers e a

dimerizacdo em cada primer e entre primer sense e anti-sense.

Analise morfométricas do musculo gastrocnémio

As anélises morfolégicas foram realizadas a partir de cortes histolégicos do
gastrocnémio (espessura 6um). Os cortes histolégicos do gastrocnémio foram
obtidos em um micrétomo (Leica Biosystems, Nussloch, Alemanha) e corados pelo
método hematoxilina e eosina (HE). Os cortes corados foram usados para
documentacéo fotogréafica de seis campos histoldgicos aleatérios (objetiva de 20X)
(Nikon Evolucion MP 5,0). Um software de analise de imagem (ImageJ 1.46r) foi
usado para determinar a area de seccao transversa (AST) de 200 fibras por

musculo.

Analise estatistica

Os dados foram testados para a distribuicdo normal utilizando o teste de
Shapiro-Wilk e de homogeneidade de variancia, utilizando o teste de Levene. As
variaveis foram comparadas por Kruskal-Wallis (dados ndo paramétricos). Quando
apropriado (p <0,05), o teste post-hoc de rank dos subgrupos foi realizado. O
volume de treino e o estradiol foram comparados pelo teste Man-Whitney.
Coeficiente de correlacdo de Spearman foi usado para avaliar as associagbes
entre as variaveis. Os dados sédo expressos como mediana e intervalo interquartil

(percentil 25 e 75). A significancia foi estabelecida em P <0,05.
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RESULTADOS

O estradiol circulante, IL-6 e TNF-a foram medidos no fim do estudo, apos a
eutanasia, para garantir a ovariectomia e também avaliar o estado inflamatério.
Como esperado, os ratos ovariectomizados exibiram nivel inferior do estradiol
circulante, quando comparado com ratos ndo ovariectomizados (Figura 1). Além
disso, nao houve alteracéo de IL-6 e TNF-a circulante provavelmente por causa do
grande tempo de recuperacdo (15 dias) apdés a inducdo da artrite reumatoide
(Tabela 2).

Como essas variaveis nédo foram afetadas pelo exercicio agudo, reunimos
0S grupos exercitados com o grupo nao exercitados para comparacoes estatisticas
(Tabela 3).

No inicio do estudo (momento Pre), apds a ovariectomia e antes da injecao
intra-articular, o peso corporal dos ratos ovariectomizados foi maior (22,2%) do
gue nos outros grupos. No meio do estudo (7 dias apds a injecéo intra-articular), o
peso corporal ndo diferiu entre os grupos. No final do estudo (15 dias apés a
injecdo intra-articular) o peso corporal dos ratos ovariectomizados foi maior (7%)
do que nos outros grupos.

A ingestao de racéo foi diferente entre os grupos no inicio do estudo (Pré),
sendo maior (2%) no grupo AROV. No dia sete, os grupos AR e AROV
apresentaram menor ingestdo (~30%) quando comparado ao grupo CT-Sham. No
final do estudo (dia 15) a ingestdo de racdo também foi diferente entre os grupos,
mas foi maior (62%) no grupo AROV quando comparado com o grupo AR.

A ingestéo de alimentos corrigida pelo peso corporal nao foi diferente entre
0s grupos no inicio do estudo (Pré). No entanto, no dia sete apds a inje¢ao intra-
articular, a ingestédo de racéo foi diferente entre os grupos CT-Sham, AR e AROV
(0,515; 0,384, 0,336 respectivamente), sendo menor no grupo AROV. No final do
estudo (dia 15), a ingestao de racdo também foi diferente entre os grupos, mas foi
maior no grupo AROQOV (0,575) quando comparado com o grupo AR (0,410).

AlteracOes da espessura articular foram medidas ao longo da progresséo

da artrite reumatoide. Os grupos AR e AROV aumentaram fortemente a espessura
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articular (9,0 e 10,0mm respectivamente) um dia depois da inje¢ao intra-articular
de Met-BSA em comparacdo com o grupo CT-Sham (6,0mm). Estes aumentos na
espessura articular foram mantidos até o final do estudo (15 dias). A ovariectomia
afetou a magnitude do aumento da espessura articular um dia apés a injecao intra-
articular de Met-BSA. No dia um, o grupo AROV mostrou maior espessura
(10,0mm) da articulacdo quando comparado com o grupo AR (9,0mm). Este
aumento da espessura articular no grupo AROV desapareceu nos dias sete e 15
apos a injecao intra-articular de Met-BSA.

Para determinar a atrofia muscular foi avaliado o peso do gastrocnémio (g),
0 peso do gastrocnémio corrigido pelo peso corporal (%) (Tabela 3) e a area de
seccao transversa (AST) das fibras do musculo gastrocnémio (um2) (Figura 2). Os
grupos AR e AROV mostraram redugdo na AST das fibras (43,6% e 49,7%
respectivamente) e no peso do gastrocnémio (14,2%). O grupo AROV mostrou
menores valores de AST quando comparado ao grupo AR (1367,5um? e 1533,2
um? respectivamente). Apenas o grupo AROV mostrou reducdo no peso relativo
(21,5%) do gastrocnémio (peso do gastrocnémio corrigido pelo peso corporal).

O nivel de RNAmM da atrogina-1 muscular foi maior nos grupos artriticos
(AR, AREX, AROV e AROVEX) quando comparado ao grupo controle. No entanto,
o aumento do nivel de RNAm da atrogina-1 foi maior (307,6%) no grupo AROV
guando comparado com outros grupos artriticos. O nivel de RNAmM da miostatina
nao se alterou no musculo gastrocnémio dos ratos artriticos, exceto para o grupo
AROVEX, que foi menor (72,2%) em comparacdo com outros grupos. O nivel de
RNAm da MuRF-1 foi mais elevado (580,9%) no musculo gastrocnémio do grupo
AROV, no entanto, foi inferior (65,8%) no musculo do grupo AROVEX quando
comparado com outros grupos (Tabela 2).

O volume de treino foi superior no grupo AROVEX comparado ao grupo
AREX (figura 3). Houve correlacées negativas significativas do volume de treino
com a MuRF-1 (r = 0,846; P=0,0050) e Miostatina (r = 0,726; P=0,0160), mas nao
entre o volume de treino e Atrogina-1 (r = 0,0912; P=0,7622) (Figura 4).
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Tabela 1- Desenho dos Primers para gPCR

Genes Numero (GenBank) Sequéncia (5’-3’)

WL No0ss S IR CReCICTRE
gt szl S CTASOASCECCATEOATICT
wosaina i siisia S STACCACCeAMCITCATT Gk
oo wwanoson S ASATOCTOMSSTCSOACTS

Tabela 1 - Primers usado para mensurar a rea¢cdo em cadeia de polimerase quantitativa (qPCR).
S = Sense; A = Antisense
Fonte: Elaborado pelo Autor, 2016.
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Tabela 2 — Expresséo dos genes alvos e concentracao circulante de citocinas

CT-Sham AR AREX AROV AROVEX P
Atrogina-1 0,999 2 3,355 " 3,230 ° 10,320 ¢ 5,125 °
(vezes de (0,979 -1,011) (3,070-11,590) (1,650 - 6,620) (8,278 —20,257) (3,660 — 8,080) 0,001
aumento)
Miostatina 1,004 2 0,715 2° 0,840 1,460 2 0,405 °
(vezes de (0,987 -1,012) (0,490 -1,160) (0,508 - 1,030) (1,000 - 2,895) (0,210 - 0,680) 0,022
aumento)
MuRF-1 0,995 &¢ 1,040 ¢ 3,810 2P 5,780 " 0,340 °
(vezes de (0,989 - 1,010) (0,720-1,530) (0,992 -5,170) (2,715-8,348) (0,310-1,660) 0,028
aumento)
54,52 56,52 59,02 54,62 40,52
TNF-a (pg/mi) (45,7-93,1)  (44,5-66,6)  (55,6-76,9)  (48,3-72,7) (40,0-583) 437
a a a a a
IL-6 (pg/ml) 103,5 90,2 91,9 93,1 120,5 0,662

(85,7-125,1) (78,5-119,4) (89,4 - 103,4) (85,9 - 143,1) (96,6 - 133,3)
Tabela 2 — RNAm dos genes alvos e citocinas. Grupo CT-Sham - grupo controle (n = 6); AR — grupo com artrite reumatoide (n = 6); AREX — grupo
com artrite reumatoide que realizou sesséo de exercicio de for¢a (n = 6); RAOV — grupo artrite com ovariectomia (n = 6); AROVEX — grupo artrite
com ovariectomia que realizou sessdo de exercicio de for¢a (n = 6); (pg/ml) — picograma por mililitros. Os dados sdo expressos como mediana e
intervalo interquartil (25 - 75 percentis). ANOVA - teste de Kruskal-Wallis. Letras diferentes = P <0,05 (e.g. * é diferente de b e % 3¢ ¢ diferente de °;
% nao é diferente de °).

Fonte: Elaborado pelo Autor, 2016.




Tabela 3 — Caracteristica das amostras

CT-Sham (n=6) AR (n=12) AROQV (n=12) P
PESO CORPORAL (g)
, 226,52 239,0 277,0°
Pre (218,0 — 257,0) (226,5— 253,0) (268,5— 284,5) ~0-001
. 235,0 @ 227,02 244,0
7 dias (219,0 - 263,0) (221,0—-235.0) (236,5- 269,00 :0°1
: 244,02 230,52 262,5°
15 dias (230,0— 277,0) (218,0—2450) (247,5— 280,0) 2007
INGESTAO ALIMENTAR (g)
a b [«
Pre (1291,59—’0129,0) (1151,3%5122,0) (1281,82—’0136,0) <0,001
a b b
7 dias (1211,5 1—’0121,0) (80,%7’—595,0) (81,%6,—091,0) <0,001
a b [«
15 dias (1761,3)6-’376,0) (93%4’—095,0) (1511,33—’%55,0) <0,001
INGESTAO ALIMENTAR /
PESO CORPORAL
0,570° 0,496 ° 0,4782
Pre (0,502 — 0,592) (0,467 —0,514) (0,462 — 0,496) :0°8
: 0,5152 0,384 ° 0,336°
7 dias (0,460 — 0,553) (0,357 —0,414) (0,322 — 0,375) ~0:001
a b c
15 dias 0,721 0,410 0,575 <0,001

(0,635 — 0,765)

(0,384 — 0,431)

(0,554 — 0,618)

Tabela 3 — Caracteristica das amostras. Grupo CT-Sham - grupo controle (n = 6); Grupo AR agrupado — AR + AREX (n = 12); Grupo AROV
agrupado - AROV + AROVEX (n = 12); AR — grupo com artrite reumatoide (n = 6); AREX — grupo com artrite reumatoide que realizou sessao de
exercicio de forca (n = 6); RAOV — grupo artrite com ovariectomia (n = 6); AROVEX — grupo artrite com ovariectomia que realizou sessédo de
exercicio de forca (n = 6); Pre - imediatamente antes da inje¢do intra-articular; 1 dia - um dias apoés injecao intra-articular, 7 dias - sete dias apés a
injecdo intra-articular, 15 dias - quinze dias apés a injecéo intra-articular, (g) - grama, (mm) - milimetro (%) - valor percentual. Os dados sao
expressos como mediana e intervalo interquartil (25 - 75 percentis). ANOVA - teste de Kruskal-Wallis. Letras diferentes = P <0,05 (e.g. ® é
diferente de ” e % ¢ é diferente de °; * © ndo é diferente de °).

Fonte: Elaborado pelo Autor, 2016.



64

Continuacgdo da Tabela 3 — Caracteristica das amostras

CT-Sham (n=6) AR (n=12) AROQV (n=12) P

PERIMETRIA ARTICULAR

(mm)
6,0° 6,0° 6,0°
Pre (6.0 - 6,0) (6,0 - 6,0) 60-60 014
: 6,02 9,0° 10,0
1 dia (6.0 - 6,0) 90-100)  (10,0-10,0) ~0.001
: 6.0°2 11,0° 10,0
7 dias 60-60)  (10.0-120)  (90-100) ~0.001
: 6,02 9,0° 9,0°
15 dias (6,0 — 6,0) (9,0 - 10,0) 8.0-—100) <~0.001
PESO DO GASTROCNEMIO 1,42 1,2° 1,2° 0.022
(@) (1,3-1,5) (1,1-1,3) 09-13)
PESO DO GASTROCNEMIO / 0,562 0,522 0,44 ° 0003
PESO CORPORAL (%) (0,53-0,64) (0,491 —0,558) (0,391 — 0,496) '

Tabela 3 — Caracteristica das amostras. Grupo CT-Sham - grupo controle (n = 6); Grupo AR agrupado — AR + AREX (n = 12); Grupo AROV
agrupado - AROV + AROVEX (n = 12); AR — grupo com artrite reumatoide (n = 6); AREX — grupo com artrite reumatoide que realizou sesséo de
exercicio de forca (n = 6); RAOV — grupo artrite com ovariectomia (n = 6); AROVEX — grupo artrite com ovariectomia que realizou sessdo de
exercicio de forca (n = 6); Pre - imediatamente antes da injecdo intra-articular; 1 dia - um dias apoés injecao intra-articular, 7 dias - sete dias apds a
injecdo intra-articular, 15 dias - quinze dias apés a injecéo intra-articular, (g) - grama, (mm) - milimetro (%) - valor percentual. Os dados séo
expressos como mediana e intervalo interquartil (25 - 75 percentis). ANOVA - teste de Kruskal-Wallis. Letras diferentes = P <0,05 (e.g. * é
diferente de ® e & 2° é diferente de *; ®° ndo é diferente de °).

Fonte: Elaborado pelo Autor, 2016.
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Figura 1 — Concentracao circulante de estradiol
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Figura 1 - Concentracdo de estradiol no grupo AR agrupado (CT-Sham + AR + AREX, n = 18); Grupo
AROQV agrupado (AROV + AROVEX, n = 12); CT-Sham - grupo controle (n = 6); AR — grupo artritico (n =
6); AREX — grupo artritico que realizou sessdo aguda de exercicio de for¢a (n = 6); AROV — grupo
artritico e ovariectomizado (n = 6); AROVEX — grupo artritico e ovariectomizado que realizou sessdo
aguda de exercicio de forca (n = 6). * P < 0,05.

Fonte: Elaborado pelo Autor, 2016.
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Figura 2 — Area de seccéo transversa das fibras do misculo gastrocnémio
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Figura 2 — Area de seccdo transversa (AST) das fibras do musculo gastrocnémio. CT-Sham — grupo
controle (n = 6); Grupo AR agrupado (AR + AREX, n = 12); Grupo AROV agrupado (AROV + AROVEX, n
= 12), AR — grupo artritico (n = 6); AREX — grupo artritico que realizou sessédo aguda de exercicio de
forca (n = 6); OV — grupo ovariectomizado (n = 6); AROV — grupo artritico e ovariectomizado (n = 6);
AROVEX — grupo artritico e ovariectomizado que realizou sessdo aguda de exercicio de for¢ca (n = 6).
Letras diferentes = P < 0,05.

Fonte: Elaborado pelo Autor, 2016.
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Figura 3 — Volume de treino nos grupos que realizaram sessdo aguda de exercicio de

forca
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Figura 3 — Volume de treino nos grupos que realizaram sessdo aguda de exercicio de forca. AREX —
grupo artritico que realizou sessao aguda de exercicio de for¢ca (n = 6); AROVEX — grupo artritico e
ovariectomizado que realizou sessédo aguda de exercicio de for¢a (n = 6). *P < 0.05.

Fonte: Elaborado pelo Autor, 2016.
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Figura 4 — Correlacdes entre expressao dos genes alvos e o volume de treino
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Figura 4 — Correlagdes dos genes alvos com o volume de treino. (A) Coeficiente de correlagdo de
Spearman do RNAm da MuRF-1 com o volume de treino (r = 0,846; P=0,0050); (B) Coeficiente de
correlacdo de Spearman do RNAm da Atrogina-1 com o volume de treino (r = 0,0912; P=0,7622); (C)
Coeficiente de correlagdo de Spearman do RNAm da Miostatina com o volume de treino (r = 0,726;
P=0,0160).

Fonte: Elaborado pelo Autor, 2016.

DISCUSSAO

A perda de musculo esquelético (PME) tem sido postulada como um importante
contribuinte para o aumento da morbidade e mortalidade na artrite reumatoide (VON
HAEHLING; ANKER, 2014; WALSMITH; ROUBENOFF, 2002), especialmente em
mulheres (ALAMANOS, Y.; DROSOS, 2005b). A via de sinalizacdo molecular da perda
de massa muscular envolve a regulagdo positiva de genes ubiquitina-ligases E3 do
sistema ubiquitina-proteassoma (i.e. Atrogina-1 e MuRF-1) (CASTILLERO; MARTIN; et
al., 2009; DIELI-CONWRIGHT, C. M. et al., 2009¢;2012; LOPEZ-MENDUINA et al.,
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2012) e da miostatina (RAMIREZ et al., 2011). O EF tem sido reportado para modular
0S genes ubiquitina-ligases E3 do sistema ubiquitina-proteassoma e miostatina no
musculo esquelético (LOUIS et al., 2007; STEFANETTI et al., 2014). No entanto, o
efeito do EF nas ubiquitina-ligases E3 néo foi testado na artrite reumatoide. Além disso,
a PFO (menopausa ou ovariectomia) tem sido relatada como colaboradora direta da
PME e também através de interacBes com a inflamacao. Tem sido relatado que a PFO
pode influenciar negativamente os efeitos do EF no musculo (ENNS; TIIDUS, 2008;
MANGAN et al., 2014; MILANESI et al., 2009; MURRAY; HUSS, 2011; SITNICK et al.,
2006; THOMAS, A. et al., 2010b; TIIDUS, P. M. et al., 2013a; VELDERS et al., 2012).
Também, que a PFO influencia negativamente os efeitos de EF no musculo (DIELI-
CONWRIGHT, C. M. et al., 2009c;2012). Assim, parece razoavel supor que a PFO
intensifica a expressdo de RNAmM da miostatina e ubiquitina-ligases E3 (Atrogina-1 e
MuRF-1) e também afeta negativamente o efeito "anti-catabdlico” do EF no musculo
esquelético durante a artrite reumatoide. Por isso, investigamos os efeitos do EF sobre
os niveis de RNAm da atrogina-1, MuRF-1, e miostatina no musculo gastrocnémio de
ratas artriticas apds a ovariectomia. O nosso estudo mostrou que a artrite reumatoide
induz PME e também aumenta os niveis de RNAm da atrogina-1, mas ndo da MuRF-1
e da miostatina, no musculo esquelético. Além disso, a PFO intensifica a PME e
também aumenta a expressédo génica da atrogina-1 e MuRF-1 na artrite reumatoide. A
PFO aumenta os niveis de RNAmM da MuRF-1 e miostatina no musculo esquelético de
ratos artriticos. Assim, a identificacdo de vias reguladoras da PFO que induz a PME
durante a artrite reumatoide, tais como atrogina-1 e MuRF1, pode sugerir novos alvos
terapéuticos durante artrite reumatoide com PFO. Deste modo, mostramos que o EF
reduz os niveis de RNAm da atrogina-1, MuRF1, e miostatina em ratos artriticos
afetados pela PFO. Esses dados sugerem que o EF pode ser um importante meio
terapéutico contra a PME induzida pela PFO durante a artrite reumatoide. Até agora,
com o melhor de nosso conhecimento, este € o primeiro estudo que investigou 0s
efeitos do EF agudo sobre vias de sinalizacdo moleculares associados com a PME na
artrite reumatoide com ou sem PFO. O efeito do EF sobre a MuRF-1 e miostatina, mas
nao atrogina-1, parece ser dependente do volume de treino / carga. Assim, trabalhos

futuros devem, portanto, incluir estudos clinicos para avaliar se essa abordagem
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terapéutica (EF) serd eficaz para evitar ou prevenir a PME em mulheres com artrite
afetadas por PFO.

No presente estudo, a concentracao de estradiol (Figura 1) e os sinais externos
da doenca mensurada pela espessura articular mostraram sucesso nha inducdo da
ovariectomia e da artrite reumatodide (Met-BSA) (Tabela 3). Os ratos artriticos (AR e
AROV) mostraram reducdo da AST de fibras do musculo gastrocnémio quando
comparados com ratos sem artrite (CT-Sham). De fato, a PME induzida pela artrite
reumatoide tem sido consistentemente demonstrada em estudo com animais
(CASTILLERO; MARTIN; et al., 2009; FILIPPIN et al., 2013; LOPEZ-MENDUINA et al.,
2010) e humanos (RALL, L. C.; ROUBENOFF, 2004b). Observamos que a artrite
reumatoide induz aumento substancial na expressdo do gene atrogina-1 no musculo
esquelético. Conforme a natureza complexa da PME envolvendo a regulagéo positiva
dos genes ubiquitina-ligases E3 do sistema ubiquitina-proteassoma (CASTILLERO;
MARTIN; et al., 2009; DIELI-CONWRIGHT, C. M. et al.,, 2009c;2012; LOPEZ-
MENDUINA et al., 2012), o aumento do nivel de RNAm das ubiquitina-ligases E3 no
musculo também tem sido observada em diferentes modelos de atrofia (CASTILLERO;
MARTIN; et al., 2009; DUPONT-VERSTEEGDEN et al., 2006; MACEDO et al., 2014;
RAMIREZ et al., 2011). No entanto, ndo houve aumento nos niveis de RNAm da MuRF-
1 no muasculo dos ratos artriticos. Estes dados sugerem que os genes Atrogina-1 e
MuRF-1 podem ser regulados de forma diferente na artrite reumatoide. Estudos
anteriores sugerem que a atrogina-1 promove a ubiquitinacdo de fatores reguladores
miogénicos, tais como MyoD (TINTIGNAC, L. A. et al., 2005a) e miogenina (JOGO et
al., 2009), o que leva a sua degradacdo pelo proteassoma, enquanto outras proteinas
sdo degradadas também pelo sistema ubiquitina-proteassoma, porém mediadas pela
MuRF-1 (PETROSKI; DESHAIES, 2005).

Embora o aumento no nivel de RNAm da miostatina tenha sido associado com a
perda de massa muscular em diferentes modelos de atrofia (MCCROSKERY et al.,
2003; MCFARLANE et al., 2006; RAMIREZ et al., 2011; RODRIGUEZ et al., 2014),
incluindo a inflamacgao articular (RAMIREZ et al., 2011), nosso estudo n&o suporta o
aumento no RNAm da miostatina muscular na modelo de artrite reumatéide utilizado.

De fato, o aumento no RNAmM da miostatina no mudsculo ndo tem sido consistente, em
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modelo de artrite reumatoide (CASTILLERO; NIETO-BONA; FERNANDEZ-GALAZ; et
al., 2011; RAMIREZ et al., 2011). Por exemplo, enquanto Castillero et al. nédo
encontraram aumento no RNAmM da miostatina no masculo apés 15 dias de
administracdo da injecdo de adjuvante (CASTILLERO; NIETO-BONA; FERNANDEZ-
GALAZ; et al., 2011), Ramires et al. encontraram aumento no RNAm da miostatina no
musculo apos dois dias de injecdo de I-carragenina (RAMIREZ et al., 2011). Estes dois
estudos sugerem que apos a inducdo da artrite reumatoide, ha um aumento inicial no
nivel de RNAmM da miostatina, que retorna aos niveis basais apés alguns dias. Assim,
no presente estudo, o RNAmM da miostatina pode ja ter atingido o pico antes do
momento da nossa extracdo muscular. No entanto, sé podemos especular isso. Assim,
futuras pesquisas s@o necessarias para resolver esta questao.

Os resultados do estudo mostraram que a PFO resulta em aumento da perda de
musculo esquelético. Além disso, a PFO aumentou os niveis de RNAm da atrogina-1 e
MuRF-1 no musculo esquelético de ratos artriticos. De fato, o aumento do nivel de
RNAmM da atrogina-1 e MuRF-1 tém sido associados com a PFO em mulheres (DIELI-
CONWRIGHT, C. M. et al., 2009c). Dieli-Conwright et al. investigaram a expressao de
genes proteoliticos em mulheres pos-menopausadas que faziam e nao terapia de
reposicdo hormonal e relataram aumento na expressao génica da atrogina-1 e MuRF-1
nas mulheres sem terapia de reposi¢cdo hormonal. Assim, nossos dados suportam as
descobertas anteriores que sugerem que 0 estrogénio atua como agente “anti-
catabolico” com base nos niveis mais elevados da expressao génica da atrogina-1 e
MuRF-1 na atrofia muscular de ratas ovariectomizadas e mulheres na pos-menopausa
(DIELI-CONWRIGHT, C. M. et al., 2009a;2009c; TIIDUS, P. M. et al., 2013a).

Genes proteoliticos aumentados (i.e. ubiquitina-ligases E3) sdo indicativos de
degradacéo de proteinas (BODINE; LATRES; et al., 2001; KACHAEVA; SHENKMAN,
2012). Assim, muito esforco tem sido feito para bloquear o aumento de RNAmM de
ubiquitina-ligases E3 durante a artrite reumatoide (CASTILLERO; NIETO-BONA,;
FERNANDEZ-GALAZ; et al., 2011; GRANADO et al., 2007; GRANADO et al., 2005;
LOPEZ-MENDUINA et al., 2010; MARTIN et al., 2012) e, portanto, evitar a PME. Em
outros modelos de atrofia muscular, como a dexametasona e desuso, o EF reduz os
niveis de RNAmM das ubiquitina-ligases E3 e miostatina (DUPONT-VERSTEEGDEN et
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al., 2006; HADDAD et al., 2006; LANG et al., 2013; MACEDO et al.,, 2014).
Notavelmente, no presente estudo, o EF regulou negativamente os niveis de RNAm da
atrogina-1, Murf-1 e miostatina muscular em ratas artriticas com ovariectomia (Tabela
3). No entanto, observou-se correlacdes negativas e significante do volume de treino
com niveis de RNAm da MuRF-1 e miostatina (Figura 4). Estes dados sugerem que a
regulacdo negativa nos niveis de RNAm da MuRF-1 e miostatina para o EF sao
dependentes da quantidade de exercicio, tais como volume de treino [carga (peso na
cauda) x séries (numero de subida)] (ACSM, 2009). O modelo de EF utilizado neste
estudo consistiu no animal subir uma escada com carga fixada a cauda (MATHENY et
al., 2009). Nao fomos capazes de determinar a forca muscular maxima (i.e. uma
repeticdo maxima) em ratos artriticos por causa das limitacdes fisicas do animal. Assim,
0 modelo de EF foi aumentando progressivamente adicionando 25% do peso corporal
do rato a cada trés subidas. Os 25% do peso corporal do rato foi utilizado porque esta
carga percentual foi a mais toleravel por ratas artriticas durante a progressao da carga.
Como os ratos ovariectomizados foram mais pesados do que o0s ratos nao
ovariectomizados (Tabela 2) (FISHER et al., 2000; SHINODA et al., 2002), o grupo
AROVEX realizou maior volume de treino que o grupo AREX (Figura 3). Assim, no
presente estudo a falta de resposta nos grupos AREX pode estar relacionada com o

baixo volume executado.

CONCLUSAO

Uma unica sessao de EF foi capaz de reduzir os niveis de RNAm da atrogina-1,
MuRF-1, miostatina em ratos artriticos afetados pela PFO. No entanto, os efeitos do EF
sobre os niveis de RNAmM da MuRF1 e da miostatina, mas nédo da atrogina-1, parece ser
dependente do volume de treino (provavelmente a carga). Assim, trabalhos futuros
devem, portanto, incluir estudos clinicos para avaliar se essa abordagem terapéutica
(EF) sera eficaz para evitar ou prevenir a PME em mulheres com artrite afetadas pela
PFO.
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3 CONSIDERACOES FINAIS

A perda da fungdo ovariana resulta em aumento na perda de musculo
esquelético relacionado com as ubiquitinas ligases, atrogina-1 e MuRF-1, na artrite
reumatoide. A identificacdo das vias regulatérias sugere novos alvos terapéuticos
eficazes na reducdo da perda de musculo esquelético induzido pela perda da funcéo
ovariana durante a artrite reumatoide. Nessa perspectiva, o exercicio de forca parece
reduzir os niveis de expressao da atrogina-1, MuRF-1 e miostatina em ratos artriticos
afetados por perda da funcdo ovariana. Isto sugere que o exercicio de forca € um
importante meio terapéutico contra a perda de musculo esquelético induzido pela perda
da funcédo ovariana durante a artrite reumatoide. No entanto, os efeitos do exercicio de
forca sobre os niveis de RNAm da MuRF1 e da miostatina, mas ndo da atrogina-1,
parecem ser dependentes do volume de treino (provavelmente a carga). Assim,
trabalhos futuros devem, portanto, incluir estudos clinicos para avaliar se essa
abordagem terapéutica (exercicio de forca) serd capaz de evitar ou prevenir a perda de
musculo esquelético em mulheres com artrite reumatoide afetadas por perda da funcéo

ovariana.
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APENDICES

APENDICE A: METODOLOGIA EXPANDIDA

1.1 ASPECTO ETICO

O presente estudo foi enviado & Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA)
da Universidade Federal do Triangulo Mineiro (UFTM) e aprovado em reunido de 05 de

julho de 2013 com protocolo numero 274/2013 (Anexo 1).

1.2 ANIMAIS

Foram utilizados 36 ratos da linhagem Wistar, fémeas, adultas, com peso de
195,3 + 17,4 gramas, média de idade de nove semanas, provenientes do biotério da
Universidade Federal de Uberlandia (UFU). Os animais foram acomodados no biotério
do Instituto de Pesquisa em Oncologia (IPON) e mantidos em gaiolas plasticas de
poliuretano de 414mm x 344mm X 168mm (4 animais por caixa) (figura 1) a uma
temperatura média de 22° C. A dieta ofertada foi previamente estipulada, e consistia em
racdo comercial de composicdo conhecida (Nuvilab-CR1,Curitiba, PR, Brasil), além de
agua esterilizada oferecidas ad libitum. A racdo foi constantemente pesada para analise
da quantidade ingerida. Além disso, os animais foram expostos a ciclos de claro/escuro

de doze horas.
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Figura 1 — Alocacédo dos animais

Fonte: Do Autor, 2014.

1.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O delineamento experimental foi dividido em trés fases, sendo: a primeira fase o
procedimento de ovariectomia (inducdo do hipoestrogenismo); a segunda fase o
procedimento de inducdo da AR e exercicio de forca; e a terceira fase a eutanasia
seguida da coleta do sangue e tecidos conforme descrito abaixo suscintamente.

As ratas dos grupos OV; AROV e AROVEX foram submetidas ao procedimento
cirargico para retirada dos ovarios (inducdo do hipoestrogenismo). Quinze dias apés o
procedimento cirargico, todas as ratas passaram por uma semana de adaptacdo ao EF
para familiarizacdo com a escada, minimizando possiveis interferéncias. Tal adaptacao
consistiu em 3 sessdes, separadas por 1 dia, com 5 subidas consecutivas por sessao.

Nas trés semanas seguintes, 0s grupos experimentais (AR, AREX, AROV e
AROVEX) receberam duas inje¢bes sistémicas (subcutaneas) e uma injecdo nas
articulacdes dos tornozelos, separada por sete dias, para indugcédo da AR. Quinze dias
apos a ultima aplicagdo, os animais dos grupos AREX e AROVEX realizaram uma
sessdo de EF. Os animais foram eutanasiados seis horas apds a aplicacdo do EF

(conforme figura 5), para coincidir com o pico de expressao dos genes analisados.
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Figura 2 — Desenho experimental

Semana
de L )
adaptagio _ Injecdo Injecdo Injecéio S:szaoEF
(3 sessdes) Sistémica1 Sistémica2 Lacal aguda de

| L l l l I
I 14 dias I 7 dias I 7 dias I 7 dias I 14 dias I

Inducéoda
Ovariectomia

Fonte: Do Autor, 2015.

Os animais chegaram ao biotério do instituto de pesquisa em oncologia (IPON)
da UFTM com aproximadamente cinco semanas de idade e passaram por duas
semanas de aclimatacdo. Em seguida, foram aleatoriamente divididos em grupos
controle e experimentais, conforme classificagdo a seguir:

e Grupo Controle-Sham (CT-Sham) — composto por seis animais, sem inducao de

AR e sem EF;

e Grupo Artrite Reumatoide (AR) - composto por seis animais, com inducéo de AR

e sem EF;

e Grupo Artrite Reumatoide e Exercicio (AREX) — composto por seis amimais, com
inducdo de AR submetidos a uma sesséao de EF.

e Grupo Ovariectomia (OV) - composto por seis animais ovariectomizados, sem
inducédo de AR e sem EF;

e Grupo Artrite Reumatoide e Ovariectomia (AROV) - composto por seis animais,
com inducéo de AR, ovariectomizados e sem EF;

e Grupo Artrite Reumatoide, Ovariectomia e Exercicio (AROVEX) — composto por
seis animais, com inducado de AR, ovariectomizados e submetidos a uma sessao
de EF.

1.3.1 Modelo de Induc¢éo Experimental da Ovariectomia em Ratos
Todos os procedimentos foram realizados conforme orientacdes descritas por

Khajuria; Razdan e Mahapatra, (2012) e Waynforth e Flecknell, (1992). Este

procedimento foi adotado por minimizar os processos invasivos (figura 2).



94

Para a inducdo da ovariectomia, os animais foram submetidos a jejum de 16
horas antes dos procedimentos cirargicos. Posteriormente foram submetidos a
anestesia intraperitoneal transitéria por meio da solucdo de Xilasina (10mg/kg) e
Quetamina (70mg/kg). Sob acdo anestésica, os animais tiveram o pelo do abdome
parcialmente removido. A area da cirurgia foi limpa e esterilizada com etanol (Merck,
india) e o local seco com lencos de papel Kimwipes (Fisher Scientific). O animal foi
colocado em decubito dorsal com a cauda em dire¢cdo ao pesquisador na mesa de
operacao e as patas de trds amarradas e presas por corddes encerados para facilitar o
acesso a area da cirurgia. Foi realizada uma pequena incisédo transversal peritoneal de
0,4-0,6 cm feita com bisturi cirdrgico (lamina n° 11) na parte média do abdome,
ligeiramente lateralizada para a direita, proxima ao segundo mamilo direito da rata.
Apoés acessar a cavidade peritoneal, o tecido adiposo foi afastado até identificar a tuba
uterina direita e o ovario correspondente que foram exteriorizados delicadamente,
evitando desprender pequenos pedacos que pudessem reimplantar-se e continuar a
funcdo normal. O procedimento foi repetido para o ovario esquerdo através da mesma
incisdo. Uma sutura foi feita no terco distal entre a tuba uterina e o ovario e um corte
feito entre a sutura e ovario, juntamente com todos 0s vasos sanguineos e gordura que
acompanhavam o ovario. Os cornos uterinos foram retornados para a cavidade
abdominal. O fechamento da incisdo foi realizado em duas camadas, muscular e
cutanea, utilizando-se fios de suturas estéreis. O peritdbnio e as camadas musculares
foram suturadas com fio absorvivel Catgut simples (Ethicon sutures-3/0, Johnson &
Johnson Ltda., india), e a pele foi suturada com fio n&o absorvivel de nylon (Ethicon
sutures-3/0, Johnson & Johnson Ltda., india), aplicando iodopovidona na &rea para
desinfetar a pele ap0s a sutura. O alto grau de assepsia foi mantido durante todo o
procedimento. A rata foi retornada para a gaiola, isolada das demais até a mesma
recobrar a consciéncia e ndo haver mais o efeito dos anestésicos, tendo o seu estado
de saude verificado a cada hora por um periodo de 6 horas, assim como nos dias
seguintes. A ovariectomia foi confirmada pela determinacdo das concentracfes de
estradiol circulante no grupo ovariectomizado em comparagdo ao grupo néo
ovariectomizado (22,7+10,3 pg/mL vs. 56,7+£17,6 pg/mL; P = 0,002).
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Figura 3 — Sutura da pequena inciséo transversal

Fonte: Do Autor, 2014.

1.3.2 Modelo de Inducéo Experimental de AR em Ratos

Para a inducdo da AR os animais foram submetidos a anestesia intraperitoneal
transitéria por meio da solucdao de Xilasina (10mg/kg) e Quetamina (70mg/kg).
Inicialmente, sob acdo anestésica, os animais foram imunizados com duas injecdes
subcutéaneas na base da cauda com volume de 50uL de Albumina Bovina Metilada
(Met-BSA) (40 mg/mL), diluida em 1mL de solugcdo contendo glicose 5% emulsificada
com Adjuvante Completo de Freud (CFA) (contendo 1mg/ml de bactéria Tuberculosis
inativada). Apds sete dias, o mesmo procedimento foi repetido.

No 14° dia a inducédo da AR foi realizada por injecéo intra-articular (figura 3) de
25yuL da solugao formada por Met-BSA, CFA e glicose 5% aplicada bilateralmente nas
articulacdes dos tornozelos (BAR et al., 2004). Este modelo tem sido amplamente
utilizado como modelo experimental de AR (CASTILLERO; NIETO-BONA;
FERNANDEZ-GALAZ; et al., 2011).
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Figura 4 — Injeg&o intra-articular na articulagao do tornozelo

Fonte: Do Autor, 2014.

1.3.3 Exercicio de Forca

1.3.3.1 Modelo experimental de EF (escalada)

O EF foi reproduzido por um protocolo de escalada previamente referenciado na
literatura (MATHENY et al, 2009). Tal modelo consistiu em escalar (subir) uma escada
(1,1 x 0,18m, com 2 cm de espacamento entre os degraus da grade, 80° de inclinacao)
com uma carga presa ha base da cauda (figura 4).

O tamanho da escada obrigava os animais a realizarem de 8 a 12 movimentos
(em cada pata) por escalada. O aparato que foi fixado na parte proximal da cauda dos
animais por uma fita autoadesiva (1,5cm, 3M Tartan), era constituido de tubos

cilindricos contendo pesos esféricos de chumbo em seu interior.
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Figura 5 — Escada para realizacao do protocolo de escalada

Fonte: Do Autor, 2014.

1.3.3.2 Familiarizacdo ao modelo de escalada

Durante trés sessdes de EF as ratas foram adaptadas com o ato de escalar.
Foram realizadas cinco escaladas consecutivas por sessdo de EF, durante uma
semana. Para tanto, os animais foram colocados na parte inferior da escada e
motivados a escalar aplicando-se em sua cauda um estimulo manual para iniciar ou a
cada vez que interrompiam o movimento. Tédo logo completassem a subida, as ratas
eram estimuladas a entrar em uma gaiola (20 x 20 x 20 cm) que se localizava na parte
superior da escada. Essa familiarizacéo foi feita para minimizar possiveis interferéncias

gue pudessem existir durante a sessao de exercicio de forca.

1.3.3.3 Sesséo aguda de Exercicio de Forca

O protocolo progressivo de cargas proposto por Matheny et al. (2009) foi
adaptado as necessidades e condi¢des da pesquisa. Desta forma, os animais iniciaram
a sessao de EF executando as subidas sem nenhuma carga adicional fixada em sua
cauda com ajustes progressivos a cada trés subidas, da seguinte maneira: trés séries
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sem carga adicional; trés séries com 25% do peso corporal (PC) adicionado ao aparato;
trés séries com 50% do PC; trés séries com 75% do PC; trés séries com 100% do PC;
totalizando quinze subidas com intervalo de noventa a cento e vinte segundos entre
elas. Quando o animal ndo conseguiu completar uma subida com a carga estipulada
esta foi reajustada até completar o total de quinze séries (MATHENY et al., 2009).

Para a reproducdo do estresse causado pelos estimulos manuais as ratas que
fizeram exercicio (grupos AREX e AROVEX), foi calculada a média aritmética de
estimulos manuais e reproduzida de forma pareada nos animais que ndo fizeram
exercicio (grupos CT-Sham; AR; OV e AROV). Tanto o EF quanto os estimulos

manuais foram realizados no periodo da manha.

1.4 PROTOCOLO DE EUTANASIA E COLETA SANGUINEA

Seis horas apds a sessdo de EF (AREX e AROVEX) ou a aplicacdo dos
estimulos manuais (CT-Sham; AR; OV e AROQV), os animais foram anestesiados com
injecéo intraperitoneal de Xilasina (10mg/kg) e Quetamina (70mg/kg). A eutanasia foi
feita por puncéo cardiaca e choque hipovolémico. O sangue foi coletado das camaras
cardiacas em sistema fechado a vacuo (Vacutainer®, Inglaterra) por meio de tubos de
4ml (Labor Import, Sdo Paulo, Brasil) contendo Acido diaminotetracético (EDTA). Ao
final de cada coleta, as amostras permaneceram em temperatura ambiente por 30
minutos (min) para retracdo do coagulo e logo apds foram centrifugadas por 15 min a
3.000 rotagdes por minuto (rpm) (Eppendorf 5403, Eppendorf, Hamburgo, Alemanha). O

plasma foi separado em aliquotas de 500uL e armazenado a -80°C até as analises.

1.5 COLETA MUSCULAR

Os musculos gastrocnémios foram removidos em suas respectivas origens e
insercdes. Os musculos da perna direita foram pesados e embebidos em liquido fixador
(Methacarn) para analises morfolégicas, enquanto dos musculos da perna esquerda
foram retiradas as fascias e os tenddes, assim, os musculos “limpos” foram alocados

em cryovial (Corning Incorporated), imediatamente mergulhados em nitrogénio liquido e
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posteriormente armazenados a -80° para andlises da expressdo muscular de RNAm

dos genes de interesse.

1.6 ANALISES LABORATORIAIS

1.6.1 Andlise Morfolbgica

Todos os procedimentos envolvidos no processamento, inclusdo, cortes,

coloracédo e andlise do tecido muscular aqui informados, foram previamente testados

em estudo piloto. Assim, os musculos gastrocnémios logo que removidos foram

armazenados em cassetes identificados e embebidos por 24 horas em potes de 80ml

contendo substéancia fixadora (Methacarn: 60% de alcool metilico, 30% de cloroférmio e

10% de acido aceético). Apds 24 horas, os cassetes foram transferidos para potes de

80ml contendo alcool 70% até o dia do processamento do tecido. Segue o protocolo de

processamento dos musculos gastrocnémios:

e 25 min em alcool 80%;

e 25 min em alcool 95% (1);

e 25 min em alcool 95% (II);

e 25 min em é&lcool 95% (lll);

e 25 min em alcool Absoluto (1);
e 25 min em alcool Absoluto (I1);
e 35 min em &lcool Absoluto (I11);
e 50 min em Xilol (I);

e 50 min em Xilol (1);

e 35 min em parafina (I);

e 35 min em parafina (ll);

Apés processamento, o tecido foi

incluido em parafina utilizando-se o

equipamento Leica EG1150H (Leica Biosystems, Nussloch, Alemanha). Para tanto, os

musculos gastrocnémios foram previamente cortados na maior AST e inseridos

verticalmente no centro de um bloco de aluminio (2cm x 2cm de largura e 3cm de
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altura) preenchido com parafina. O tecido emblocado foi primeiramente desgastado até
que os cortes apresentassem formato regular e entdo seccionado em cortes de 6um de
espessura em microtomo Leica RM2245 (Leica Biosystems, Nussloch, Alemanha),
levados por aproximadamente 10 segundos em agua morna a 30°C. Posteriormente,
cada corte foi removido da agua e aderido a lamina (método de “pesca de cortes”). Um
total de 16 cortes foram utilizados para as analises morfométricas, seguindo o método

de corte seriado representado pelo esquema abaixo (figura 6).

Figura 6 — Corte seriado do tecido muscular
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Fonte: Do Autor, 2015.

O meétodo de corte seriado do tecido garantiu que cada lamina representasse
porcdes diferentes do musculo analisado. As laminas permaneceram por 12 horas em
estufa (FANEM 002 CB, FANEM Ltda, SP, Brasil) a 60° e logo apos foram coradas
usando-se o método Hematoxilina e Eosina (H&E) de acordo com os seguintes
procedimentos:

e 3 min em xilol (1);

e 3 min em xilol (1);

e 4 min em xilol (ll);

e Alcool absoluto (1): 6 mergulhos;

e Alcool absoluto (I1): 6 mergulhos;
e Alcool 70%: 6 mergulhos;

e Agua de torneira: 6 mergulhos;

¢ 5 min em Hematoxilina de Harris;

e Agua de torneira: 6 mergulhos;
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e Alcool acido (99% de alcool comum e 1% de &cido cloridrico): 1 mergulho rapido;
e Alcool 70%: 6 mergulhos;

e 2 min em Eosina;

e Alcool 70%: 6 mergulhos;

e Alcool absoluto (1): 6 mergulhos;
e Alcool absoluto (I1): 6 mergulhos;
e Alcool absoluto (l1): 6 mergulhos;
e Alcool absoluto (IV): 6 mergulhos;
e Xilol (I): 6 mergulhos;

e Xilol (I1): 6 mergulhos;

e Xilol (111): 6 mergulhos.

Depois de coradas as laminas foram protegidas com laminulas, utlizando
adesivo Entellan® (Merck Millipore, Damstadt, Germany) e levadas ao microscépio
(Nikon Eclipse Ci-S). Algumas laminas apresentaram-se mais escuras devido ao
adesivo Balsamo do Canada (Vetec, Duque de Caxias, RJ, Brasil), que foi utilizado
substituindo o adesivo Entellan®.

A captura de imagens foi realizada pela camera Infinity 1-3C-Lumenera (Ottawa,
Ontario, Canada) na objetiva de 20X usando-se o Software Infinity Analyze (versao
6.4.0) disponiveis no laboratério do Programa de Pos-Graduagdo em Educacao Fisica
da Universidade Federal do Triangulo Mineiro (PPGEF-UFTM). A partir das imagens,
200 fibras por masculo tiveram mensuradas suas AST através do Software Imagem J
(Image J 1.46r). As andlises das imagens foram feitas por um mesmo avaliador que

possuia experiéncia prévia adquirida no estudo piloto.
1.6.2 Anadlise da Expressdo Génica
1.6.2.1 Extracdo de RNA com TRIzol

As amostras do musculo gastrocnémio foram descongeladas e aliquotas de 50-

70mg foram cortadas exclusivamente sobre a porcdo branca deste musculo. Cada
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aliquota foi entdo homogeneizada em 1ml de TRIzol. Conforme orienta¢cdes do
fabricante de TRIzol (SIGMA-ALDRICH, Sto Louis MO, USA), o material insoltvel
resultante da homogeneizacao foi retirado por centrifugagéo (Microcentrifuga Eppendorf
5415R, Eppendorf, Hamburgo, Alemanha) a 12.000g por 10 min a 4°C. Essa solucéo foi
coletada e transferida para um tubo de 1,5mL e incubada durante 5 min a temperatura
ambiente para permitir a completa dissociacdo dos complexos nucleoproteicos. Apos
esse periodo, foram acrescentados 0,2 mL de cloroférmio, por mL de TRIzol utilizado,
homogeneizando vigorosamente e incubando novamente, desta vez, por 3 min a
temperatura ambiente. Apds essa segunda incubacdo o material foi centrifugado a
12.000g por 15 min a 4°C.

Para a precipitacdo do RNA, a fase aquosa formada, apds a centrifugacdo do
material, foi separada e precipitada por intermédio da incubacdo com 0,5 mL de
isopropanol (por mL de TRIzol utlizado inicialmente) por 10 min a temperatura
ambiente. ApOs esse periodo, o material foi novamente centrifugado a 12.000g por 10
min a 4°C. O sedimento formado foi lavado com 1mL de etanol 75% (por mL de TRIzol
utilizado inicialmente) e centrifugado a 7.500g por 5 min a 4°C. O sobrenadante foi
removido cuidadosamente e apds a retirada do excesso de liquido do fundo do tubo o

pellet foi seco a temperatura ambiente.

1.6.2.2 Tratamento do RNA com DNase

O pellet seco aderido ao fundo do tubo foi dissolvido em 40ul de agua destilada e
auto clavada (tratada com Dietilpirocarbonato-Sigma- DEPC, a 0,01%). Conforme as
instrucdes do protocolo DNAse | - Amplification Grade (Invitrogen Life Technologies,
Carlsbad, CA, EUA), 8 pl do RNA total foi transferido para microtubo estéril, acrescido
de 1yl de RQI RNAse Free DNAse 10x reaction buffer e 1yl de RQlI RNAse Free
DNAse. No termociclador (Veriti, Carlsbad, CA, EUA) essa solucao foi incubada a 37°C
por 30 min, adicionada de 1 pl de Stop Solution e devolvida ao termociclador para mais

um ciclo de 65°C por 10 minutos com estégio final de reducéo de temperatura até 4°C.
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1.6.2.3 Fluorimetria de alta preciséo - Qubit

Para quantificar a concentracdo de RNA das amostras utilizou-se o fluorimetro
de alta precisdo QUBIT 2.0 (Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA) e o kit RNA BR
Assay (Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA) respeitando todas as instrugdes contidas
no manual do fabricante. Para a montagem da solugéo de trabalho adicionou-se 199pl
de buffer mais 1ul do reagente RNA para cada padrdao. Apés, adicionou-se 190ul da
solucéo de trabalho a 10ul de padrdo 1 e 2 (10ul para cada, montados separadamente)
e encubou-se no escuro por 2 min. ApGs a determinacdo da curva, 1yl de amostra foi
misturado a 199ul da solucdo de trabalho para determinar a concentracdo de RNAm.
Todas as amostras testadas apresentaram concentracdes entre 20-100 ng/ul. Caso as
amostras apresentassem valores mais altos de RNA, estas eram diluidas em agua livre
de RNAse.

1.6.2.4 Reacdo em cadeia de polimerase quantitativa (QPCR)

A reacdo em cadeia de gPCR foi realizada usando-se o kit Quantifast SYBR
Green RT-PCR one-step (QIAGEN, Hilden, Alemanha). Assim, aliquotas de 1ul de RNA
tratado com DNAse foram adicionadas a uma mistura contendo, 10ul de 2 x Quantifast
SYBR GREEN RT-PCR Master Mix, 0,2 pl de Quant Fast, 0,6 ul de primers “sense” e
“anti-sense” e o volume completado para 20ul com agua DNAse FREE, em cada
amostra.

O desenho da sequéncia dos primers (tabela 1) para os genes analisados foram
previamente referenciados na literatura (AGUIAR et al., 2013; CASTILLERO; MARTIN;
et al., 2009) e construidos a partir de sequéncias publicadas no GenBank
(www.pubmed.com) para garantir a especificidade das sequéncias-alvo, evitando a
formacédo de estruturas secundarias dos primers e a dimeriza¢do dentro de cada primer
e entre 0s primers sense e anti-sense. A temperatura e curva de anelamento foram
usadas como aferidoras da qualidade do material usado nas reacdes. As condicdes e
ciclos de reacéo do gPCR realizadas no aparelho 7900HT Fast Real-Time PCR System
(Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA) foram as seguintes: 50°C por 10 min, 95°C por
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5 min para desnaturacéo inicial e amplificacao de 40 ciclos (95°C por 10 segundos para
desnaturacdo, 60°C por 30 segundos para anelamento e extensdo). Os dados de
fluorescéncia foram coletados durante os passos de anelamento/extensdo e o nimero
de thresholdcycle (CT) foi determinado usando ABI PRISM® 7900 Sequence Detector
(Applied Biosystems, USA) e Software SDS version 1.2.3 (“Sequence Detection
Systems” 1.2.3- 7900 Real Time PCR System — Applied Biosystems, USA). Os valores
de expressdo de RNAmM da MuRF-1, MAFbx e miostatina foram normalizados para os

valores de GAPDH (controle enddgeno) e calculados pelo método de Livak (AACT).

Tabela 1 — Desenho dos primers

Genes Numero (GenBank) Sequéncia (5’-3’)

ori i g ocTATCoCCRCRoC
WREL womeoss S TSACCRASGIMACACCHCCHS
v sz S ACTASSAGCECATEONTACT
wosaina i oisisi S STACCACSSARICATCATTACCH
oon woniosioss S ASATOCTEMSCTCSGACTS

*S = Sense; A = Anti-Sense
Fonte: Aguiar et al. (2013); Castillero et al. (2009)

1.6.3 Perimetria articular

Para se avaliar as manifestacdes externas da AR a perimetria articular foi medida
em diferentes momentos da pesquisa, sendo estes: 12 semana de inducao sistémica; 22
semana de inducédo sistémica; pre inducdo local; 1 dia pds inducao local; 12 semana
pos inducao local e 22 semana pos inducéo local. Para tanto, um paquimetro analoégico
(Starfer, Sao Paulo, SP, Brasil) com precisdo de 0,1mm era posicionado com suas
hastes abertas proximo a articulagdo do tornozelo e suas hastes eram fechadas até o
contato com os maléolos medial e lateral (figura 7). Apds a realizacdo da leitura as

hastes eram novamente abertas e afastadas da articulagdo do animal. Todas as
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medidas foram realizadas por um mesmo avaliador para evitar diferencas
interavaliadores. Para os célculos de perimetria articular e escore de inflamacao foi
utilizado o valor médio mensurado (média aritmética) nas duas patas traseiras para
cada animal.

Figura 7 — Mensuracao da perimetria articular

Fonte: Do Autor, 2014.

1.6.4 Escore de inflamacéo

Outra medida realizada com o objetivo de avaliar as alteracdes causadas pela
AR foi a inspecédo visual do nivel de inflamacéo (figuras 8 e 9). Como referenciado
anteriormente por Castillero et al. (2009) o escore de inflamacdo de cada uma das
patas foi avaliado por um mesmo avaliador em diferentes pontos da pesquisa e
classificados de acordo com o seguintes critérios: 0- sem evidéncias de eritema
(vermelhiddo) ou edema; 1- ligeiro eritema e inchaco restrito ao tarso ou articulacéo do
tornozelo; 2- eritema e leve inchago que se estende desde o tornozelo até o tarso; 3-
eritema e edema moderado, que se estende desde o tornozelo até as articulagbes do
metatarso; 4- eritema e inchaco grave envolvendo a articulagdo do tornozelo, pé e
dedos, ou anquilose (perda de movimento) do membro (CASTILLERO; MARTIN; et al.,
2009).
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Figura 8 — Perimetria articular (Score 0). Figura 9 — Perimetria articular (Score 4).

Fonte: Do Autor, 2014. Fonte: Do Autor, 2014.

1.6.5 Pesagem da racéo

Com o objetivo de monitorar a quantidade de racdo ingerida por animal,
semanalmente antes da reposicéo, a quantidade de racdo remanescente na grade da
gaiola era pesada. As adicOes de racao foram feitas de modo que ndo menos que 1,5kg
de racéo ficassem a disposicdo dos animais e observacfes diarias foram realizadas
para garantir a oferta irrestrita de alimento. Os valores semanais de ingestdo de racao
foram calculados para todos os animais dividindo-se o peso de racdo consumida pelo
numero de animais da gaiola. Posteriormente, foi calculada a ingestdo de racéo diaria

por animal dividindo-se o valor semanal por 7 (dias da semana).
1.6.6 Pesagem dos animais
Todos os animais envolvidos na pesquisa foram pesados semanalmente em uma

balanca digital (0,001g de precisdo) a fim de determinar alteracdes do peso corporal

durante o experimento.
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1.7 ANALISES ESTATISTICAS

Todos os procedimentos estatisticos foram realizados utilizando o Software
MedCalc (versdo 11.1.1.0). Os dados foram testados para a distribuicdo normal
utilizando o teste de Shapiro-Wilk e de homogeneidade de variancia, utilizando o teste
de Levene. As variaveis foram comparadas inter-grupos por Kruskal-Wallis (dados ndo
paramétricos). Quando apropriado (p <0,05), um teste de comparacao post hoc para 0s
subgrupos foi feita. O volume de treinamento e estradiol foram comparados inter-grupos
pelo teste de Mann-Whitney. O coeficiente de correlacdo de Spearman foi usado para
avaliar as associacdes entre as variaveis. Os dados estdo expressos em mediana e
intervalo interquartil (percentil 25 e 75). A significancia estatistica foi estabelecida em P
<0,05.
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APENDICE B: MATERIAIS

e Acido acético glacial (Neon Comercial, S&o Paulo, SP, Brasil)

e Acido cloridrico (Proquimios, Bangu, RJ, Brasil)

e Adesivo para histologia — Balsamo do Canada (Vetec, Duque de Caxias, RJ,
Brasil)

e Adesivo para histologia - Entellan® (Merck Millipore, Damstadt, Germany)

e Adjuvante completo de Freud (CFA) (Sigma-Aldrich, Sto Louis, MO, USA)

e Albumina bovina metilada (Met-BSA) (Sigma-Aldrich, Sto Louis, MO, USA)

e Alcool 70% (Ciclo Farma, Serrana, SP, Brasil)

e Alcool 80% (diluicio de alcool absoluto em agua destilada)

e Alcool 95% (diluicio de alcool absoluto em agua destilada)

e Alcool absoluto (Itaja, Goianésia, GO, Brasil)

e Alcool metilico (Vetec, Duque de Caxias, RJ, Brasil)

e Cabo para Bisturi n° 3 (Golgran, Sao Caetano do Sul, SP, Brasil)

e Cabo para Bisturi n° 4 (Golgran, Sdo Caetano do Sul, SP, Brasil)

e Camera Infinity 1-3C — Lumenera (Ottawa, Ontario, Canada)

e Cloroféormio (Vetec, Duque de Caxias, RJ, Brasil)

e Cryovial — 2ml (Corning Incorporated, NY, USA)

e Eosina (Inlab, Pinhais, PR, Brasil)

e Fio de Sutura Catgut Simples (Ethicon sutures-3/0, Johnson & Johnson Ltda.,
india)

e Fio de Sutura Nylon (Ethicon sutures-3/0, Johnson & Johnson Ltda., india)

e Glicose 5% (FreseniusKabi, Aquiraz, CE, Brasil)

e Hematoxilina de Harris (Dinamica, Diadema, SP, Brasil)

e Isopropano (Vetec, Duque de Caxias, Barueri, SP, Brasil)

e Lamina de Bisturi n° 11 (Lamedid Solidor® Barueri, SP, Brasil)

e Lamina de Bisturi n° 22 (Lamedid Solidor® Barueri, SP, Brasil)

e Lencos de papel Kimwipes (Fisher Scientific)

e Microscopio Nikon Eclipse Ci-S (Nikon Corporation, Tokyo, Japan)
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Nitrogénio liquido (Nitrovet, Barretos, SP, Brasil)

Paquimetro analégico (Starfer, Sdo Paulo, SP, Brasil)

Pinca Anatdmica 1x2 Dentes (Dente de Rato) — 16 cm (Golgran, Sdo Caetano do
Sul, SP, Brasil)

Pinca Anatdmica disseccdo — 14 cm (Golgran, Sédo Caetano do Sul, SP, Brasil)
Pinca Anatdmica disseccdo — 16 cm (Golgran, Sdo Caetano do Sul, SP, Brasil)
Porta Agulha Mayo Hegar — 16cm (ABC Instrumentos Cirdrgicos, Sdo Paulo, SP,
Brasil)

Pote coletor universal — 80ml (J.Prolab, S&o José dos Pinhais, PR, Brasil)
Quetamina (Syntec do Brasil Ltda, Cotia, SP, Brasil)

Tesoura Cirdrgica F/F curva — 12 cm (Golgran, Sado Caetano do Sul, SP, Brasil)
Tesoura Cirdrgica F/F reta — 12 cm (Golgran, Sdo Caetano do Sul, SP, Brasil)
Tesoura Cirdrgica R/R reta — 15 cm (Golgran, Sdo Caetano do Sul, SP, Brasil)
Xilasina (Vallée, Sdo Paulo, SP, Brasil)

Xilol (Vetec, Duque de Caxias, RJ, Brasil)
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ANEXOS

ANEXO A: ARTIGO 1 - LOSS OF OVARIAN FUNCTION RESULTS IN INCREASE OF
SKELETAL MUSCLE IN ARTHRITIC RAST (Normas da revista - RBGO)

LOSS OF OVARIAN FUNCTION RESULTS IN INCREASED LOSS OF SKELETAL
MUSCLE IN ARTHRITIC RATS

PERDA DA FUNCAO OVARIANA RESULTA EM PERDA DE MUSCULO
ESQUELETICO AUMENTADA EM RATOS ARTRITICOS
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ABSTRACT

Objective: We studied the effects of loss of ovarian function (ovariectomy) on muscle
mass of gastrocnemius and the mRNA levels of IGF-1, atrogin-1, MuRF-1, and
myostatin in an experimental model of rheumatoid arthritis in rats. Methods: 24 female
Wistar rats (9 weeks, 195.3 £ 17.4 grams) were randomly allocated into four groups:
control (CT-Sham; n = 6); rheumatoid arthritis (RA; n = 6); ovariectomy without
rheumatoid arthritis (OV; n = 6); ovariectomy with rheumatoid arthritis (RAOV; n = 6).
The ovariectomy (OV and RAOQOV) or Sham (CT-Sham or RA) procedures were
performed at the same time, fifteen days before the rheumatoid arthritis induction. The
RA and RAOV groups were immunized and then were injected with Met-BSA in the
tibiotarsal joint. After 15 days of intra-articular injections the animals were euthanized.
We evaluated the external manifestations of rheumatoid arthritis (perimeter joint) as well
as animal weight, food intake throughout the study. Also, the cross-sectional areas
(CSA) of gastrocnemius muscle fibers were analyzed in 200 fibers (H&E method). In the
gastrocnemius muscle, mMRNA expression was analyzed by quantitative real time PCR
followed by Livak method (AACT). Results: The rheumatoid arthritis induced reduction
in CSA of gastrocnemius muscle fibers. The RAOV group showed a lower CSA of
gastrocnemius muscle fibers compared to RA and CT-Sham groups. Skeletal muscle
IGF-1 mRNA was increased in arthritics and ovariectomized rats. The increased IGF-1
MRNA was higher in OV groups than in the RA and RAOV groups. Antrogin-1 mRNA
was also increased in the gastrocnemius muscle of arthritic and ovariectomized rats.
However, the increased atrogin-1 mRNA was higher in RAOV groups than in the RA and
QV groups. Gastrocnemius muscle MuRF-1 mRNA was increased in the OV and RAOV
groups, but not in the RA and Sham groups. However, the RAOV group showed higher
MuRF-1 mRNA than the OV group. The myostatin gene expression was similar in all
groups. Conclusion: Loss of ovarian function results in increased loss of skeletal
muscle-related ubiquitin ligases atrogin-1 and MuRF-1 in arthritic rats.

Key words: Cachexia, rheumatoid arthritis, E3 ubiquitin ligase, ovariectomy, desuse.
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RESUMO

Objetivo: foram estudados os efeitos da perda da func&o ovariana (ovariectomia) sobre
musculo esquelético e os niveis de RNAm de IGF-1, atrogina-1, MuRF-1, e de
miostatina em modelo experimental de artrite reumatoide em ratos. Métodos: 24 ratos
Wistar (9 semanas, 195,3 + 17,4 gramas) foram distribuidos aleatoriamente em quatro
grupos: controle (CT-Sham, n = 6); artrite reumatoide (RA, n = 6); ovariectomia sem
artrite reumatoide (OV; n = 6); ovariectomia com artrite reumatoide (RAOV; n = 6). Os
procedimentos da ovariectomia (OV e RAOV) ou simulacdo da ovariectomia (CT-Sham
ou RA) foram realizados ao mesmo tempo, quinze dias antes da inducdo da artrite
reumatoide. Os grupos RA e RAOV foram imunizados e, em seguida, foram injetados
com Met-BSA na articulacao tibiotarsica. Apos 15 dias das injecdes intra-articulares, os
animais foram eutanasiados. Foram avaliadas as manifestacbes externas da artrite
reumatoide (perimetria articular), bem como o peso dos animais e a ingestao de
alimentos ao longo do estudo. Além disso, as areas de seccao transversa (CSA) do
musculo gastrocnémio foram analisadas em 200 fibras (método H & E). No musculo
gastrocnémio, a expressdo de RNAm foi analisada por PCR guantitativo em tempo real,
seguido pelo método Livak (AACT). Resultados: a artrite reumatoide reduziu a CSA
das fibras do musculo gastrocnémio. O grupo RAOV mostrou uma CSA menor nas
fibras do musculo gastrocnémio em comparacdo com os grupos RA e CT-Sham. O
RNAmMm do IGF-1 do mudsculo esquelético aumentou nos ratos artriticos e
ovariectomizados. O RNAm do IGF-1 foi maior nos grupos OV do que nos grupos RA e
RAOV. A expressao de antrogina-1 também aumentou no musculo gastrocnémio dos
ratos artriticos e ovariectomizados. No entanto, 0 aumento do RNAm da atrogina-1 foi
maior no grupo RAOV do que nos grupos RA e OV. O RNAm da MuRF-1 aumentou
nos grupos OV e RAOV, mas nao nos grupos RA e CT-Sham. Porém, o grupo RAOV
apresentou maior expressao génica de MuRF-1 do que o grupo OV. A expressao do
gene da miostatina foi semelhante em todos os grupos. Concluséo: a perda de funcéo
ovariana resulta em perda de musculo esquelético associado as ubiquitina-ligases

atrogina-1 e MuRF-1 em ratos artriticos.
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Palavras-chave: caquexia, artrite reumatoide, Es ubiquitina-ligase, ovariectomia,

desuso.

INTRODUCTION

Loss of skeletal muscle (LSM) has been postulated to be an important contributor
to increasing morbidity and mortality (1). LSM is a serious consequence of rheumatoid
arthritis (1), especially in women (2). The complex nature of rheumatoid arthritis-induced
LSM is associated with chronic inflammation, insulin and insulin-like growth factor (IGF)-
1 resistance and reduced physical activity (3). While these disorders have been widely
investigated, there are still gaps in our understanding of the regulatory role of loss of
ovarian function (LOF) in the progression of LSM in rheumatoid arthritis. LOF has the
potential to be a contributor to LSM directly and also through interactions with
inflammation (4). While previous studies have demonstrated the harmful potential role of
LOF in LSM, they fall short in replicating the disrupted systemic environment created by
rheumatoid arthritis. Since women naturally progress to menopause or can be subjected
to ovariectomy, a better understanding of effects of LOF in LSM during rheumatoid
arthritis and their regulatory pathways could identify new therapeutic targets.

Estrogen treatment has been reported to enhance muscle mass recovery
following atrophy or injury in rodents and also to retain muscle mass in postmenopausal
women (4). As regards the mechanisms in skeletal muscle that are influenced by
estrogen, Dieli-Conwright et al. have reported greater levels in expression of muscle
MRNA of myostatin and E3 ubiquitin ligases (Atrogin-1/MAFbx and MuRF-1) in
postmenopausal women relative to postmenopausal women taking hormone
replacement (5, 6). Moreover, myostatin is a member of the transforming growth factor
(TGF)-B family that negatively regulates skeletal muscle growth by inhibition of satellite
cell activation (7). Myostatin has been associated with activation of E3 ubiquitin ligases
genes in skeletal muscle (8). E3 ubiquitin ligases cause proteins to be degraded by the
26S proteasome and it has been reported to induce skeletal muscle atrophy (9). These
results highlight the beneficial role of estrogen on skeletal muscle, suggesting that the

LOF may induce increase of myostatin, atrogin-1 and MuRF-1, causing muscle atrophy.
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In this context, it would seem reasonable to assume that the LOF is extremely harmful to
skeletal muscle in rheumatoid arthritis since rheumatoid arthritis has been consistently
reported to upregulate atrogin-1 and MuRF-1 in skeletal muscle atrophy.

LSM in rheumatoid arthritis has also been associated with increase in muscle
IGF-1 gene expression (10-12). As the IGF-1 is well known to be an important stimulator
of skeletal muscle growth, upregulation of IGF-1 during the rheumatoid arthritis could be
an attempt to mitigate muscle atrophy (13, 14). A link between estrogen and
upregulation of IGF-1-signalling-related muscle mass maintenance has been
established in LOF. Estrogen receptor agonists treatment in ovariectomized rodents (15)
and estrogen replacement in postmenopausal women (16) have been reported to
upregulate IGF-1-signalling-related muscle mass hypertrophy and maintenance,
respectively. However, while these studies suggest that LOF seems to be associated
with downregulation of IGF-1-signalling-related muscle mass maintenance, ovariectomy
in rats has been reported to augment muscle IGF-1 mRNA expression and muscle
hypertrophy and these changes were reversed by estrogen replacement (17). In
addition, a recent study reported that estrogen supplementation decreases muscle
levels of IGF-1 in ovariectomized rats (18). Therefore, the LOF linked muscle atrophy via
decreased IGF-1 remains still unclear.

Although the LOF has been widely mentioned as having a great potential for
promoting a catabolic molecular milieu in skeletal muscle, the role of LOF during the
progression of rheumatoid arthritis has not been established. Thus, to tackle this
problem, we studied the effects of ovariectomy on muscle mass of gastrocnemius and
the mRNA levels of IGF-1, atrogin-1, MuRF-1, and myostatin in an experimental model
of rheumatoid arthritis (adjuvant-induced arthritis) in rats. This paper clarifies the

molecular responses of the skeletal muscle to LOF during rheumatoid arthritis.
MATERIALS AND METHODS
This experimental study was in accordance with the National Guide for Care and

use of Laboratory Animals (Conselho Nacional de Controle de Experimentagcdo Animal
(CONCEA)) and obtained the approval of the University Ethics Committee (No.
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274/2014). All procedures were performed in Research Institute of Oncology (IPON) of
the Federal University of Triangulo Mineiro (UFTM).

Female Wistar rats (195.3 + 17.4 grams) with nine weeks of age were used in
present study. The rats were housed in plastic cages in standard conditions at 22°, 12h
light-dark cycle, and had free access (ad libitum) to water and standard food (Nuvilab-
CR1, Curitiba, PR, Brazil). Four experimental groups were used in this study: control
(CT-Sham; n = 6); group with rheumatoid arthritis (RA; n = 6); ovariectomy without
rheumatoid arthritis (OV; n = 6); ovariectomy with rheumatoid arthritis (RAOV; n = 6). All
rats were treated similarly in terms of daily manipulation. The ovariectomy (OV and
RAOV) or Sham (CT-Sham or RA) procedures were performed at the same time, fifteen
days before the rheumatoid arthritis induction. RA and RAOV groups were immunized
and then the groups were injected with bovine albumin methylated (Met-BSA) in the
tibiotarsal joint. Fifteen days after intra-articular injection, all animals were euthanized at
the same period and day time. The gastrocnemius muscle samples of the left hind paw
were removed, weighed, cleaned and their white portion was obtained and stored in
TRIzol at -80°C for molecular analysis. We investigated the gastrocnemius white portion
because it possesses more fast-twitch fibers.

The rats were anesthetized with intraperitoneal injection solution containing
ketamine (80 mg/kg) and Xylazine (10 mg/kg) for ovariectomy procedures. Ovariectomy
was preceded by a single ventral transverse incision of 0.4-0.6 cm at the middle
abdominal region according to the method described by Khajuria et al. (2012)(19).

The rats were anesthetized with intraperitoneal injection solution containing
ketamine (40 mg/kg) and xylazine (5 mg/kg) for rheumatoid arthritis procedures. Initially,
rats were immunized with two subcutaneous injections of 50uL. Met-BSA (40 mg/mL)
diluted in glucose 5% emulsified with Freund's Complete Adjuvant (FCA) (supplemented
with 1 mg/ml of inactivated Mycobacterium tuberculosis) into the base tail, with an
interval of seven days between the injections. After seven days from last injection at
base tail, an intra-articular injection of 25 uL Met-BSA, FCA and glucose 5% was applied
in the tibiotarsal joints (20).

Joint edema, body weight and food intake were examined weekly after the

second subcutaneous injection. Evaluation of arthritis severity was performed by



116

measuring the joint edema of each animal. Joint edema was assessed by size of latero-
lateral thickness of the tarsal joint with analogic calipers (Starfer, Sdo Paulo, SP, Brazil)
(21). The joint edema was performed with mean values (average arithmetic) of two hind
paws.

Animals were anesthetized with intraperitoneal injection solution containing
Ketamine (80 mg/kg) and Xylazine (10 mg/kg). Euthanasia was performed by cardiac
puncture and hypovolemic shock.

The blood samples were collected by cardiac puncture in a vacuum-sealed
system (Vacutainer®, England) into a dry tube with gel separator. The sample was
centrifuged for 10 minutes (3.000 rpm) and samples were separated and stocked (-20C)
for futures analysis. The serum estradiol (MyBiosource, San Diego, CA, USA) was
analyzed by enzymatic immunoassay ELISA. All assays were in accordance with the
manufacturer’s protocol.

Muscles samples were extracted (50-70mg) from gastrocnemius white portion.
Total RNA extraction was performed using TRIzol (SIGMA-ALDRICH, Sto Louis MO,
USA), following the manufacturers protocol. After extraction, a dry pellet was
resuspended in RNase-free water, treated with DNAse | (Life Technologies, Carlsbad,
CA, EUA) to remove any possible DNA presence in sample. Total RNA was quantified
using a high precision fluorometer QUBIT 2.0 (Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA)
and kit RNA BR Assay (Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA). All samples had RNA
concentrations between 20-100 ng/ul. When RNA higher values were found, samples
were diluted in RNase-free water.

Quantification of MRNA was obtained by 7900HT Fast Real-Time PCR System
(Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) using kits Quantifast SYBR Green RT-PCR
one-step (QIAGEN, Hilden, Germany). Thus, 1ul RNA samples treated with DNAse
were added to a mixture containing, 10ul 2 x Quantifast SYBR GREEN RT-PCR Master
Mix,0,2ul Quant Fast, 0,6ul primer sense and anti-sense and completed with RNAse
Free water to reach the volume of 20ul. Annealing temperature and curve were used as
measures of the quality. The qPCR reaction conditions and cycles performed in the
apparatus 7900HT Fast Real-Time PCR System (Life Technologies, Carlsbad, CA,

USA) were as follows: 50°C per 10 min, 95°C per 5 min for initial denaturation and
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amplification of 40 cycles (95°C per 10 seconds for denaturation, 60°C per 30 seconds
for annealing and extension). Fluorescence values were obtained between
annealing/extension stages and threshold cycle numbers (CT) were determined using
Software SDS version 1.2.3 (Applied Biosystems, USA). mRNA IGF-1, MuRF-1, atrogin-
1 and myostatin were normalized for GAPDH values (reference gene) and calculated by
Livak method (AACT). Primers for all genes (Table 1) were obtained from previous
studies (10, 22) and constructed from sequences published in GenBank
(www.pubmed.com) to ensure the specificity of target sequences, avoid generation of
secondary structures of primers and dimerization in each primer and between primers
sense and anti-sense.

Morphological analyses were performed from gastrocnemius histological sections
(6um thickness). The gastrocnemius histological sections were obtained in a microtome
(Leica Biosystems, Nussloch, Germany) and stained with hematoxylin and eosin (HE)
method. The stained sections were used for photographic documentation of six random
histological fields (20 x lens) (Nikon Evolucion MP 5.0). An image analysis software
(Image J 1.46r) was used to determine cross-sectional area (CSA) of 200 fibers per

muscle.

Statistical analysis

The data were tested for normal distribution using the Shapiro—Wilk test and for
variance homogeneity using the Levene test. The variables were compared inter-groups
by Kruskal-Wallis (nonparametric data). When appropriate (p < 0.05), a post hoc
comparison test of subgroups was made. Data are expressed as median + 25th — 75th
percentiles. Statistical procedures were performed with a statistical software.

Significance was set at P < 0.05.

RESULTS

Circulating estradiol was measured at end of study, after euthanasia (i.e. day 15
after intra-articular injection), to ensure the ovariectomy. The ovariectomized rats
displayed decreased estradiol. In addition, the RA group also displayed decreased

estradiol compared to control group (Table 1).
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At beginning of the study (i.e. before of ovariectomy) the body weight did not
differ between groups. However, in middle of the study (i.e. after ovariectomy and before
intra-articular injection) the weight of ovariectomized rats increased compared to CT-
Sham, while the weight of the RA group did not (Table 2).

Joint thickness, food intake and body weight change were measured throughout
the progression of rheumatoid arthritis. The thickness joint of arthritic rats (RA and
RAQV) strongly increased seven days after intra-articular Met-BSA injection compared
to CT-Sham and OV groups (Ht = 19.9; P < 0.01). This increase in joint thickness was
maintained up to the end study (at day 15). Although the ovariectomy did not affect the
magnitude of joint thickness, the RAOV group showed higher joint thickness values than
the RA group 15 days after intra-articular injection (Ht = 20.9; P < 0.01)(Figure 1 A). The
food intake change was similar in RA and CT-Sham groups on day seven (Ht = 14.5; P
< 0.01). There was an increase in food intake for OV and reduction for RAOV compared
to CT-Sham. On day 15, there was reduction in food intake for RA group compared to
CT-Sham, OV and RAOV (Ht = 16.5; P < 0.01). The OV food intake change was similar
to CT-Sham group and the food intake gain was maintained in OV group (Figure 1 B).
Regarding body weight change, rheumatoid arthritis induced reduction in body weight
related to control groups (CT-Sham+OV) (P < 0.01). When the rats were divided in their
specific conditions, there was no difference between groups on day seven (Ht =8.2; P <
0.01). However, the RAOV group showed a lower body weight compared with control
group on day 15. Moreover, the RA group showed a lower body weight compared with
QV group (Figure 1 C).

To determine the muscle atrophy we evaluated cross-sectional area (CSA) of
gastrocnemius muscle fibers (absolute) and CSA of gastrocnemius muscle fibers
corrected by body weight (relative) in all groups. When the groups were pooled
(RA+RAOQV vs. CT-Sham+QV), the group with rheumatoid arthritis induced reduction in
absolute (P < 0.01) and relative (P < 0.01) CSA of gastrocnemius muscle fibers (Figure
2; A and B). When the groups were separated, the ovariectomized arthritic rats (RAOV)
showed a lower absolute (Ht = 18.7; P < 0.01) and relative (Ht = 18.9; P < 0.01) CSA of

gastrocnemius muscle fibers compared to arthritic rats without ovariectomy (RA). The
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OV showed a lower relative CSA of gastrocnemius muscle fibers compared to CT-Sham
(Figure 2; A and B).

Skeletal muscle IGF-1 mRNA was increased in arthritics and ovariectomized rats
(Ht = 14.6; P < 0.01). The increased IGF-1 mRNA was higher in OV groups than RA and
RAOV groups (Figure 3A). Antrogin-1 gene expression was also increased in
gastrocnemius muscle of arthritic and ovariectomized rats (Ht = 15.9; P < 0.01).
However, the increased atrogin-1 mRNA was higher in RAOV groups than RA and OV
groups (Figure 3D). Gastrocnemius muscle MuRF-1 mRNA was increased in
ovariectomized, but not in arthritic rats (Ht = 15.9; P < 0.01). However, the RAOV group
showed MuRF-1 mRNA values higher than the OV group (Figure 3C). The myostatin
gene expression was similar in all groups (Ht = 1.9; P = 0.5) (Figure 3B).

DISCUSSION

The rheumatoid arthritis-induced LSM have been associated with chronic
inflammation, insulin and insulin-like growth factor (IGF)-1 resistance and reduced
physical activity (3). While these disorders have been widely investigated, there are still
gaps in our understanding of regulatory role of LOF in the progression of LSM in
rheumatoid arthritis. As women naturally (postmenopause) or surgically (ovariectomy)
progress to LOF, understanding the role of LOF in the LSM during rheumatoid arthritis
and their regulatory pathways could identify new therapeutic targets. Hence, in this
study we tested the effects of ovariectomy on muscle mass of gastrocnemius and genes
expression of IGF-1, atrogin-1, MuRF-1, and myostatin in an experimental model of
rheumatoid arthritis (adjuvant-induced arthritis) in rats. In the current study, the estradiol
concentration and external signs of the illness measured by joint thickness showed
success in ovarectomy and Met-BSA-induced arthritis (Figures 1 and 2). We found that
the rheumatoid arthritis results in LSM and that LOF maximizes the LSM. We also
showed that this increased LSM is associated with an increased E3 ubiquitin ligase
gene expression in skeletal muscle (atrogin-1 and MuRF-1).

In the current study, arthritic rats (RA+RAQOV) showed reduction in body weight
and CSA of gastrocnemius muscle fibers when compared to rats without arthritis (CT-

Sham+0V). Rheumatoid arthritis-induced muscle reduction has been consistently
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demonstrated in animal (10, 12, 21) and human studies (3). Since arthritis decreases
food intake, the decrease in skeletal muscle could be secondary to the decreased food
intake. However, in arthritic rats with ovariectomy, which showed lower CSA of muscle
fiber and CSA corrected by body weight, the food intake increased after the day seven
reaching a food intake similar to the control in the last week of the study. Indeed,
previous studies have showed that ovariectomy induces hyperphagia in rodents (23,
24). But while ovariectomy can regain the food intake of rats with rheumatoid arthritis,
this was not enough to regain the skeletal muscle in this study. Thus, rheumatoid
arthritis-induced LSM cannot be attributed to the decrease in food intake. These finding
are similar to what has been described by others researchers (10, 12).

We observed a strong increase in muscle IGF-1 mRNA in the OV group (Figure
3). Our findings converge with other researchers’ previous findings have reported to
increase in muscle IGF-1 RNAm in ovariectomized immature rodents compared to
estrogen replacement ones (17, 18). In contrast to our findings, it has been shown that
postmenopausal women have a reduction in muscle gene expression of IGF-1
compared to premenopausal women (16). Moreover, hormonal therapy in
postmenopausal women had enhanced IGF-1 receptor expression (16). Estrogen has
been reported to have direct (i.e. estrogen receptors § and a) and indirect (i.e. GH/IGF-1
axis) effects on IGF-1 (4). Thus, how the LOF may modulate IGF-1 RNAm expression
seems to be dependent on the age (immature vs postmenopause), however, remains
unanswered.

The IGF-1 is considered an important stimulator of skeletal muscle growth. The
overexpression of IGF-1 in skeletal muscle has induced hypertrophy in transgenic mice
when compared with wild-type mice (13, 25). However, our results have showed that the
ovariectomy-increased IGF-1 mRNA did not change the CSA of muscle fibers (Figure
2A). These results suggest that there is no clear relationship between increased IGF-1
MRNA and increased IGF-1 protein. Additionally, IGF-1 splice variants (IGF-1Ea, IGF-
1Eb and IGF-1Ec) have distinct roles in muscle growth (26, 27). Considering that our
gPCR measured “mature” IGF-1, we cannot distinguish isoforms of the muscle IGF-1,
we can only say that it was increased by loss of ovarian function. Thus, a lack of data on

specific IGF-1 splice variants and IGFBPs expression of the current study may be
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considered a limitation. Nevertheless, any possible effects that muscle IGF-1 and its
isoforms may have had on muscle hypertrophy seem to be negligible in the context of
loss of ovarian function.

The current study showed that rheumatoid arthritis model induces muscle atrophy
(Figure 2; A and B) and increases IGF-1 mRNA in muscle atrophy (Figure 3A). These
finding are similar to what has been described by others researchers (10-12). Increased
muscle IGF-1 mRNA in muscle atrophy of arthritic rats has been related to have a
relationship between the inflammatory response, induced by rheumatoid arthritis (10),
and muscle regeneration (14). Considering IGF-1 is well known to be an important
stimulator of skeletal muscle growth, upregulation of IGF-1 mRNA during the rheumatoid
arthritis could be an attempt to mitigate the muscle atrophy (13, 25). However, when the
groups were separated in experimental conditions for comparison, we observed that
CSA of muscle fiber was lower in RAOV (Figure 5B), but there was no difference in
muscle IGF-1 mRNA between RA and RAOV groups. These data suggest that a lower
CSA of muscle fiber in arthritic rats with LOF is not associated to muscle IGF-1 mRNA
response. Our findings converge with previous studies that have shown that the ability of
estrogen and hormone replacement to maintain or augment muscle mass is regardless
of IGF-1 responses (4, 5, 18, 28).

Myostatin inhibits expression of the myogenic regulatory factors, thus inhibiting
proliferation and differentiation of skeletal muscle myoblasts (7, 8). Myostatin has been
associated with muscle wasting in different atrophy models (7, 8, 29). However, our
study did not support increased myostatin mMRNA in rheumatoid arthritis and ovariectomy
models. Indeed, myostatin has not been associated with muscle wasting in rheumatoid
arthritis (30) or ovariectomy (17) models. However, while Castillero et al. have not found
increased myostatin mRNA in muscle after 15 days from administration of adjuvant
injection (30), Ramires et al. have found increased myostatin mRNA in muscle after two
days of I-carrageenan injection (29). These two studies suggest that after induction of
rheumatoid arthritis there is an early myostatin increase, which returns to basal levels
after a few days. Thus, in the current study, the myostatin mMRNA may have already

peaked before the time of our muscle excision.
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Increased proteolytic genes (i.e. E3 ubiquitin ligase) are indicative of protein
degradation in the ubiquitin—proteasome system (9). The increased E3 ubiquitin ligase
genes, such as atrogin-1 and MuRF-1, have been associated with muscle wasting in
different atrophy models (10, 29, 31). However, in the current study, there was a
substantial increase in atrogin-1 gene expression in the muscle atrophy of the arthritic
rats, but not in MURF-1 mRNA. The atrogin-1 and MuRF1 have a different role in the
degradation of muscle proteins (32), thus these data imply that upstream factors of
atrogin-1 and MuRF-1 mRNA might be differently stimulated in rheumatoid arthritis.

Increased atrogin-1 and MuRF-1 have also been associated with LOF (5). Dieli-
Conwright et al. investigated proteolytic gene expression in postmenopausal women
taking and not taking hormone replacement therapy and reported increased gene
expression of atrogin-1 and MuRF-1 in postmenopausal women not taking hormone
replacement therapy. Our data support previous findings that have suggested that
estrogen act as anti-catabolic agents based on higher gene expression levels of the
atrogin-1 and MuRF-1 in lowered muscle of ovariectomized rats and postmenopausal
women (4, 5, 28).

It has been proposed that the ability of estrogen to diminish systemic and muscle
inflammatory factors is a potential protector against muscle damage (4). As the
rheumatoid arthritis is an inflammatory disease (3), the absence of protective
mechanism of estrogen (induced by ovariectomy) may have indirectly affected
rheumatoid arthritis-induced LSM (4) in the current study. This interaction between
estrogen and inflammation and muscle may be supported by consistent reports of
benefits of estrogen-mediated reductions in muscle inflammation and enhanced
regeneration following disuse muscle atrophy in rodents (4). The chronic inflammation
has been associated with LSM and increased activity of atrogin-1 and MuRF-1(33, 34).
Indeed, we observed a higher joint thickness on day 15 concomitantly with higher
ubiquitin ligases atrogin-1 and MuRF-1 and lower relative muscle mass in RAOV group
compared with RA group. As the joint thickness has been considered an indirect
measure of inflammatory response in rheumatoid arthritis (10-12), our findings suggest

that the RAOV group could have had an extended inflammatory response compared to
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RA group, inducing higher loss of skeletal muscle-related ubiquitin ligases atrogin-1 and
MuRF-1.

In summary, LOF results in increased loss of skeletal muscle associated with
ubiquitin ligases atrogin-1 and MuRF-1 in rheumatoid arthritis. These results suggest
that a therapeutic approach targeting the maintenance of ovarian function can be
effective in counteracting LSM in rheumatoid arthritis. Moreover, the knowledge of
regulatory pathways of loss of ovarian function-induced LSM during rheumatoid arthritis,
such as atrogin-1 and MuRF-1, may have identified new therapeutic targets. Therefore,
future studies are required to evaluate whether these therapeutic approaches will be
effective.

Table 1 - Primers for gPCR.

Genes Number (GenBank) Sequence (5°-3’)
S: GCTATGGCTCCAGCATDCG
IGF-1 NM_178866 A: TCCGGAAGCAACACTCATCC
S: TGACCAAGGAAAACAGCCAC CAG
MURF-1 NM_080903.1 A: TCACT CCTTCTTCTCGTCCAGGATGG
. S: TACTAAGGAGCGCCATGGATACT
Atrogin-1 NM_133521.1 A: GTTGAATCTTCTGGAATCCAGGAT
. S: CTACCACGGAAACAATCATTACCA
Myostatin NM_019151.1 A: AGCAAC ATTTGGGCTTTCCAT
S: AGATGGTGAAGGTCGGAGTG
GAPDH NM_001034034
~ A: GAAGGTCAATGAAGGGGTCA

Table 1 - Primers for qPCR.
S = Sense; A = Antisense
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Table 2 - Characteristics of the sample.

CT-Sham ov RA RAOV P
Estradiol 53.5 20.4* 31.8* 35.8* 0.003
(pg.mL-1) (42.6 - 67.3) (16.8 - 23.3) (26.6 - 41.8) (31.3-38.4) '
B%‘l}’o";’fffht 185.0 204.5 190.0 198.5 0227
ovariectomy (g) (172.0-208.0) (192.0-220.0) (179.0-210.0) (196.0-220.0)
Body weight
before of intra- 2215 269,0* 237,0 271,0% 0.012
articular (217,0 - 242,0) (251,0-286,0) (230,0-256,0) (264,0-284,00
injection (g)
Gastrocnemius 1.45 1.71* 1.10* 1.21 0.002
weight () (1.33 - 1.55) (1.61 - 1.86) (0.93 - 1.28) (0.96 - 1.42) '
Gastrocnemius
weight (g). 0.56 0.60 0.49 0.44* 0.013
body weight (0.53 - 0.64) (0.56 - 0.64) (0.45 - 0.55) (0.40 - 0.50) '
(9)-1. 100

Table 2 - Estradiol concentration, body weight, gastrocnemius weight in control (CT+Sham), ovariectomized rats (OV) and arthritic rats
(RA) and arthritic rats with ovariectomy (RAOV). n = 6 rats per group. Data are expressed as median and 25 — 75 percentiles.*P < 0.05 vs.
CT+ Sham
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Figure 1. (A) Joint thickness, (B) Food intake change (%) and (C) Body weight change (%) in
control (CT+Sham), ovariectomized rats (OV) and arthritic rats (RA) and arthritic rats with
ovariectomy (RAOQV) at immediataly before intra-articular injection (l.A.l), seven days after
intra-articular injection (seven days) and fifteen days after intra-articular injection (fifteen
days). n = 6 rats per group. Data are expressed as median and 25 — 75 percentiles. *P < 0.05
vs. CT-Sham, **P<0,05 vs pooled RA groups, #P < 0.05 vs. OV and @P<0.05 vs. RA.
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Figure 3 - mRNA of target genes
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Figure 3 = IGF-1 mRNA (A), myostatin mRNA (B), MURF-1 mRNA (C) and atrogin-1 mRNA in
control (CT and Ex) and arthritics (RA and RAEX) rats in control (CT+Sham), ovariectomized
rats (OV) and arthritic rats (RA) and arthritic rats with ovariectomy (RAOV). n = 6 rats per
group. Data are expressed as median and 25 — 75 percentiles*P < 0.05 vs. CT-Sham, #P <
0.05 vs. OV and @P<0.05 vs. RA. **P<0,05 vs pooled RA groups.
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ANEXO B: ARTIGO 2 - ACUTE RESISTANCE EXERCISE REDUCES
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OVARIECTOMIZED ARTHRITIC RAT (Normas da revista — RBR)
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ABSTRACT

Objective: Evaluate the effect of acute resistance exercise (RE) on mRNA levels
of atrogin-1, MuRF-1, and myostatin in gastrocnemius muscle of arthritic rats after
loss of ovarian function (LOF). Methods: 30 female Wistar rats (9 weeks, 195.3 +
17.4 grams) were randomly allocated into five groups: control (CT-Sham; n = 6);
group with rheumatoid arthritis (RA; n = 6); group with rheumatoid arthritis
subjected to RE (RAEX; n = 6); ovariectomy group with rheumatoid arthritis
(RAOV; n = 6); ovariectomy group with rheumatoid arthritis subjected to RE
(RAOVEX; n = 6). After 15 days of intra-articular injections with Met-BSA the
animals were subjected to the RE and after six hours from workout were
euthanized. Results: The rheumatoid arthritis provoked reduction in the cross
sectional area (CSA) of muscle fibers, but the CSA was lower in RAOV when
compared to RA groups. Skeletal muscle atrogin-1 mRNA level was increased in
arthritic rats (RA and RAOV), but the atrogin-1 level was higher in RAOV group
when compared to other arthritic groups. The Muscle MuRF-1 mRNA level was
also increased in the RAOV group. The increased atrogin-1 and MuRF-1 mRNA
levels were lower in the RAOVEX group than in the RAOV group. The myostatin
MRNA level was similar in all groups, except to RAOVEX, which was lower when
compared to other groups. Conclusion: LOF results in increased loss of skeletal
muscle-related ubiquitin ligases (atrogin-1 and MuRF-1). However, the RE reduces
the atrogin-1, MuRF-1 and myostatin mMRNA levels in muscle of arthritic rats
affected by LOF.

Key words: Cachexia, rheumatoid arthritis, E3 ubiquitin ligase, ovariectomy,

resistance exercise.
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INTRODUCTION

Loss of skeletal muscle (LSM) has been postulated to be an important
contributor to increasing morbidity and mortality.1-3 Thereby, LSM is considered a
serious consequence of rheumatoid arthritis (RA) 3-4, especially in women.5 The
RA-induced LSM is associated with chronic inflammation and reduced physical
activity.”” The complex nature of muscle wasting involves upregulation of E3
ubiquitin ligases of the ubiquitin—proteasome system genes (muscle ring finger 1

and muscle atrophy F-box protein) &

, which cause proteins to be degraded by the
26S proteasome.”®*® An increased mRNA level of myostatin has also been
associated with joint inflammation.'* Myostatin, a member of the transforming
growth factor (TGF)-B family that negatively regulates skeletal muscle growth ¢,
has been associated with the activation of E3 ubiquitin ligases genes in muscle.*
7 Notably, loss of ovarian function (LOF), such as menopause or ovariectomy, has
been reported to be a direct contributor to LSM and also through interactions with
inflammation.’®** We have shown that the LOF results in increased LSM
associated with increased ubiquitin ligases atrogin-1 and MuRF-1 in arthritic rats.?
Thus, since women naturally progress to menopause or can be subjected to
ovariectomy, the identification of interventions against AR-induce LSM is
necessary to women with loss of ovarian function.

Resistance exercise (RE) is known to increase the muscle mass and
strength and therefore is considered an important way to prevent the muscle mass
and strength loss.?” The adaptive responses of skeletal muscle to RE have been
reported to be the result of a cumulative effect of acute responses of a series of
molecular signaling pathways of each successive exercise bout.”® These molecular
signaling pathways from RE modulate muscle protein breakdown and synthesis to
promote hypertrophy. Specifically, the RE has been reported to regulate those
gene expressions associated with rheumatoid arthritis-induced LSM (i.e. atrogin-1,
MuRF-1 and myostatin). For instance, while the MuRF-1 mRNA level is increased
1-4 h post-exercise and then restored back to control, the atrogin-1 mRNA level is

reduced 6-12 h post-exercise.’**° Moreover, myostatin mRNA level is also
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reduced during 24 h post RE.* 332 Thus, the RE appears to have a great
potential to restore the increased gene expressions associated with the rheumatoid
arthritis back to control. However, LOF may negatively influence the RE effects on
gene expression of atrogin-1, MuRF-1 and myostatin. Dieli-Conwright et al. have
reported greater levels in expression of muscle mRNA of myostatin, E3 ubiquitin
ligases (Atrogin-1/MAFbx and MuRF-1) and pro-inflammatory cytokine and
muscular damage after the RE in postmenopausal women compared to
postmenopausal women taking hormone replacement.®® Therefore, it would seem
reasonable to assume that the LOF interferes with the effect of RE on rheumatoid
arthritis-induce gene expressions in muscle.

To tackle this problem, we studied the effects of the RE on mRNA levels of
the atrogin-1, MuRF-1, and myostatin in gastrocnemius muscle of arthritic rats (an
experimental model of rheumatoid arthritis - adjuvant-induced arthritis) after
ovariectomy. This paper clarifies the molecular responses of the skeletal muscle to
RT during the rheumatoid arthritis and LOF.

MATERIALS AND METHODS

Animal and Experimental Groups

This study was in accordance with the National Guide for Care and use of
Laboratory Animals and obtained the approval of the University Ethics Committee
(No. 274/2014). All procedures were performed in Research Institute of Oncology
(IPON) of the Federal University of Triangulo Mineiro (UFTM).

Female Wistar rats (195.3 + 17.4 grams) with nine weeks of age were used
in present study. The rats were housed in plastic cages in standard conditions at
22°, 12h light-dark cycles, and had free access (ad libitum) to water and standard
food (Nuvilab-CR1, Curitiba, PR, Brazil). Three experimental groups were used in
this study: control (CT-Sham; n = 6); group with rheumatoid arthritis (RA; n = 12)
and group with rheumatoid arthritis and ovariectomy (RAOV; n = 12). Six rats of the
RA group (RAEX) and six rats of the RAOV group (RAOVEX) underwent RE so we
could study the effect of RE on genes expression. All rats were treated similarly in
terms of daily manipulation. The ovariectomy (RAOV and RAOVEX) or Sham (CT-
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Sham or RA) procedures were performed at the same time, fifteen days before the
rheumatoid arthritis induction. RA and RAOV groups were immunized and then the
groups were injected with bovine albumin methylated (Met-BSA) in the tibiotarsal
joint. Fifteen days after intra-articular injection, the animals RAEX and RAOVEX
groups performed an acute RE session and after six hours of the end of workout
were euthanized at the same time of day and time. The gastrocnemius muscle of
the left hind paw was removed, weighed, cleaned and their white portion was
obtained and stored in TRIzol at -80°C for molecular analysis. We investigated the

gastrocnemius white portion because it possesses more fast-twitch fibers.

Ovariectomy

The rats were anesthetized with intraperitoneal injection solution containing
ketamine (80 mg/kg) and Xylazine (10 mg/kg) for ovariectomy procedures.
Ovariectomy was preceded by a single ventral transverse incision of 0.4-0.6 cm at
the middle abdominal region according to the method described by Khajuria et

al..®®

Rheumatoid Arthritis protocol

The rats were anesthetized with intraperitoneal injection solution containing
ketamine (40 mg/kg) and xylazine (5 mg/kg) for rheumatoid arthritis procedures.
Initially, rats were immunized with two subcutaneous injections of 50uL. Met-BSA
(40 mg/mL) diluted in glucose 5% emulsified with Freund's Complete Adjuvant
(FCA) (supplemented with 1 mg/ml of inactivated Mycobacterium tuberculosis) was
injected into the tail base, with an interval of seven days between the injections.
After seven days from the last injection, an intra articular injection of 25 puL was

applied in the tibiotarsal joints.®*

Familiarization to climb model
During three sessions of RE rats were adapted to the act of climbing. Five
consecutive scaled were made by RE session, during a week. Therefore, the

animals were placed at the bottom of the ladder and motivated to climb applying on
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its tail a manual stimulus to start or every time they interrupt the movement. This
familiarity was made to minimize possible interference that might exist during the

acute bout of resistance exercise.

Acute resistance exercise protocol

The RE model was chosen because the stress is lower than other models,
such as swimming (water), the squat RE model (electric shock) and treadmill
(electric shock and noise).

The progressive loading protocol proposed by Matheny et al. %

was adapted
for the research needs. The model consisted in animals climbing up a ladder (1.1 x
0,18m, with 2 cm spacing between grid steps, 80° inclination grades) with a fixed
load attached to the tail. The ladder’s length and space between grid steps forced
the rats to perform 8-12 movements (in each paw) in each climb. The apparatus
attached to the tail consisted of cylindrical tubes containing spherical lead weights
inside. It was attached to the proximal part of the animal’s tail by a self-adhesive
tape (1.5cm, Tartan 3M). The acute RE initially consisted of no load and was
progressively increased by an additional 25% of their own body weights every
three climbs. For instance, the rats started doing three climbs with no load; next,
three climbs with a load at 25% of their body weight (BW) added to the apparatus;
then, three climbs with 50% of BW; after that three climbs with 75% of BW and
finally three climbs with 100% of BW, totaling 15-climbs with a recovery period of
120s between them. When the animal was unable to complete a climb with the
stipulated load the load was decreased to complete the total of 15-climbs. The RE
session was performed in the morning.

Clinical markers

Joint edema, body weight and food intake were examined weekly after the
second subcutaneous injection. Evaluation of arthritis severity was performed by
measuring the joint edema of each animal. Joint edema was assessed by size of
latero-lateral thickness of the tarsal joint with analogic calipers (Starfer, S&do Paulo,
SP, Brazil).*® The joint edema was performed (calculated) with mean values

(average arithmetic) of two hind paw.
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Euthanasia

Animals were anesthetized with intraperitoneal injection solution containing
Ketamine (80 mg/kg) and Xylazine (10 mg/kg). Euthanasia was performed by
cardiac puncture and hypovolemic shock.

Estradiol, TNF-a and IL-6

The blood samples were collected by cardiac puncture in a vacuum-sealed
system (Vacutainer(l, England) into a dry tube with gel separator. The sample was
centrifuged for 10 minutes (3.000 rpm) and samples were separated and stocked (-
20C) for futures analysis. The serum estradiol (MyBiosource, San Diego, CA,
USA), TNF-a and IL-6 (BD Biociences, United States) were analyzed by enzymatic
immunoassay ELISA. All assays were in accordance with the manufacturer’s

protocol.

RNA extraction and gPCR

Muscles samples were extracted (50-70mg) from gastrocnemius white
portion. Total RNA extraction was performed using TRIzol (SIGMA-ALDRICH, Sto
Louis MO, USA), following the manufacturers protocol. After extraction, a dry pellet
was resuspended in RNase-free water, treated with DNase | (Life Technologies,
Carlsbad, CA, EUA) to remove any possible DNA presence in sample. Total RNA
was gquantified using a high precision fluorometer (QUBIT 2.0, Life Technologies,
Carlsbad, CA, EUA) and RNA BR Assay kit (Life Technologies, Carlsbad, CA,
EUA). All samples had RNA concentrations between 20-100 ng/ul. When RNA
higher values were found, samples were diluted in RNase-free water.

Quantification of mMRNA was obtained by 7900HT Fast Real-Time PCR
System (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) using Quantifast SYBR Green RT-
PCR one-step kit (QIAGEN, Hilden, Alemanha). Thus, 1yl RNA samples treated
with DNAse were added to a mixture containing, 10ul 2 x Quantifast SYBR GREEN
RT-PCR Master Mix, 0,2ul Quant Fast, 0,6ul primer sense and anti-sense and

completed with RNAse Free water to reach the volume of 20ul. Annealing
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temperature and curve were used as measures of the quality. The gPCR reaction
conditions and cycles performed in the 7900HT Fast Real-Time PCR System
apparatus (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) were as follows: 50°C per 10
min, 95°C per 5 min for initial denaturation and amplification of 40 cycles (95°C per
10 seconds for denaturation, 60°C per 30 seconds for annealing and extension).
Fluorescence values were obtained between annealing/extension stages and
threshold cycle numbers (CT) were determined using Software SDS version 1.2.3
(Applied Biosystems, USA). mRNA MuRF-1, atrogin-1 and miostatin were
normalized for GAPDH values (reference gene) and calculated by Livak method
(AACT). Primers for all genes (TABLE 1) were obtained from previous studies ***’
and constructed from sequences published in GenBank (www.pubmed.com) to
ensure the specificity of target sequences, avoid generation of secondary
structures of primers and dimerization in each primer and between primers sense

and anti-sense.

Muscle morphometric analysis

Morphological analyses were performed from gastrocnemius histological
sections (6um thickness). The gastrocnemius histological sections were obtained
in a microtome (Leica Biosystems, Nussloch, Germany) and stained with
hematoxylin and eosin (HE) method. The stained sections were used for
photographic documentation of six random histological fields (20 x lens) (Nikon
Evolucion MP 5.0). An image analysis software (Image J 1.46r) was used to

determine cross-sectional area (CSA) of 200 fibers per muscle.

Statistical analysis

The data were tested for normal distribution using the Shapiro-Wilk test and
for variance homogeneity using the Levene test. The intergroup comparison was
done by the Kruskal-Wallis or Man-Whitney tests (nonparametric data). When
appropriate (Kruskal-Wallis, p < 0.05), a post hoc comparison test of subgroups
was made.Spearman's coefficient of rank correlation was wused to assess

associations among variables. Data are expressed as median + 25™ — 75"
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percentiles. Statistical procedures were performed with a statistical software.

Significance was set at P < 0.05.

RESULTS

Circulating estradiol, IL-6 and TNF-a were measured at end of study, after
euthanasia, to ensure the ovariectomy and also assess the inflammatory condition.
As expected, the ovariectomized rats displayed a lower level of circulating estradiol
when compared to non-ovariectomized rats (Figure 1). Also, there was no change
in circulating IL-6 and TNF-a probably because of the large recovery time (15 days)
after rneumatoid arthritis induction (Table 2).

The body weight, joint thickness, food intake and muscle atrophy were
measured as clinical signs of rheumatoid arthritis during the current study. As
these variables were not affected by acute exercise, we pooled the exercised
groups with the group not exercised to perform the Statistical comparisons (Table
3).

At the beginning of the study (Pre), after ovariectomy and before intra-
articular injection, the body weight of ovariectomized rats was greater (22.2%) than
other groups. At the middle of the study (7 days after before intra-articular
injection), the body weight did not differ between groups. At the end of the study
(15 days after intra-articular injection) body weight of ovariectomized rats was
greater (7%) than rats in other groups.

The food intake was significantly different between groups at baseline (pre)
and higher (2%) in RAOV group. On the seventh day, the RA and RAOV groups
showed lower intake (~30%) compared to CT-Sham group. At the end of the study
(day 15) the feed intake was also significantly different between groups, but was
higher (62%) in RAOV group compared to the group RA.

The food intake corrected by body weight did not differ between the groups
at beginning of the study (Pre). However, at day seven after intra-articular injection,
food intake was different between CT-Sham, RA and RAQOV groups (0.515; 0.384;
0.336 respectively) being lower in RAOV group. At end of study (day 15), the food
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intake was also different between groups, but was higher in the group RAOV
(0.575) compared to the group RA (0.410).

Joint thickness changes were measured throughout the progression of
rheumatoid arthritis. The RA and RAOV groups strongly increased the joint
thickness (9.0 and 10.0 mm respectively) at day one after intra-articular Met-BSA
injection compared to CT-Sham (6.0 mm). These increases in joint thickness were
maintained up to the end study (15 days). The ovariectomy affected the magnitude
of increase of joint thickness at day one after intra-articular Met-BSA injection. The
RAOQV showed a greater joint thickness (10.0 mm) when compared to RA (9.0 mm)
at day one. This increased joint thickness in RAOV group disappeared at days
seven and 15 after intra-articular Met-BSA injection.

To determine the muscle atrophy, we evaluated the gastrocnemius weight
(9), gastrocnemius weight corrected by body weight (%) (Table 3) and cross-
sectional area (CSA) of gastrocnemius muscle fibers (um?) (Figure 2). The RA and
RAOQV groups showed reduction in CSA of fibers (43.6% and 49.7% respectively)
and gastrocnemius weight (14.2%). The AROV group showed lower values of CSA
when compared to the RA group (1367.5 um2 e 1533.2 um2 respectively). Only
the RAOV group showed reduction (21.5%) in relative gastrocnemius weight
(gastrocnemius weight corrected by body weight).

The atrogin-1 mRNA level was higher in gastrocnemius muscle of arthritic
groups (RA, RAEX, RAOV and RAOVEX) when compared to control group.
However, the increased atrogin-1 mRNA level was higher in RAOV group when
compared to other arthritics groups. The myostatin mRNA level did not change in
gastrocnemius muscle of arthritic rats, except to RAOVEX, which was lower
(72.2%) when compared to other groups. The MuRF-1 mRNA level was higher
(580.9%) in gastrocnemius muscle of RAOV group, however, it was lower (65.8%)
in RAOVEX muscle when compared to other groups (Table 2).

The training volume was greater in RAOVEX when compared to RAEX
(figure 3). There were significant negative correlations of training volume with
MuRF-1 (r = 0.846; P = 0.0050) and Myostatin (r = 0.726; P = 0.0160), but not
between training volume and Atrogin-1 (r = 0.0912; P = 0.7622 ) (Figure 4).
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DISCUSSION

The LSM has been postulated to be an important contributor to increasing

3-4

morbidity and mortality in rheumatoid arthritis **, especially in women.®> The

molecular signaling pathway of muscle wasting involves upregulation of E3

ubiquitin ligases of the ubiquitin—proteasome system (i.e. Atrogin-1 and MuRF-1)

4 genes. The RE has been reported to modulate E3 ubiquitin

29-30

1 and myostatin
ligases of the ubiquitin—proteasome system and myostatin genes in muscle.
However, the effect of RE on E3 ubiquitin ligases has not been tested in
rheumatoid arthritis. Moreover, the LOF (menopause or ovariectomy) has been
reported to be a contributor to LSM directly and also through interactions with
inflammation.'®?® It has been reported that LOF may negatively influence the
effects of RE on muscle.®® Thus, it seems reasonable to assume that the LOF
intensifies the expression of myostatin and E3 ubiquitin ligases (Atrogin-1 and
MuRF-1) mRNA and also negatively affects the “anti-catabolic” effect of RE on
skeletal muscle during rheumatoid arthritis. Hence, we investigated the effects of
RE on mRNA levels of atrogin-1, MuRF-1, and myostatin in gastrocnemius muscle
of arthritic rats after ovariectomy. Our study showed that the rheumatoid arthritis
induces LSM and also increases atrogin-1 mRNA levels, but not MURF-1 mRNA
and Myostain mRNA, in skeletal muscle. Also, the LOF intensifies the LSM and
also increases atrogin-1 gene expression in rheumatoid arthritis. The LOF
increases MuRF-1 and Myostatin mRNA levels in skeletal muscle of arthritics rats.
Thus, the identification of regulatory pathways of LOF-induced LSM during
rheumatoid arthritis, such as atrogin-1 and MuRF-1, may suggest new therapeutic
targets during rheumatoid arthritis with LOF. Hence, we showed that the RE
reduces the atrogin-1, MuRF-1, and myostatin mRNA levels in arthritic rats
affected by LOF. This data suggests the RE would to be an important therapeutic
means against LOF-induced LSM during rheumatoid arthritis. So far, to the best of
our knowledge, this is the first study that has investigated the effects of acute RE
on molecular signaling pathways associated with LSM in rheumatoid arthritis with
or without LOF. Also, the RE effect on MuRF-1 and myostatin, but not atrogin-1,

seems to be dependent on training volume/load. Thus, future works should
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therefore include clinical studies designed to evaluate whether this therapeutic
approach (RE) will be effective to avoid or prevent LSM in arthritic women affected
by LOF.

In the current study, the estradiol concentration (Figure 1) and external signs
of the illness measured by joint thickness showed success in ovarectomy and Met-
BSA-induced arthritis (Table 3). Arthritic rats (RA and RAOV) showed reduction in
fibers CSA of gastrocenmius muscle when compared to rats without arthritis (CT-
Sham). Indeed, rheumatoid arthritis-induced LSM has been consistently
demonstrated in animal * * % and human studies.® We observed that the
rheumatoid arthritis induced a substantial increase in the atrogin-1 gene
expression in skeletal muscle. As the complex nature of LSM involves upregulation
of E3 ubiquitin ligases of the ubiquitin—proteasome system (UPS) genes ®**, the
increased E3 mRNA level in muscle has also been observed in different atrophy
models.' ** 394% However, there was no increase in MuRF-1 mRNA levels in
arthritic rats. These data suggest that the atrogin-1 and MuRF-1 genes might be
differently regulated in rheumatoid arthritis. Previous studies have suggested that
atrogin-1 causes the ubiquitinization of myogenic regulatory factors, such as MyoD
*1 and myogenin *?, which leads to its degradation in the proteasome, while other
proteins are actually degraded by MuRF1-mediated UPS.*?

Although the increased myostatin mRNA level has been associated with

1417 including joint inflammation **, our

muscle wasting in different atrophy models
study did not support increased myostatin mRNA in muscle in rheumatoid arthritis.
Indeed, increased myostain mMRNA in muscle has not been consistent in
rheumatoid arthritis model.** ** For example, while Castillero et al. have not found
increased myostatin mRNA in muscle after 15 days from administration of adjuvant
injection **, Ramires et al. have found increased myostatin mRNA in muscle after
two days of I-carrageenan injection.”* These two studies suggest that after
induction of rheumatoid arthritis there is an early increase of the myostatin mRNA
level, which returns to basal levels after a few days. Thus, in the current study, the

myostatin mMRNA may have already peaked before the time of our muscle excision.
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However, we may only speculate this. Thus, future research is needed to address
this issue.

The current study findings showed that the LOF results in increased loss of
skeletal muscle. Also, the LOF increased the mRNA levels of atrogin-1 and MuRF-
1 in skeletal muscle of arthritic rats. Indeed, increased mRNA level of atrogin-1 and
MuRF-1 have been associated with LOF in women.® Dieli-Conwright et al.
investigated proteolytic gene expression in postmenopausal women taking and not
taking hormone replacement therapy and reported increased gene expression of
atrogin-1 and MuRF-1 in postmenopausal women not taking hormone replacement
therapy. Thus, our data support previous findings that have suggested that
estrogen act as anti-catabolic agents based on higher gene expression levels of
the atrogin-1 and MuRF-1 in lowered muscle of ovariectomized rats and
postmenopausal women.® %> 4°

Increased proteolytic genes (i.e. E3 ubiquitin ligase) are indicative of protein
degradation.*®*® Hence, a lot of effort has been made to block the increase in E3

38, 44, 46-48 and therefore

ubiquitin ligase MRNA level during rheumatoid arthritis
avoid LSM. In other models of muscle atrophy, such as dexamethasone and
unload, the RE has downregulated mRNA levels of E3 ubiquitin ligase and
myostatin.3¥4% 490 Notably, in the current study, the RE downregulated the mRNA
levels of atrogin-1, Murf-1, and myostatin solely in arthritic rats with ovariectomy
(Table 3). However, we observed significantly negative correlations of training
volume with Murf-1 and myostatin mRNA levels (Figure 4). This data suggests that
downregulated the mRNA levels of MuRF-1 and myostatin to RT are dependent on
the amount of exercise, such as training volume [load (weight on tail) x sets
(number of climb)].>* The RE model used in this study consisted in the animal
climbing up a ladder with a fixed load attached to the tail.*®* We were unable to
determine the maximum muscle strength (i.e. one repetition maximum) in arthritic
rats because of the physical limitations of the animal. Thus, the RE model was
progressively increased adding 25% of rat body weight every three climbs. The
25% of rat body weight was used because this percentage load was the most

tolerable by arthritic rats during load progression. As the ovariectomized rats were
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heavier than non-ovariectomized rats (Table 2) °*°3 the RAOVEX groups
performed a greater training volume than RAEX (Figure 3). Thus, in present study
the lack of response in RAEX groups might be related to the low volume

performed.

CONCLUSION

A single RE session was able to reduce atrogin-1, MuRF-1, and myostatin
MRNA levels in arthritic rats affected by LOF. However, the effects of RE on
MuRF-1 and myostatin mRNA levels, but not atrogin-1, seem to be dependent of
training volume/load. Thus, future works should therefore include clinical studies
designed to evaluate whether this therapeutic approach (RE) will be effective to

avoid or prevent LSM in arthritic women affected by LOF.

TABLES

Table 1- Primers for gPCR.

Genes Number (GenBank) Sequence (5’-3’)

S: TGACCAAGGAAAACAGCCAC CAG
A TCACT CTTCTTCTCGTCCAGGATGG
S: TACTAAGGAGCGCCATGGATACT
A: GTTGAATCTTCTGGAATCCAGGAT
S: CTACCACGGAAACAATCATTACCA
A: AGCAAC ATTTGGGCTTTCCAT

S: AGATGGTGAAGGTCGGAGTG

A: GAAGGTCAATGAAGGGGTCA

MuRF-1 NM_080903.1
Atrogin-1 ~ NM_133521.1
Myostatin ~ NM_019151.1

GAPDH NM_001034034

S = Sense; A = Antisense
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Table 2 — mRNA of genes and cytokines

CT-Sham RA RAEX RAOV RAOVEX

Median Median Median Median Median P

25-75P 25-75P 25-75P 25-75P 25-75P
Atrogin-1 0.999 @ 3.355° 3.230° 10.320 ¢ 5.125°
(Fold (0.979-1.011) (3.070-11.590) (1.650-6.620) (8.278—20.257) (3.660 — 8.080) 0.001
change)
Myostatin 1.004 2 0.715 2P 0.840 2 1.460 2 0.405°
(Fold (0.987 - 1.012) (0.490-1.160) (0.508-1.030) (1.000 - 2.895) (0.210 - 0.680) 0.022
change)
MuRF-1 0.995 &¢ 1.040 @°¢ 3.810 2P 5.780 " 0.340°°
(Fold (0.989-1.010) (0.720-1.530) (0.992-5.170) (2.715-8.348) (0.310-1.660) 0.028
change)

54.52 56.52 59.02 54.62 4052
TNF-a(pgiml) 457 7931)  (445-666) (556-769)  (48.3-72.7) (40.0-58.3) 0437
IL-6 103.52 90.22 91.92 93.12 120.5 2
-6 (pg/ml)

(85.7-125.1) (78.5-119.4) (89.4 - 103.4) (85.9 - 143.1) (96.6 - 133.3) 0.662
Table 2 — CT-Sham group — control group (n = 6), RA group —rheumatoid arthritis group (n = 6), RAEX group — rheumatoid arthritis who

held an acute session of resistance exercise (n = 6), RAOV group — ovariectomy with rheumatoid arthritis (n = 6), RAOVEX group —

ovariectomy with rheumatoid arthritis who held an acute session of resistance exercise (n = 6), (pg/ml) — picogram by milliliters. Data are

expressed as median and 25 — 75 percentiles. ANOVA — Kruskal-Wallis test. Different letters = P < 0.05 (e.g. % is different of band & *Cis

fb; a,c

differente o is not differente of ©).
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CT-Sham (n=6) RA (n=12) RAQV (n=12)
Median Median Median P
25-75P 25-75P 25-75P
BODY WEIGHT (g)
226.5 2 239.0 @ 277.0 ©
Pre (218.0—257.0) (226.5-253.0) (268.5 284.5) ~0-001
235.0 @ 227.0° 244.0°
7 days (219.0 - 263.0) (221.0-235.0) (236.5—269.0) 201
244.0° 230.52 262.5°
15 days (230.0-277.0) (218.0—245.0) (247.5—280.0) 2007
FOOD INTAKE (g)
129,02 118,5° 132,0 ¢
Pre (129,0-129,0) (115,0-122,0) (128,0- 136,0) ~0-001
121,02 87,5° 86,0 "
7 days (121,0-121,0) (80,0-950) (81,0-91,0) ~0-001
176,0 2 94,0 ° 153,0 ¢
15 days (176,0-176,0) (93,0-950) (151,0— 155,0) ~0-001
FOOD INTAKE /
BODY WEIGHT
0.5702 0.496° 0.4782
Pre (0.502 — 0.592) (0.467 —0.514) (0.462 —0.496) °-0°8
0.5152 0.384° 0.336 °©
7 days (0.460 — 0.553) (0.357 —0.414) (0.322 —0.375) ~0-001
0.721° 0.410° 0.575°¢
15 days (0.635—0.765) (0.384—0.431) (0.554 —0.618) 0001
JOINT EDEMA
(mm)
6.0° 6.0° 6.0°
Pre (6.0 — 6.0) (6.0 — 6.0) 6.0-60) 0114
6.02 9.0° 10.0
1 day (6.0 — 6.0) (9.0-10.0)  (10.0-10.0) ~0-001
6.02 11.0° 10.0 ¢
7 days (6.0 — 6.0) (100-12.0) (9.0-100) <0001
6.02 9.0° 9.0°
15 days (6.0 — 6.0) (9.0 — 10.0) 8.0-100) <0001
GASTROCNEMIUS 1.4°2 1.2° 1.2° 0.022
WEIGTH (g) (1.3-15) (1.1-13) 09-13)
GASTROCNEMIUS 056 0505 044¢
/ BODY WEIGHT (053—0.64) (0.491—0.558) (0.391—0.496) °:003

(%)

Table 3 — CT-Sham group — control group (n = 6), RA Group —RA + RAEX (n = 12), RAOV

Group — RAOV + RAOVEX (n = 12),
rheumatoid arthritis who held a strength exercise session group (n =

RA - rheumatoid arthritis group (n = 6), RAEX -
6), RAOV -
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ovariectomy with rheumatoid arthritis (n = 6), RAOVEX - ovariectomy with rheumatoid
arthritis who held a strength exercise session (n = 6), Pre — at immediataly before intra-
articular injection, 1 day — one days after intra-articular injection, 7 days — seven days after
intra-articular injection, 15 days - fifteen days after intra-articular injection, (g) — gram, (mm)
— millimeter, (%) — percent value. Data are expressed as median and 25 — 75 percentiles.
ANOVA - Kruskal-Wallis test. Different letters = P < 0.05 (e.g. % is different of > and ¢ *is
differente of ; *° is not differente of ©).
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FIGURES

Figure 1 — Estradiol concentration
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Figure 1 — Estradiol concentration in RA group (CT-Sham + RA + RAEX) (n = 18) — [CT-Sham -
control group (n = 6); RA — rheumatoid arthritis (n = 6); RAEX — rheumatoid arthritis who held

an acute session of resistance exercise rheumatoid arthritis who held a strength exercise
session group (n = 6)]; RAOV group (RAOV + RAOVEX) (n = 12) — [RAOV - ovariectomy with
rheumatoid arthritis (n = 6); RAOVEX — ovariectomy with rheumatoid arthritis who held an

acute session of resistance exercise (n = 6)]. *P < 0.05.
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Figure 2 — Cross section area of fibers of gastrocnemius muscle.
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Figure 2 — Cross section area of fibers of gastrocnemius muscle. CT-Sham group — control
group (n = 6); RA Group — RA+RAEX (n = 12); RAOV Group — RAOV + RAOVEX (n =12), RA -
rheumatoid arthritis group (n = 6); RAEX — rheumatoid arthritis who held an acute session of
resistance exercise rheumatoid arthritis who held a strength exercise session group (n = 6);
RAOV - ovariectomy with rheumatoid arthritis (n = 6); RAOVEX — ovariectomy with rheumatoid

arthritis who held an acute session of resistance exercise (n = 6). Different letters = P < 0.05.
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Figure 3 — Training volume in groups who held an acute session of resistance
exercise.
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Figure 3 — Training volume in groups who held an acute session of resistance exercise. RAEX

— rheumatoid arthritis who held an acute session of resistance exercise rheumatoid arthritis
who held a strength exercise session group (n = 6); RAOVEX - ovariectomy with rheumatoid

arthritis who held an acute session of resistance exercise (n = 6). *P < 0.05.



151

Figure 4 — Correlations of target genes with training volume.
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Figure 4 — (A) Spearman's coefficient of rank correlation of MuRF-1 mRNA with training volume
(r = 0,846); (B) Spearman's coefficient of rank correlation of Atrogin-1 mRNA with training
volume (r = 0,0912); (C) Spearman's coefficient of rank correlation of Myostatin mRNA with
training volume (r = 0,726).
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ANEXO C: PROTOCOLO CEUA

Universidade Federal do Triangulo Mineiro
Pré-Reitoria de Pesquisa e Pés-Graduagao — COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS- CEUA

Parecer Consubstanciado
PROTOCOLO DE PROJETO COM ENVOLVIMENTO DE ANIMAIS

IDENTIFICACAO
TiTULO DO PROJETO Adaptagdes morfofuncnonals e respostas moleculares do musculo esquelético em
delo experi; | de artrite oide > a0 resistido

PESQUISADOR (A) RESPONSAVEL: Fébio Lera Orsatti

INSTITUICAO ONDE SE REALIZARA A PESQUISA: UFTM - Instituto de Pesquisa em Oncologia
(IPON) — Av. Guilherme Ferreira, 490 — Uberaba - MG

DATA DE ENTRADA NO CEUA UFTM: 24/05/13

PROTOCOLO CEUA/UFTM: 274

5. DESCRICAO DOS DESCONFORTOS E RISCOS PARA OS ANIMAIS E DESCRICAO DAS
RESPECTIVAS MEDIDAS PREVENTIVAS E CURATIVAS QUANDO NECESSARIO
Os desconfortos e riscos estdo na aplicagio da substincia para indugdo da artrite. O animal podera,
d apr d e dor na articulagiio induzida. No periodo agudo da indugdo da artrite os
l' cardio em repouso para evitar a dor.

6. DESCRICAO DOS DESCONFORTOS E RISCOS PARA AS PESSOAS ENVOLVIDAS NA
PESQUISA
No manuseio com os animais, serdio utilizados Equipamentos de Proteg#io Individual ((luvas, jaleco de manga
comprida, sapato fechado, 6culos e méscara) evitando os riscos de possiveis atos de defesa do animal,
evitando-se acidentes com membros do grupo de pesquisa.

7. COMENTARIOS DO RELATOR QUANTO A ESTRUTURA DO PROTOCOLO

Este protocolo obedece aos principios éticos para a experimentagéo animal.

PARECER DA CEUA: Aprovado em 05/07/2013
(O relatério anual ou final deverd ser inhado pelo Pesquisador um ano apds o inicio do processo).

Prof. Gidlherme Vannucchi Portari
Coordenador da CEUA

Rua Frei Paulino n° 30 — 2° andar — Sala A1 — CEA-Centro Educacional e Administrativo — Bairro Abadia
CEP: 38025-180 - Uberaba-MG - TELEFAX: (0**)34-3318-5082 - E-mail: ceua@pesqpg.uftm.edu.br




ANEXO D: ACEITE DO PEDIDO DE EXTENSAO DO PROTOCOLO CEUA

| /]
L

Ministério da Educacgéo
Universidade Federal do Triangulo Mineiro
Pro-Reitoria de Pesquisa e Pos-Graduagao
CEUA -Comissao de Etica no Uso de Animais ;
Rua Frei Paulino n® 30 - 2° andar - Sala H - CEA-Centro Educacional e Administrativo — Bairro Abadia
CEP: 38025-180 — Uberaba-MG - Telefax: (0**34) 3318 5854 - E-mail: cepl@prodepe.uftm.edu.br

DECLARAGAO

Declaramos para os devidos fins que, de acordo com a solicitagio (Mem. n°
003/2014/Professor/PPGEF) do Prof. Dr. Fabio Lera Orsatti, o Projeto denominado “Adaptagdes
morfofuncionais e respostas moleculares do musculo esquelético em modelo experimental de
artrite reumatéide submetido ao treinamento resistido”, protocolado na Comissdo de Etica no
Uso de Animais da Universidade Federal do Tridngulo Mineiro sob o n° 274, e aprovado em
05/07/2013, teve o pedido de extensdo aceito em 25/04/2014. Desta forma, fica autorizada a
utilizagdo de seis grupos com 7 animais cada, totalizando 42 animais. Estes animais serdo divididos

em grupos ndo ovariectomizados (3 grupos) e ovariectomizados (3 grupos).

Uberaba, 25 de abril de 2014.

(o
Prof*. Dr*. Rosangela Soares Chriguer

Coordenadora da CEUA
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