Instituto Nacional de Traumatologia e Ortopedia Jamil Haddad
Mestrado em Ciéncias Aplicadas ao Sistema Musculoesquelético

Paulo Ricardo Picon Alves

Analise metabolomica do liquido sinovial de pacientes com
osteoartrite e artrite reumatoide

Rio de Janeiro
2022



MINISTERIO DA SAUDE
SECRETARIA DE ATENGCAO A SAUDE

INSTITUTO NACIONAL DE TRAUMATOLOGIA E ORTOPEDIA JAMIL HADDAD

Mestrado em Ciéncias Aplicadas ao Sistema Musculoesquelético

ANALISE METABOLOMICA DO LIQUIDO SINOVIAL DE
PACIENTES COM OSTEOARTRITE E ARTRITE REUMATOIDE

Paulo Ricardo Picon Alves

Dissertacdo de Mestrado apresentada ao Curso de Pds-
graduacdo em Ciéncias Aplicadas ao Sistema
Musculoesquelético do Instituto  Nacional de
Traumatologia e Ortopedia Jamil Haddad, como parte
dos requisitos para obtencdo do titulo de Mestre em

Ciéncias

Orientador (es): Prof. Dr. Eduardo Branco de Sousa
Prof. Dr. Gilson Costa dos Santos Junior

Rio de Janeiro
Maio
2022



CATALOGAGAO NA FONTE
INTO/BIBLIOTECA SERGIO EDUARDO VIANNA

AdTa Alves, Paulo Ricardo Picon.
Anélise metabolémica do liquido sinovial de pacientes com osteoartrite e
artrite reumatoide /Paulo Ricardo Picon Alves. — 2022.
xvi, 102 f.: il.

Orientadores: Eduardo Branco de Sousa e Gilson Costa dos Santos Janior.

Dissertacdo  (Mestrado em Ciéncias Aplicadas ao  Sistema
Musculoesquelético) — Instituto Nacional de Traumatologia e Ortopedia
Jamil Haddad, Rio de Janeiro, 2022.

1. Artrite reumatoide. 2. Liquido sinovial. 3. Metabol6mica. 4.
Osteoartrite. 5. Ortopedia. I. Sousa, Eduardo Branco de; Santos Junior, Gilson
Costa dos, orient. 1. Titulo.

NLM WE 344




MINISTERIO DA SAUDE
SECRETARIA DE ATENGCAO A SAUDE

INSTITUTO NACIONAL DE TRAUMATOLOGIA E ORTOPEDIA JAMIL HADDAD

Mestrado em Ciéncias Aplicadas ao Sistema Musculoesquelético

ANALISE METABOLOMICA DO LIQUIDO SINOVIAL DE
PACIENTES COM OSTEOARTRITE E ARTRITE REUMATOIDE

Paulo Ricardo Picon Alves

Banca examinadora:

Dra. Aline Cordeiro Fernandes Ladeira (Docente interna)
Dr. Fabricio Bolpato Loures (Docente externo)

Dr. Marcio Antdnio Babinski (Docente externo)

Dra. Anneliese Fortuna de Azevedo Freire da Costa (Suplente interna)

Dr. Rodrigo Satamini Pires e Albuquerque (Revisor)

Rio de Janeiro
Maio
2022



A minha esposa, Rafa, companheira amada
de longa data e principal incentivadora em
todos os projetos da minha vida.

Ao meu filho, Joéo Pedro, que, embora ainda
no ventre, ja é uma grande inspiracdo para
me tornar uma pessoa e um profissional
melhor.

Aos meus pais, Lina e Antdnio, minha base
solida e meus mestres na vida.



AGRADECIMENTOS

Ao professor Eduardo Branco, por ter me recebido e aceitado ser meu orientador, logo
em minha chegada no Rio de Janeiro, quando, apesar de aprovado no processo seletivo do
mestrado, eu ainda ndo tinha um projeto de pesquisa vidvel. Obrigado por todo zelo,
disponibilidade e paciéncia com a qual me conduziste em todas as etapas dessa jornada. Além
disso, agradeco por teres me estimulado a encarar a pesquisa em ciéncia basica, um campo que
extrapola um pouco a nossa rotina profissional, mas que me fascinou e no qual pretendo seguir

estudando.

Ao professor Gilson, coorientador desta pesquisa, pela oportunidade de conhecer a

metabolémica e por toda sua ajuda e tranquilidade ao tentar explicar conceitos tdo complexos.

Ao professor Diego Aguiar, que, apesar de ndo ser meu orientador neste trabalho, atuou
diretamente em diversas fases do estudo, tanto com conselhos e sugestdes, como, de forma

ativa, no processamento e no transporte das nossas amostras.

A professora e coordenadora Ana Carolina Leal, pela disponibilidade, estimulo e justas
cobrancas ao longo das etapas do curso, além de sempre buscar ponderar e ajudar os alunos nas

dificuldades encontradas.

Aos ilustres professores Dr. Jodo Matheus e Dra. Maria Eugénia, por todo entusiasmo e
qualidade que ministram suas aulas e guiam seus alunos, sendo grandes exemplos e fonte de

inspiracdo para 0 nosso aprimoramento cientifico.

As professoras Aline e Anneliese e ao professor Rodrigo, pela diligéncia no processo

de qualificacdo e revisdo, com diversas contribuicdes para o aperfeicoamento deste trabalho.



A professora Tatiana El-Bacha, do Instituto de nutricdo da UFRJ, pela ajuda no

processamento de algumas amostras e na execugdo das analises dos espectros.

A todos os professores e colegas do curso, mestres e companheiros desta jornada,

durante o tempo conturbado da pandemia.

Ao Dr. Alan Mozella, chefe do CAE do joelho, pela disponibilidade e pela ajuda durante
a execucdo da pesquisa, estimulando a aderéncia do grupo do joelho, no processo de coleta das

amostras no ato operatorio.

A todos os cirurgides do grupo do joelho, aos residentes do INTO, aos instrumentadores
e demais funcionarios do centro cirargico, pelo auxilio na coleta, no acondicionamento e no
transporte das amostras no INTO. Um agradecimento especial ao ex-residente Augusto, que

participou ativamente da pesquisa, principalmente na coleta de dados e na aplicagdo do TCLE.

Ao INTO, pela inestimada oportunidade de aperfeicoamento, em um Hospital publico,
com estrutura de ponta e profissionais com nivel técnico elevadissimo. Aos pacientes do INTO

pela confiancga e pela oportunidade de seguir minha pesquisa.

Ao CENABIO | e seus funcionarios, pela oportunidade de utilizar sua estrutura para

esta pesquisa.

Ao Instituto de nutricdlo da UFRJ, e aos funcionérios do laboratdrio, pela

disponibilizacdo do espaco, para a execucédo da fase final de processamento das amostras.

Vi



“Uma sociedade cresce bem quando homens
velhos plantam arvores, mesmo sabendo que
nunca irdo usufruir de sua sombra.”

(Provérbio grego)

vii



RESUMO

ALVES, Paulo Ricardo Picon. Anéalise metabolémica do liquido sinovial de pacientes com
osteoartrite e artrite reumatoide. Rio de Janeiro, 2022. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias
Aplicadas ao Sistema Musculoesquelético) - Instituto Nacional de Traumatologia e Ortopedia
Jamil Haddad, Ministério da Saude, 2022.

A osteoartrite (OA) do joelho é caracterizada pela destruicdo articular progressiva, afetando a
articulagdo como um 6rgdo, sendo influenciada pelo envelhecimento, por fatores biomecénicos
e metabdlicos. Ja a artrite reumatoide (AR) € uma doenca autoimune, com envolvimento
genético e ambiental, cursando com inflamacdo crénica poliarticular, usualmente simétrica e
progressiva. A analise de metabdlitos ajuda na compreensdo das cascatas bioldgicas, no
contexto de consumo energético e metabdlico, e o liquido sinovial é o biofluido mais apropriado
para a avaliacdo articular. Os metabdlitos constituem um grupo diverso de estruturas de baixo
peso molecular e a mensuracdo das concentracdes destes elementos permite inferir sobre o
fenotipo de algumas doencas. O objetivo deste estudo foi comparar o perfil metabdlico do
liquido sinovial de pacientes com artrite reumatoide e com osteoartrite do joelho e tentar
identificar os metabdlitos que distinguem o liquido sinovial nestes dois distdrbios. Além disso,
buscamos correlacionar os dados clinicos dos pacientes com osteoartrite de acordo com o perfil
metabolico do liquido sinovial. Coletamos amostras de liquido sinovial do joelho de 50
individuos com osteoartrite e de quatro com artrite reumatoide, durante artroplastia total do
joelho, no INTO, entre outubro de 2019 e dezembro de 2020. Avaliamos, para cada paciente,
os dados clinicos do prontuario médico, a radiografia do joelho e a glicemia de jejum pré-
operatoria. As amostras foram submetidas a analise metaboldmica por RNM H, e os espectros
foram comparados por meio de analises multivariadas e univariadas. Ndo houve diferengas
demogréaficas entre os grupos e nédo foi possivel classificar os pacientes com OA e AR de acordo
com o perfil metabolico do liquido sinovial. Na osteoartrite, 0 sexo feminino prevaleceu (66%),
a média de idade foi 67,96 *+ 7,08 anos e a média do IMC foi de 32,51 + 5,25 kg/m?. Nas
avaliacOes clinicas e metabdlicas dos pacientes com OA, 88% destes eram hipertensos, e
encontramos maiores niveis de valina, arginina e citrato em comparacdo com nado hipertensos.
Em relacdo ao grau de OA, observamos que o 3-hidroxibutirato e a valina expressaram niveis
decrescentes em funcéo da gravidade radiografica. Além disso, 12% apresentavam doenca renal
cronica e, nestes, o 3-hidroxibutirato, a valina e a fenilalanina expressaram menores
concentracfes. Nao foi possivel distinguir o perfil metabdlico pelo IMC, mas o metabdlito
glicose manifestou menor concentragdo nos obesos. A analise metabolomica do liquido sinovial
ndo conseguiu distinguir a OA da AR, talvez pela nossa pequena amostra de pacientes
reumatoides. Porém, demonstramos a estreita relacdo entre hipertensdo e OA, e 0
comportamento de alguns metabolitos em situagbes clinicas especificas fomenta o
aprofundamento no tema, na busca por biomarcadores.

Palavras-chave: Metabolomica, osteoartrite, artrite reumatoide, liquido sinovial.
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ABSTRACT

ALVES, Paulo Ricardo Picon. Metabolomic analysis of synovial fluid from patients with
osteoarthritis and rheumatoid arthritis. Rio de Janeiro, 2022. Master Thesis. (Master’s Degree
in Applied Sciences to the Musculoskeletal System) - National Institute of Traumatology and
Orthopedics Jamil Haddad, Ministry of Health, 2022.

Knee osteoarthritis (KOA) is a disease characterized by progressive articular destruction,
affecting the joint as an organ, which is influenced by aging, biomechanical and metabolic
factors. By contrast, rheumatoid arthritis (RA) is an auto immune disease, with genetic and
environment involvement, characterized by chronic polyarticular inflammation, usually
symmetric and progressive. Metabolites analysis helps to understand the biological cascades,
in the context of metabolic and energetic demands, and synovial fluid is the most suitable
biofluid for this purpose. Metabolites represent a diverse group of low molecular weight
structures, which measurement allows to inference over some disease’s phenotypes. The goal
of this study was to compare the metabolic profile of KOA and RA and to identify the most
relevant metabolites to differentiate these two conditions. Moreover, it was evaluated the
possibility to classify KOA patients according to clinical parameters and to the synovial fluid
metabolic profile. Synovial fluid samples were collected from the knee of 50 individuals with
KOA and four individuals with RA, who underwent total knee replacement in the National
Institute of Traumatology and Orthopedics, between October 2019 and December 2020. We
evaluated, for each patient, the medical records, as well as the knee radiograph and the pre-
operative level of serum glucose. Synovial fluid samples underwent 1H NMR metabolomic
analysis, and the spectra obtained were compared by univariate and multivariate analysis. There
were no demographic differences between groups, and it was not possible to classify patients
with KOA or RA according to synovial fluid metabolic profile. In KOA group, most patients
were females (66%), mean age was 67.96 + 7.08 years and mean BMI was 32.51 + 5.25 kg/m2.
In the clinical and metabolic analysis of patients with OA, 88% had systemic arterial
hypertension, and we found highest levels of valine, arginine and citrate compared to non-
hypertensive. Regarding the degree of KOA, we observed that 3-hydroxybutyrate and valine
levels were inversely proportion to radiographic severity. Furthermore, 12% had chronic kidney
disease and, in these, 3-hydroxybutyrate, valine and phenylalanine expressed lower
concentrations. It was not possible to distinguish the metabolic profile by BMI, but,
unexpectedly, the glucose metabolite showed a lower concentration in the obese. Metabolomics
of synovial fluid was not able to distinguish KOA from RA, possibly because of our limited
rheumatoid group. However, we demonstrated the close relationship between hypertension and
KOA. Beyond that, the behavior of some metabolites in specific clinical situations stimulates
the improvement of research on the subject, in the search for biomarkers.

Keywords: Metabolomics, osteoarthritis, rheumatoid arthritis, synovial fluid.
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1 INTRODUCAO

A artrite reumatoide (AR) e a osteoartrite (OA) do joelho sdo as duas principais formas
de artrite, afetando, respectivamente, ao redor de 20 e de 260 milhdes de pessoas no mundo
(JAMES et al., 2018). Nas ultimas décadas, o tratamento da AR sofreu uma revolucéo,
principalmente com o diagnéstico precoce e a rapida instauracao terapéutica (SMOLEN et al.,
2018), ao passo que na OA, apesar da evolugdo na compreensdo na doenca, ainda ndo existem
drogas modificadoras do curso da doenga clinicamente validadas (GRASSEL & MUSCHTER,
2020).

A metabolomica é uma ferramenta promissora para entender o contexto metabdlico do
ambiente articular, auxiliando na busca por um diagndstico precoce ou por novas terapias
(GUMA et al., 2016; ZHAI et al., 2018). Nesta introducdo sera, inicialmente, enfatizado a
biologia dos tecidos mais envolvidos na fisiopatologia da OA e da AR. A seguir, serdo
discutidos aspectos clinicos e metabdlicos, para a compreensdo do metabolismo sinovial nestes
distdrbios. O final desta introducdo abordara a analise metabolomica e as principais pesquisas

no tema.

1.1 Biologia articular

A articulagdo sinovial é composta por uma cavidade formada pela descontinuidade do
esqueleto, constituida por tecidos especializados e pelo liquido sinovial (Figura 1),
possibilitando movimentos controlados, mediante o deslizamento 6sseo em superficies de baixo
atrito (KHAN et al, 2007). No joelho, diferentes estruturas compdem este complexo sistema,

dentre elas: a cartilagem hialina, o 0sso subcondral, a capsula articular, as bursas, 0s coxins



gordurosos periarticulares, os tendbes, a membrana sinovial, o liquido sinovial, os ligamentos

€ 0S MEeniscos.
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Figura 1. Estruturas anatdmicas do joelho. A figura ilustra as diversas estruturas anatdbmicas encontradas na
articulagdo de um joelho saudavel, como ossos, ligamentos, meniscos, capsular articular, membrana sinovial,
bursas e gordura periarticular. Figura adaptada do site https://geekymedics.com/knee-joint/, ap6s coleta no dia
13/09/2021.

A camada mais externa da articulacdo, que a envolve e a protege, é a capsula articular.
Ela é formada por tecido conjuntivo fibroso denso, que adere firmemente ao peridsteo das
extremidades 6sseas envolvidas, limitando movimentos intempestivos. De acordo com a
demanda mecanica a que esta sujeita, apresenta areas de maior espessura. Algumas zonas de
espessamento podem formar ligamentos capsulares, além de poder incorporar tenddes
(RALPHS & BENJAMIN, 1994)

Os ligamentos sdo estruturas cuja funcdo estabilizadora previne movimentos néo

fisioldgicos, protegendo a articulagdo contra possiveis danos mecénicos. Sdo constituidos por

2



fibras de colageno, compactadas em orientacdo paralela, produzidas por fibroblastos (WOO et
al., 2006). J& os meniscos sdo estruturas fibrocartilaginosas com formato de cunha em crescente,
0S quais aumentam a congruéncia entre os condilos femorais, arredondados, e os planaltos
tibiais, com relevo mais plano. Apresentam funcéo de absorcéo de carga, de estabilizacdo da

translacgéo tibial anterior e de guia nos movimentos rotacionais (FOX et al., 2012).

1.1.1 Membrana sinovial

Revestindo internamente a articulagdo existe a membrana sinovial (ou sindvia), que
filtra o plasma capilar e secreta moléculas importantes, formando o liquido sinovial. A
membrana sinovial € dividida em camada intima e subintma (Figura 1). A intima é a por¢édo
mais interna, que estd em contato direto com o liquido sinovial, sendo formada por poucos
estratos de células sinoviais. Nota-se que entre estas células e o liquido sinovial ndo ha
separacdo por uma membrana basal (BARLAND et al., 1962).

Os sinoviocitos sdo as células que constituem a camada intima. Estas apresentam
espacos intercelulares, proporcionando um contato direto entre a cavidade articular e a matriz
extracelular sinovial. Desta forma, esta camada possibilita a interacdo entre o conteldo
vascular, linfatico e sinovial. O trajeto do liquido sinovial proveniente dos capilares para a
cavidade articular, ou retornando da cavidade para os vasos linfaticos subsinoviais, atravessa
esses gaps intercelulares da intima. Entre esses espagos existe uma matriz extracelular formada
principalmente por fibras de colageno (tipos I, Ill, V e VI), por acido hialurénico e por
proteoglicano. A concentracdo destas moléculas modifica a pressdo coloidal osmotica,
alterando a filtragem e a drenagem dos solutos presentes no liquido sinovial (LEVICK e
MCDONALD, 1995).

Duas celulas principais compdem a camada intima da membrana sinovial, 0s

sinovidcitos tipo A e tipo B, apresentando papel fundamental na formacéo e regulacdo do



liquido sinovial (Figura 2). Os sinoviocitos A sdo células derivadas de macrofagos, com a
funcdo de combater germes invasores, ou fagocitar eventuais debris, decorrentes de apoptose
celular ou de lesdes intra-articulares (IWANAGA et al., 2000). J& o sinovidcito B assemelha-
se a um fibroblasto e é responséavel por secretar moléculas importantes para o liquido sinovial,
como o acido hialurdnico e a lubricinina, além de sintetizar os principais componentes da matriz

extracelular da intima (SMITH, 2011).

Macréfago da intima Fibroblasto da intima S
Sinviécito A sinviécito B Liquido sinovial ) )
Cavidade articular

» Camada intima |
Membrana

! sinovial

Camada subintima J

Macrofago da subintima

A O Capilares: Fibroblasto da subintima
Venoso, linfatico e arteria.

Figura 2. Representacdo das camadas da membrana sinovial. A figura ilustra a camada intima, formada por
estratos de sinvidcitos A e B, sem uma membrana basal delimitando a intima da cavidade articular. Mais
externamente (representada mais abaixo), a camada subintima é preenchida por matriz extracelular, capilares,
fibroblastos e macréfagos. A figura demonstra a presenca de espago intercelular na camada intima, proporcionando
contato direto entre a cavidade articular e a matriz sinovial (Adaptado de EDWARDS, 2000).

Assim como os demais macrofagos, os sinovidcitos A apresentam a propriedade de
modular o seu comportamento, de acordo com o0 meio ao redor, contribuindo para formar um
ambiente hostil a agressores, ou um meio propicio para a regeneragdo tecidual. Desta forma,
sdo descritos dois tipos de fenotipos: inflamatorio ou anti-inflamatério. O fen6tipo inflamatdrio,
tipo M1, é estimulado por um ambiente rico em interferon-gama (INF-y), fator de necrose
tumoral alfa (FNT-a) ou lipopolissacarideo (LPS) e induz a secrecdo do FNT-a e de algumas
interleucinas (IL), dos tipos IL-1pB, IL-6, 1L-12 e IL-23. Nestas circunstancias, apresenta
atividade citotdxica e antimicrobiana, dependendo da glicélise para suas demandas metabdlicas

(SHAPOURI-MOGHADDAM et al., 2018).
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Por outro lado, quando expostos a um meio diferente, sob a influéncia de outras
interleucinas, como a IL-10 e a IL-4, os sinovidcitos A passam a manifestar um fenétipo anti-
inflamatdrio, conhecido como M2. Neste contexto, expressam um fenotipo regenerativo,
atuando no reparo (autofagia) dos tecidos sinoviais e utilizando a fosforilagdo oxidativa para
finalidades energéticas (MURRAY, 2017).

Os sinoviocitos B, ou fibroblastos sinoviais, sdo as células mais prevalentes na
membrana sinovial normal, constituindo por volta de 75 a 80% dos sinovidcitos
(BUSTAMANTE et al., 2017). S&o células de origem mesenquimal responsaveis pela sintese
e pela manutengdo da matriz extracelular sinovial, expressando elementos da matriz e do
liquido sinovial (colageno IV e V, fibronectina, lubricinina e acido hialurénico), além de
metaloproteinases, que degradam a matriz (NYGAARD & FIRESTEIN, 2020). Além disso, a
membrana e o liquido sinovial apresentam células tronco mesenquimais, responsaveis pela
manutencdo e regeneracdo dos tecidos articulares. Acredita-se que estas células, com
caracteristicas fibroblastdides, sejam uma subpopulacdo indiferenciada dos fibroblastos
sinoviais (DE BARI, 2015).

Apesar da membrana sinovial ser constituida por um tecido conjuntivo frouxo, os
sinovidcitos B expressam moléculas que conferem adesdo celular, dentre elas a caderina-11.
Esta molécula é importante na manutencdo da arquitetura tecidual da intima, uma vez que esta
camada é um conglomerado de células sinoviais (VALENCIA et al., 2004). Sua funcédo de
adesdo parece ainda mais relevante quando estas células sdo expostas a um ambiente
inflamatorio. Particularmente na artrite reumatoide, é bem estabelecido o papel central dos
sinovidcitos B na patogénese da doenca, contribuindo para a formagdo do pannus, um tecido
hiperplésico e hipertrofiado (derivado da membrana sinovial) que invade a cartilagem e 0 0sso

subcondral adjacente (BUSTAMANTE et al., 2017). Camundongos com nocaute (knock out)



do gene da caderina-11 apresentam uma resposta inflamatdria sinovial desorganizada,
reduzindo a capacidade de invaséo e de formagéo do pannus (LEE et al., 2007).

A subintima é a camada localizada externamente a intima, formada por um tecido
conjuntivo rico em capilares (vasculares, linfaticos, nervosos), em fibroblastos e em células
imunologicas. Estes elementos estdo distribuidos em uma matriz extracelular conjuntiva,
formada principalmente por coladgeno |. Esta rede microvascular apresenta capilares
fenestrados, os quais permitem a passagem de &gua e de pequenos solutos para formar o liquido
sinovial. Em condic@es fisioldgicas, o liquido sinovial tem aspecto translicido e apresenta
poucas células inflamatorias; durante processos inflamatorios, entretanto, pode ocorrer a
infiltracdo de células inflamatdrias e o aumento de macromoléculas, tornando o aspecto turvo

(PASCUAL, 2005).

1.1.2 Liquido sinovial

O liquido sinovial (LS) é um fluido viscoso, contido nas cavidades articulares, que atua
principalmente na absorcdo de impacto e na lubrificacdo dos tecidos articulares. Além disso,
disponibiliza nutrientes e serve como via para drenagem de dejetos celulares, acOes
fundamentais para homeostase de alguns tecidos pobremente vascularizados, como a
cartilagem hialina e os meniscos. O liquido sinovial €, basicamente, formado a partir da filtracéo
do plasma, nos capilares sinoviais, somado ao &cido hialurdnico, a lubricina e aos fosfolipideos
tensoativos, secretados, principalmente, pelos fibroblastos sinoviais (TAMER, 2013).

Além das propriedades fisicas, de protecdo mecénica, conferidas por estas moléculas
secretadas, atribui-se a elas algumas fun¢bes na modulagdo inflamatéria (ALTMAN et al.,
2019). Com o desenvolvimento de condicGes articulares, como a osteoartrite, a concentracao

destas substancias pode estar alterada e, em alguns individuos acometidos, estas



macromoléculas podem estar significativamente reduzidas, indicando uma fragilidade
mecénica e uma suscetibilidade a progresséo da doenca (LUDWIG et al., 2012).

Outros componentes do liquido sinovial, além da agua, sdo os eletrdlitos, a glicose, as
citocinas, as proteinas plasmaticas e diversos outros metabdlitos. A concentracdo dos solutos
plasméticos no liquido articular depende de alguns fatores como o fluxo sanguineo local, a
concentragdo plasmatica, o tamanho e a carga da molécula, a permeabilidade capilar as
macromoléculas, a drenagem linfatica e a degradacdo local (GOLDRING & GOLDRING,
2013). Eletrdlitos e outros solutos leves apresentam concentracdo sinovial similar a encontrada
no plasma. Algumas proteinas menores, como a albumina, alcancam por volta de 45% da
concentracdo plasmatica, enquanto moléculas maiores, como o fibrinogénio, praticamente néo
sdo encontradas no liquido sinovial (HUI et al., 2012).

A fisiologia da formac&o do liquido sinovial é compreendida a partir do conceito de
fluxo transcapilar. A teoria cléssica de fluxo transcapilar, proposta por Starling ainda no século
XIX, postulava que a agua e 0s pequenos solutos eram transportados, por diferencas de pressao
hidrostatica e coloidal osmdtica entre o ambiente intravascular e intersticial, através de
pequenos poros existentes entre as células endoteliais dos capilares, os quais bloqueavam o
transporte de macromoléculas (STARLING, 1896). Mais tarde, definiu-se que a modulacéo do
transporte de macromoléculas e do fluxo transcapilar é regulado pelo glicocélix, uma rede de
glicosaminoglicanos conectados, presentes na membrana das células endoteliais, revestindo a
superficie luminal dos capilares (LEVICK e MICHAEL, 2010).

Este modelo de transporte transcapilar € um pouco diferente nos tecidos com capilares
fenestrados, como na membrana sinovial (LEVICK, 1994). A pressdo coloidal osmética, junto
as fenestracdes dos capilares, € menor em relacdo ao restante da matriz intersticial, devido tanto
a diluigdo provocada pela filtragcdo, como também pela secrecéo do cido hialurénico na matriz

intersticial pelos sinvidcitos, o que estimula o fluxo em direcdo a cavidade.



O esvaziamento de fluidos e de moléculas da cavidade articular ocorre nos vasos
linfaticos terminais, que se encontram na borda subsinovial e dependem principalmente da
pressao hidrostatica intra-articular (PIA). A P1A é influenciada pelo volume de liquido presente
na cavidade, pela posi¢do (decubito ou ereta) e pelo movimento. Durante 0 movimento de
flexdo, ativa ou passiva, de um joelho saudavel, ocorre a elevacdo da PIA, promovendo a
drenagem do LS. Durante o exercicio, atividade que promove o aumento da pressdo intra-
articular, o efeito coloidal osmotico do acido hialurénico é responséavel pela manutencdo do
volume de liquido intra-articular (LEVICK e MCDONALD, 1995).

Uma vez que a drenagem do liquido sinovial para os linfaticos depende principalmente
da diferenca de pressdo hidrostatica, postula-se que, em condicdes fisioldgicas, ndo ha grande
diferenca na drenagem de moléculas pequenas e grandes. Contudo, em condi¢cBes como a
osteoartrite, por exemplo, ocorre inicialmente um aumento nos capilares linfaticos, mas uma
diminuicdo nos vasos linfaticos maduros, reduzindo a drenagem de macromoléculas e da

drenagem global no sentido dos linfonodos iliacos (SHI et al., 2014).

1.1.3 Cartilagem hialina

A cartilagem articular hialina € um tipo de tecido conjuntivo cartilaginoso especializado,
que reveste as extremidades dsseas nas articulagdes. Sua composicdo molecular forma uma
superficie complacente, lisa e deslizante, capaz de absorver cargas e de possibilitar o
deslizamento harmonico durante a mecanica articular (KATTA et al., 2007).

A cartilagem hialina adulta é formada por apenas um tipo celular, o condrdcito, e pela
matriz extracelular (MEC). Esta é composta principalmente por 4gua, colageno tipo I, agrecan
e &cido hialurdnico. Ela é sintetizada e mantida pelos condrécitos, situado nas lacunas,

dispostos como ilhas circundadas por MEC. Os condrdcitos compdem apenas 1 a 5% do volume



da cartilagem hialina, mantendo intensa conexdo com a matriz, regulando seu contetdo e
dependendo da difuséo de nutrientes mergulhados neste meio (SCHENK et al., 1986).

O condrdcito é o Unico tipo de célula especializada do tecido e mantém a homeostase
da cartilagem hialina mediante o equilibrio entre a atividade anabdlica e catabolica. Em
condigdes fisiologicas, a atividade mitotica dos condrocitos € praticamente inexistente e a
manutencdo da matriz advém de uma baixissima taxa de renovagdo do coladgeno, mantendo
apenas remodelamento do proteoglicano, em resposta aos estimulos mecénicos. A
disponibilidade de oxigénio, de nutrientes, o estimulo mecénico ou a presenca de citocinas
inflamatorias pode alterar esse comportamento latente (MARTEL-PELLETIER et al., 2016).
A sintese dos elementos da matriz extracelular € ativada pelos fatores de transcricdo SOX-9 (do
inglés, SRY-Box transcription factor 9), SOX-6 e SOX-5, que promovem a regulacdo positiva
dos genes Col2A1 e Agcl, para a sintese do colageno Il e do aggrecan, respectivamente (IKEDA
et al., 2004).

A MEC € um ambiente hidratado, no qual a &gua compde mais de 70% do peso liquido
da cartilagem hialina. Uma vez que a cartilagem articular € um tecido avascular, a dgua é
fundamental para que o fluxo de oxigénio, ions, citocinas, fatores de crescimento e outras
moléculas alcancem os condrocitos. Além disso, a agua desempenha importante papel
mecanico, ao tornar a MEC um gel viscoeléastico complacente (LEES & PARTINGTON,
2016).

O colageno é a proteina estrutural com maior relevancia na resisténcia as cargas
mecanicas, e é responsavel por 2/3 do peso seco da cartilagem articular (EYRE, 2004). O
colageno tipo Il é o tipo mais encontrado (por volta de 80 e 85%), formando, associado aos
coldgenos 1X e XI, um heteropolimero. Outras moléculas do grupo colageno também estdo
presentes em menor quantidade, como os tipos IIl, VI, XIIl e XIV. O coldgeno X €

particularmente importante no processo de ossificacdo endocondral e na patogénese da



osteoartrite. Estas proteinas conectadas formam uma rede fibrilar estrutural, que, de acordo com
sua disposi¢do no tecido, pode promover resisténcia a formacdo de fissuras na camada
superficial, a tensdo nas zonas intermediarias, e realizar a ancoragem da cartilagem hialina na
zona calcificada (SOPHIA FOX et al., 2009).

Além do col&geno, o contetudo de proteoglicano é fundamental na biomecénica da
cartilagem articular, atuando como uma mola elastica na absor¢do de cargas compressivas
(HARDINGHAM e FOSANG, 1992). O aggrecan é o proteoglicano mais importante, formado
por um complexo proteico central e inumeras cadeias de glicosaminoglicanas (GAG)
conectadas. As GAG, que se ligam nos dois lados do eixo da proteina central, s&o
polissacarideos sulfatados polares com cargas negativas, que se repelem entre si e atraem a
agua, tornando o meio um gel hidrofilico (KIANI et al., 2002). O acido hialurénico é um GAG
néo sulfatado importante em diversos tecidos do organismo, o qual, na cartilagem, conecta o
aggrecan a rede fibrilar de coladgeno, além de se ligar aos condrdcitos, através dos receptores

CD44 (KNUDSON, 2004).

Como demonstra a Figura 3, a densidade celular, o contetdo da MEC e a morfologia
dos condrocitos caracterizam quatro zonas histologicas verticais na cartilagem articular:
superficial, intermediéria, profunda e calcificada (PEARLE et al., 2005). Na zona superficial
os condrdcitos estdo presentes em maior densidade, apresentam formato alongado, maior
atividade metabdlica e um provavel potencial regenerativo (DOWTHWAITE et al., 2004). Os
condrdcitos da zona superficial também sdo responsaveis pela secrecdo da lubricinina, uma
glicoproteina que confere viscosidade e lubrifica a superficie articular. Nesta camada mais fina
(entre 10 a 20% da espessura) as fibras de colageno se dispdem paralelas a superficie articular,
promovendo resisténcia a tensdo e a potenciais fissuras que possam violar a cartilagem

(PEARLE et al., 2005).
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Logo abaixo da zona superficial fica a zona média, que representa entre 40 e 60% da
espessura da cartilagem articular. Nesta regido o condrécito vai se tornando metabolicamente
menos ativo, com formato mais arredondado e em menor densidade, ocupando as lacunas
circundadas pela matriz (SOPHIA FOX et al., 2009). Nesta zona as fibras de colageno sdo mais
espessas e apresentam distribuicdo irregular, enquanto ha& um aumento na proporcdo dos

proteoglicanos.

A seqguir, na zona profunda, que constitui por volta de 30% da espessura da cartilagem
hialina, os condrocitos formam colunas paralelas a orientacdo das fibras colagenas e
perpendiculares a superficie articular. Na base da cartilagem esta a zona calcificada, na qual as
fibras perpendiculares de colageno, provenientes da camada profunda, ancoram-se na matriz
calcificada (LEES & PARTINGTON, 2016). A transicdo entre a cartilagem calcificada e ndo

calcificada é delimitada pela barreira tidemark (MILZ & PUTZ, 1994).

A B

Superficie
articular

Lc:»gb%dgv’gw§% 0:}-5—- Zona superficial —{: e
B

- (10%-20%)

Zona média
(40%-60%)

- % O 4T o
Zona profunda ) r\—R R
(30%-40%) | AN }
Zona calcificada =" /0T
Osso subcondral =

Osso trabecular

Tidemark

Figura 3. Representacdo esquematica das camadas da cartilagem articular. (A) llustragdo representativa da
disposicdo dos condrdcitos e a (B) orientacdo das fibras de colageno nas quatro zonas: superficial, média, profunda
e calcificada. Adaptada de BUCKWALTER et al., 1994.

Imediatamente abaixo da cartilagem calcificada esta a placa éssea subcondral, similar

ao 0sso cortical. Essa area de tecido 6sseo mais compacto se mistura logo abaixo com uma rede
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de osso trabecular, a qual é mais porosa e metabolicamente mais ativa. A orientagdo desta rede
trabecular varia de acordo com as cargas a que é submetida, conforme a lei de Wolff (FROST,
2001). Esta regido de transicao osteocartilaginosa é extremamente adaptada e fundamental para

a absorgéo e para a transmissdo de cargas (GOLDRING & GOLDRING, 2016).

No passado, estipulava-se que esta barreira osteocondral fosse impermeavel.
Atualmente, no entanto, considera-se a presenca de alguns canais conectando a placa
subcondral a zona calcificada, por onde penetram alguns vasos (LORIES & LUYTEN, 2011).
Durante a evolucdo da OA ocorre um aumento nas conexdes entre estas camadas, em um
processo de calcificagdo da MEC, com algumas similaridades a ossificacdo endocondral

(DREIER, 2010).

Como na ossificacdo endocondral, a hipertrofia celular e a ossificacdo da MEC também
sdo marcos histoldgicos do desenvolvimento da OA. Os condrécitos hipertroficos caracterizam-
se pela expressao de colageno X, MMP-13 (metaloproteinase 13), VEGF (fator de crescimento
endotelial vascular, do inglés vascular endothelial growth factor) e RUNX-2 (Fator de
transcricdo relacionado a Runt 2, do inglés Runt-related transcription factor 2). Uma das
diferencas nestes dois processos é que a ossificacdo patoldgica da matriz cartilaginosa, na
osteoartrite, € mais dependente do HIF-2a (fator induzivel por hipoxia 2a, do inglés Hypoxia-
inducible factor 2) do que a ossificagdo endocondral fisioldgica (SAITO et al., 2010). Os
condrdcitos hipertréficos ainda reduzem a expressdo do SOX9, do colageno 11, do colageno 1X,
do colégeno XI e do aggrecan, fundamentais para a manutencdo da MEC saudavel (RIM et al.,

2020).

As cargas mecanicas também atuam na modulacdo da homeostase da MEC. O
condrdcito é cercado pela matriz pericelular, que absorve as cargas e as transmite a superficie

da célula, alterando o fenétipo celular (ZHAO et al., 2020). A matriz pericelular apresenta
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conteldo distinto do restante da MEC, sendo identificada pela presenca do colageno VI, além
de maior concentracdo de colageno IX, de proteoglicanos e de &cido hialurdénico (WILUSZ et
al., 2014). A presenca desta matriz peculiar impede o contato anormal dos condrdcitos com o
coldgeno 1l desnudo, ou com outros componentes da MEC, ajudando a manter o estado
diferenciado e de baixa atividade sintética destas células (GOLDRING & GOLDRING, 2016).

A deformagdo mecénica da matriz pericelular sensibiliza receptores na membrana do
condrdcito, como canais de ions calcio, integrinas e cilios primarios (prolongamentos do
citoesqueleto), que transformam estimulos mecénicos em sinalizadores bioquimicos,
modulando a transcrigéo celular (BLANEY DAVIDSON et al., 2007). Desta forma, as cargas
mecénicas em nivel étimo contribuem para manutencdo da cartilagem hialina saudavel,
proliferando em zonas de maior demanda, enquanto cargas excessivas, Ou mesmo a auséncia
de estimulo mecénico, promovem a degradacdo articular. Um estudo in vitro demonstrou que
danos estaticos compressivos acarretam a deplecéo do proteoglicano e do colageno 11, além de
reduzir a atividade anabolica (GOLDRING e OTERO, 2011). Ja o estimulo mecénico dindmico,
com cargas ciclicas ndo traumaticas, mimetizando a marcha normal, parece ser benéfico a
cartilagem, aumentando a sintese da MEC e reduzindo o estimulo catabdlico da IL-1b

(GOLDRING e OTERO, 2011; TORZILLI et al., 2010).

1.2 Osteoartrite

A osteoartrite (OA) do joelho é uma doenga cronica degenerativa, caracterizada
principalmente pela destruicdo da cartilagem articular hialina, pela inflamagdo da membrana
sinovial e pelo espessamento do 0sso subcondral (GOLDRING e GOLDRING, 2007). Além
disso, ocorre degeneracdo dos meniscos, dos ligamentos, da capsula articular e inflamacgédo da
gordura periarticular (POOLE, 2012). Assim, a osteoartrite pode ser entendida como uma

doenca que acomete a articulagdo como um 6rgdo (LOESER et al., 2012). Clinicamente, 0s
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individuos costumam apresentar dor, reducdo da amplitude de movimento, edema e prejuizo
funcional, podendo evoluir para deformidade angular e para incapacidade para deambulagéo
(LOESER et al., 2012 e ZHU et al., 2013).

Esta condigdo € o disturbio articular mais comum nos Estados Unidos (MURRAY et
al., 2013), sendo a principal causa de dor crénica e de incapacidade fisica no adulto (HUNTER
& BIERMA-ZEINSTRA, 2019). A OA joelho afeta cerca de 250 milhdes de pessoas em todo
0 mundo, com aproximadamente 27 milhGes de americanos e 39 milhdes de cidadaos da Unié&o
Europeia, acometendo cerca de 35% dos individuos com idade superior a 65 anos (HUANG et
al., 2017). Em relacdo a prevaléncia nacional, estima-se que 40 milhdes de brasileiros sejam
afetados por OA em alguma articulagdo, dos quais ao redor de 18 milhdes apresentam OA do
joelho (COIMBRA et al., 2019).

O diagndstico da OA ainda é baseado no quadro clinico (ALTMAN et al., 1986), e a
radiografia € a principal ferramenta utilizada no acompanhamento. Classicamente, os achados
radiograficos sdo: reducdo do espaco articular, esclerose subcondral, presenca de ostedfitos, de
cistos e até deformidades (KELLGREN & LAWRENCE, 1957). De acordo com a presenga e
a magnitude destes achados, pode-se classificar radiograficamente a OA em diferentes estagios
(PETERSSON et al., 1997). A classificagdo proposta por Ahlbédck foca principalmente na
reducéo do espaco articular medial durante a sustentacéo de carga (AHLBACK & RYDBERG,
1980). Mais tarde, Keyes e colaboradores complementaram esta classificagdo, com a avaliacéo
da radiografia lateral, demonstrando a degeneracdo posterior do planalto tibial nos casos mais
avancados (KEYES et al., 1992).

Junto com a descrigédo de Kellgren e Lawrence, a classificacdo de Ahlbdck apresenta a
melhor correlacdo com a perda condral observada na cirurgia de artroplastia total do joelho

(ATJ) (KEENAN et al., 2020). Porém, na OA, a radiografia costuma ser mais til para a
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visualizacdo de modifica¢des tardias (FAVERO et al., 2015). Além do mais, a correlagdo entre
as alteragdes radiogréficas e os sintomas é modesta (NEOGI, 2013).

O tratamento da OA consiste em medidas farmacoldgicas, ndo farmacoldgicas e
intervencdes cirdrgicas, de acordo com o estagio da doenca. A estratégia farmacoldgica inclui
0 uso de diversas classes de medicamentos, como analgésicos, anti-inflamatérios (hormonais e
ndo hormonais), condroproterores e antidepressivos. Estas opgdes auxiliam no combate aos
sintomas, mas ndo modificam o curso da doenca. Além do que, o uso frequente destes
medicamentos aumenta o risco de toxicidade (ARDEN et al., 2021; OO et al., 2018).

Embora haja divergéncia na literatura em relagdo ao tratamento medicamentoso, a
maioria das recomendacdes concorda que medidas educativas, reabilitagdo fisica e perda de
peso auxiliam no controle da OA (ARDEN et al., 2021) O tratamento cirtrgico é reservado
para pacientes persistentemente sintomaticos, que ndo respondem a medidas conservadoras. O
tipo de cirurgia proposta depende da idade, da funcdo do joelho, do nivel de atividade e do
estagio da doenca. A cirurgia mais realizada é a ATJ, usualmente indicada para estagios
terminais da condicdo articular, mas existem outras op¢Oes para casos selecionados, como a
artroplastia unicompartimental, as osteotomias e até a artrodese. Apesar de um procedimento

consagrado, a taxa de insatisfacdo apos a ATJ se aproxima de 20% (PRICE et al., 2018).

1.2.1 Fisiopatologia

O conhecimento sobre a patogénese da OA permanece em evolugéo, englobando fatores
genéticos e ambientais (GARSTANG & STITIK, 2006). A hip6tese mais aceita na atualidade
sugere que uma resposta inflamatdria (das células sinoviais e dos condrdcitos) inicie apos algum
insulto ambiental. Este pode ser um evento traumatico, a elevacéo de citocinas inflamatdrias ou
a liberacdo de produtos da degradacdo do tecido cartilaginoso, os DAMPs (padrées moleculares

associados a dano, do inglés damage-associated molecular patterns). Estas moléculas ativam

15



0s receptores de reconhecimento de padrdes, especialmente os receptores tipo Toll (TLRs, do
inglés Toll-like receptors), nos macréfagos, que passam a expressar um fenotipo inflamatorio.
Por meio da transcrigdo do fator nuclear Kappa B (NF-Kb), os macrdfagos passam a sintetizar
citocinas pro-inflamatérias, como o0 FNT-a, a IL-1p e a IL-6 (GOLDRING & OTERO, 2011;
LOPES et al., 2017).

Este € um mecanismo fundamental para o reparo dos tecidos e, uma vez que 0 processo
inflamatorio inicial é resolvido, os macrofagos retornam ao seu estado fisiolégico,
reestabelecendo a homeostase (WYNN & VANNELLA, 2016). No entanto, em alguns
individuos, essas células perpetuam um comportamento agressivo, alterando a homeostase
articular em favor de processos catabolicos. Neste cenario, os condrécitos sdo ativados,
modificando  seu comportamento metabdlico latente (BHATTARAM e
CHANDRASEKHARAM, 2017).

O condrdcito ativado também passa a sintetizar MMPs (em especial a MMP-13) e
aggrecanases, como a ADAMTS (do inglés disintegrin and metalloproteinase with
thrombospondin motifs), que degradam a matriz ao redor. Além disso, os condrocitos também
secretam citocinas pré-inflamatorias, como o FNT-a e a IL-1f. Estas vias catabdlicas séo
ativadas principalmente por meio do NF-kB e da proteina quinase ativada por mitdgeno,
acarretando a sintese de mais proteases, da ciclooxigenase 2 (COX-2), de prostaglandinas e da
enzima Oxido nitrico sintase induzivel. De forma concomitante, este cenério inflamatorio
favorece a ativacdo dos sinviocitos B, que também participam deste processo, ao secretarem
metaloproteinases e desintegrinas, agravando a degradacédo da MEC (GOLDRING & MARCU,
2009).

Além disso, embora em escala muito menor do que na AR, ocorre a disfuncdo endotelial,
conjuntamente a liberacdo de quimiocinas, que possibilitam o aumento no nimero de células

inflamatoérias na sinévia (BHATTARAM e CHANDRASEKHARAM, 2017). Na OA, a
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infiltracdo sinovial é principalmente de linfécitos T e de mondcitos (SELLAM &
BERENBAUM, 2010). O aumento da vascularizacdo local e da infiltracdo de mondcitos, que
se diferenciam em macréfagos, promove a elevacdo de proteases, de espécies reativas de
oxigénio e de citocinas (WOODELL-MARY & SOMMERFELD, 2020). Este ambiente
favorece o aumento da angiogénese local, a sintese de citocinas inflamatdrias e de proteases,
retroalimentando e perpetuando a degradacgéo articular (BERENBAUM, 2013). A Figura 4

ilustra a fisiopatologia da OA.
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Células
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Figura 4. Fisiopatologia da osteoartrite do joelho. llustracdo representando a participacéo das células residentes
da articulagdo e das células inflamatdrias na patogénese da osteoartrite, por meio da liberagdo de citocinas e de
proteases. Os fibroblastos sinoviais e as células T infiltradas na sindvia liberam citocinas inflamatérias, que
estimulam a secrecdo de proteases, degradando o colageno e o proteoglicano da matriz extracelular dos tecidos
articulares. Este contexto de citocinas pro-inflamatdrias e de proteases despertam os condrdcitos da camada
superficial de seu estado metabdlico latente, passando a expressar um estado inflamatério, com reducéo da sintese
dos elementos da matriz (aggrecan e colageno I1) e com aumento da sintese de proteases (MMPs e ADAMTS-4).
De forma simulténea, ocorre uma desregulagdo do remodelamento subcondral, o que, junto com a degradacéo da
cartilagem hialina, prejudica a capacidade biomecanica de absro¢do de carga do joelho. Adaptado de KAPOOR et
al., 2011.
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Nas fases iniciais da OA, os condrécitos ativados da camada superficial exibem
aumento na atividade sintética, acelerando o turnover da MEC, refletindo uma tentativa de
reparacdo do tecido (LORENZO, 2004). Além disso, ocorre um estimulo a proliferacéo,
formando agrupamentos (clusters) celulares na zona superficial (LOESER, 2014). Com a
evolucdo da doenca, a MEC vai sendo delaminada, podendo expor areas de 0sso subcondral.
Essas alteracGes sdo acompanhadas pela expansdo da zona calcificada, substituindo a matriz
ndo calcificada, e pela duplicacdo da barreira histolégica (tidemark) junto da transicdo
osteocondral, como demonstrado na Figura 5. Nesta unidade, véo se formando rachaduras, por
onde penetram elementos medulares, propiciando a infiltragdo vascular (MARTEL-
PELLETIER et al., 2016). Além disso, acentua-se o remodelamento 6sseo subcondral,
promovendo o espessamento cortical, a formacdo de cistos e de ostedfitos (ZHOU et al., 2020).

Os novos canais vasculares formados, que atravessam a barreira osteocondral, também
sdo acompanhados pelo crescimento de tecido nervoso, 0 que possivelmente contribui para a
dor articular nos estagios avancados da doenca (MAPP et al., 2012). Ademais, a infiltracéo
vascular proporciona a deposicdo dGssea ao redor dos canais vasculares, e 0s condrocitos
adjacentes sofrem diferenciacdo hipertrofica, em um processo que remete a ossificacao

endocondral (MARTEL-PELLETIER et al., 2016).

Condrécito — < y
Cartilagem articular

Fibrilagdo e fissuras superficial
Agrupamento (cluster) de condrécitos
Condrocito hipertréfico

Duplicacao da tidemark
Tidemark ek

Cartliagem calcificada

Cortical Osso cortical subcondral
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Figura 5. Comparacéo histoldgica da cartilagem articular do joelho saudavel e com osteoartrite. Imagens
histologicas de cortes transversais de uma cartilagem hialina normal (a esquerda) e de uma cartilagem hialina com
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osteoartrite avancada (a direita). A cartilagem hialina normal apresenta as zonas bem delimitadas com a superficie
integra, condrdcitos em tamanho e densidade normais, uma espessa area de cartilagem néo calcificada e uma linha
(tidemark) Unica, separando a cartilagem calcificada da cartilagem nao calcificada. Ja na osteoartrite avancada
observa-se a fragmentacao da superficie, a delaminagéo da cartilagem ndo calcificada, a reducdo da densidade de
condrécitos, a presenca de condrocitos hipertréficos e em aglomerados, a duplicacdo da tidemark e a invasao
vascular. Adaptada de MARTEL-PELLETIER et al., 2016.

1.2.2 Osteoartrite e envelhecimento

Dentre os diversos fatores de risco associados ao desenvolvimento da OA, o
envelhecimento é um dos mais relevantes (LOESER, 2017). O envelhecimento é caracterizado
pela perda progressiva da integridade fisiologica, prejudicando a funcdo e aumentando a
suscetibilidade as doencas (LOPEZ-OTIN et al., 2013). Durante o envelhecimento da
cartilagem articular, ocorrem algumas alteracGes bioquimicas e biomecanicas, mas de forma
distinta do que acontece na OA. A cartilagem hialina de pessoas idosas saudaveis apresenta
menor espessura (e aspecto marrom na visualizacdo histoldgica) em relacdo a cartilagem de
jovens saudaveis. Estas alteracdes se devem ao acumulo de produtos finais da glicacéo
avancada (AGE, do inglés advanced glycation end products) (VERZIJL et al., 2003). Todavia,
a superficie articular mantém-se lisa e intacta (LOESER, 2017). O acimulo destes AGE parece
repercutir no comportamento biomecanico, tornando a cartilagem articular do idoso mais
suscetivel ao desenvolvimento da OA (VERZIJL et al., 2002).

Além disso, a biomecénica da articulacdo do idoso também é prejudicada pela reducédo
da protecdo conferida pela musculatura esquelética. Com o avancar da idade, a propor¢édo de
gordura visceral aumenta e ha infiltracdo gordurosa muscular, provocando perda de forca e
instabilidade, além da elevacdo na concentracdo local de adipocinas (DELMONICO et al.,

2009).

1.2.3 Osteoartrite e disfungdo mitocondrial
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O processo degenerativo articular esta vinculado ao desequilibrio da homeostase em
favor da atividade catabdlica. Um dos fatores que interferem nesse balanco séo as espécies
reativas de oxigénio (ROS, do inglés reactives oxygen species), moléculas instaveis e hiper-
reativas, que interagem com as estruturas celulares e extracelulares. Estes elementos sdo
produzidos pelas células residentes dos tecidos, principalmente na mitocondria, mediante a
reducdo incompleta do O2 consumido, transformado em superdxido (O27), em vez de agua. O
estresse oxidativo manifesta-se, quando a producdo das ROS supera a capacidade antioxidativa
celular (ZAHAN et al., 2020).

As ROS excedentes provocam danos ao DNA e a outras macromoléculas celulares,
prejudicando mecanismos fisiolégicos (Figura 6). Além disso, este ambiente de estresse
oxidativo pode induzir os condrécitos a senescéncia e a apoptose (ZAHAN et al., 2020). A
senescéncia é um estado no qual a célula perde a capacidade replicativa, enquanto mantém um
fendtipo inflamatorio, ao secretar citocinas e proteases (RIM et al., 2020).

A manifestacdo do estresse oxidativo na OA ja foi demonstrada, mediante a reducéo do
antioxidante glutationa na forma reduzida, em comparagdo com a forma oxidada (CARLO e
LOESER, 2003). O aumento do estresse oxidativo altera a resposta anabdlica dos condrécitos
sob o estimulo de fatores de crescimento, reduzindo a sintese de proteoglicano (LOESER et al.,
2014).

O declinio da fungdo mitocondrial est& diretamente relacionado com o desenvolvimento
da OA. Apesar do tecido cartilaginoso ser avascular, com menor disponibilidade de oxigénio
em relagdo a outros tecidos, a mitocondria exerce papel importante no metabolismo do
condrdcito, especialmente nas camadas superficial e média (OEGEMA e THOMPSON, 1986),
estimando-se que a fosforilacdo oxidativa represente mais de 25% da producdo de ATP
(adenosina trifosfato) (LEE e URBAN, 1997). Os condrécitos dos individuos com OA

apresentam menor nudmero de mitocondrias (JOHNSON et al., 2004). Além do que, nesta
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doenca, a funcdo mitocondrial apresenta menor eficiéncia energética, devido a reducdo na
atividade dos complexos enzimaticos I, Il e 11l (MANEIRO et al, 2003). Desta forma, ocorre
uma reducdo, ao redor de 50%, na produgdo de ATP, com aumento compensatorio da glicolise

(JOHNSON et al., 2004).
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Figura 6. Eventos celulares decorrentes do estresse oxidativo. O estresse oxidativo esta associado a um processo de
disfuncdo mitocondrial e atua no condrdcito por vias de sinalizacdo, que promovem a inflamagéo sinovial, a disfuncéo
subcondral, 0 aumento da atividade catabélica e a reducéo da atividade anabdlica. Além disso o estresse oxidativo induz a
senescéncia celular e a apoptose. Estas vias acarretam a redugdo do contelido de matriz extracelular hialina e a redugdo da
densidade de condrécitos. ROS: espécies reativas de oxigénio, do inglés reactive oxygen species. Adaptado de ZAHAN et al.,
2020

1.2.4 Fendtipos da osteoartrite

Com a evolugdo da compreensdo sobre a OA, esta ndo é mais entendida como a simples
erosdo mecénica da cartilagem articular, mas sim como uma doenga complexa, multifatorial,
com um importante componente inflamatério (ROBINSON et al., 2016). Um marcador clinico
e patoldgico do grau inflamatorio articular € a sinovite. Diferente da inflamacg&o sinovial de
carater autoimune, que ocorre na AR, na OA a sinovite comporta-se como uma inflamacéo
cronica de baixo grau, mediada pela imunidade inata (ORLOWSKY & KRAUS, 2015).

Anteriormente, acreditava-se que a sinovite desenvolvia-se tardiamente em resposta a
formagdo de debris, relacionado ao dano articular cumulativo. Na atualidade, ha ampla
evidéncia de que, em alguns pacientes, a inflamacao sinovial esta presente em todos os estagios
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da OA, associada a dor, a severidade e a progresséo, inferindo-se que possa ser um dos fatores
precursores da doenca (ATUKORALA et al., 2016). Apesar de ndo ser uma condi¢do necessaria
para o desenvolvimento da OA, a sinovite estd claramente envolvida na degradacdo da
cartilagem e na progresséo da doenga (SELLAM & BEREONBAUM, 2010). Contudo, néo sdo
todos os pacientes que desenvolvem quadros de sinovite. Em relacéo a isto, a propdsito, existe
uma grande variabilidade entre os individuos com OA (AYRAL et al., 2005).

Ainda ndo é bem entendida esta ampla variabilidade clinica, ndo somente sobre a
sinovite, mas também sobre outros aspectos da doenca. De fato, a OA é uma moléstia muito
heterogénea, com um vasto espectro de manifestacfes e de progndsticos (FELSON, 1993).
Somado a isso, os efeitos modestos dos diversos tratamentos ja empregados clamam por uma
melhor elucidacéo desta condi¢do (BIERMA-ZEINSTRA & VERHAGEN, 2011). Atualmente,
alguns autores propdem que a OA ndo seja considerada uma Unica doencga, mas uma sindrome,
com manifestacdes e até etiologias distintas. Neste sentido, uma questéo latente é a classificacéo
desta sindrome em subgrupos, conhecidos como fen6tipos, que podem indicar novos caminhos
para o aprimoramento nos métodos diagnosticos e terapéuticos (DEVEZA & LOESER, 2018).

Desta forma, algumas pesquisas tém procurado subdividir a OA em alguns fenotipos
(DEVEZA et al., 2017; MOBASHERI et al., 2019). Entretanto, ha dificuldade nessa
classificagdo em aspectos clinicos, radioldgicos, ou metabdlicos, porque muitos desses fatores
se sobrepdem (BIERMA-ZEINSTRA & MIDDELKOOP, 2017). Atualmente, uma das
ferramentas promissoras utilizadas para essa subclassificacdo em fenétipos é a metabolémica

(ZHANG et al., 2014; CARLSON et al., 2019).

1.2.5 Osteoartrite metabolica
Dentre os possiveis fenotipos em discussdo, a osteoartrite metabdlica é a OA associada

a sindrome metabdlica (ZHUO et al., 2012). A sindrome metabolica é um conjunto de
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perturbacbes clinicas e metabolicas que aumentam o risco de doenca cardiovascular e de
mortalidade. Neste contexto de alteragBes biométricas e laboratoriais participam: a obesidade,
a hipertensdo arterial, a dislipidemia, a intolerancia a glicose e um estado pro-inflamatério
(KAUR, 2014). Assim, como ilustrado na Figura 7, postula-se que na OA metabdlica ocorra
um processo inflamatorio crénico de baixo grau, e a manifestacdo articular é apenas mais uma

faceta de uma sindrome sistémica (VELASQUEZ & KATZ, 2010).
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Figura 7. Osteoartrite e sindrome metabdlica. A osteoartrite apresentada como uma das manifestagcdes da
sindrome metabdlica, em um individuo obeso. A ilustracdo articular compara a teoria cldssica, no qual a
degradacéo articular era exclusivamente vinculada ao aumento da carga no compartimento, com a teoria proposta,
em que se sugere uma resposta inflamatdria sinovial ao contexto de sindrome metabdlica, como um dos fatores
determinantes na degeneracdo articular. O gatilho do processo de inflamacéo sinovial € a ativacdo dos macréfagos
sinoviais para um fenétipo inflamatdrio, respondendo a um distirbio metabdlico sistémico. Adaptado de SUN et
al., 2016.

No passado, a obesidade era considerada um fator de risco para o desenvolvimento da
OA nas articulagfes de carga, como joelho e quadril, simplesmente por aspectos mecénicos.
Sabe-se que a obesidade esta relacionada a OA do joelho e que aumenta o risco de progressao

do dano articular (COOPER et al., 2000). A observacdo, no entanto, da correlagcdo entre
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obesidade e OA em outros sitios, como nas articulacdes das maos, despertou a atencdo dos
pesquisadores para a busca de outros mecanismos subjacentes (YUSUF et al., 2010).

Atribui-se ao tecido adiposo, na atualidade, além da funcdo de estoque energético, um
papel enddcrino. Este tecido é responsavel pela liberacdo de horménios e de outros fatores. As
adipocinas sdo um grupo de mediadores sollUveis secretados pelas células de gordura, que estéo
envolvidas na regulacdo do metabolismo energético, bem como na resposta inflamatéria
(LAGO et al., 2007). Deste modo, a obesidade parece exercer papel importante na inflamacgéo
sisttémica. Além disso, o tecido adiposo local, como a gordura infrapatelar, também pode ser
fonte de fatores inflamatorios e catabolicos para a articulagdo (FAVERO et al., 2017).

Na osteoartrite metabdlica, a polarizacdo dos macréfagos sinoviais parece ser um dos
gatilhos do processo (DICKSON et al., 2019). Os condracitos tambem séo diretamente afetados
pelo aumento da circulacdo de moléculas glicosadas, os AGE. Estas moléculas interagem com
receptores de AGEs, promovendo o estresse oxidativo e a expressdo de mediadores
inflamatorios (PEPPA & VLASSARA, 2005). Os acidos graxos livres também podem estar
aumentados na circulacdo dos pacientes com sindrome metabdlica. Em condrécitos humanos,
a elevacdo dos 4cidos graxos livres induz a secregdo de citocinas pro-inflamatorias e um estado
de estresse oxidativo (MEDINA-LUNA et al., 2017). A Figura 8 demonstra inimeros fatores

que ativam o condrdcito para um fendtipo pré-inflamatdrio.
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Figura 8. Fenétipo do condrécito em um ambiente pro-inflamatério. Multiplos fatores podem estar
aumentados na circulacdo de individuos com sindrome metabdlica, como acidos graxos livres, leptina, visfatina,
glicose e moléculas glicadas. Somado a isto, um cenario de resisténcia insulinica e de aumento do estresse
mecanico (pela obesidade), promovem no condrécito, mediante a ativacdo de receptores, a expressdo de um
fendtipo inflamatdrio, com aumento da expressdo de citocinas inflamatérias e de ROS. AGE: produtos finais da
glicagdo avangada (do inglés, advanced glycation end products); AGL: &cido graxo livre; GLUT: Transportador
de glicose, do inglés glucose transporter; Ob-R: receptor de leptina; RAGE: receptor produtos finais da glicacdo
avancada; ROS: espécies reativas de oxigénio, do inglés reactive oxygen species; TLR-4: receptor do tipo Toll 4.
Adaptado de COURTIES et al., 2015.

1.3 Artrite reumatoide

A artrite reumatoide (AR) é uma doenca inflamatdria autoimune sistémica que pode
acometer diversos 6rgdos, mas manifesta-se sobretudo nas articulacdes. E uma das doencas
inflamatdrias cronicas mais prevalentes, afetando por volta de 0,5 a 1% da populacéo, e é duas
a trés vezes mais frequente em mulheres (TOBON et al., 2010; NGO et al., 2014).

Como outras doencas autoimunes, fatores genéticos e ambientais contribuem para a
reducdo do limiar de tolerancia imunoldgica, desenvolvendo autoanticorpos, os quais induzem
uma resposta inflamatéria cronica (MCINNES & SCHETT, 2017). Na maioria das vezes, ap0s

um periodo pré-clinico da doenca, a membrana sinovial é infiltrada por células inflamatérias,
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formando o pannus, um tecido proliferativo que age como um tumor, invadindo e destruindo a
cartilagem e o 0sso subcondral (YOU et al., 2018).

Os individuos acometidos pela AR costumam desenvolver dor crdnica e edema em
diversas articulagdes, usualmente em carater simétrico, podendo apresentar manifestacdes extra
articulares (ALETAHA et al., 2010). O dano articular acumula-se com o tempo, acarretando
sinovite crbnica, degradacdo da cartilagem, eroséo dssea e, se ndo tratada, costuma evoluir para
deformidades (KHURANA & BERNEY, 2005). Além disso, os individuos acometidos
apresentam aumento do risco de mortalidade (WOLFE, 1996).

O diagnostico é baseado em critérios clinicos e laboratoriais, como a deteccdo dos
autoanticorpos fator reumatoide (FR) e do anticorpo contra peptideo citrulizado ciclico (anti-
CCP), os mais comumente encontrados nestes doentes, chamados soropositivos (ALETAHA et
al., 2010). Uma proporg¢éo cada vez maior de individuos, entretanto, desenvolvem um quadro
de “AR soronegativa”. Estes ndo apresentam anticorpos conhecidos identificados no soro,
apesar de um quadro clinico caracteristico da doenca (MYASOEDOVA et al., 2020).

Em relacdo a predisposicdo genética, sabe-se que uma histdria familiar positiva para a
doenca aumenta em trés a cinco vezes o risco de desenvolvé-la (SMOLEN et al., 2016). O
principal fator genético apontado é a presenca de um grupo de alelos responsavel por codificar
0 epitopo compartilhado. Estes alelos, da sub-regido HLA-DR1, codificam uma sequéncia
comum de cinco aminoécidos, na terceira regido hiper variavel da molécula HLA-DR
(GREGERSEN et al., 1987). A presenca do epitopo compartilhado confere o principal fator de
risco genético para susceptibilidade e para a progressdo da doenca, nos individuos soropositivos
para o anticorpo anti-CCP (AREND & FIRESTEIN, 2012).

Nas ultimas décadas, a literatura vem ampliando o reconhecimento de outros fatores
genéticos associados a doenca, a maioria relacionado a mecanismos imunoldgicos, como:

alteracGes no reconhecimento de autoantigenos pelas células T, estimulo de vias inflamatorias,
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enzimas responsaveis por modificagdes pds-traducionais e vias reguladoras intracelulares.
Todos estes mecanismos parecem contribuir para uma reducdo no limiar de tolerancia e inicio

de atividade autoimune (MCINNES & SCHETT, 2017).

1.3.1 Patogénese da AR

Embora a AR seja uma doenga autoimune, conhecida pela desregulacdo do sistema
imune adaptativo, a patogénese da doenca envolve a interacdo entre células residentes do tecido
(fibroblastos sinoviais), células do sistema imune inato (macréfagos, neutréfilos, células
dendriticas) e do sistema imune adaptativo (linfocitos T e B). Todas estas células interagem em
um contexto de vias metabdlicas inflamatorias, producdo de autoanticorpos, secrecdo de
citocinas, de quimiocinas, de fatores de crescimento e de fatores pré-inflamatdrios
(ANGELOTTI et al., 2017).

Em geral a AR acomete individuos geneticamente predispostos, expostos a fatores
ambientais como o tabagismo, a inalagao de poeira ou a infec¢bes. De acordo com essa hipotese,
o gatilho patoldgico inicia nas células mais suscetiveis (principalmente em mucosas), as quais
desenvolvem modificagBes pds-traducionais, precipitando uma resposta alterada do sistema
inato contra estes neoantigenos. Apos esta resposta inicial, ocorre uma corregulacdo aberrante
entre as células T e as células B, culminando na producdo de autoanticorpos contra esses
neoantigenos (McINNES & SCHETT, 2017).

Em geral, existe um periodo subclinico entre a producdo de autoanticorpos e a
manifestacdo dos primeiros sintomas, o que pode durar até alguns anos. Nesta janela, além dos
autoanticorpos, quimiocinas, citocinas e fatores pré-inflamatérios podem estar elevados na
circulagéo até 10 anos antes do inicio dos sintomas (SMOLEN et al., 2018).

Com a progressao de um estado subclinico para o acometimento sinovial ocorrem,

inicialmente, duas alteracfes importantes. Na camada intima, os macrofagos e os fibroblastos
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principalmente a IL-1, IL-6 e 0 FNT-a. Ja os fibroblastos sinoviais produzem metaloproteinases
e prostaglandinas. Além disso, os fibroblastos sinoviais assumem um comportamento invasor,
aderindo e gerando lesGes a cartilagem e 0 0sso subcondral (BARTOK & FIRESTEIN, 2010).

O segundo evento marcante é a infiltragdo de células inflamatorias, do sistema inato e
adaptativo, na camada subintima. Estas células secretam citocinas, fatores pro-inflamatérios,
fatores de crescimento e enzimas, que degradam a matriz extracelular. Os linfécitos invasores
podem, inclusive, formar centros de germinagéo ectopicos, onde as células B podem proliferar,
culminando com a producéo local de autoanticorpos (WEYAND & GORONZY, 2003).

A grande invasdo de células inflamatérias, com alta atividade metabolica, torna o
ambiente hipoxico. Aliado a isto, a grande abundancia de citocinas e de fatores de crescimento,
estimula a angiogénese, o que retroalimenta um ciclo de infiltracdo e inflamag&o croénica.
Grande parte dos fatores pro-angiogénicos, como o VEGF (fator de crescimento endotelial
vascular, do inglés vascular endothelial growth factor), o FGF- (fator crescimento de
fibroblastos basico, do inglés basic fibroblast growth factor) e o HIF-1a (fator induzivel por
hipoxia la, do inglés hypoxia inducible factor 1a), sdo secretados pelos fibroblastos e pelos
macrdfagos sinoviais, ativados em um estado inflamatorio. Isto reflete a importancia das células
sinoviais na neovascularizagdo e na manutencéo da inflamagé&o crénica (ELSHABRAWY et
al., 2015).

Durante o desenvolvimento da AR, os fibroblastos sinoviais proliferam e sdo uma das
celulas mais prevalentes no pannus. Fatores como hipoxia, FNT-o, ¢ PDGF (fator de
crescimento derivado de plaquetas, do inglés platelet-derived growth factor) modificam seu
estado quiescente, para um comportamento agressivo. O ambiente hipéxico, com aumento dos
niveis do HIF-1a, ajuda a regular o metabolismo da glicose, estimulando a glicolise (DEL REY

et al., 2017). Neste estado ativado, os sinvidcitos B liberam citocinas (IL-1p), que perpetuam a
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inflamacdo, e secretam enzimas, que destroem a matriz extracelular da cartilagem hialina
(BARTOK & FIRESTEIN, 2010; BUSTAMANTE et al.,, 2017). Estas células séo
particularmente importantes na interface pannus-cartilagem, onde secretam grandes
quantidades de MMPs, que danificam o colageno, permitindo a invasao destas células no local
(MILLER et al., 2009). Como exemplificado na Figura 9, os sinviocitos B ainda induzem a
reabsorcdo Ossea periarticular, estimulando a a¢do osteoclastica mediante a liberacdo do fator
RANKL (ligante do receptor ativador do fator nuclear kappa B, do inglés receptor activator of

nuclear factor-«B ligand) (NYGAARD & FIRESTEIN, 2020).

Osteoclasto
Capsula Fibroblasto
Macrofago
Memosmna Célula dendritica
sinovial il T
Plasmaécito
Cavidade CélulaB
articular
Angiogénese

Cartilagem

Sinviocitos

Figura 9. Comparacéo entre as caracteristicas de um joelho normal (figura esquerda) e de um joelho com
artrite reumatdide (figura direita). Representacdo comparativa de uma articulagdo sadia e de outra acometida
por artrite reumatoide. Observe, na figura da direita, a hiperplasia dos sinviocitos na camada intima e a angiogénese
associada a infiltracdo de diversas células inflamatdrias na subintima. A invasdo destas células inflamatorias, com
alta atividade metabolica e secretiva pro-inflamatéria, culmina na formagdo do pannus, um tecido invasor que
destroi a cartilagem articular e promove a reabsorcgao 0ssea periarticular pela agdo dos osteoclastos. Adaptado de
STRAND et al., 2007.
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Na AR as células imunoldgicas e residentes do tecido apresentam alteragdes no seu
metabolismo, direcionadas para um comportamento de sobrevivéncia e de proliferacdo. O
microambiente de uma articulagdo inflamada é um meio com baixa oferta de nutrientes e de
oxigénio. Assim, alguns fatores pro-inflamatorios e a hipoxia, principalmente mediante o HIF-
la, ativam cascatas de sinalizacdo, alterando a expressao destas células (GABER et al., 2005).
Estas alteragdes metabdlicas se assemelham as caracteristicas das células tumorais (CAIRNS
etal., 2011). Um marco do metabolismo das células tumorais € a utilizacdo da glicolise aerdbia,
descrita como o efeito de Warburg (WARBURG, 1956).

Embora a glicolise seja um método ineficiente para producéo de ATP, ela proporciona
uma vantagem para a proliferacédo celular, ao incorporar os produtos (carbonos do lactato) como
precursores da sintese de macromoléculas (VANDER HEIDEN et al., 2009). Além disto, as
celulas ativadas em um estado inflamatorio tornam-se habituadas a ambientes &cidos e
hipoxicos, conferindo uma vantagem adaptativa (GATENBY & GILLIES, 2004).

Na AR os fibroblastos sinoviais apresentam propriedades metabolicas similares as
células tumorais. Diversos estudos abordam o aumento da captagdo e a desregulacdo do
metabolismo da glicose na AR (BUSTAMANTE et al., 2017). Além disso, existe uma
correlagéo direta entre a captacdo de glicose sinovial e a atividade da doenca (MATSUI et al.,
2009; LEE et al., 2019). Em fibroblastos sinoviais de modelos de artrite em camundongos, a
expressao do transportador de glicose GLUT 1 e de outras moléculas envolvidas na glicolise
estédo elevadas (GARCIA-CARBONELL et al., 2016). Recentemente, as enzimas reguladoras
da glicélise passaram a ser apontadas como potenciais alvos terapéuticos (SONG et al., 2019).

Desta forma, na AR ha a substituicdo do delicado tecido da intima, formado por poucos
estratos de células sinoviais, por um tecido hiperplasico, densamente povoado por macréfagos
e por fibroblastos sinoviais ativados num estado inflamatério. Na camada subintima, ocorre

uma excessiva proliferacdo vascular e infiltragdo de celulas inflamatorias. Este tecido com
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intensa atividade proliferativa, chamado de pannus, comporta-se como um tumor, que invade e

destroi os tecidos articulares (BOTTINI & FIRELSTEIN, 2013).

1.4 Metaboldmica

A anélise metabol6mica visa compreender as interagdes bioldgicas celulares mediante
a identificagdo das moléculas presentes em uma amostra biolégica. A metabolémica pode ser
considerada o estdgio final da cascata das émicas (gendmica, transcriptdmica, protedmica e
metaboldmica) (PATTI et al., 2012). Distinta das outras &reas no campo das dmicas, que
buscam identificar fendmenos genéticos e epigenéticos do que é expresso nas células, a
metabolomica avalia a resultante destes fendmenos, interagindo com as agdes do ambiente (LI
et al., 2020).

Os metabdlitos sdo todas as moléculas (endégenas e exdgenas) de baixa massa
molecular, usualmente abaixo de 1.500 Da (Dalton), encontradas nos sistemas bioldgicos
(ZHANG et al., 2012). Eles constituem os substratos e os produtos de inimeras reagdes
enzimaticas encontradas nos tecidos, determinados por fatores genéticos, processos celulares e
estimulos do meio. Além de intermedidrios nas reacOes, eles podem exercer fungdes
reguladoras no organismo. Assim, 0 aumento ou a diminui¢cdo de metabdlitos especificos pode
refletir em um disturbio fisioldgico. Desta maneira, a analise metabolémica opera como uma
fotografia, revelando as complexas interacGes metabolicas teciduais em uma determinada
condigcdo (DUNN et al., 2011).

O estudo metabolémico pode ser global ou alvo direcionado. A analise global busca
detectar todos os metabolitos possiveis em uma amostra, podendo inclusive identificar
moléculas ainda desconhecidas, demonstrando o perfil metabélico de um sistema. J& o método
alvo direcionado procura, seletivamente, assinalar metabdlitos pré-determinados. Embora a

analise alvo possa apresentar maior sensibilidade na busca de metabdlitos especificos, ela
31



possibilita o viés de, eventualmente, negligenciar moléculas potencialmente relevantes em um
determinado contexto (RATNESWARAN et al., 2020).

As plataformas analiticas mais empregadas sdo a espectroscopia por ressonancia nuclear
magnética (RNM) e a espectrometria de massa (EM). A RNM e a EM requerem uma quantidade
minima de amostra, menos de ImL (mililitro) para liquidos e de 1mg (miligrama) para solidos,
oferecendo um perfil metabolico composto de dezenas ou centenas de metabolitos
(FITZPATRICK e YOUNG, 2013).

A RNM apresenta algumas vantagens perante a EM, como a reprodutibilidade, a
independéncia de preparo prévio e a indestrutibilidade da amostra durante a analise. Esta Ultima
caracteristica favorece a realizacdo de inimeras analises com o0 mesmo material. Além disso, a
ressonancia caracteriza melhor a estrutura quimica das moléculas, mas requer a utilizagéo de
equipamentos de alta resolugdo, com um custo elevado (GOWDA et al., 2008).

Por outro lado, a EM possui uma sensibilidade maior, ja que seu limite de deteccéo é
menor, identificando moléculas em menor concentracdo. Sua andlise pode ser direta ou
acoplada a técnicas de separacdo, como a cromatografia liquida (CL), a cromatografia gasosa
(CG) e a eletroforese capilar. As andlises que utilizam métodos de pre-separagcdo ganham
sensibilidade, mas tornam a técnica mais dispendiosa e com menor potencial de
reprodutibilidade (PRIORI et al., 2013; HAGGARTY & BURGESS, 2017).

A metaboldmica demanda uma metodologia complexa até a interpretacdo bioldgica dos
resultados. Uma série de passos sdo necessarios neste caminho (Figura 10), desde a coleta das
amostras até a identificacdo de rotas metabdlicas alteradas e a formulacdo de hipdteses

metabolicas (JAGGARD et al., 2020).

32



k
(\UE)
| NN
- .
PREPARACAO DA AMOSTRA |

W/ -

p s . PROCESSAMENTO

ANALISE DA AMOSTRA POR 'H RNM

COLETA DA AMOSTRA ‘

- T # '
IDENTIFICACAO DOS METABOLITOS e s

INTEGRACAO DAS VIAS METABOLICAS

Figura 10. Esquema das etapas de uma pesquisa envolvendo a analise metabolémica. Apds a coleta da
amostra do biofluido a ser analisado, no caso do presente estudo liquido sinovial, a mesma é preparada através da
filtragem e adicdo de outros compostos que irdo auxiliar na sua analise. Ap6s aquisicdo dos espectros, ocorre 0
processamento e analise estatistica, para a identificacdo dos compostos e das vias metabdlitas nas quais estdo
envolvidos. Imagem adaptada de JAGGARD et al., 2020

1.4.1 Anélise metabol6émica por RNM

Na andlise por RNM, a amostra é exposta a um campo magnético e é, entdo, estimulada
por um pulso de radiofrequéncia. A partir do fendmeno de ressonancia magnética dos ndcleos
de hidrogénio, presentes nas moléculas da amostra, forma-se um espectro de RNM, no qual 0s
metabolitos podem ser identificados e quantificados (SHOWIHEEN et al., 2019).

O nucleo dos &tomos com massa impar, como 0 atomo de hidrogénio com massa 1 (*H),
apresentam uma propriedade fisica chamada spin, em que comportam-se como estivessem
girando, gerando um momento magnético nuclear (TOGNARELLI et al., 2015). Quando estes
nucleos sdo submetidos a um campo magnético forte, 0s momentos magnéticos nucleares se
alinham paralelos ou antiparalelos ao campo magnético, expressando, respectivamente, um
menor ou maior estado spin de energia. Estes nucleos podem ser induzidos a absorver energia,

em um processo quantizado (ao receber estimulo com a frequéncia exata a diferenca de energia
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entre estes dois estados), e mudar a orientagdo de spin em relagcdo ao campo. Esta frequéncia
necessaria para cada préton entrar em ressonancia depende da sua carga nuclear, influenciada
pela arquitetura molecular (disposi¢cdo dos elétrons ao redor). Assim, apds um pulso de
radiofrequéncia, sob um campo magnético forte, os ndcleos de *H alcangam niveis maiores de
ressonancia e, apos a excitagdo, retornam a um estado de equilibrio, liberando sinais de
frequéncia captados no aparelho, expressos em um espectro de frequéncia (Figura 11) (PAVIA

etal., 2009; EUCEDA et al., 2015).
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Figura 11. llustracdo simplificada de um espectrometro de RNM. No centro do aparelho esta o magneto
supercondutor, mantido em uma temperatura controlada. Para isto, estd envolvido por uma capa de hélio liquido,
gue, por sua vez, esta recoberta por nitrogénio liquido. A amostra, contida no tubo, é inserida no dispositivo e
posicionada na sonda, onde esta acoplada a bobina de radiofrequéncia. Programas de pulso geram sinais de
radiofrequéncia, que estimulam os nucleos da amostra e, apds o relaxamento, a bobina receptora capta e amplifica
estes sinais no dominio do tempo (FID) e converte, mediante a transformada de Fourier, para um espectro de
frequéncia (intensidade por deslocamento quimico). FID = Free Induction Decay (Declinio de indugéo livre); § =
deslocamento quimico; ppm (partes por milhdo). Figura adaptada de RANKIN et al., 2014.

Neste espectro, gerado por aquisicdo unidimensional de 'H, os sinais dos prétons de
hidrogénio presentes na amostra séo registrados em ppm (partes por milhdo). Essa afericdo em

ppm é uma medida adimensional, na qual os sinais dos picos gerados pelos prétons das diversas
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moléculas presentes na amostra sdo calibrados pelos picos gerados pelos prétons do padréo
interno, um composto adicionado a amostra como referéncia, com estrutura quimica e
concentracdo conhecida (PAVIA et al., 2009).

Em amostras com composicdo complexa, contendo inUmeras moléculas em
concentraces distintas, identificar e quantificar os elementos constituintes € um desafio. Cada
amostra analisada ira gerar um espectro, com multiplas varidveis quantitativas, representando
a concentracdo de cada metabolito detectado naquela amostra. Uma vez que 0s espectros sao
gerados, forma-se uma matriz de dados, no qual as colunas representam as variaveis
(concentracdo dos metabolitos) e as linhas representam as amostras do estudo
(BLECKHERMAN et al., 2011).

Esse grande volume de informagcfes demanda calculos estatisticos complexos e
softwares para interpretacdo destes dados de alta dimensdo (JAGGARD et al., 2020). As
anélises multivariadas como o PCA (do inglés, Principal Component Analysis) e o PLS (do
inglés, Parcial Least Square) buscam a reducdo destes dados multidimensionais, além de
organizar e classificar os dados obtidos (TRYGG et al., 2007; MADSEN et al., 2010). Ja as
andlises univariadas costumam ser utilizadas para discriminar um metabdlito especifico entre
0s grupos. Ha atualmente diversos softwares disponiveis para tratamento de dados
metaboldmicos, além de sites com bases de dados para correlagcdes de rotas metabolicas

(MISRA & VAN DER HOOF, 2016).

1.4.2 Metabolémica na OA e na AR
Apesar da grande prevaléncia e dos custos em salde publica relacionados a OA,
nas ultimas décadas, houve pouco progresso no diagndstico e no manejo da doenca

(CHARLESWORTH, et al. 2019). A introduc&o do uso rotineiro de melhores equipamentos de
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imagem na prética clinica, como a ressonancia magnética, permitiu uma melhor avaliacdo e
acompanhamento da deteriorizacdo dos tecidos articulares (BRAUN e GOLD, 2012). Estes
exames, todavia, demonstram apenas alteracOes estruturais, sem informar aspectos
metabdlicos, que possibilitem o anincio precoce de alteracdes na fisiologia local.

Além disso, tendo em vista a natureza complexa e heterogénea da OA, a metabolémica
parece se enquadrar bem para os propésitos de pesquisa nesta area. Reconhecendo que a OA é
uma doenga heterogénea, que parece percorrer multiplas vias patofisiologicas, é possivel que
no futuro sejam desenvolvidas estratégias de tratamento personalizadas, a partir de
caracteristicas individuais dos portadores da doenca (BLANCO et al., 2018). Neste cenério,
ndo é provavel que um Unico biomarcador possa trazer luz ao tema, mas a formulacédo de painéis
de biomarcadores, a partir da contribuicdo de muitos estudos (AKHBARI et al., 2020). Desta
forma, a metabol6mica é uma ferramenta promissora, para melhorar a compreensdo sobre 0s
mecanismos que atuam na doenca, auxiliando na busca por um diagnostico precoce ou por
novas terapias (GUMA et al., 2016; ZHAI et al., 2018).

O liquido sinovial é o meio que disponibilza nutrientes para a cartilagem hialina e por
onde os dejetos celulares sdo drenados, tornando este biofluido um interessante substrato para
a identificacdo de biomarcadores (JAGGARD et al., 2020). Contudo, a coleta de liquido
sinovial é um procedimento invasivo e ndo € isenta de riscos, o que limita o nimero de trabalhos
que o utilizam e torna inviavel a comparacéo com controles saudaveis.

A principal vantagem do uso de amostras de sangue (soro ou plasma) para experimentos
metaboldmicos é a acessibilidade para coleta, favorecendo o uso de sangue como método de
screening. Além disso, a analise do sangue também pode fornecer informagdes sistémicas que
possam, porventura, estar associadas a doenga articular, como também outras condicfes
independentes & OA podem influenciar o comportamento metabdlico no sangue. Como

desvantagem, alguma eventual alteracdo metabdlica expressiva no ambiente articular pode estar
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diluida na circulagdo sistémica e, assim, ndo ser assinalada. Embora muitas pesquisas

metaboldmicas utilizem amostras de sangue para analisar doencas articulares, a correlacdo entre

a concentracdo dos metabolitos no sangue e no liquido sinovial é modesta (ZHANG et al.,

2015). O Quadro 1 ilustra as principais pesquisas metaboldmicas no liquido sinovial

envolvendo a OA e a AR.

Quadro 1. Principais analises metaboldémicas do liquido sinovial na OA e na AR.

Autor (ano) | Biofluido | Método Grupos NuUmero de Principais achados Vias metabdlicas
analitico participantes alteradas
Kim et al. Liquido EM-CG OA inicial vs OA 15 22 metabolitos alterados acidos graxos;
(2017) sinovial avancada
(joelho) glicolise;
glicerolipidios;
ciclo de Krebs;
glicerofosfolipideos
Mickiewicz Liquido H RNM OA vs controle 68 11 metabdlitos alterados ciclo de Krebs;
etal. (2015) sinovial (cadaver)
(joelho) e lipideos;
1 Frutose e Citrato)
EM-CG 55 OA . o acidos graxos
|Hidroxibutirato,
| creatina, etanol,
13 controle etanolamina, acetil-
carnitina, malato,
metionina, N-
felanilacetilglicina)
Carlson et al. Liquido EM-CL OA inicial 75 Conseguiu distinguir em Inflamag&o (metabolismo
(2019) sinovial fendtipos: dos leucotrienos)
(joetho) (global) OA avancada
E1 -inicial inflamatdrio Dano estrutural /
Controle (sem OA) | 55 OA inicial (acido araquiddnico e metabolismo dos
butirato) componentes da MEC
sulfato de queratina e de
(todas as amostras 14 OA . ( Iicogamina)
de cadaveres) avancada E2 - inicial estrutural g
(degradacéo de GAG)
Estresse oxidativo
6 sem OA :
L1 - tardio inflamatério (metabolismo da
(inflamag3o e extresse glutationa, vitamina E,
oxidativo); vitamina C)
L2- tardio estrutural
(degradacédo de GAG)
Zheng et al. Liquido EM-CG OA vs controle 35 1 Gluconolactona Estresse oxidativo
(2017) sinovial (amputagdo)
- nidroglucito etabolismo da glutamina
(joetho) 25 0A Anidroglucitol Metabolismo da glutami

-10 controles

| Glutamina
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Zhang et al. Liquido EM Individuos com 80 Distinguiu em dois
(2014) sinovial (alvo) OA do quadril e / grupos:
(joelho e ou do joelho Metabolismo dos acidos
quadril) - Grupo A (11) 1 graxos
Acilcarnitinas |
carnintina livre |
Acetilcarnitina
- Grupo B (69) !
Acilcarnitinas 1
carnintina livre
Williamson Liquido IHRNM | AR; OA e derrame 39 Grupo traumatico: 1
et al. (1989) sinovial articular Acidos graxos saturados
(joetho) traumatico. AR (18) Metabolismo dos 4cidos
Grupo OA: | graxos
OA (10) Acidos graxos saturados
Traumético
(11
Meshitsuka Liquido IH RNM AR e OA 30 Razdo lactato / alanina:
etal. (1999) sinovial
(joelho) AR (14) 1 AR Glicolise
OA (16) |OA
Marshall et Liquido H RNM OA leve e severa Né&o descrito AlteracBes na OA Metabolismo dos acidos
al. (2000) sinovial severa: graxos
(alvo)
(joelho) 1 Lactato e citrato. Glicdlise
| Treonina, agucares / Ciclo de Krebs
polidis
Anderson et Liquido IHRNM AR e OA 24 OA: | Razio lactato / Glicolise
al. (2018) sinovial glicose 1 glicose,
(global) AR (14) piruvato, manose, Metabolismo dos
(joelho) i_ltrat_o, glult_ammla aminoacidos
irosina, glicerol,
OA (10) taurina, hidroxibutirato . .
Metabolismo da taurina
AR: 1 Razio lactato /
glicose
1 acetato, leucina,
isoleucina, treonina
Yang et al. Liquido EM-CG AR e controles 35 AR: 1 Lactato | Glicolise
(2015) sinovial (amputagdo) Glicose, citrato, valina,
(joelho) AR (25) gluconolactona, G6P, Ciclo de Krebs
manose
Controle (10) Metabolismo dos
aminoacidos
Wang et al. Liquido EM-CL AR e OA 40 22 metabdlitos Metabolismo da purina e
(2020) sinovial da pirimidina
(joelho) AR (20)
Metabolismo 4cidos
0A (20) graxos
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Kang et al. Liquido EM-CL AR e OA 20 21 metabolitos OA: 1 Metabolismo da
(2015) sinovial carnitina, fenilamina,
(joelho) AR (10) OA: 1 Carnitina triptofe_ino, _élcido
araquiddnico e

OA (10) | Taurina glicofosfolipideos.

AR: tMetabolismo
taurina, ester colesterol, f3-
oxidagao dos acidos
linoléicos e fosfolipideos.

1 Metabdlitos
degradagdo triptofano

AR: 1 metabdlitos
lipidicos
(prostaglandinas e
fosfolipideos)

Quadro comparativo entre os principais estudos em humanos, avaliando o metabolismo do liquido sinovial do
joelho em individuos com osteoartrite ou com artrite reaumatoide. EM-CG: espectrometria de massa com
cromatografia gasosa; OA: osteoartrite; tH RNM ressonancia nuclear magnética; EM-CL.: espectrometria de massa
com cromatografia liquida; GAG: glicosaminoglicanas; MEC: matriz extracelular; EM: espectrometria de massa;
AR: artrite reumatoide.
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2 JUSTIFICATIVA E HIPOTESE

O Instituto Nacional de Traumatologia e Ortropedia (INTO) é o 6rgdo de referéncia do
Ministério da Saude no tratamento das doencas ortopédicas, € a OA e a AR sdo as causas mais
comuns de artrite do joelho. A OA é a principal causa de incapacidade nos adultos, representando a
maior parcela da demanda do centro de cirurgia do joelho do INTO. A AR, por sua vez, apesar de
menos prevalente, costuma trazer maior morbidade aos individuos, por acometer pacientes em uma
faixa etaria mais jovem, além de envolver simultaneamente outras articulacdes. Apesar do grande
impacto destas condicdes na salde publica, nas ultimas décadas, houve pouco progresso no
diagnostico e no tratamento da OA.

A metabolémica é uma técnica analitica que vem crescendo na atualidade, a qual possibilita
a inferéncia sobre o fen6tipo dos sistemas bioldgicos nas amostras, a partir do ambiente molecular
encontrado. Esta perspectiva metabdlica apresenta potencial para ampliar o conhecimento sobre a
OA, na busca por biomarcadores e por alvos terapéuticos. Deste modo, € relevante estudar de forma
mais aprofundada no que estas doencas diferem e se ha pontos em comum, para que se possa rastrear
possiveis biomarcadores para o diagndstico precoce da OA, permitindo que o tratamento seja
iniciado em fases anteriores as alteracdes irreversiveis.

Esse projeto € uma ramificacdo de uma linha de pesquisa ja bem-sucedida, que estudou o
perfil celular e metabdlico de pacientes com e sem OA do joelho. Como a AR apresenta
fisiopatologia diferente da OA, hipotetizamos que existam diferencas no perfil metabolico do liquido

sinovial do joelho nos pacientes acometidos por tais doencas.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Comparar o perfil metabdlico do liquido sinovial de pacientes com osteoartrite e com artrite

reumatoide do joelho.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Identificar os metabdlitos, presentes no liquido sinovial, mais representativos para a distin¢do

entre a osteoartrite e a artrite reumatoide.

Correlacionar o perfil metabélico do liquido sinovial dos pacientes com osteoartrite com

aspectos clinicos, laboratorial e radiogréfico.
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4 METODOLOGIA

4.1 Desenho do estudo

Estudo observacional, analitico e transversal.

4.2 Aspectos éticos

Todos os pacientes assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido e a pesquisa
foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa do INTO, conforme parecer 3.662.937 emitido em

25/10/2019 (ANEXO A).

4.3 Pacientes

43.1 Inclusdo

A populacdo foi composta por pacientes em acompanhamento no Centro de Atencdo
Especializada (CAE) de Cirurgia do Joelho do Instituto Nacional de Traumatologia e Ortopedia
(INTO), submetidos a artroplastia total do joelho (ATJ), entre o periodo de outubro de 2019 a
dezembro de 2020. Os participantes foram divididos em dois grupos:

a) GRUPO A (OA): Composto por pacientes com diagnéstico de osteoartrite do joelho
conforme os critérios diagndésticos clinico radiograficos do Colégio Americano de
Reumatologia (ALTMAN et al., 1986);

b) GRUPO B (AR): Composto por pacientes com diagndstico de artrite reumatoide,

conforme os critérios do Colégio Americano de Reumatologia (ALETAHA et al., 2010).
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4.3.2 Exclusdo

Foram excluidos do estudo os pacientes com infeccdo ativa no membro operado; pacientes
submetidos a cirurgia prévia no mesmo joelho; pacientes com outras doencas autoimunes, ou com
sindromes genéticas; pacientes com teste soroldgico positivo para hepatite B, C e/ou HIV; pacientes
com neoplasias malignas ou em uso de quimioterapicos antineoplasicos; pacientes em uso de
imunossupressores ou de glicocorticdides; pacientes com volume de liquido sinovial coletado

inferior a 1 mL, considerado insuficiente para as analises.

4.4 Avaliacéo clinica e laboratorial

Para os pacientes que cumpriram os critérios de selecdo, foram analisados os prontuarios dos
participantes, o banco de dados do laboratério de andlises clinicas do INTO, para a coleta das
seguintes informacdes:

4.4.1. Identificacdo: Iniciais do nome de cada participante e o nimero do prontuario no INTO.
4.4.2. Aspectos demograficos: Sexo, idade e lateralidade do joelho operado, a partir do prontuério.
4.4.3. Dados antropomeétricos: massa, expresso em quilograma (kg); altura, em metro (m). A partir
destas informagcdes foi calculado o indice de massa corpérea (IMC), em kg/m?. De acordo com as
diretrizes da sociedade brasileira de obesidade (ABESO, 2016), cada participante foi classificado
como normal / eutréfico (IMC entre 18,5 e 24,9), sobrepeso (IMC entre 25 e 29,9) ou obeso (IMC =
30).

4.4.4. Aspectos clinicos, coletado a partir da ficha anestésica da cirurgia: presenca ou auséncia de
hipertensao arterial sistémica (HAS), diabetes mellitus tipo 2 (DM2), dislipidemia, cardiopatia e

insuficiéncia renal cronica.
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4.4.5. Glicemia de jejum: Resultado do nivel sérico, pré-operatorio, de glicose de jejum, expresso
mg/dL (miligramas por decilitro), extraido do banco de dados do laboratério de analises clinicas do
INTO.

O instrumento de coleta de dados dos participantes foi resumido em uma ficha, devidamente
identificada para cada participante. Todos estes dados foram tabulados em uma planilha Microsoft

Excel.

4.5 Avaliacéo radiografica

As radiografias pré-operatdrias dos joelhos operados foram avaliadas e classificadas,
conforme a classificacdo de Ahlback modificada por Keyes e GoodFellow (Figura 12), mediante
concordancia entre dois médicos ortopedistas (um cirurgido de joelho experiente e um aluno do curso
de aperfeicoamento em cirurgia do joelho) (KEYES et al., 1992). As imagens foram avaliadas a

partir do arquivo de dados de exames de imagem do INTO.

GRAU RADIOGRAFIA AP RADIOGRAFIA PERFIL
1 Reducgdao do EAFTM (< 3 mm) -
2 Obliteragdao do EAFTM -
3 Atrito 6sseo < 5mm Plat6 posterior preservado
4 Atrito 6sseo 5-10mm Atrito posterior
5 Subluxagdo da tibia Subluxagdo anterior da tibia

1 "ol 3\ a4 M s 3 1] (& A

i ’ IR A g * I\

Figura 12. Descricéo da classificacio da osteoartrite do joelho proposta por Ahlbéack. Imagem de radiografias do
joelho, coletadas do banco de imagens do INTO, com gravidade progressiva na visualizagdo AP e perfil. AP : antero-
posterior ; EAFTM: espaco articular femoro-tibial medial.
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4.6 Coleta, transporte e armazenamento das amostras

Cada amostra de liquido sinovial foi coletada pelo cirurgido, de forma estéril, durante o
procedimento de ATJ. Apos a abordagem cirargica do joelho, e antes da abertura da capsula articular,
foi realizada a puncéo aspirativa do liquido sinovial. Apés a coleta, cada amostra foi mantida na
seringa da coleta, sendo acondicionada em bolsa térmica a 4°C (Celsius) e transportada até o Centro
de Processamento Celular do INTO. A seguir, as amostras foram transferidas para microtubos e,
apos identificadas, as aliquotas foram centrifugadas a 2000 g (gravidade), durante 5 minutos, e
decantadas. Os sobrenadantes, contendo liquido sinovial livre de células, foram congelados a -80°
C. Para evitar qualquer tipo de interferéncia externa, o liquido nao foi diluido em qualquer tipo de

solucéo.

4.7 Processamento das amostras

As andlises foram realizadas no Centro Nacional de Biologia Estrutural e Bioimagem
(CENABIO), da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ). Assim, algumas horas antes das
analises metabolémicas, as amostras de liquido sinovial foram descongeladas em temperatura
ambiente, em séries de 20 a 24 por vez (enquanto as outras amostras permaneceram congeladas),
uma vez que o amostrador do espectrémetro utilizado dispde de 24 posicdes. Apds descongeladas,
as amostras foram centrifugadas a 7168 g, por 20 minutos. A seguir, 500 pL (microlitro) do
sobrenadante foram misturados com 1500 pL do tampé&o fosfato, a 50 mM (milimolar), em pH 7.4.
Para eliminar a interferéncia de moléculas grandes, as misturas de liquido sinovial com tampao
fosfato foram filtradas em membranas Amicon Ultra-2 (MERK-Millipore®), com malha de 3 kDa
(#UFC200324), e foram centrifugadas a 4032 g, por 20 minutos. Apos a centrifugacdo, 540 pL da
solucdo filtrada foi transferida para um novo microtubo e foi adicionado 60 pL de uma solucéo,

contendo 1mM de DSS (2,2-dimetil-silapentano-2-5-sulfonato) e agua deuterada (D20), como
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esquematizado na Figura 13. Para verificar o efeito de outros compostos presentes no tampao e no
filtro, foi preparada uma amostra controle, no qual o liquido sinovial foi trocado por tampao fosfato.
Os microtubos, contendo as misturas, foram acondicionados em bolsa térmica a 4°C, para serem
transportados até o laboratério de bioquimica nutricional da UFRJ, local escolhido para finalizagdo
do preparo, por se localizar a apenas alguns metros do CENABIO. No laboratério de bioquimica
nutricional da UFRJ, foram transferidos manualmente os 600 pL dos tubos eppendorfs para os tubos
de RMN, de 5mm (milimetro) de didmetro. Durante todos os passos citados acima, os tubos foram

devidamente identificados.

500 pL Liquido sinovial + 60uL Soluggo (D0 + 1mM DsS)

—|—

» 1500pL Tampdo fosfato - pH 7.4

. 540uL Solugdo filtrada

v

v Filtro Amicon Ultra-2 U

Figura 13. Esquema do processamento das amostras. lustracdo esquemética da mistura do liquido sinovial com o
tampdo fosfato. Na sequéncia, a foto do filtro Amicon, retirada do site do fabricante
(https://www.merckmillipore.com/BR/pt/product/Amicon-Ultra-2-Centrifugal-Filter-Unit, MM_NF-UFC200324), no
dia 13/06/2021. Por fim, 60 ul de uma solugdo contendo a substancia padrao (DSS) é adicionada a 540 pl da solucédo
filtrada, totalizando 600 pl.

4.8 Analise metabolémica

4.8.1  Equipamento e preparacao das analises

Os experimentos metaboldmicos foram realizados na unidade | (CNRMNM, Centro
Nacional de Ressonancia Magnética Nuclear de Macromoléculas) do CENABIO, da UFRJ. No

CENABIO 1, o aparelho utilizado foi o espectrometro Bruker Avance III™ HD (Bruker Biospin,
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Alemanha) (Figura 14A), que operou a 500 MHz (mega-hertz), com a temperatura da sonda
controlada a 300 K (Kelvin). Cada tubo de RNM de 5mm foi acoplado a um dispositivo chamado
rotor da amostra (sample spinner, 14B) e posicionado na altura correta do tubo, com auxilio de um
medidor, para que, durante a analise, o nivel da amostra no tubo correspondesse adequadamente com
0 da bobina (coil) de raquiofrequéncia do espectrémetro. Os tubos de RNM, acoplados nos rotores,
foram inseridos nas 24 posi¢des (holders) do amostrador do aparelho, para iniciar as analises (Figura

14C).

Figura 14. Esquema com fotografias dos equipamentos utilizados. (A) Imagem do aparelho Bruker Avance III™ HD
500 MHz, do CENABIO | /UFRJ, utilizado para as analises metabolémicas. O aparelho opera a 500 MHz com
temperatura de da sona controlada a 300 K. (B) Fotografia do mesmo rotor (sample spinner) utilizado nesta pesquisa. A
fotografia foi coletada do site https://cortecnet.com/5-mm-pom-spinner-500-mhz.html, no dia 13/06/2021. (C)
Visualizacdo do amostrador do aparelho, durante preparacéo para as analises. Observe que as amostras ja foram inseridas
nas oito primeiras posicdes. Cada amostra, contida em um tubo de 5mm, é acoplada ao rotor, para ser inserida nas
posi¢des do amostrador.

4.8.2 Aquisicao dos espectros
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O perfil metabolico das amostras de liquido sinovial foi analisado mediante a aquisi¢do de
espectros unidimensionais de *H, utilizando as sequéncias pulso com supressdo de agua, excitation
esculpting (zgesgp), numero de pontos de 64K, nimero de acumulagdes de 1K, largura espectral de
20 ppm, D1=1,40s, O1P= 4,7 ppm. Além da &gua, foram removidas dos espectros as regides de
alguns picos do DSS (ndo o pico majoritario em 0,00 ppm), glicerol e regiGes com intensidade
negativa. A quantificagdo relativa dos metabdlitos foi realizada por meio da normalizac&o pelo DSS.
Para o assinalamento, foram adquiridos espectros bidimensionais TOCSY (do inglés, total
correlation spectroscopy) H-H, utilizando a sequéncia mlevesgpph. Os espectros foram processados
no programa TopSpin 4.0, onde foi ajustada a fase e a linha base de cada um. O Bucket table (0,02
ppm — Mnova) foi realizado no programa AMIX (Bruker Corporation, Alemanha), e as analises

multivariadas foram realizadas na interface metaboanalyst (https://www.metaboanalyst.ca).

4.9 Analise estatistica

4.9.1  Analise dos dados clinicos e demograficos

Os dados coletados dos prontuarios foram tabulados em planilha Microsoft Excel®. Para a
analise estatistica foi utilizando o software GraphPad Prism for Windows 9.0. Os dados
correspondentes a idade, a massa, a altura e ao IMC foram apresentados sob a forma de média e de
desvio padrdo. Ja& os dados referentes a presenca de hipertensdo arterial, de dislipidemia, de
cardiopatia, de diabetes e de doenca renal foram apresentados em frequéncia absoluta e em
frequéncia relativa.

Para a comparacdo, entre 0s grupos, dos dados de idade, de massa, de altura e de IMC foi
utilizado o teste t de Student nao pareado bicaudal. Ja para os dados quanto a frequéncia de distribuicao
por sexo, hipertensao arterial, dislipidemia, cardiopatia, diabetes e doenca renal foi utilizado o teste

exato de Fisher. A comparacao entre os dados de frequéncia de gravidade da OA, de lateralidade e de

48



obesidade utilizou o teste do Qui-quadrado. Foram consideradas significativas as comparacdes cujo

valor de p foi inferior a 0,05.

49.2  Analise dos dados

A avaliacdo dos dados obtidos dos espectros foi realizada pela analise do componente
principal (PCA, do inglés Principal Component Analysis), que ndo leva em consideracao a separagdo
entre 0s grupos, sendo uma analise indiscriminada, e livre de overfitting. Esta anélise permite a
geracdo de dois gréficos, sendo um gréfico de pontuacédo (do inglés Score Plot) e o outro com o fator
de carga (do inglés Loading Plot), possibilitando assim uma reduc¢do do tamanho da complexidade
dos dados e uma representagdo mais compacta. O gréafico tipo Score Plot mostra a separagdo entre
as classes dos pacientes em virtude do perfil metabolico, de modo que, quanto mais distantes se
dispdem os pontos nos graficos, mais discrepantes sao os seus perfis metabdlicos. A elipse que
envolve as classes € chamada de elipse de Hotelling e mostra o intervalo de confianca, onde se
encontram 95% das observacdes. Ja o grafico tipo Loading Plot mostra quais foram os metabdlitos
(por valor de deslocamento quimico na escala de ppm) que foram mais influentes na separagédo das
classes do Score Plot. Isso significa que, quando um ponto (representando um metabdlito) se
distancia do agrupamento dos demais, maior a relevancia deste metabolito para a separagdo das
classes. Muitas vezes, isso possibilita a identificagdo de metabolitos marcadores com capacidade
para discriminar grupos.

Posteriormente, os dados foram submetidos a analise por multiplos testes t para a
identificacdo de pares de dados significativos entre os grupos. J& os metabolitos assinalados na
analise do PCA foram submetidos a analise univariada com teste t de Student ndo pareado bicaudal
para avaliacdo da significancia estatistica da diferenca entre dois grupos. As analises univariadas em
mais de dois grupos foram realizadas pela analise de variancia (ANOVA). Foram consideradas

significativas as comparag0es cujo valor de p foi inferior a 0,05.
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A representacdo grafica das analises univariadas foi ilustrada mediante graficos do tipo
boxsplot, que demonstra a estimativa da concentracdo de um determinado metabdlito avaliado,
encontrada em cada amostra, nos diferentes grupos. O grafico forma, para cada grupo, uma caixa
alongada em um eixo vertical, no qual este eixo (eixo Y) apresenta uma escala de valores. A base da
caixa representa o valor do metabdlito para a amostra do primeiro quartil, e o teto da caixa o valor
encontrado na amostra no terceiro quartil, agrupando 50% dos dados. Dentro da caixa, uma linha
horizontal simboliza a mediana. Acima e abaixo da caixa segue uma reta vertical, representando os
valores até 0 maximo e o minimo, respectivamente, de todas as amostras daquele grupo, até um
limite estipulado de 1,5 vezes a altura da caixa. No caso de alguma (ou mais de uma) amostra ter
apresentado valor discrepante, acima ou abaixo do valor estipulado para a reta, esta foi representada
por um ponto (podendo corresponder a outiliers), alinhado com a reta no eixo vertical, distante do

segmento de acordo com a escala.

50



5 RESULTADOS

5.1 Caracterizagdo da amostra

Foram incluidos no estudo 4 participantes com AR e 50 com OA do joelho, submetidos ao
tratamento cirurgico com ATJ e que aceitaram fornecer amostra de liquido sinovial para analise. A

Tabela 1 resume as caracteristicas clinicas dos participantes do estudo.

Tabela 1. Dados demograficos dos pacientes incluidos no estudo

Artrite
R eumataide
(n=4)

Osteoartrite

(= 50)

Masculino 17 (34%) 2 (50%) .
— =
Sexo Feminino 33 (66%) 3 (50%) 0.60
Tdade 67.96=7.08 6352995 051+
Peso (kg) 84,07 = 1491 88.0=17.66 061+
Altura (m) 161201 165003 038°
IMC (kg/m)) 33512513 2102603 E
Normal 4(3%) 0 (0%)
Obesidade Sobrepese 12 (4% 1(5% 084 %
Obeso 33 (68% 3 (75%
AhlbackIll 3 (6%) 0 (0%)
Gravidadeda OA  AhbackIV 7(14% 1(25% 055 %
Ahlbick V 30 (30%) T(75%
. Direito 73 (1% T(15%
Lateralidade Esquerde 28 (56%) 1(25% 032%
] - Sim 11 (35% 3(05% .
i3%
Hipertensio Nio 6(12% 1(25% 0,43
. Sim 11 (2% 1(25% .
#
Diabetes Nio 30 (78%) 3(75% 0.9
o Sim 1(3% 0 (0%) .
=
Dislipidemia Nio 46 (92% 4 (100%) 0.9
. Sim 3 (6%) 1(25% ,
Cardiopatia Nio 37 (94% 3(15% 0.27#
Sim 6(12% 1(25% 1o
Doenca Renal Nio 4 (38%) 3(75% 0,434

Dados absolutos de idade, peso, altura e IMC apresentados sob a forma de média e desvio padrdo. Demais dados
apresentados em frequéncia absoluta e frequéncia relativa. * teste t ndo pareado; # teste exato de Fisher; £ teste do Qui-
quadrado. OA: osteoartrite; IMC: indice de massa corporal.

5.2 Perfil metabdlico do liquido sinovial na OA e na AR

Inicialmente, para verificar se o perfil metabélico do liquido sinovial seria capaz de distinguir

pacientes com OA e com AR, foi realizada a analise do PCA. A analise demostrou que nédo foi
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possivel distinguir os grupos de pacientes com OA e AR através do perfil metabélico (Figura 15 A).
Também ndo foi demonstrado comportamento distinto de metabdlitos especificos, mediante as

andlises multivariadas (Figura 15 B).
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Figura 15. Discriminacao dos pacientes com OA e AR pelo perfil metabdlico. A analise pelo Principal Component
Analysis dos grupos OA (diagrama verde) e AR (diagrama vermelho) através do perfil metabdlico. (A) Score-Plot, de
PC 2 versus PC 1, onde cada ponto corresponde a um paciente. A porcentagem entre parénteses significa que o PC1
consegue “explicar” 43,3% das varidveis, e 0 PC2 somente 27,8%. As elipses representam o intervalo de confianca de
95%. (B) Loading-Plot (fator de carga), demonstra varios pontos, onde cada ponto rosa corresponde a um metabdlito,
expresso pelo deslocamento quimico, representando metabolitos especificos (sabe-se, por exemplo, que o bucket 1.338
representa o lactato). De acordo com a variabilidade global encontrada, alguns buckets (metabélitos) sdo mais relevantes
na formagdo dos componentes principais e acabam se dispondo mais afastados do grupo. O software metaboloanalyst
sinaliza quando uma determinada variavel (metabélito), de acordo com seu valor, € estatisticamente capaz de discriminar
0s grupos. Neste gréafico acima (B), apesar de algumas variaveis apresentarem localizagdo periférica, ndo foram
estatisticamente capazes de discriminar os grupos.

Assim, em sequéncia, foram realizadas analises do liquido sinovial dos pacientes com OA,
visando verificar se seria possivel distinguir os pacientes com OA pelo perfil metabdlico conforme
a gravidade da osteoartrite, a idade, 0 sexo, o indice de massa corporal, a medida da glicemia de
jejum e quanto a presenca de comorbidades como hipertensdo arterial, diabetes, cardiopatia,

dislipidemia e doenca renal.
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5.3 Comparacao pela gravidade da OA

Uma vez que a amostra foi composta apenas por pacientes submetidos ao tratamento
cirurgico da OA com artroplastia total do joelho, todos 0s pacientes possuiam gravidade da
osteoartrite grau Il1 ou superior, conforme a classificacdo de Ahlback. A analise por PCA nao foi
capaz de classificar os individuos de acordo com os graus Ill, IV e V de Ahlbéack, pelo perfil
metabdlico (Figura 16A), pois houve uma nitida intersecdo dos perfis metabdlicos no Score Plot.
Por sua vez, a analise univariada encontrou diferencas na concentracdo dos metabdlitos L-valina

(p=0,06; Figura 16B) e 3-hidroxibutirato (p=0,039; Figura 16C) entre 0s grupos.
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Figura 16. Discriminacdo dos pacientes de acordo com a gravidade da osteoartrite. (A) Grafico da anélise pelo PCA
entre os trés grupos: graus 11 (diagrama vermelho), IV (diagrama verde) e V (diagrama azul) conforme a classificacéo
de Ahlback. O Score-Plot, de PC 2 versus PC 1, onde cada ponto corresponde a um paciente. A porcentagem entre
parénteses significa que 0 PC1 consegue “explicar” 50,5% das variaveis, e 0 PC2 somente 27,9%. As elipses representam
o intervalo de confianca de 95%. (B) Box-plot demonstrando diferencas na concentragdo do metabdlito L-valina entre
os trés grupos. (C) Box-plot demonstrando diferengas na concentracdo do metabdlito 3-hidroxibutirato entre os grupos.
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5.4 Comparacdo por faixas etarias

A analise por PCA nao foi capaz de classificar os individuos em subgrupos por idade, inferior
ou igual a 70 anos e maior do que 70 anos, de acordo com o perfil metabdlico (Figura 17), pois houve
uma nitida superposicao dos perfis metabdlicos no Score Plot. A analise estatistica com multiplos

testes t ndo evidenciou diferencas significativas entre os metabolitos nos dois grupos (p>0,05).
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Figura 17. Discriminacéo dos pacientes de acordo com a idade. Grafico da analise pelo PCA entre os dois grupos,
abaixo de 70 anos (diagrama vermelho) e acima de 70 anos (diagrama verde). O Score-Plot, de PC 2 versus PC 1, onde
cada ponto corresponde a um paciente. A porcentagem entre parénteses significa que o PC1 consegue “explicar” 43,3%
das variaveis, e 0 PC2 somente 27,8%. As elipses representam o intervalo de confianca de 95%.

5.5 Comparacao pelo sexo

A anélise por PCA ndo foi capaz de classificar os individuos de acordo sexo, conforme o
perfil metabolico (Figura 18), pois houve uma nitida interse¢o dos perfis metabdlicos no Score Plot.

A anélise estatistica com multiplos testes t ndo evidenciou diferengas entre os grupos (p>0,05).
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Scores Plot

Figura 18. Discriminacéo dos pacientes por sexo. Grafico da analise pelo PCA entre os dois grupos, sexo feminino
(diagrama vermelho) e masculino (diagrama verde) pelo perfil metabdlico. Score-Plot, de PC 2 versus PC 1, onde cada
ponto corresponde a um paciente. A porcentagem entre parénteses significa que o PC1 consegue “explicar” 43,3% das
variaveis, e 0 PC2 somente 27,8%. As elipses representam o intervalo de confianca de 95%.

5.6 Comparacdo pelo indice de massa corporal

A anélise por PCA ndo foi capaz de classificar os individuos de acordo com o indice de massa
corporal normal, sobrepeso e obeso conforme o perfil metabodlico (Figura 19A), pois houve uma
nitida intersecdo dos diagramas no Score Plot. A analise estatistica com multiplos testes t ndo
evidenciou diferencas entre os grupos (p>0,05). J& a analise univariada encontrou diferencas na

concentracdo do metabdlito D-glicose (p=0,037; Figura 19B) entre 0s grupos.
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Figura 19. Discriminacao dos pacientes de acordo com o indice de massa corporal. (A) Grafico da anélise pelo PCA
entre os trés grupos: IMC normal (diagrama vermelho), sobrepeso (diagrama verde) e obeso (diagrama azul). (A) Score-
Plot, de PC 2 versus PC 1, onde cada ponto corresponde a um paciente. A porcentagem entre parénteses significa que o
PC1 consegue “explicar” 50,5% das varidveis, e 0 PC2 somente 27,9%. As elipses representam o intervalo de confianca
de 95%. e (B) Box-plot demonstrando diferencas na concentragdo do metabdlito D-glicose entre os grupos.

5.7 Comparacao pela glicemia de jejum

A anélise por PCA néo foi capaz de classificar os individuos de acordo com a medida da
glicemia de jejum em normal, pré-diabetes e diabetes conforme o perfil metabdlico (Figura 20), pois

houve uma nitida intersecdo dos perfis metabdlicos no Score Plot. A andlise estatistica com multiplos

testes t ndo evidenciou diferencas entre os grupos (p>0,05).
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Figura 20. Discriminacdo dos pacientes de acordo com a glicemia de jejum. Gréfico da andlise pelo PCA entre 0s
trés grupos: glicemia de jejum normal (diagrama verde), pré-diabetes (diagrama vermelho) e diabetes (diagrama azul)
conforme o perfil metab6lico. (A) Score-Plot, de PC 2 versus PC 1, onde cada ponto corresponde a um paciente.

5.8 Comparacao pelo diagnostico de hipertenséo arterial

A anélise por PCA n&o foi capaz de classificar os individuos de acordo com a presenca ou
auséncia do diagndstico de hipertensdo, conforme o perfil metabdlico (Figura 21A), pois houve uma
nitida intersecdo dos perfis metabolicos no Score Plot. A anélise estatistica com maltiplos testes t
ndo evidenciou diferencas entre os grupos (p>0,05). Contudo, a andlise univariada encontrou
diferengas na concentragdo dos metabdlitos L-valina (p=0,015; Figura 21B), L-arginina (p=0,013;

Figura 21C) e citrato (p=0,026; Figura 21D).
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Figura 21. Discriminacao dos pacientes pelo diagnoéstico de hipertensao arterial. (A) (A) Grafico da analise pelo
PCA entre os dois grupos: presenca (diagrama verde) ou a auséncia do diagndstico de hipertensdo arterial (diagrama
vermelho. Score-Plot, de PC 2 versus PC 1, onde cada ponto corresponde a um paciente. A porcentagem entre parénteses
significa que o PC1 consegue “explicar” 43,3% das variaveis, e 0 PC2 somente 27,8%. As elipses representam o intervalo
de confianca de 95%. (B) Box-plot demonstrando diferenca na concentracdo do metabdlito citrato. (C) Box-plot
demonstrando diferenca na concentragdo do metabélito L-valina (D). Box-plot demonstrando diferencga na concentracéo
do metabdlito L-arginina entre os grupos.

5.9 Comparacao pelo diagndstico de diabetes mellitus

A analise por PCA ndo foi capaz de classificar os individuos de acordo com a presenca ou
auséncia do diagnostico de diabetes mellitus, conforme o perfil metabolico (Figura 22), pois houve
uma nitida intersecao dos perfis metabdlicos no Score Plot. A analise estatistica com maltiplos testes

t ndo evidenciou diferencas entre os grupos (p>0,05).
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Figura 22. Discriminag&do dos pacientes pelo diagndstico de diabetes mellitus. Grafico da anélise pelo PCA entre o0s
dois grupos: presenca (diagrama verde) ou auséncia do diagnostico de diabetes mellitus (diagrama vermelho). Score-
Plot, de PC 2 versus PC 1, onde cada ponto corresponde a um paciente. A porcentagem entre parénteses significa que o
PC1 consegue “explicar” 48,4% das variaveis, e 0 PC2 somente 28,9%. As elipses representam o intervalo de confianca
de 95%.

5.10 Comparacao pelo diagnostico de dislipidemia

A andlise por PCA n&o foi capaz de classificar os individuos de acordo com a presenca ou a
auséncia do diagnostico de dislipidemia, conforme o perfil metabélico (Figura 23), pois houve uma
nitida sobreposicdo dos perfis metabolicos no Score Plot. A analise estatistica com maltiplos testes

t ndo evidenciou diferencas entre os grupos (p>0,05).
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Scores Plot

Figura 23. Discriminac&o dos pacientes pelo diagndéstico de dislipidemia. Gréfico da analise pelo PCA entre os dois
grupos: presenca (diagrama verde) ou auséncia do diagnostico de dislipidemia (diagrama vermelho). Score-Plot, de PC
2 versus PC 1, onde cada ponto corresponde a um paciente. A porcentagem entre parénteses significa que o PC1 consegue
“explicar” 48,4% das variaveis, e 0 PC2 somente 28,9%. As elipses representam o intervalo de confianca de 95%.

5.11 Comparacao pelo diagnostico de cardiopatia

A anélise por PCA ndo foi capaz de classificar os individuos de acordo com a presenca ou a
auséncia do diagndstico de cardiopatia, conforme o perfil metabolico (Figura 24), pois houve uma
nitida sobreposicdo dos perfis metabolicos no Score Plot. A analise estatistica com multiplos testes

t ndo evidenciou diferencas entre os grupos (p>0,05).

60



Scores Plot

20
!

a6
AR5

238 27

+A 02610
aen Y

10
1

PC 2(28.9%)
e
o

S A T Y Y Y Y
-20 0 20 40 60

PC1(48.4 %)

Figura 24. Discriminacéo dos pacientes pela presenca de cardiopatia. Grafico da anélise pelo PCA entre os dois
grupos: presenca (diagrama verde) ou auséncia do diagnostico de cardiopatia (diagrama vermelho). Score-Plot, de PC 2
versus PC 1, onde cada ponto corresponde a um paciente. As elipses representam o intervalo de confianca de 95%.

5.12 Comparacao pelo diagnostico de doenca renal cronica

A anélise por PCA ndo foi capaz de classificar os individuos de acordo com a presenca ou a
auséncia do diagnostico de doenca renal crénica, conforme o perfil metabolico (Figura 25A), pois
houve uma nitida sobreposicao dos perfis metabdlicos no Score Plot. J& nas anélises univariadas, 0s
metabolitos 3-hidroxibutirato (Figura 25B), citrato (Figura 25C) e L-fenilalanina (Figura 25D) foram

capazes de classificar os pacientes com OA em grupos com e sem doenca renal cronica (p<0,0001).
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Figura 25. Discrimina¢do dos pacientes pela presenca de doenca renal cronica. (A) Gréfico da analise pelo PCA
entre os dois grupos: presenga (diagrama verde) ou auséncia do diagndstico de doenca renal cronica (diagrama
vermelho). Score-Plot, de PC 2 versus PC 1, onde cada ponto corresponde a um paciente. A porcentagem entre parénteses
significa que o PC1 consegue “explicar” 48,4% das variaveis, e 0 PC2 somente 28,9%. As elipses representam o intervalo
de confianca de 95%. (B) Box-plot demonstrando diferenca na concentracdo do metabdlito 3-hidroxibutirato. (C) Box-
plot demonstrando diferenca na concentracdo do metabdlito citrato. (D) Box-plot demonstrando diferenca na
concentracdo do metabolito L-fenilalanina.
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6 DISCUSSAO

A metabolémica do liquido sinovial tem sido apontada na literatura como ferramenta
potencial para a identificacdo de biomarcadores relacionados com o desenvolvimento da doenca
(SOUSA et al., 2019). Nesse estudo, foram comparados o perfil metabolico do liquido sinovial de
pacientes com AR e OA do joelho, ambos em estagios avancados de acometimento da articulacéo
do joelho (classificacdo de Ahlbéck igual ou superior ao grau Ill), ndo sendo possivel, entretanto,
distinguir os grupos pela analise do perfil metabdlico. Além disso, nos pacientes com osteoartrite foi
realizada uma avaliacdo do perfil metabolico do liquido sinovial de acordo com caracteristicas
clinicas, radiogréfica e laboratorial.

Em relacdo aos dados demograficos, o grupo OA apresentou uma maior proporcdo de
individuos do sexo feminino (66%). Essa taxa mais elevada de ATJ nas mulheres ja foi estabelecida
em um grande estudo populacional (MAHOMED, et al., 2005) e reflete a maior prevaléncia de OA
grave do joelho no sexo feminino (SRIKANTH, et al., 2005). A média de idade no grupo OA foi
proximo de 68 anos e na AR foi de 65,5. Embora ndo tenhamos encontrado diferenca estatisticamente
significativa, ha uma tendéncia de indicacdo mais precoce de ATJ em pacientes acometidos por AR
(LEE & CHOI, 2012), uma vez que a deterioracdo articular nessa doenca costuma ser mais precoce.
Em outros estudos a média de idade encontrada foi semelhante a da presente pesquisa (REGINATO
etal., 2015; LOMBNAES et al., 2017; DORAIS et al., 2018).

Para realizar a associacdo entre o metabolismo articular na OA com a obesidade,
classificamos os individuos por meio do IMC (ABESO, 2016). Apesar de ndo termos subdividido a
obesidade em graus, encontramos um percentual de 68% de obesos no grupo da OA, além de 24%
com sobrepeso, 0 que representa uma grande parcela da amostra. Um estudo brasileiro, abordando a
epidemiologia dos pacientes submetidos a ATJ, encontrou ao redor de 35% de pacientes com

sobrepeso e por volta de 48% com obesidade (LOURES et al., 2020). Outros estudos também
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demonstraram alta prevaléncia de sobrepeso e de obesidade, como o de Kantor e colaboradores
(2014) (45% dos participantes com sobrepeso e 17% com obesidade), o de Reginato e colaboradores
(2015) (41,3% com sobrepeso e 38,2% com obesidade) e o de Coimbra e colaboradores (2019) (46%
dos pacientes com obesidade e 30% com sobrepeso). Todos estes trabalhos reforcam a relagéo
estreita entre distdrbios do IMC e OA, e 0 nosso resultado encontrou prevaléncia ainda mais
expressiva de obesos.

No quesito gravidade radiogréfica, 80% dos pacientes com osteoartrite foram classificados
como grau V, o ultimo estagio da classificacdo de Ahlbéck. Ndo h& um critério objetivo bem
estabelecido para indicacdo de ATJ, mas as alteracBes radiograficas sdo um dos fatores mais
relevantes, assim como a idade e o quadro clinico (GADEMAN et al., 2016). O indice elevado de
individuos com OA radiografica severa indica que o perfil de pacientes submetidos ao procedimento
de ATJ no INTO ¢ de uma populacdo gravemente afetada pela doenga.

Em relacdo as doencas associadas, a hipertensdo arterial sistémica (HAS) foi a mais
prevalente, acometendo 88% do grupo OA. A seguir a obesidade, com 68% da amostra. A terceira
condicgé@o mais frequente, com 22%, foi o diabete mellitus (DM). A presenca de doenca renal cronica,
de dislipidemia e de cardiopatia foram de, respectivamente, 12%, 8% e 6% dos pacientes com OA.
Nosso resultado se aproxima com o de Loures e colaboradores (2020), os quais também encontraram
a HAS como a comorbidade mais prevalente (ao redor de 65%), seguido pela obesidade e pelo DM
(ao redor de 15%). A doenca renal cronica ndo foi avaliada neste estudo, enquanto a dislipidemia e
a cardiopatia foram relatadas em com pouco mais de 3% da amostra.

A maior prevaléncia de HAS entre individuos com OA corrobora a forte associagdo entre
essas doencas, demonstrada em uma revisdo recente (XIE et al., 2021). Os disturbios presentes na
sindrome metabodlica também estdo associados a OA. Porém, um trabalho encontrou que, com
excecdo para a HAS, estas associa¢Oes desaparecem quando se faz o ajuste pelo IMC (NIU et al.,

2017).
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Em nosso estudo, encontramos uma baixa proporc¢do de individuos diagnosticados com
dislipidemia, com apenas 8% no grupo OA. Embora uma meta analise recente ndo tenha encontrado
uma associacao aumentada entre dislipidemia e OA (XIE et al., 2021), a prevaléncia encontrada em
nosso trabalho estd muito abaixo da descrita para a populacao desta faixa etaria no Brasil (GARCEZ
et al., 2014) e nos Estados Unidos (TOTH et al., 2012). Este achado pode indicar uma falha no
critério utilizado em nossa pesquisa para a classificacdo de dislipidemia, ja que nédo foi feita analise
laboratorial (lipidograma), mas coletado do prontudrio, a partir da entrevista pré-anestésica.

E intuitivo conceber que a doenca renal cronica e a OA sejam doencas relacionadas, por
fatores como a idade, comorbidades em comum e o abuso de medicamentos nefrotoxicos, como anti-
inflamatorios ndo esteroides. Alguns estudos observacionais ja demonstraram esta correlacdo
(SINGH et al., 2002; REN et al., 2020). No entanto, ndo encontramos pesquisas abordando aspectos
metabolicos entre essas doencas, que pudessem explorar algo além de uma simples correlagéo.

Nosso principal objetivo foi tentar identificar diferencas no perfil metabdlico do liquido
sinovial em pacientes com OA e com AR, mas ndo foi possivel distinguir os grupos por meio da
analise multivariada (PCA). Nosso resultado difere do estudo de Anderson e colaboradores (2018),
que analisou o liquido sinovial de 14 pacientes com AR e de 10 com OA, mediante espectroscopia
por *H RNM, e conseguiu discriminar os grupos na analise multivariada, além de identificar 32
metabolitos com concentracgdes significativamente distintas.

Uma possivel razéo para este achado conflitante € o pequeno nimero de amostras no grupo
reumatoide que recrutamos em nossa pesquisa. Talvez este desequilibrio no tamanho dos grupos (4
reumatoides e 50 de osteoartrite) possa ter comprometido a analise multivariada. O calculo amostral
na metabolomica global é dificil de ser estimado, em razdo da complexidade dos experimentos e
pelo carater obscuro do efeito esperado (BLAISE et al., 2016). Assim, determinar com seguranca o

tamanho da amostra necessaria € um desafio, e a maioria dos estudos utilizam métodos empiricos.
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Em nosso trabalho, recrutamos o maior nimero de amostras disponiveis de pacientes reumatoides
durante o periodo do estudo, mas a proporcéo de individuos com OA foi bastante superior.

Em relagcéo ao tamanho da amostragem, outras pesquisas que compararam a metabolémica
do liquido sinovial na OA e na AR dividiram esses grupos de forma mais simétrica, apesar de nao
recrutarem amostras grandes. Williamson e colaboradores (1989) compararam amostras de 18
individuos reumatoides com 10 de pacientes com OA. Outro estudo analisou 14 amostras de AR e
16 de OA (MESHITSUKAZet al.,1999). Kang e colaboradores (2015) avaliaram 10 pacientes em
cada um dos grupos. J& Wang e colaboradores (2020) analisaram 20 amostras de pacientes com AR
e 10 de pacientes com OA.

Outro possivel fator atribuivel a discrepancia com o estudo de Anderson é que o estudo
britdnico incluiu uma amostra global mais heterogénea, uma vez que comparou individuos
reumatoides em estagios varidveis da doenca (com tempo de tratamento da doenca entre 0 e 35 anos)
com pacientes em estagios avancados de OA. J& a nossa pesquisa contemplou, nos dois grupos,
apenas participantes em estagios terminais de doenca articular (candidatos a ATJ). Esta maior
uniformidade no grau de doenga articular pode ter influenciado e contribuido para a auséncia de
diferenca em nossas anélises.

Apesar da analise multivariada ndo supervisionada, PCA, ndo ter discriminado o grupo OA
do grupo AR, o grafico loading plot (gréfico de carga, em traducdo livre) demonstrou os metabdlitos
que mais contribuiram na variabilidade encontrada para discriminar os dois grupos. Neste, 0s
metabolitos que mais se destacam se dispdem mais afastados em relacdo aos demais. No gréafico de
carga entre OA e AR, o lactato (bucket 1,338) foi um dos metabdlitos mais realcados. A diferenca
na concentracdo do lactato no liquido sinovial era um dos resultados esperados, uma vez que alguns
trabalhos ja demonstraram maiores niveis de lactato na AR, em relagdo a OA, refletindo um estimulo

ao metabolismo celular anaerébio na AR (MESHITSUKA, et al., 1999; ANDERSON et al., 2018).
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Contudo, a despeito do destaque no grafico de carga, ndo encontramos diferenca estatisticamente
significativa nos niveis de lactato mediante a anélise univariada.

Tentando explorar melhor nossa amostra robusta de pacientes com OA, a seguir, realizamos
diversas andlises neste grupo. Subdividimos os participantes de acordo com o grau de OA
radiografica, conforme a classificacdo de Ahlback modificada por Keyes (KEYES et al., 1992). Uma
vez que a amostra foi composta apenas por pacientes submetidos a ATJ, todos 0s pacientes possuiam
ao menos grau Ill, e a grande maioria (80%) foi classificada como grau V. Assim, dividimos em trés
grupos (grau Il, IV e V), mas a anélise multivariada ndo conseguiu demonstrar diferenga no perfil
metabolico entre esses grupos. J& a analise univariada, permitiu a identificacdo de alguns achados
interessantes. O metabolito 3-hidroxibutirato, por exemplo, apresentou concentragdo distinta nos
grupos. Mais do que isso, 0s niveis encontrados apresentaram variagdo inversamente proporcional
ao grau de osteoartrite.

O hidroxibutirato € um corpo cetbnico que funciona como substrato energeético,
principalmente em estados de baixa oferta de glicose (NEWMAN et al.,, 2014). Além do
metabolismo energético, participa de mecanismos de sinalizagdo celular (SHIMAZU et al., 2013).
A reducdo no nivel deste metabdlito j& foi demonstrada no liquido sinovial de individuos com OA
em relacdo a articulagcBes ndo comprometidas. Entretanto, além do estudo avaliar apenas amostras
de cadaveres, esta pesquisa englobou um grupo heterogéneo de joelhos com OA (desde
comprometimento unicompartimental moderado até grave acometimento tricompartimental) e ndo
estratificou as amostras de acordo com a severidade da doenca (MICKIEWICZ et al., 2015). J&4 o
estudo de Anderson e colaboradores (2018) encontrou niveis mais elevados na OA em relacdo a AR,
sugestivo de uma magnitude de perturbacdo energética ainda mais relevante na artrite reumatoide.

Outro metabdlito que apresentou comportamento similar foi a L-valina, com niveis
decrescentes em relacdo ao grau de OA, mas, embora proximo ao corte usualmente estipulado (p <

0,05), o teste ANOVA ndo foi estatisticamente significativo (p = 0,06). A razdo nos niveis séricos
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de valina pelo da histidina ja foi proposta como marcador diagndstico da OA (ZHAI et al., 2010).
Infere-se que a elevagdo no nivel sérico dos aminoacidos de cadeia ramificada (BCAA, do inglés
branched chain amino acids) esteja envolvida com o aumento da sintese de citocinas inflamatérias
na OA (ZHANG et al., 2014). Ja a alteracdo deste grupo de amino&cidos no liquido sinovial ainda
ndo € bem estabelecida.

Em outra pesquisa, Kim e colaboradores (2017) compararam, mediante anélise por
espectrometria de massa, o liquido sinovial do joelho de pacientes com OA em estagios iniciais e
em estégios avancados, conforme a classificacdo de Kellgren-Lawrence. Na anélise por PCA néo foi
possivel discriminar os dois grupos, mas na analise supervisionada conseguiram diferencié-los. Além
disso, identificaram alteracdes em 28 metabdlitos (todos aumentados no grupo OA avancada),
relacionados ao metabolismo lipidico, glicolipidico e do ciclo de Krebs, sugerindo uma atividade
metabolica aberrante na OA avangada, associada a disfuncdo mitocondrial e a autofagia (KIM et al.,
2017).

Com proposito semelhante, mas analisando o liquido sinovial do joelho de cadaveres, foi
proposta uma evolugdo no perfil metabolico sinovial, a partir de dois subtipos de OA. Por intermédio
do padréo dos metabdlitos e das vias alteradas, os autores subclassificaram a OA em dois fen6tipos
(inflamatério e estrutural), que exibiram evolugdes metabolicas distintas. O fenétipo inflamatorio
manifestou, em estagios iniciais, principalmente mediadores inflamatorios, como leucotrienos e
butirato, enquanto, nos estagios finais, elevou os marcadores do metabolismo da glutationa,
refletindo um estado de estresse oxidativo. JA& o outro fenotipo exibiu um perfil metabdlico
predominantemente vinculado a degradacdo estrutural dos glicosaminoglicanos (CARLSON et al.,
2019).

No intuito de investigar a influéncia do envelhecimento no comportamento metabdlico da
OA, dividimos os pacientes em idade até 70 ou acima de 70 anos, mas nao foi possivel discriminar

0s grupos pelo PCA. Escolhemos arbitrariamente 70 anos como corte, pois esta idade é apontada
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como um bom parametro etario para a cirurgia proposta (LEE et al., 2020). Além do que, a média
de idade da nossa amostra se aproximou desta marca. Assim como na idade, buscamos uma
associagdo entre o metabolismo articular e o sexo, mas também ndo encontramos diferencas nas
analises.

Em funcéo da intima relacdo entre obesidade e OA do joelho, testamos o perfil metabdlico
dos pacientes de acordo com o IMC. A andlise multivariada ndo demonstrou diferencas no
metabolismo do liquido sinovial entre os participantes com indice normal, com sobrepeso ou com
obesidade. Este resultado nos surpreendeu, pois ja foi demonstrada a existéncia de diferencas
significativas no metabolismo sérico entre obesos e ndo obesos com OA do joelho. Tal discrepancia
pode ser pelo fato de Senol e colaboradores (2019) terem analisado amostras de sangue, e ndo do
liquido sinovial. Foram identificados 15 metabdlitos com comportamento diferente entre os grupos,
principalmente relacionados ao metabolismo dos &cidos graxos e ao estresse oxidativo (SENOL et
al., 2019). Por se tratar de uma doenca sistémica, é possivel que o perfil de metabolitos no sangue
de obesos e ndo obesos ndo seja equivalente ao do ambiente sinovial. Uma outra explicagdo plausivel
para 0 nosso resultado é a influéncia da subclassificagdo que utilizamos, no qual estratificamos em
trés grupos, em vez da comparagéo entre obesos e ndo obesos.

Ainda que a analise multivariada ndo tenha encontrado diferenca, o comportamento da
glicose foi distinto entre os grupos. Apesar do metabdlito glicose ndo ser apontado diretamente como
um biomarcador relacionado ao IMC, sabe-se que a elevacdo de metabolitos associados, como a
manose, vinculam-se com o sobrepeso e com a obesidade (MOORE et al., 2014). De forma
inesperada, nesta pesquisa a concentracédo da glicose foi inferior no grupo de obesos em relacéo ao
grupo com IMC normal. Por este achado, é possivel especular que, na articulacdo dos individuos
obesos, ocorra um maior consumo de glicose pelas células sinoviais. Outra justificativa para esse

achado é o nimero pequeno de participantes classificados como normais, o que pode ter interferido
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na avaliacdo estatistica, ou, simplesmente, a presenca de um resultado aleatério, passivel de ocorrer
em um universo de multiplas analises.

Tanto o experimento comparando o perfil metabolico do liquido sinovial entre pacientes com
ou sem DM, como a comparacgéo de acordo com o valor sérico da glicemia de jejum ndo encontraram
diferencas nas analises multivariadas e univariadas. A relagdo entre DM e OA vem sendo muito
pesquisada, e ja foi sugerida a existéncia de um fendtipo de osteoartrite induzido pelo DM
(BERENBAUM, 2012). Com esse objetivo, Zhang e colaboradores (2017) pesquisaram, mediante
metabol6mica alvo para metabdlitos de produtos finais da glicacdo (AGEs), o soro e o liquido
sinovial de pacientes com OA do joelho, incluindo diabéticos e ndo diabéticos. Ndo encontraram
diferengas no soro, mas detectaram maiores niveis de metilglioxal, no liquido sinovial de pacientes
com OA e diabetes.

Uma justificativa para nosso achado divergente € que, diferente da pesquisa de Zhang,
utilizamos anélise global por RNM, o que traz algumas vantagens, mas reduz a sensibilidade na
deteccdo de moléculas em menor concentracdo (HAGGARTY & BURGESS, 2017). Outro fator que
pode ter influenciado nosso resultado é que nao foi considerado o uso de hipoglicemiantes ou de
insulina, medicamentos que interferem diretamente no metabolismo da glicose. Além disso, a
classificacdo em diabético ou ndo diabético foi determinada por autodeclaragdo na entrevista e nao
por métodos de diagnostico laboratorial.

Na investigacdo do perfil metabdlico entre pacientes com ou sem HAS, a analise multivariada
ndo distinguiu os grupos. Entretanto, trés metabdlitos (valina, arginina e citrato) demonstraram niveis
mais elevados nos individuos sem a doenca vascular. A HAS parece contribuir na patogénese da OA
por aspectos bioquimicos e biomecéanicos, ao interferir na microcirculagao articular, promovendo o
aumento da vascularizacdo sinovial e subcondral. Apesar do estimulo a angiogénese, a perfusédo

nestes tecidos € perturbada por um distdrbio na funcdo vascular e no aumento da pressdo 0ssea
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subcondral, acarretando hipdxia local e prejuizo a drenagem sinovial, 0 que precipita a resposta
inflamatoria articular (CHING et al., 2021).

O citrato é um dos elementos constituintes do ciclo de Krebs, que ocorre na mitocondria. O
carregador mitocondrial de citrato participa da regulacéo inflamatéria, ao transportar o citrato da
mitocndria para o citosol, onde é convertido em acetil-coenzima A e oxalacetato. O aumento da
oferta de acetil-coenzima A suplementa a sintese de prostaglandinas, enquanto o oxalacetato produz
NADPH (Nicotinamida Adenina Dinucleotideo) e H*, elevando o 6xido nitrico e espécies reativas
de oxigénio (INFANTINO et al., 2011). Em nossa anélise, encontramos uma reduc¢do nos niveis do
citrato nos pacientes com a associacdo de osteoartrite e hipertenséo arterial. Este resultado, sugere
um consumo deste substrato em favor destas vias inflamatorias na articulacdo destes individuos,
corroborando com a hipotese de maior influéncia inflamatoria na osteoartrite associada a esta doenca
cronica (CHING et al., 2021).

A valina também demonstrou menor concentra¢do sinovial nos hipertensos. Os BCAA
(valina, leucina e isoleucina) sdo aminoacidos essenciais que servem como blocos para a sintese
proteica, presentes principalmente na musculatura esquelética, e sdo fundamentais no metabolismo
energético celular. Além disso, os BCAA também interferem em mecanismos de sinalizagdo celular
(NIE et al., 2018). Apesar de poucas informagOes na literatura sobre o comportamento destes
amino&cidos no liquido sinovial, 0 aumento destes elementos no sangue vem sendo relacionado com
a obesidade, com a sindrome metabolica e com o aumento do risco de doenca cardiovascular
(SIDDIK & SHIN, 2019).

Zhai e colaboradores (2010) propuseram que a elevacdo da razdo sérica leucina / histidina
pode servir como biomarcador para o diagndéstico de OA do joelho e presumiram que este aumento
esteja relacionado a degradacdo do coldgeno. De maneira oposta, um estudo em ovinos demonstrou
reducdo nos niveis sericos dos BCAA, apos cirurgia de transec¢do do ligamento cruzado anterior

(LCA), em comparag&o com controles (cirurgia simulada) (MAHER et al., 2012). E bem conhecida
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a estreita relagé@o entre ruptura do LCA e osteoartrite (LOHMANDER et al., 2007), o0 que permite
inferir que a reducédo sérica no BCAA possa estar presente nos estagios iniciais da doenga. J& uma
andlise de cultura de células sinoviais de individuos com e sem OA ndo revelou diferencas nos niveis
de BCAA nos meios de cultura dos grupos, mas observou uma redugdo nos produtos catabolicos
derivados dos BCAA nos tecidos com OA avancgada, sugerindo uma alteragéo no metabolismo deste
grupo de AA com a progressdo de OA (ADAMS et al., 2012).

Talvez a perturbacdo no metabolismo dos BCAA seja uma das rotas metabolicas que ajudem
a explicar a associacao entre obesidade, sindrome metabdlica e OA. A elevagéo sérica dos BCAA
promove o estresse oxidativo e polariza as células mononucleares periféricas em um estado pro-
inflamatorio, mediante a ativagdo da via Akt-mTOR (ZHENYUKH et al., 2017). O sensor energético
mTORCL1 (alvo mamifero do complexo 1 de rapamicina, do inglés mammalian target of rapamycin
complex 1) integra a sinalizacdo de diversas fontes, como a disponibilidade de nutrientes, regulando
0 metabolismo celular em favor de uma atividade anabdlica e inibindo a autofagia. A autofagia é um
processo particularmente importante nos condrécitos, pois estes possuem uma baixa taxa de
proliferacdo, necessitando deste mecanismo para renovar moléculas celulares, reduzir o estresse
oxidativo e evitar a evolucio para apoptose (LOTZ & CARAMES, 2011). O desequilibrio nas vias
AMPK (proteina quinase ativada por monofosfato de adenosina, do inglés adenosine
monophosphate-activated protein kinase) e mMTORCL1 parece um mecanismo chave na manutengéo
de um estado pro-inflamatdrio das células articulares na OA (DICKSON et al., 2019).

A arginina foi o outro metabolito que expressou aumento no grupo sem HAS, comparado
com o subgrupo de hipertensos da OA. A arginina ¢ classificada como um AA semi-essencial, uma
vez que em algumas condigdes (gestacao, lactacdo, infeccOes, estresse térmico) a taxa de consumo
deste substrato supera a capacidade de producdo no organismo. Este AA atua como precursor de
diversas moléculas importantes, como a uréia, a creatina, a ornitina, a prolina, a glutamina, a citrulina

e 0 Oxido nitrico. A maior propor¢do de arginina no organismo é metabolizada pela via da arginina
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/ glicina aminotransferase, originando guanidinoacetato (precursor da creatina) e a ornitina. Uma
outra via conhecida, vinculada a resposta imunolégica, é a conversao em citrulina e 6xido nitrico,
pela enzima éxido nitrico sintase (MORRIS, 2006; LI & ZHANG, 2016).

O papel da concentracao sérica de arginina no sangue de pacientes com OA ainda precisa ser
elucidado. Zhang e colaboradores (2016) apontaram a reducéo sérica da arginina como um possivel
biomarcador de OA avancada. Além disso, encontraram niveis maiores de ornitina sérica no grupo
OA, enquanto ndo houve diferenca nos niveis de citrulina. Estes resultados induzem o raciocinio de
que a deplecdo da arginina advém de uma hiperativacdo da via da ornitina, que, por sua vez, é um
precursor da prolina, importante na producao de colageno. Assim, os autores inferiram que a reducéao
da arginina sérica se origina de um aumento compensatério na sintese de colageno na OA grave
(ZHANG et al., 2016).

Em contrapartida, outra pesquisa demonstrou 0 aumento dos niveis séricos de arginina em
pacientes com OA severa (submetidos a artroplastia total do joelho e do quadril), comparado com o
soro de pessoas saudaveis. Os pesquisadores deduziram que o aumento da arginina decorra da
inibicdo da enzima dxido nitrico sintase, pela dimetilarginina assimétrica (ADMA), reduzindo os
niveis de Oxido nitrico. Os autores ainda salientaram o papel controverso do Oxido nitrico na
patogénese da OA (TOOTSI et al., 2020).

Ainda neste tema, Pascale e colaboradores (2013) investigaram o0 comportamento da arginina
no sangue e no liquido sinovial, buscando entender o papel da via do 6xido nitrico na OA. Mediante
metabolomica alvo, demonstraram uma reducdo na arginina sérica nos pacientes com OA em relacéo
a pessoas saudaveis, enquanto ndao houve diferenca nos niveis de ADMA. No liquido sinovial dos
individuos com OA, tanto a arginina como a ADMA apresentaram maior concentragdo do que no
sangue. Uma das explicagdes sugerida pelos pesquisadores foi a de uma eventual migracdo da
arginina sérica para o liquido sinovial, para antagonizar o aumento de ADMA sinovial (PASCALE

etal., 2013).
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A reducéo na concentragdo sinovial de alguns metabdlitos nos pacientes com OA e doenca
hipertensiva (em comparacdo com os individuos sem HAS) poderia ser justificada por uma
perturbacdo na drenagem sinovial, decorrente do comprometimento vascular nesta condigdo. Por
esta hipotese, a manutencéo destes substratos por mais tempo no ambiente articular elevaria as suas
taxas de metabolizacdo, o que reduziria as concentracdes destes, mas aumentaria os niveis dos seus
subprodutos. Para esclarecer essa suposicao levantada, seria necessaria uma analise com métodos de
maior precisdo, com capacidade de detectar moléculas em menor concentracdo (como a
espectrometria de massa, preferencialmente alvo direcionada), buscando a quantificacdo destes
metabolitos e dos seus respectivos produtos metabolicos. Permanece obscuro o porqué de apenas
alguns metabdlitos terem apresentado esse comportamento.

Quanto a avaliacdo do perfil metabdlico do liquido sinovial nos pacientes classificados como
com ou sem cardiopatia, ndo encontramos diferengas nas analises. Contudo, o diagndstico de
cardiopatia foi baseado na avaliagdo pré-anestésica, e apenas 6% da amostra foi classificada como
portadora deste grupo de doencas.

Existem poucos trabalhos abordando a relagdo entre a doenca renal crénica e a OA. Ja foi
relatado, por exemplo, que a doenga renal cronica esté relacionada com o aumento da dor no joelho,
apo6s ATJ, em individuos com OA do joelho (CHIO et al., 2020). No entanto, pouco se sabe sobre as
repercussdes metabdlicas da doenca renal na OA. Com esta finalidade, analisamos o perfil
metabolico dos grupos com e sem doenca renal, mas novamente a analise multivariada ndo foi capaz
de diferenciar os grupos. Porém, os doentes renais apresentaram menores concentracdes de 3-
hidroxibutirato, de citrato e de fenilalanina.

A fenilalanina é um AA essencial, fundamental para a sintese da tirosina, e a razao tirosina /
fenilamina sinaliza esta metaboliza¢do. Embora desconhecido o comportamento no liquido sinovial,
os niveis de fenilamina no plasma s&o elevados na doenga renal crénica, enquanto a tirosina diminui,

reduzindo a razdo tirosina / fenilalanina (JIA et al., 2008; LEE et al., 2020). De forma contraditoria,
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nossa analise demonstrou, no liquido sinovial, uma reducdo nos indices de fenilalanina nos pacientes
renais croénicos, ao passo que a tirosina ndo expressou diferenca entre os grupos, indicando um
aumento na razao tirosina / fenilalanina no grupo com doenca renal.

J& o citrato € um anion orgéanico, que, por sua molécula conter trés grupos carboxilas,
apresenta um potencial alcalinizante. Assim, a retencdo do citrato, através da reabsorc¢éo no tibulo
proximal, € um dos mecanismos utilizados pelo rim para conter a acidose metabdlica (MADIAS,
1995). A reducdo do citrato no liquido sinovial dos individuos com doenca renal poderia ser
justificada por uma possivel migracdo do ambiente articular para o soro, para atuar no equilibrio do
pH. Apesar de contraditérios, os achados de significativas variagdes nas concentracdes de alguns
metabolitos entre pacientes com osteoartrite portadores ou ndo de doenca renal suscita o
aprofundamento no tema, ja que hé pouca informacéo disponivel na literatura.

Um dos pontos fortes do nosso estudo foi o numero de amostras de liquido sinovial de
pacientes com OA. Pelo que encontramos na revisao bibliogréafica, apenas uma pesquisa analisou,
com este proposito, um grupo tdo extenso de amostras do liquido sinovial de pessoas vivas com
osteoartrite do joelho (MICKIEWICZ et al., 2015). O estudo de Zhang e colaboradores contemplou
80 pacientes com osteoartrite, mas incluiu amostras do joelho e do quadril (ZHANG et al., 2014).
Outra pesquisa englobou 75 amostras de liquido articular do joelho, dos quais 6 eram saudaveis, 14
OA inicial e 55 OA severa, mas todas as amostras foram retiradas de cadaveres (CARLSON et al.,
2019). Um outro trabalho recente também superou nosso nimero de participantes, com 100 amostras
do joelho, mas o propdsito da pesquisa foi a correlacdo entre metabdlitos no sangue e no liquido
sinovial (XU et al., 2021).

Outro ponto positivo da pesquisa foi a menor variabilidade em relagéo ao grau de doenga
articular, comparando pacientes, nos dois grupos, com estagios avangados de destruicao articular.

Uma das grandes dificuldades na metabolomica da AR é a ampla variabilidade em diversos aspectos
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da doenca, desde fatores como a idade, a severidade da doenca, até o tipo de medicacédo utilizada.
Tentamos reduzir algumas destas varidveis, adotando critérios de exclusdo mais rigorosos.

Como ponto fraco, por sua vez, podemos indicar o pequeno tamanho da amostra de pacientes
com AR, o que limitou realizarmos as mesmas comparacdes feitas com o grupo de pacientes com
osteoartrite. Uma explicacdo para isso € o0 menor nimero de pacientes reumatoides aguardando o
procedimento de ATJ no INTO, em relacdo aqueles com OA. Além disso, em alguns dos pacientes
com AR, selecionados para o estudo, ndo havia liquido sinovial suficiente para a realizacdo das
andlises, sendo, assim, excluidos.

Outra limitagdo do nosso trabalho foi a classificacdo de algumas condic¢Bes clinicas
(principalmente a dislipidemia e a cardiopatia) baseada em dados do prontuério. Essa informacé&o foi
obtida da ficha padréo de avaliagdo pré-anestésica, a qual é identificada a presenca ou a auséncia de
cada uma destas condicBes clinicas avaliadas. E provavel que doencas mais comuns e com boa
aderéncia ao tratamento na atencdo basica, como a HAS e o DM, sejam, na maioria das vezes, de
conhecimento dos pacientes e, possivelmente, autodeclaradas na consulta com o anestesista. A
doenca renal crénica, por outro lado, é muitas vezes desconhecida pelos doentes, principalmente nos
estagios iniciais, mas na avaliacdo pré-anestésica do INTO o nivel de funcédo renal é usualmente
estimado pela avaliacdo laboratorial, e 0 anestesista assinala no prontuério a presenca ou auséncia

de doenca renal de acordo com esta estimativa.
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7 CONCLUSAO

A metaboldmica por RNM ndo foi capaz de discriminar os pacientes com OA e com AR de
acordo com o perfil metabdlico do liquido sinovial, tampouco conseguiu identificar metabdlitos
especificos com comportamento distinto entre essas as duas doengas.

No grupo OA, ao relacionar com aspectos clinicos, laboratorial ou radiografico, ndo
encontramos diferencas nas analises multivariadas. Apesar disto, encontramos menores valores de
arginina, valina e citrato no subgrupo de pacientes hipertensos. Os metabolitos 3-hidroxibutirato e
L-valina, apresentaram niveis decrescente em funcdo da gravidade radiografica, e a glicose
apresentou menor concentracdo nos obesos. Nos individuos com doenca renal cronica, observamos
menores dosagens do citrato, da fenilalanina e do 3-hidroxibutirato. Todos estes achados podem
refletir comportamentos metabolicos ainda ndo explorados, despertando a atencdo para associa¢oes

pouco estudadas no contexto da OA e estimulam o aprofundamento no tema.
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APENDICE A. Caracteristicas gerais dos pacientes incluidos no estudo

Ordem | Grupo | Ahlback | Sexo | Idade | Lado Peso | Altura | IMC | HAS | Diabetes Dislipidemia Cardiopatia DRC
1 OA 5 F 70 DIR 84 1,51 | 368 | SIM SIM SIM NAO NAO
2 OA 5 M 61 ESQ 61 1,7 21,1 | NAO SIM NAO NAO NAO
3 OA 5 M 64 DIR 103 1,86 | 298 | SIM NAO NAO NAO SIM
4 OA 3 F 67 ESQ 71 15 316 | SIM NAO NAO NAO NAO
5 AR 5 F 57 DIR 90 1,67 | 323 | SIM SIM NAO NAO NAO
6 OA 5 M 65 ESQ 104 1,78 | 328 | SIM NAO NAO NAO NAO
8 OA 4 F 80 DIR 71 1,55 | 296 | SIM NAO NAO NAO NAO
9 OA 5 F 82 DIR 73 15 324 | SIM NAO NAO SIM NAO
10 OA 5 M 58 ESQ 103 173 | 344 | NAO NAO NAO NAO SIM
11 OA 5 M 57 ESQ 90 169 | 315 | SIM NAO NAO NAO NAO
12 OA 5 F 76 DIR 76 1,7 263 | SIM NAO NAO NAO NAO
13 AR 4 M 76 DIR 78 1,61 | 301 | SIM NAO NAO SIM SIM
14 OA 4 F 71 ESQ 69 155 | 287 | SIM NAO NAO NAO NAO
15 OA 5 F 61 ESQ 130 1,72 | 439 | SIM SIM NAO NAO NAO
16 OA 5 M 59 DIR 87 1,71 | 298 | SIM SIM NAO NAO NAO
17 OA 5 F 78 ESQ 81 1,6 316 | SIM NAO SIM NAO NAO
18 OA 5 F 71 DIR 85 1,6 332 | SIM NAO NAO NAO NAO
19 OA 5 M 60 ESQ 120 1,79 | 375 | SIM NAO NAO NAO NAO
20 OA 5 M 58 ESQ 107 1,73 | 358 | SIM NAO NAO NAO NAO
21 OA 5 M 61 DIR 81 1,6 316 | NAO NAO NAO NAO NAO
22 OA 5 F 70 DIR 88,7 1,45 | 422 | SIM NAO NAO NAO NAO
23 OA 5 F 87 DIR 66 1,49 | 297 | SIM SIM NAO NAO NAO
24 OA 5 F 60 ESQ 71 15 31,6 | SIM NAO NAO NAO NAO
25 OA 5 F 72 DIR 85 1,68 | 301 | SIM SIM NAO NAO NAO
26 OA 5 F 61 DIR 110 1,57 | 446 | SIM NAO NAO NAO NAO
27 OA 5 M 71 DIR 95 149 | 428 | SIM NAO NAO NAO NAO
28 OA 5 F 62 DIR 59 1,51 | 259 | NAO NAO NAO NAO NAO
29 OA 5 F 69 ESQ 85 146 | 397 | SIM NAO NAO SIM NAO
30 OA 5 M 81 ESQ 78 1,65 | 287 | SIM NAO NAO NAO SIM
31 AR 5 M 57 DIR 72 1,67 | 258 | NAO NAO NAO NAO NAO
32 OA 5 F 66 DIR 85 1,6 332 | SIM NAO NAO NAO NAO
33 OA 5 F 66 ESQ 74 157 | 300 | NAO NAO NAO NAO NAO
35 OA 4 M 63 ESQ 74 166 | 269 | NAO NAO NAO NAO NAO
36 OA 5 F 62 DIR 69 1,59 | 273 | SIM SIM SIM NAO NAO
37 OA 3 M 65 DIR 78 15 347 | SIM NAO NAO NAO NAO
38 OA 4 M 63 ESQ 70 1,75 | 229 | SIM NAO NAO NAO NAO
39 OA 5 F 77 ESQ 91 1,65 | 334 | SIM SIM NAO SIM SIM
40 OA 5 F 69 DIR 95 1,6 371 | SIM SIM NAO NAO NAO
41 OA 5 F 68 ESQ 108 1,65 | 397 | SIM NAO NAO NAO NAO
42 OA 5 F 68 DIR 80 1,63 | 301 | SIM NAO NAO NAO NAO
44 OA 4 F 62 ESQ 87 1,67 | 312 | SIM SIM NAO NAO NAO
45 OA 5 F 80 DIR 88 1,57 | 357 | SIM NAO NAO NAO NAO
46 AR 5 F 72 ESQ 112 1,67 | 402 | SIM NAO NAO NAO NAO
47 OA 5 F 72 ESQ 83 15 369 | SIM SIM SIM NAO NAO
48 OA 5 F 72 ESQ 63 16 246 | SIM NAO NAO NAO NAO
49 OA 5 M 66 ESQ 95 178 | 300 | SIM NAO NAO NAO NAO
50 OA 5 F 76 ESQ 74 143 | 362 | SIM NAO NAO NAO SIM
52 OA 5 M 59 ESQ 86 163 | 324 | SIM NAO NAO NAO NAO
53 OA 4 F 70 ESQ 78 161 | 301 | SIM NAO NAO NAO NAO
54 OA 5 F 64 ESQ 85 1,6 332 | SIM NAO NAO NAO NAO
55 OA 5 F 72 DIR 80 1,52 | 346 | SIM NAO NAO NAO NAO

100




56 OA 67 ESQ 84 153 | 359 | SIM NAO NAO NAO SIM
57 OA 70 ESQ 68 1,75 | 222 | SIM NAO NAO NAO NAO
58 OA 69 DIR 75 15 333 | SIM NAO NAO NAO NAO
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