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INTRODUCAO

A artrite reumatoide (AR) é uma doenca sistémica inflamatoria, autoimune e de etiologia desconhecida. E caracterizada por sinovite cronica e erosiva,
preferencialmente de articulacbes periféricas. Estima-se que 66% dos pacientes com AR apresentam atrofia muscular. Esta &€ provocada por
multifatores, dentre eles a limitac&do na atividade fisica e exposicao cronica a mediadores pro-inflamatdrios, como a citocina fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a). Terapias para AR em geral envolvem imunomodulacao, podendo citar o metotrexato e o etanercept. Metotrexato € uma droga modificadora da
doenca usada como primeira opcao de tratamento, e o etanercept € o primeiro inibidor de TNF-a aprovado para tratamendo da AR. Entretanto, o papel

desses medicamentos na atrofia muscular da AR, bem como os processos biomoleculares envolvidos, ainda ndo foram estudados.

OBJETIVO

Avaliar o efeito de duas terapias anti-reumaticas, metrotexato e etanercept sob a perda muscular na artropatia inflamataéria cronica.

MATERIAIS E METODOS

Artrite induzida por colageno (CIA), que é um modelo de poliartrite inflamatério cronico antigeno especifico, foi induzida em camundongos DBA/1j, e
estes divididos em 3 grupos de tratamento (n=10): i - salina (Controle/CIA); ii - etanercepte (ETN); Iii - metrotexato (MTX).

Ao longo do experimento, o escore clinico de severidade da doenca e edema da pata traseira (utilizando paquimetro) foram analisados uma vez por
dia, e 0 peso dos animais mensurado uma vez por semana. Ao final, os animais foram sacrificados e coletou-se: musculos tibial-anteriores direito (TAD) e
esquerdo (TAE) para diametro da fibra muscular ; musculos gastrocnémios para analise de proteinas ligadas a perda muscular utilizando Western Blot.
Os musculos coletados foram pesados. Analise estatistica foi feita com Analise de Variancia (ANOVA) de uma via seguida pelo teste de Tuckey no

programa GraphPad Prism.

> CIA » Diametro da fibra muscular
Inducao CIA Booster CIA Inicio Fim do tratamento : ~ Laminas dos
Camundongos ClI+CFA ClI+IFA  tratamento eutanasia Dissecacao _ x Programa
DBA/] anatdmica dos S tecidos coradas »'_' Qlmaging
/" = ‘ ‘ ‘ musculos TAD e TAE com hematoxilina- ‘ Digital
P .
L | eosina (HE) ¢ Camera
& e 0 1819 25 67 Dias
) Cll: Colageno bovino tipo Il l
CFA: Adjuvante completo de Freund ¥ ’ . 5y N
IFA: Adjuvante incompleto de Freund ‘ ' G '
v / o 10 fotos
e LN e Yy por
» Western Blot e lamina
Eletroforese em . . tlek (I e
' Uso de anticorpos primarios na AGIE Cr— ‘l'
. ~ N . , e oS - H L& 9 [L12 %2 202
Dissec¢ao anatomica dos musculos ) get ac ; membrana, que s&o detectados ufafs] | ol = y -
AMi ini 3 omogelinizados | = : _ e | iy o - -
gastrocnémios e homogeinizacao —d 9 4 d com uso de um anticorpo = e e I A L) Software
20 (inibi seguida de - , , Messaenars ) |5 20 —T G o =]
com tampao (inibidores de proteases) guida de secundario 1gG anti- rabbit, mouse | [T C— 3 ‘ = Image-Pro
transferéncia T A T s Job S
ou goat por quimiluminescéncia. i) ~ ’ Express
para membrana P &

Inibidores de TNF-a diminuiram o edema da pata e escore clinico da doenca (p<0.05). O peso dos musculos gastrocnémio e tibial-anteriores foi maior
(p<0.05) no grupo ETN (104 16.3 e 30 3.1) do que no grupo MTX (79 10.6 e 26 2.2, respectivamente). Nao houve diferenca significativa do diametro e
area da miofibra de ETN e MTX em relacao a CIA (p = 0.45 e p= 0.50, respectivamente). Nao foi obtida diferenca estatistica nas analises de expressao

protéica por Western Blot.
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Figura 1: Peso corporal ao longo do estudo. Figura 2: Deteccao por Western blot (a) e quantificacao (b) da expressao das proteinas Miogenina, Pré-Miostatina e

Diferenca significativa entre o peso dos animais do  MuRF-1, respectivamente. A Miogenina é marcadora de regeneracéo celular. A Pré-miostatina é precursora da Miostatina
grupo ETN e MTX na 5° e 7° semana (p<0,05). (atua na degradacdo muscular), portanto uma maior quantidade desta implica numa menor quantidade da Pré-Miostatina. A
MuRF-1 é marcadora de atrofia muscular.

CONCLUSOES

As analises de Western Blot, ainda que com resultados nao-significativos, mostraram no grupo MTX uma diminuicdo na expressao da miogenina e
pré-miostatina, e aumento na MuRF-1, que podem ser relacionados com a diminuicdo do peso agravada nesse grupo. Mais estudos sdo necessarios

para avaliar o processo de perda muscular na artrite experimental.

Fundo de Incentivo a
Pesquisa e Eventos

Registro no comité de etica: 120044 Suporte financeiro: @ 4&! CNPq ‘ \ %%
FAPERGS

Conselho Nacional de Desenvolvimento ) CLINICAS
C A P E S Cientifico e Tecnologico : PORTO ALEGRE RS



