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RESUMO

PACHECO JUNIOR. M.C.N. Analise do perfil metabolico do liquido sinovial e de aspectos
clinicos em pacientes com osteoartrite do joelho. Rio de Janeiro, 2020. Dissertagao (Mestrado

em Ciéncias Aplicadas ao Sistema Musculoesquelético) - Instituto Nacional de Traumatologia
e Ortopedia Jamil Haddad, Ministério da Saude, 2020.

A osteoartrite do joelho (OAJ) ¢ uma doenca inflamatéria prevalente e que, em estagios
avangados, gera uma grande limitagdo aos individuos afetados. Ha uma associagdo crescente
entre OAJ e sindrome metabdlica, devido, provavelmente, as alteracdes celulares
inflamatorias, induzidas pela hipertensao arterial, dislipidemia, diabetes mellitus e obesidade.
A compreensdo dos mecanismos fisiopatoldgicos ¢ fundamental para o controle evolutivo e
deteccao precoce da doenca. A metabolomica surge como uma op¢ao promissora para €sses
fins. O objetivo deste estudo foi correlacionar o perfil metabodlico do liquido sinovial de
pacientes com e sem OAJ com fatores clinicos relacionados ao desenvolvimento da sindrome
metabolica a partir da reavaliagdo de um banco de dados. Os pacientes foram divididos em
dois grupos para avaliagdo: sem OAJ, composto por pacientes submetidos a artroscopia do
joelho para tratamento de lesdo meniscal ou reconstrugdo do ligamento cruzado anterior (n=8;
Grau 0, segundo a classificagdo de Kellgren e Lawrence) e com OAJ, constituido por
individuos com osteoartrite, que foram submetidos a cirurgia de artroplastia total do joelho
(n=26, Graus 3 e 4 segundo classificagdo de Kellgren e Lawrence). A partir de um banco de
dados de analise metabolomica, por espectroscopia por ressonancia magnética nuclear, de
amostras de liquido sinovial de pacientes submetidos a tratamento cirtirgico no INTO, foram
coletados nos registros médicos os dados referentes a idade, sexo, peso, altura e glicemia de
jejum. Assim, foi realizada anélise multivariada para verificar a possibilidade de distinguir
diferentes subgrupos de pacientes a partir de fatores potencialmente associados com a
osteoartrite e a sindrome metabodlica, como a idade, a glicemia e o indice de massa corporal.
A anélise metabolica foi capaz de diferenciar os pacientes sem OAJ e com OAJ de acordo
com o perfil metabodlico, sendo o glicerol o metabolito aumentado no grupo de pacientes com
OAJ. Além disso, nessa mesma populacdo, a metabolomica evidenciou uma leve separagao
dos individuos em subgrupos, de acordo com a associagdes de idade e faixas de glicemia; e,
idade e IMC.

Palavras-chave: Liquido sinovial, metabolomica, osteoartrite, sindrome metabolica.
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ABSTRACT

PACHECO JUNIOR. M.C.N. Synovial fluid metabolomic profile and clinical aspects in
patients with knee osteoarthritis. Rio de Janeiro, 2020. Master Thesis. (Master’s Degree in

Applied Sciences to the Musculoskeletal System) - National Institute of Traumatology and
Orthopedics Jamil Haddad, Ministry of Health, 2020.

Knee osteoarthritis (KOA) is a prevalent inflammatory disease and, in advanced stages,
promotes progressive disability. There are increasing evidences of the association between
KOA with metabolic syndrome, probably, due to inflammatory cell changes, induced by
arterial hypertension, dyslipidemia, diabetes mellitus and obesity. The comprehension of the
pathophysiological mechanisms is essential for the control and early detection of the disease.
Metabolomics emerges as a promising tool for these purposes. The goal of this study was to
correlate the metabolic profile of synovial fluid in patients with and without knee
osteoarthritis with clinical factors related to the development of the disease based on the
reanalysis of a patient’s database. Patients were divided in two groups: patients without KOA,
who underwent knee arthroscopy to treatment meniscal injuries or reconstruct the anterior
cruciate ligament (n = 8; Grade 0, according to the Kellgren and Lawrence classification) and
patients with KOA, consisting of individuals with osteoarthritis, who underwent total knee
arthroplasty surgery (n = 26, Grade 3 and 4 according to the Kellgren and Lawrence
classification). From the database of synovial fluid metabolomic analysis by nuclear magnetic
resonance spectroscopy, clinical data were collected form medical records, including, age,
sex, height and weight, and fasting blood glucose levels. Then, multivariate analysis was
performed to identify the possibility of distinguishing different subgroups of patients based on
clinical factors potentially associated with osteoarthritis and metabolic syndrome, such as age,
blood glucose and body mass index. Metabolic analysis was able to differentiate patients from
the group without osteoarthritis those in the group with osteoarthritis, according to the
metabolic profile, with glycerol being the increased metabolite in the group of patients with
osteoarthritis. Furthemore, in this same population, metabolomics showed a slight separation
of the individuals in subgroups, according the associations between age and blood glucose;
and between age and BMI.

Key words: Metabolomics, metabolic syndrome, osteoarthritis, and synovial fluid.
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1 INTRODUCAO

1.1 Osteoartrite do joelho

A osteoartrite do joelho (OAJ) ¢ uma doenga caracterizada pela inflamagao da sindvia,
destruicao da cartilagem articular hialina e espessamento do osso subcondral (GOLDRING e
GOLDRING, 2007), atingindo toda a articulacao (Figura 1). De acordo com a Sociedade
Internacional de Pesquisa em Osteoartrite (SIPOA), a doenca ¢ caracterizada pela ativagao da
cascata inflamatoria, provocada por micro- € macro-injurias a articulacdo, que culminam em

dano celular e degradagdo da matriz extracelular (MEC) (BERENBAUM, 2019).

Cartilagem articular do Cartilagem articular do
A joelho saudavel B joelho doente
Femur

Membrana sinovial
transdiferenciada

Cartilagem
_~—" articular

Ossificacao
irregular

Figura 1 Representagao esquematica do joelho saudavel e do joelho com osteoartrite. (A) Joelho saudavel
com integridade preservada da cartilagem articular, membrana sinovial e capsula articular. (B) Joelho com
aspectos classicos da osteoartrite, como erosdo da cartilagem articular, ossificagdo irregular e alteragdes na
membrana sinovial, compativeis com aspectos inflamatdrios. Patela removida para melhor exposi¢ao dos danos
articulares. (Adaptada do site da American Academy of Orthopaedic Surgeons — AAOS.org)

Como consequéncia clinica, o individuo acometido apresenta dor, reducdo da
amplitude de movimento, prejuizo funcional e, eventualmente, desvio angular do membro

inferior (LOESER et al., 2012 ¢ ZHU et al., 2013).
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1.1.1 Distribuicao epidemiologica

A OAJ ¢ a doenga articular mais prevalente e a causa principal de limitacdo das
atividades diarias. Estimativas americanas apontam a prevaléncia de 19% da populagao
daquele pais com idade superior a 45 anos (WALLACE et al., 2017). No Brasil, estudos
epidemiologicos apontam uma prevaléncia entre 6 a 12% da populagdo, com cerca de um
ter¢o dos idosos acometidos pela doenga (FELLET et al., 2007).

A OAJ afeta cerca de 250 milhdes de pessoas em todo o mundo, acometendo
aproximadamente 27 milhdes de americanos e 39 milhdes de cidaddos da Unido Europeia,
estando presente em cerca de 35% dos individuos com idade superior a 65 anos (HUANG et
al., 2017).

Nos Estados Unidos, a demanda pela artroplastia total do joelho (ATJ) — tratamento
cirtrgico final da OAJ — projetada por dados estatisticos, deve aumentar em torno de sete
vezes (673%) e atingir cerca de 3,48 milhdes de cirurgias até 2030. As revisdes de ATJ
devem crescer cerca de seis vezes (601%) (KURTZ et al., 2007).

O aumento da expectativa de vida, adquirido com mudancas do estilo de vida no
século XX, estd associado a progressao do desgaste da articulagdo, seja na cartilagem articular
ou nos meniscos. Em paralelo, o sedentarismo aliado aos habitos alimentares inadequados
esta relacionado ao aumento da obesidade. Presume-se que esta co-morbidade gere sobrecarga
mecanica, bem como estimula a producao de substancias inflamatorias pelo tecido adiposo

(WALLACE et al., 2017).

1.1.2  Aspectos mecanicos da osteoartrite

Alteragdes mecanicas na articulacdo do joelho estdo envolvidas diretamente com o

surgimento da OAJ.
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Os meniscos funcionam como amortecedores de impacto € como agentes que
aumentam a estabilidade e a congruéncia articulares, tanto que, quando preservados o estresse
focal ¢ mantido em baixos niveis. Quando lesados ou removidos cirurgicamente, provocam
danos substanciais a cartilagem articular das 4reas acometidas, sobretudo no compartimento
lateral. Se combinadas a lesao do ligamento cruzado anterior (LCA), observa-se um aumento
significativo das taxas de progressao para OAJ, especialmente no compartimento medial da
articulagcdo, uma vez que o LCA auxilia o ligamento colateral medial (LCM) na estabilizagao
desta por¢ao do joelho (FELSON, 2013).

Os membros inferiores que apresentam um desarranjo no alinhamento mecanico para
a articulacdo. Desvios em varo (aproximagdo da linha média) e em valgo (afastamento da
mesma) geram sobrecargas nos compartimentos medial e lateral, respectivamente. Desta
forma ha uma elevacdo significativa da pressdo nos compartimentos, proporcionando um
estresse de cisalhamento na cartilagem articular, osso subcondral e meniscos (GOMOLL et
al., 2016).

O mau alinhamento articular e danos meniscais ou ligamentares promovem o
surgimento de um ciclo vicioso. O aumento da pressao no compartimento acometido provoca
dano ao tecido cartilaginoso e libera debris celulares, que sdo absorvidos pelo tecido sinovial.
Este fator gera inflamagdo crucial da sindvia, que responde com a produc¢do de um volume
maior de liquido sinovial. Em paralelo, o osso subcondral sofre remodelamento e dano
celular, bem como a camada cortical, propiciando uma piora progressiva do alinhamento. O
menisco correspondente ao compartimento acometido sofre degradacdo e, nao
infrequentemente, se torna extruso, por lesdo na raiz. Desta forma, o ciclo se fecha e gera um
aumento maior na pressao e agravamento do dano articular (FELSON, 2013).

Wu e colaboradores demonstraram em coelhos que o mau alinhamento em varo

provoca um aumento do estresse ao tecido cartilaginoso e degeneracdo subsequente.
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Adicionalmente, hd uma taxa maior de progressdo para OAJ radiografica e sintomatica

tardiamente (WU et al., 1990).

1.1.3 Aspectos inflamatorios e celulares da osteoartrite

A patogénese da OAJ permanece desconhecida e envolve fatores genéticos e
ambientais (ZHENG et al., 2017). A hipdtese mais aceita na atualidade envolve uma cascata
inflamatéria, que se retroalimenta positivamente, iniciada pela degradacao da cartilagem
articular. Ativa-se a producdo de citocinas e outros mediadores quimicos, que promovem a
inflamacdo da membrana sinovial. Com isso, ha a ativacdo dos condrdcitos da camada
superficial da cartilagem articular, a sintese de metaloproteinases da matriz (MMP),
provocando maior dano cartilaginoso e perpetuando a cadeia de desgaste articular
(BERENBAUM, 2013).

A senescéncia celular secretoria promove um aumento nos niveis de interleucina-6
(IL-6), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e de proteina C reativa (PCR), que sdo citocinas
associadas a um estimulo inflamatério, diretamente relacionado ndo somente a progressao da
OAJ, como também a capacidade funcional do individuo e a dor provocada pela doenca.
(GREENE e LOESER, 2015).

Em contraste, hd uma redugdo na produgdo de fatores protetores e de crescimento,
como o fator de crescimento transformante B (TGF- ) e a proteina morfogenética do osso 7
(BMP-7), cujo efeito ¢ a diminuicdo na capacidade de reparo e producdo da MEC pelos
condroécitos (LOESER, 2009).

A presenca destes mediadores inflamatorios aumenta o estresse oxidativo celular,
justificando o desgaste e o envelhecimento celular, especialmente para os condrodcitos (Figura

2) (BERENBAUM, 2013) (SELLAM e BERENBAUM, 2010).
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Figura 2 Aspectos celulares e inflamatorios na fisiopatologia da osteoartrite. Os produtos de degradacdo da
cartilagem sdo liberados no liquido sinovial e fagocitados pelas células sinoviais, amplificando a inflamagao.

(Adaptado de Sellam e Berenbaum., 2010).

As células senescentes apresentam duas possiveis alteragdes funcionais nas
capacidades de replicacdo ou secrecdo. A primeira modifica¢do reduz o potencial proliferativo
celular, de forma progressiva. A modificagdo secretoria atinge os condrocitos, de modo a
reduzir a produg@o de mediadores soluveis inflamatérios e pro-degradativos, estimulados pelo
estresse oxidativo. Os condrocitos produzem especialmente a MMP-13 estimulados pela
presenga da IL-1B, provocando o desgaste tecidual (BERENBAUM, 2013).

Uma das alteracdes primarias no tecido cartilaginoso, numa fase anterior ao
desenvolvimento da OAJ, é o aumento da porosidade da MEC, provocada pela perda de
glicosaminoglicanas (GAG). Desta forma ha um edema da MEC. O processo se inicia na

superficie articular e toma a direcdo das camadas mais profundas, levando a um agravamento

da OAJ. (CALVO et al., 2004).
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A ruptura da rede de colageno da cartilagem articular acontece pela atividade das
MMP, assim como por produtos de reagdes de glicagdo, culmina em ataque a MEC do tecido
cartilaginoso (GOLDRING e GOLDRING, 2016).

Observam-se, inicialmente, fibrilagdes na superficie da cartilagem articular no aspecto
macroscopico. Em uma fase mais avangada, podem ser encontradas fragmentacdes e fissuras,
alcancando a zona calcificada e o osso subcondral (ZHOU et al., 2016).

Em paralelo, ha um estimulo para a formagdo de neovascularizagdo, através da sintese
do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), cujos elementos vasculares migram
através das fissuras na cartilagem na jun¢do osteocondral. Terminagdes nervosas sensitivas e
simpaticas acompanham esse processo €, provavelmente, justificam a dor articular nas fases
avangadas da OAJ (GOLDRING e GOLDRING, 2016).

O osso subcondral ¢ igualmente afetado pelo processo degenerativo progressivo da
OAJ. Ha um rearranjo da arquitetura das trabéculas dsseas e um aumento da espessura da
placa cortical, cujas alteracdes promovem uma diminui¢do na capacidade de deformagdo
Ossea. Em fases mais tardias da OAJ sdo encontrados cistos 0sseos e ostedfitos nas margens
articulares, com modificagdo da conformacdo articular e promovendo atrito &sseo

(REICHENBACH et al., 2008).

1.1.4 Aspectos metabolicos da osteoartrite

A sindrome metabolica (MetS) ¢ caracterizada pela presenca conjunta de trés ou mais
achados clinicos caracteristicos de obesidade (aumento da circunferéncia abdominal),
dislipidemia, intolerancia a glicose e hipertensdo arterial (HAS) (DIRETRIZES
BRASILEIRAS DE OBESIDADE/ABESO, 2016). Esta associada a um risco aumentado para

doenca cardiovascular e, por conseguinte, para mortalidade.
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No tocante as doengas musculoesqueléticas, a obesidade ¢ sabidamente um fator de
risco para o desenvolvimento da OAJ, em virtude do aspecto mecanico relacionado ao
aumento do peso corporal e, consequentemente, do indice de massa corporal (IMC).
Concomitantemente, observa-se nos obesos um ambiente inflamatorio, além de modificagdes
da microvasculatura do osso subcondral e por provocar prejuizo neuromuscular (NIU et al.,
2017).

A HAS esta relacionada a OAJ por provocar alteragdes isquémicas, que podem
comprometer a cartilagem articular e o osso subcondral. A principal hipotese de associagao
diz respeito ao aumento da formagdo de placas de ateroma, que podem comprometer a saude
do osso subcondral (WALTER et al., 2020).

A HAS aparenta ter um papel independente na génese da OAJ, frente aos demais
componentes da MetS, de maneira que mesmo controlada, tem papel-chave no
desenvolvimento deste quadro (CHAN e WEN, 2018).

Ja a dislipidemia promove deposi¢ao de lipideos na cartilagem articular e parece
causar dano a esta estrutura (WALTER et al., 2020).

A resisténcia insulinica ou a auséncia deste hormonio dificultam a captacdo da glicose
pelas células, provocando um aumento da concentragcdo plasmatica da mesma. Com 1sso, 0s
condroécitos apresentam uma reducdo na capacidade de manter e reparar danos da MEC. Ha
ainda um acumulo de produtos finais glicados, que promovem um aumento da rigidez da
cartilagem articular (ZHAI, 2019).

Estudos populacionais relacionaram a diabetes mellitus (DM) ao desenvolvimento de
OAl, através do aumento da necessidade de realizagdo de ATJ, especialmente nos casos de
DM tipo 2 e em individuos metabolicamente anormais com peso normal (IMAPN) (DUBEY

et al., 2018).
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Os individuos podem ser separados em categorias de acordo com o IMC e o padrao
metabolico. Existem os individuos obesos metabolicamente saudaveis (IOMS), Dois
importantes fendtipos da relacio entre o IMC e fatores de risco metabdlicos sdo os individuos
obesos metabolicamente saudaveis (IOMS) e os individuos metabolicamente normais com
peso normal (IMAPN). Os IOMS apresentam padrao corporal de obesidade, de acordo com o
IMC. No entanto, ndo ha coexisténcia de fatores de risco metabolicos como HAS, resisténcia
insulinica ou DM ou ainda dislipidemia. Esta fragao de individuos compreende cerca de 20-
30% dos obesos € 5% da populagao total. Os IMAPN apresentam fatores de risco
cardiovasculares e acimulo de gordura central, mesmo sem alteragdo do nivel de IMC.
Mesmo com peso normal, os IMAPN t€ém uma associa¢do maior de casos com o surgimento
da OAJ. Conhecer estes padroes diferenciados pode auxiliar decisivamente na implementagao
de medidas de controle e terapéuticas (LEE et al., 2015).

Reconhece-se a capacidade do tecido adiposo como um importante 6rgao endocrino,
na sintese de adipocinas e citocinas relacionadas ao estimulo inflamatorio em baixo grau
(THIJSSEN et al., 2014).

Por outro lado, observou-se em estudo recente que os componentes da MetS, exceto a
obesidade estdo relacionados a quadros clinicos dolorosos de maior intensidade na OAJ (PAN
et al., 2020).

A perda ponderal esta relacionada ao alivio dos sintomas algicos e melhorar a
capacidade funcional dos portadores de OAJ, uma vez que demonstrou-se a redugao
significativa de marcadores inflamatorios. O uso de metformina para tratamento da DM
também surge como uma alternativa para reduzir a perda de cartilagem articular, quando

administrada por um periodo superior a 4 anos (DICKSON et al., 2019).
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1.1.5 Diagnostico da osteoartrite do joelho

O diagnoéstico das alteracdes articulares na OAJ ¢ obtido utilizando os critérios
clinicos e radiograficos de acordo com as diretrizes do Colégio Americano de Reumatologia
(ALTMAN et al., 1986; ALETAHA et al., 2010).

A classificagdo de Kellgren e Lawrence (K-L) foi criada em 1957 e se baseia nos

achados radiograficos para determinar a gravidade da OAJ dos pacientes investigados (Tabela

1.

Tabela 1 Classificacio de Kellgren & Lawrence de Osteoartrite do Joelho
Graus Classificacao da Evolucao da Osteoartrite

(KELLGREN & LAWRENCE, 1957)

NORMAL: Saudavel

DUVIDOSO: Pequenos osteodfitos

MINIMO: Osteéfito circunscrito, espago nio-diminuido

MODERADO: Diminui¢ao moderada do espago articular

GRAVE: Esclerose ¢ssea subcondral com desaparecimento do
espaco articular

hAWN-=O

A graduagdo varia entre os graus de 0 a 4 (Figura 3). No grau 0, ndo hé evidéncias de
OA. No grau 1 ha um estreitamento duvidoso do espago articular, com uma possivel formagao
de ostedfito. No grau 2 existe um possivel estreitamento articular com formacao definida de
osteofito. No grau 3, observa-se uma reducdo definida do espaco articular, formacgao
moderada de osteofitos, alguma esclerose e uma possivel deformidade das extremidades
osseas. Por fim, no grau 4, ha grande formagdo de osteofitos, com grave redugdo do espago
articular e esclerose acentuada, além de deformidade definida das extremidades Osseas

(KELLGREN e LAWRENCE, 1957).
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Figura 3 Classificaciio da evolugio da osteoartrite por Kellgren & Lawrence, 1957. Alteragdes morfologicas
observadas nas imagens de radiografias ilustrativas da progressdo de osteoartrite: (C) grau 2, (D) grau 3 e (E)
grau 4 em contraste as imagens de radiografias de casos sem caracteristicas de osteoartrite: (A) grau 0 e (B) grau
1 (Kellgren & Lawrence, 1957). Fotos: Acervo pessoal do autor.

1.1.6  Tratamento da osteoartrite do joelho

A OAJ pode ser conduzida em sua terap€utica através de medidas conservadoras (nao
cirirgicas), através de fisioterapia, uso de medicamentos condroprotetores e fortalecimento
muscular. Em casos refratarios a este tipo de tratamento, em graus mais elevados de OAJ,
indica-se o tratamento cirurgico, como a ATJ.

A dificuldade de acompanhamento clinico da evolugdo da doenca sinaliza a
necessidade de obtencdao de outros métodos com este proposito. Assim, a identificagdo dos
metabolitos que se alteram durante a progressdao da doenga, especialmente nas fases mais
tardias da OAJ, pode ser de grande relevancia para compreender o mecanismo fisiopatoldgico

de evolugao da doenca.

1.2 Metabolémica por ressoniancia magnética nuclear

A metaboldmica ¢ uma analise dos metabolitos em larga escala. Os metabolitos, por
defini¢do sdo considerados quaisquer moléculas pequenas, menores que 15KD. Esta analise
omica busca caracterizar o perfil metabolico, visando auxiliar a compreensdo das cascatas
biologicas e das agdes de proteinas e enzimas no contexto de consumo energético e

metabolico (Figura 4) Comumente sao utilizadas a espectroscopia por ressonancia magnética
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nuclear (RMN) e a espectrometria de massa (EM) por cromatografia (FITZPATRICK e

YOUNG, 2013).
Metilacao de AN
ey EPIGENOMICA
, DNA GENOMICA
o Transcricao l
mRNA TRANSCRIPTOMICA
Traducao 1
Modificacio Proteina —— PROTEOMICA
Pos-traducional
o Reacoes
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co¢ Metabélitos METABOLOMICA

Figura 4 Desenho esquematico das ciéncias relacionadas as ‘6micas’

Para ambas as técnicas, ndo ha exigéncia de uma grande quantidade de amostra, sendo
cerca de ImL e Img para liquidos e solidos, respectivamente. Sdao obtidas imagens
espectroscopicas ou espectrométricas que traduzem a presengas de inimeros metabolitos e,
portanto, um perfil metabolico. Como vantagens da RMN frente a EM, destacam-se a alta
taxa de reprodutibilidade do método, a independéncia de qualquer tipo de preparo prévio ao
teste e, finalmente, a indestrutibilidade da amostra. Desta forma, ¢ possivel analisar o material
inimeras vezes, sem comprometimento dos resultados. Em contrapartida, a EM ¢ capaz de
detectar os metabolitos com maior sensibilidade. Contudo, ha a obrigatoriedade de um pré-
preparo das amostras com as técnicas de cromatografias liquida e gasosa, aumentando os

custos da analise e reduzindo a reprodutibilidade do método (PRIORI et al., 2013).
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Os metabolitos dos fluidos corporais sao influenciados ndo apenas pela carga genética,
mas também pelo estilo de vida, como o tipo de dieta, carga de exercicios, consumo de
drogas, microbiota intestinal, homeostase hormonal e idade. Lipideos, aminoacidos e
carboidratos sdo os principais metabolitos encontrados nos fluidos corporais (GUMA et al.,
2016). Os metabolitos constituem um grupo diverso de estruturas de baixo peso molecular,
que inclui lipidios, peptideos, acidos nucleicos, aminoacidos, vitaminas, carboidratos, tidis e
acidos organicos. Desempenham, entdo, um papel importante nos sistemas biologicos,
permitindo compreender os fenotipos de algumas doencas (ZHANG et al., 2014).

Nas pesquisas envolvendo OAJ, os biofluidos mais comumente investigados sdo a
urina, o plasma sanguineo, o soro ¢ o liquido sinovial, os quais podem ser obtidos através de
técnicas minimamente invasivas ao paciente (SMOLINSKA et al., 2012).

Quando comparados dois fluidos distintos dos pacientes com OAJ, ndo se encontrou
uma relacdo estabelecida de concentragdo dos metabodlitos do plasma e do liquido sinovial.
Contudo, foi detectada correlacdo entre as razdes dos mesmos. Os autores inferiram que ha
uma representacao fidedigna da atividade enzimatica relacionada ao processo inflamatério da
OAJ (ZHANG et al., 2015).

A identificagdo de biomarcadores como preditores de alteragdes precoces, assim como
fatores para a progressdo da OAJ tem sido foco de inimeros estudos. No entanto, ainda ndo
existem marcadores estabelecidos para a pratica clinica. A crenga na complexidade dos
sistemas bioldgicos vivos, na qual um metabolito pode participar de diversas vias metabolicas
e que alteracdes na concentracdo deste em um estado patoldgico permite que possa ser
rastreado como um biomarcador de uma doenca (PRIORI et al., 2013).

Diversas vias metabdlicas destacam-se como promissoras para a identificacdo de
marcadores. A Tabela 2 aponta os metabolitos encontrados em diferentes amostras e as vias

metabolicas que estes participam, bem como seus respectivos estudos cientificos.
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Tabela 2 Demonstrativo de moléculas e das principais vias metabdlicas envolvidas na fisiopatologia da
osteoartrite em diferentes amostras de humanos.

. TECIDO A
IA ENVOLVIDA REFERENCIA
METABOLITO \% HUMANO
Acido acotinico, 4cido .
isocitrico, acido citrico, Acido tricarboxilico Urina Lietal, 2010.
glutamina
Glicina, alaﬁlna, lactato, Metabolismo dos AACR Cartilagem Shet et al., 2012
colina
Pro-hidroxiprolina Colageno
Acetllcarmtma,. succinato, Acido tricarboxilico
glutamina
Mio-inositol Metabolismo do mio-inositol
Ureia, N-acetilornitina Ciclo da ureia Sinovia  Adams et al., 2012.
N-acetilornitina, glutamina,
ureia, 5-oxoprolina, Metabolismo de peptideos
fenilacetilglicina
Gama-glutamll-.leucma Metabolismo da glutationa
5-oxoprolina
Pro6-hidroxiprolina Colageno
Acetilcarnitina,. succinato, Acido tricarboxilico o o
glutamina Sindvia Priori et al., 2013
Ureia, N-acetilornitina Ciclo da ureia
Mio-inositol Metabolismo do mio-inositol
4-metil-2-oxopentanoato Metabolismo do AACR
O-acetilcar.n.itina, . . Liquido Mickiewicz et al.,
hexanolcarnitina, N- Metabolismo dos acidos graxos e sinovial 2015
fenilacetilglicina e lipideos
etanolamina
Glicolato, hipurato e trigolina ~  ——=——-mmmem- Urina Loeser et al., 2016
Malato, citrato, succinato e
fi t C . . . iqui .
. 1.1mara © . Acido tricarboxilico L.1qu1fio Kim et al., 2017
Glicerol, glicerato, glicerol 3- sinovial
fosfato

Sigla : AACR - Aminoacidos de cadeia ramificada

A via dos aminoacidos de cadeia ramificada (AACR) envolve a valina, a leucina e a
isoleucina. Usualmente, estes AACR sdo convertidos em acetil-coenzima A (acetil-CoA) e
succinil-coenzima A (succinil-CoA). Estes sdo metabodlitos importantes para a producao de
energia no ciclo do 4cido tricarboxilico, mas também parecem estar envolvidos na geragao de
um processo inflamatorio capaz de levar ao dano do tecido cartilaginoso (ROCKEL e
KAPOOR, 2018).

A via da arginina também apresenta importancia. Este aminoacido esta envolvido no

metabolismo de sintese de 6xido nitrico e ureia, respectivamente derivadas das conversoes de
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arginina em citrulina e em ornitina. No que diz respeito ao 6xido nitrico, este ¢ um derivado
da transformagdo da arginina em citrulina pela a¢do da enzima 6xido nitrico sintase. O 6xido
nitrico estd envolvido com a vasodilatacdo e apresenta fator protetor para a cartilagem
articular. A reducao do nivel de arginina est4 relacionada com progressao da OAJ. Por outro
lado, a ornitina forma o precursor metabdlico da prolina, aminodcido frequentemente presente
nas moléculas de coldgeno. Na OAJ hd uma redugdo na atividade deste metabolismo, o que
provoca uma reduc¢do da capacidade de reparo do tecido cartilaginoso a medida que a doenga
degenerativa progride (ZHALI et al., 2018).

Um estudo recente sinalizou, de forma semelhante, a presenga de cerca de 50
metabolitos nos liquidos sinoviais de pacientes portadores de OAJ. Estes metabolitos estdo
relacionados as vias de sintese de aminodacidos, glicolise e do acido tricarboxilico, como a
glicose, a manose, o piruvato € o citrato. Foram encontrados niveis mais elevados de citrato e
glutamina na OAJ, o que pode apontar uma relagdo entre o aumento da glicélise para gerar
uma producao aumentada de MEC pelos condrdcitos em face a degradagdo provocada pelas
MMP. Adicionalmente, o mesmo estudo sinalizou a presenca de niveis elevados de taurina no
liquido sinovial de portadores de OAJ. A taurina contribui para a patogénese da esclerose do
osso subcondral (ANDERSON et al., 2018).

Assim, o0 uso da metabolomica para o estudo do liquido sinovial com OAJ torna-se
imprescindivel para desenvolver um painel de marcadores a serem usados tanto no
diagnostico quanto no acompanhamento da progressao da doenca, bem como para avaliagao
da resposta aos tratamentos farmacologicos que os pacientes sao submetidos (ADAMS et al.,

2013).
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2 JUSTIFICATIVA E HIPOTESE

A OAJ ¢ uma doenca com aumento prevalente na nossa populagdo, seja pela maior
expectativa de vida, seja pela exposicao aos fatores predisponentes a doenga como os traumas
articulares e a obesidade, ou mesmo por predisposi¢ao genética. Recentemente, o conceito de
OAJ passou por uma mudanga de paradigma, deixando de ser considerada apenas uma doenga
decorrente do desgaste mecanico da articulagao, sendo incluidos os processos inflamatérios e
as alteracdes metabolicas do organismo na fisiopatologia da doenga, que sao marcadamente
afetadas pela HAS, obesidade e DM. Assim, passou entdo a ser sugerida por alguns autores

como um quinto componente da MetS.

O Instituto Nacional de Traumatologia e Ortopedia Jamil Haddad (INTO) ¢ o 6rgao
de referéncia do Ministério da Satide no tratamento cirurgico de média e alta complexidade,
sendo também responsavel pela estimulacdo a criagdo de politicas publicas de satide na éarea
ortopédica. Um grande numero de pacientes ¢ acompanhado no INTO anualmente para
tratamento da OAJ, sendo alguns deles acometidos por componentes da MetS, o que pode
influenciar no diagnostico e na opcdo de tratamento. Surge entdo uma demanda quanto a

melhor forma de rastrear esses pacientes.

Deste modo, a analise dos metabdlitos presentes no liquido sinovial dos pacientes
submetidos a artroscopia e artroplastia total de joelho no INTO forneceria indicios de
alteragdes do metabolismo presentes na articulagdo com OAJ e que futuramente poderdo ser
usados tanto para rastreamento quanto para auxiliar na descoberta de novas propostas

terapéuticas.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo principal

Correlacionar o perfil metabolico do LS dos pacientes com e sem OAJ com fatores

clinicos relacionados a sindrome metabdlica, a partir da reanélise de um banco de dados.

3.2 Objetivos especificos

* Caracterizar a distribuicao de frequéncia dos subgrupos das variaveis IMC e
glicemia nos pacientes com e sem OAJ;

* Avaliar a diferenca do perfil metabdlico do LS de pacientes sem OAJ
(submetidos a artroscopia do joelho para reconstrucio do LCA e/ou reparo de
lesao meniscal) e com OAJ (submetidos a ATJ) pelo perfil metabolico.

* Comparar o perfil metabolico do LS de pacientes com e sem OAJ em relacao a
idade, faixas de IMC, e de glicemia de jejum.

* Verificar a possibilidade de classificar os pacientes com OAJ de acordo com a
associacdo entre idade e fatores relacionados a MetS (glicemia e IMC) pelo

perfil metabdlico.
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4 METODOS

4.1 Desenho do estudo

A partir do banco de dados de pacientes participantes do projeto de pesquisa
“Avalia¢do da manutengdo da atividade condrocitica pelos sinoviocitos: modelo in vitro do
estudo da osteoartrite em humanos”, aprovado pelo CEP/INTO em 31/10/2012, CAAE
08663912.3.0000.5273 (Anexo A), foi realizada uma andlise retrospectiva de subgrupos de
dados clinicos relacionados a fisiopatologia da OAJ.

A populagdo do banco de dados foi composta de pacientes submetidos a tratamento
cirirgico pelo Centro de Cirurgia do Joelho do INTO. Participaram do estudo pacientes de
ambos o0s sexos submetidos a artroscopia para tratamento de lesdes meniscais e/ou
reconstru¢do do LCA (sem OAJ) ou artroplastia total do joelho (com OAJ) e que foram
divididos em dois grupos de acordo com os critérios do Colégio Americano de Reumatologia
(ALTMAN et al., 1986) para o diagnostico de OAJ:

* Pacientes sem OAJ: composto por pacientes submetidos a artroscopia, sem sinais
clinicos e radiograficos de OAJ, correspondendo ao grau 0 da Classificagdo de
Kellgren-Lawrence no joelho operado (KELLGREN e LAWRENCE, 1957) (KOHN
etal., 2016).

* Pacientes com OAJ: composto por pacientes com sinais radiograficos de OAJ com
sinais clinicos de OA e radiografias classificadas como graus 3 ou 4 da Classificacao
de Kellgren-Lawrence no joelho operado (KELLGREN e LAWRENCE, 1957)
(KOHN et al., 2016).

Nao foram incluidos no estudo pacientes com artrite gotosa, pseudogota, artrite
reumatoide, lipus eritematoso sist€émico, psoriase, hemocromatose e com doengas

inflamatoérias cronicas. Também igualmente ndo selecionados no estudo foram os pacientes-
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doadores com infeccdo ativa no membro operado, pacientes submetidos a cirurgia prévia no
mesmo joelho, pacientes com doencas autoimunes, sindromes genéticas, teste sorologico
positivo para hepatite B, C e/ou HIV, neoplasias malignas, pacientes em uso de
imunossupressores ou de quimioterapicos antineoplasicos € em uso continuo de
glicocorticoides. Todos os pacientes-doadores assinaram o Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido (Anexo B).

4.2 Coleta dos dados clinicos e laboratoriais dos pacientes

Para a realizagdo da andlise de subgrupos, procedeu-se a analise dos prontuarios dos
pacientes incluidos no banco de dados, de modo a coletar os dados clinicos de interesse, € que
fazem parte da avaliagdo pré-operatdria padrao do INTO, para permitir a classificacao desses
pacientes de acordo com os consensos vigentes na area de saude publica. Foram entdo
coletados os registros referentes a idade (em anos), a glicemia (em mg/dL) e as medidas de
peso (kg) e altura (m) para calculo do IMC (kg/m?). Além disso, as radiografias de todos os
pacientes incluidos no estudo foram reavaliadas e classificadas. Os exames foram realizados
em aparelho de radiografia digital e avaliados no programa mDicom Viewer 3.0.0
(Microdata).

Os dados clinicos foram entdo estratificados conforme abaixo.

4.2.1 Glicemia

A dosagem da glicemia de jejum mede a taxa de glicose na circulacdo sanguinea.
Segundo o protocolo vigente no INTO, o exame ¢ realizado apos um jejum de 8 a 12 horas de
duragdo, sem o consumo de qualquer alimento ou bebida, exceto dgua. Segundo o Consenso

Brasileiro de Diabetes (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2018), a analise da
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glicemia de jejum ¢ utilizada para o diagnostico do DM, sendo estratificada nas faixas normal,
pré-diabetes ou diabetes, conforme os valores de referéncia apresentados na Tabela 3.
Utilizamos nesse estudo essas mesmas faixas para a classificagdo dos pacientes nos

subgrupos.

Tabela 3 Classificacdo dos valores de glicemia — Consenso Brasileiro de Diabetes - 2017/18.

Classe Glicemia (mg/dL)
Normal <100
Pré-diabetes 100 a 125
Diabetes >126

4.2.2 Indice de Massa Corporal

O indice de massa corporal, IMC, ¢ calculado através da divisdao do peso, em kg, pela
altura em metros elevada ao quadrado, kg/m2 E o calculo mais usado para avaliagio da
adiposidade corporal. Segundo as Diretrizes Brasileiras de Obesidade publicadas em 2016
(DIRETRIZES BRASILEIRAS DE OBESIDADE/ABESO, 2016), os pacientes podem ser
classificados por faixa de IMC, em magro, peso normal, sobrepeso ¢ obesidade. Para esse
estudo, utilizamos a divisdo em classes conforme apresentado na Tabela 4. Em que pese a
existéncia de classificacdo de obesidade pelo IMC propria para idosos, optamos por escolher

0 mesmo critério de classificagdo para ambos os grupos.

Tabela 4 Classificacao dos valores de IMC - Diretrizes Brasileiras de Obesidade 2016.

Classe IMC (kg/mz)

Normal 18,5a24.9
Sobrepeso 252299
Obesidade >30

IMC: Indice de massa corporal
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4.2.3 Faixa etaria

Em relacdo a faixa etéria, para este estudo os pacientes foram estratificados em dois

grupos com idades inferior ou igual a 70 anos € maior que 70 anos.

4.3 Metabolomica por ressonincia magnética nuclear

No intuito de elucidar os diferentes perfis clinicos relacionados ao desenvolvimento da
OAJ, comparamos os dados clinicos com os resultados da analise metabolomica por RMN do
banco de dados do estudo realizado por SOUSA et al. (2019). A metodologia da coleta do
liquido sinovial, realizada no centro cirargico do INTO, do preparo das amostras, realizado no
Centro de Tecnologia Celular do INTO, e da analise por RMN, realizada no Centro Nacional
de Biologia Estrutural e Bioimagem da Universidade Federal do Rio de Janeiro

(CENABIO/UFR]J), se encontram descritas no Apéndice A.

4.4 Analise estatistica

Os dados coletados dos prontudrios foram tabulados em planilha Microsoft Excel®
(Apéndice B). Para a analise estatistica foi utilizando o software GraphPad Prism for
Windows 5.0. Os dados foram apresentados em média e desvio padrao.

Para a comparacao dos valores de idade, peso, altura, indice de massa corporal e
glicemia foi utilizado teste-f ndo pareado unicaudal.

Para a comparagdo da propor¢do de pacientes sem OA e com OA de acordo com os
subgrupos (IMC e glicemia) foi utilizado o teste do Qui-quadrado.

A matriz com os dados da analise de RMN, bucket-table, foi realizada através no
programa AMIX 3.0 (Bruker Corporation, Alemanha), e a matriz foi exportada para a
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plataforma Metaboanalyst 4.0 (www.metaboanalyst.ca), onde foram realizadas as

normalizagdes pelo somatorio das intensidades dos picos e parefo-scaling, e a andlise
multivariada PCA (Analise do Componente Principal).

Posteriormente os dados de metabolomica, armazenados no banco de dados, foram
submetidos a analise multivariada de acordo com os dados clinicos dos pacientes obtidos na
analise dos prontuarios.

A andlise inicialmente envolveu as comparacdes envolvendo presencga/auséncia de
OAJ (entre os grupos com e sem OAJ), idade (inferior ou igual a 70 anos e maior que 70
anos), glicemia (normal, pré-diabetes e diabetes) e IMC (normal, sobrepeso e obeso).

Posteriormente, foi realizada analise multivariada apenas no grupo de pacientes com
OAJ visando encontrar associacdes de dados clinicos que pudessem discriminar os subgrupos
de pacientes de acordo com a associagdo entre idade e fatores clinicos relacionados ao
diagnostico de MetS. Para tanto, a analise envolveu pacientes com OAJ e que apresentavam
idade superior a 70 anos e IMC igual ou superior a 30, em comparagdo a pacientes com OAJ
que apresentavam idade igual ou inferior a 70 anos e IMC inferior a 30. Da mesma forma, foi
realizada andlise multivariada envolvendo pacientes com OAJ e que apresentavam idade
superior a 70 anos e glicemia de jejum igual ou superior a 100, em comparacao a pacientes
com OAJ que apresentavam idade igual ou inferior a 70 anos e glicemia inferior a 100.

O p valor foi considerado significativo quando menor que 0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Perfil dos pacientes

Foi realizada a analise do perfil clinico dos pacientes, evidenciando que o grupo de
pacientes com OAJ (n=26) era composto de individuos com maior média de idade, IMC e

glicemia de jejum do que os pacientes do grupo sem OAJ (n=8). (Tabela 5).

Tabela 5 Perfil clinico dos pacientes participantes no estudo.

Grau3: 4

Grau 0: 8 N/A N/A
Grau 4: 22
67,35 +0,97 26,75 +2.4 p<0,0001* 36,10 — 45,09
Masculino:4 Masculino: 8 N/A N/A
Feminino: 22 Feminino:0
32,75+ 1,1 27,26 £ 1,07 p=0,0028** 1,20 -9,76
107,6 £ 4,09 85,63 £3,38  p=0,0401** 6,35 -37,63

OAUI: osteoartrite do joelho; IC: intervalo de confianga; IMC: indice de massa corporal; N/A: ndo se aplica;

* teste t ndo pareado unicaudal; ** teste t ndo pareado bicaudal.

Em seguida, os pacientes das classes sem OAJ e com OAJ foram estratificados entre
os subgrupos das varidveis IMC (normal, sobrepeso e¢ obesidade) e glicemia de jejum
(normal, pré-diabetes e diabetes).

Verificamos uma associagdo significativa entre a obesidade e OA (p=0,0061, Figura

5). E valido ressaltar que 7,7% do grupo OA ndo apresentaram alteragio do IMC.
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Figura 5 Estratificacdo dos pacientes incluidos por faixa de IMC. Distribuicdo de frequéncia dos individuos
pelo IMC (normal, sobrepeso e obesidade), de acordo com os grupos sem OA e com OA. Abreviagdes: IMC:
indice de massa corporal; OA: osteoartrite; n: nimero de individuos. p-valor calculado pelo Teste Qui-quadrado,
o

'p=0,0061).

Nao verificamos uma associacao significativa entre a glicemia de jejum e OA (p=0,23;
Figura 6). E vélido ressaltar que 42,3% dos pacientes do grupo OA ndo apresentaram

alteracdo na glicemia de jejum.
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Figura 6 Estratificacdo dos pacientes incluidos por faixa de glicemia de jejum. Distribui¢do de frequéncia
dos individuos pela glicemia (normal, pré-diabetes e diabetes), de acordo com os grupos sem OA e com OA.
Abreviagdes: OA: osteoartrite; n: nimero de individuos. p-valor calculado pelo Teste Qui-quadrado, p=0,23.
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5.2 Perfil metabolico do liquido sinovial

No intuito de verificar se o perfil metabdlico do liquido sinovial estava associado aos
indices de IMC, glicemia e classificacdo de OAJ, foram reavaliados os registros do banco de
dados de estudo anterior (SOUSA et al., 2019) pela analise do componente principal (PCA,
do inglés Principal Component Analysis), que nao leva em considera¢do a separacao entre os
grupos e ¢, portanto, uma analise indiscriminada, e livre de “overfitting”.

A PCA utiliza um conjunto de dados representado por uma matriz de » registros por p
atributos, que podem estar correlacionados, e sumariza esse conjunto por eixos nao
correlacionados (denominados Componentes Principais, por exemplo PCI, PC2 e etc. do
inglés Principal Component) que sao uma combinacao linear das p variaveis originais.

O objetivo da PCA ¢ rotacionar os eixos desse espaco p-dimensional para nova
posi¢des (Componentes Principais — PC1, PC2 e etc.) de forma que o componente principal 1
(PC1) tenha a maior varidncia, o componente principal 2 (PC2) tenha a segunda maior
variancia, € assim sucessivamente. Assim, o PC1 vai mostrar sempre a maior porcentagem da
variancia total em relagdo ao PC2, e assim sucessivamente para os outros componentes
principais. Vale a pena ressaltar que a covariancia entre cada par de componentes principais €
zero, ou seja, os PC1 e PC2, por exemplo, ndo sdo correlacionados.

A andlise do componente principal permite a geragao de um grafico de pontuagao (do
inglés Score Plot), e outro grafico com o fator de carga (do inglés Loading Plot), e assim
permite uma reducdo do tamanho da complexidade dos dados e uma representacdo mais
compacta.

O Score Plot mostra a separagdo entre as classes dos pacientes em virtude do perfil
metabolico, portanto quanto mais distantes forem os pontos nos graficos, mais discrepantes
sao os perfis metabolicos. A elipse que envolve as classes ¢ chamada de elipse de Hotelling,

que mostra o intervalo de confianca, onde se encontra 95% das observagoes.
37



O Loading Plot mostra quais foram os metabdlitos (por valor de deslocamento
quimico na escala de ppm) que influenciaram mais na separagdo das classes do Score Plot.
Portanto, quanto maior for a distdncia dos pontos, maior serd o grau de importancia para a
separacao das classes, e assim sdo possiveis metabdlitos marcadores da classificacao
biologica estudada, o que neste trabalho configura as subclassificagdes de IMC, idade,

glicemia, e grau de OAJ.

5.2.1 Analise pelo diagnostico de osteoartrite

Classificamos os individuos em dois subgrupos distintos, sem OAJ e com OAJ, de
acordo com o perfil metabdlico (Figura 7). A andlise original do banco de dados havia
identificado que o metabolito “glicose + glicerol” — deslocamento quimico 3,56ppm (Figura
7B) foi o principal responsavel por permitir uma separacdo entre os grupos, o que foi

confirmado nessa reanalise.
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Figura 7 Discriminacfo dos pacientes sem OA e com OA pelo perfil metabdlico. A analise pelo Principal
Component Analysis mostra que ¢ possivel distinguir os grupos de pacientes com OA (diagrama verde) e sem
OA (diagrama vermelho) através do perfil metabolico. (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” 29,6% das
variaveis, e o PC2 somente 12%. As elipses representam o intervalo de confianga de 95% ; e (B) Loading-Plot
(fator de carga), onde cada ponto rosa corresponde a um metabolito.
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5.2.2 Comparagdo por faixas etarias

A andlise 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

8), pois houve uma nitida intersec¢ao dos perfis metabdlicos no Score Plot.
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Figura 8 Discriminacfo dos pacientes de acordo com a idade. A analise pelo Principal Component Analysis
mostra que nao € possivel distinguir o grupo de pacientes de acordo com as faixas etarias abaixo (diagrama
vermelho) e acima de 70 anos (diagrama verde). (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” 36,9% das
varidveis, e o0 PC2 somente 20,4%. As elipses representam o intervalo de confianga de 95% e (B) Loading-Plot
(fator de carga), onde cada ponto corresponde a um metabélito.

5.2.3 Avaliagdo pelas faixas de indice de massa corporal

A andlise por PCA mostrou que os individuos sem obesidade possuem um perfil
metabolico levemente distinto do liquido sinovial do que os pacientes obesos e com sobrepeso

(Figura 9).
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Figura 9 Discriminacio dos pacientes de acordo com a faixa de IMC pelo perfil metabdlico. A anélise pelo
Principal Component Analysis mostra que ndo é possivel distinguir o grupo de pacientes com IMC normal
(diagrama vermelho), com sobrepeso (diagrama azul) e com obesidade (diagrama verde) 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” 19,3% das variaveis, ¢ o PC2 somente 18,2%. As
elipses representam o intervalo de confianca de 95%; e (B) Loading-Plot (fator de carga), onde cada ponto
corresponde a um metabdlito.

5.2.4 Analise pelas faixas de glicemia

A comparagdo dos grupos de acordo com a classificagdo pelas faixas de glicemia
apontou a convergéncia da grande maioria dos individuos dos grupos normal, pré-diabetes e
diabetes mellitus. No entanto, hd uma separacdo do perfil metabdlico maior de alguns

pacientes com glicemia normal e com diabetes (Figura 10).
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Figura 10 Discriminacio dos pacientes de acordo com a faixa de glicemia de jejum pelo perfil metabdlico.
A analise pelo Principal Component Analysis mostra que ndo é possivel distinguir o grupo de pacientes com
glicemia de jejum normal (diagrama verde), com pré-diabetes (diagrama azul) e com diabetes (diagrama verde)
através do perfil metabolico. (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” 33,4% das variaveis, e o PC2 somente
9,9%. As elipses representam o intervalo de confianga de 95%; e (B) Loading-Plot (fator de carga), onde cada
ponto corresponde a um metabolito.

5.2.5 Analises agrupadas
Os pacientes portadores de OA foram combinados para a verificacdo de possivel

associacdo entre as variaveis idade, IMC e glicemia, que possuem identificagdo com os

diferentes fenotipos da OA.

5.2.5.1 Associagao entre osteoartrite, idade e IMC

A analise por PCA identificou que os individuos do subgrupo identificado como A
(IMC<30kg/m” e idade <70 anos) possuem um perfil metabolico levemente distinto do
liquido sinovial do que os pacientes do subgrupo identificado como B (IMC>30kg/m” ¢ idade

>70 anos) no Score Plot, conforme a Figura 11.
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Figura 11 Discriminacio dos pacientes com osteoartrite, de acordo com a associacio idade e IMC, pelo
perfil metabélico. Principal Component Analysis. (A) Score-Plot, de PC 2 versus PC 1, onde cada ponto
corresponde a um paciente, sendo estes divididos quanto a idade e IMC. A porcentagem entre parénteses
significa que o PC1 consegue “explicar” 38,4% das variaveis, e o PC2 somente 29%. A Pacientes do grupo A:
IMC <30 kg/m” e idade <70 anos (diagrama vermelho); + Pacientes do grupo B: IMC >30 kg/m? ¢ idade>70
anos (diagrama verde). As elipses representam o intervalo de confianga de 95%; e (B) Loading-Plot (fator de
carga), onde cada ponto corresponde a um metabolito.

5.2.5.2 Associagdo entre osteoartrite, idade e glicemia de jejum

De forma similar ao resultado encontrado na combinacao anterior, a analise por PCA
identificou que os individuos do subgrupo identificado como C (glicemia <100 mg/dL e idade
<70 anos) possuem um perfil metabolico levemente distinto do liquido sinovial do que os
pacientes do subgrupo identificado como D (glicemia >100 mg/dL e idade>70 anos)no Score

Plot, conforme a Figura 12.
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Figura 12 Discriminac¢ao dos pacientes com osteoartrite, de acordo com a associacio idade e glicemia de
jejum, pelo perfil metabélico. Principal Component Analysis. (A) Score-Plot, de PC 2 versus PC 1, onde cada
ponto corresponde a um paciente, sendo estes divididos quanto a glicemia e idade. A porcentagem entre
parénteses significa que o PC1 consegue “explicar” 48,9% das varidveis, e o PC2 somente 17,9%. A Pacientes
do grupo C: glicemia <100 mg/dL e idade <70 anos (diagrama vermelho); + Pacientes do grupo D: glicemia
>100 mg/dL e idade>70 anos (diagrama verde). As elipses representam o intervalo de confianga de 95%; e (B)
Loading-Plot (fator de carga), onde cada ponto corresponde a um metabdlito.
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6 DISCUSSAO

6.1 Osteoartrite

A OAJ ¢ uma doengca cronica complexa, frequentemente acompanhada de
multimorbidade € com potencial para provocar grandes limitacdes aos individuos por ela
acometidos (MUNJAL et al.,, 2019). A doenca manifesta-se primeiramente como um
desarranjo do metabolismo celular da articulacdo, seguida por alteracdes anatdmicas e/ou
fisiologicas, caracterizadas por degradacdo da cartilagem, remodelagdo dssea, formacao de
osteofitos, inflamacao articular, culminando em perda da fun¢do articular (BERENBAUM et

al., 2019).

A OAJ possui relagdo com a saude geral do individuo, podendo tanto contribuir,
quanto resultar de problemas sistémicos. Diversos fatores podem influenciar no perfil
metabolico da OAJ, incluindo idade, sexo, IMC e comorbidades com a hipertensao arterial, o

diabetes e a depressao (ROCKEL e KAPOOR, 2018).

Em grande parte dos casos, existe uma correlacdo direta entre as caracteristicas
clinicas e o grau de desgaste da OAJ nas radiografias com apoio bipodal, de modo que,
quanto mais intensas forem a dor e a limitagdo funcional, maior serd a gravidade da OAJ. No
entanto, existem situacoes onde hé dissociacdo entre os achados clinicos (dor, rigidez articular
e limitagdo funcional) e o grau de OAJ. Nos ultimos anos tem havido um interesse crescente
na literatura em apontar diferentes fendtipos para diferenciar os perfis de pacientes com OAJ,
permitindo assim um tratamento direcionado (DEVEZA et al., 2017; COURTIES et al., 2019;

CARLSON et al., 2019; BERENBAUM, 2019; DEVEZA et al., 2019).
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6.2 Liquido sinovial e analise metabolica

O liquido sinovial ¢ um ultrafiltrado do plasma, contendo moléculas adicionais
produzidas pelas células no espago articular e que refletem processos biologicos que
acontecem na articulacdo. Além disso, estd em contato direto com tecidos acometidos pela
OAJ, de modo que o liquido sinovial pode representar alteracdes nos tecidos articulares mais
precisamente do que medidas realizadas no sangue ou na urina (CARLSON et al., 2019;

WATT et al., 2020).

A andlise metabolica do liquido sinovial dos pacientes com OAJ, permitindo a
identificacdo de metabolitos associados com perfis distintos, pode auxiliar na identificagao
desses diferentes perfis fenotipicos, apontando para um novo paradigma diagndstico. Por isso,
tem crescido o interesse em estudos utilizando esse método (GUMA et al., 2016; JAGGARD

etal., 2019; AKHBARI et al., 2019; RATNESWARAN et al., 2019).

O liquido sinovial de 35 participantes (25 com OAJ e 10 controles) foi estudado por
espectroscopia de massa, sendo identificado que seis diferentes metabolitos (glutamina, 1,5
anidroglucitol, lactona gluconica, tiamina, treonina e acido 8-aminocaprilico) estavam

fortemente associados com a OAJ na metabolomica global (ZHENG et al., 2017).

Também ja foi sugerido que ha diferencas na composi¢do do liquido sinovial das
articulagdes do quadril e do joelho na OAJ, de modo que o ultimo apresenta maiores
concentragdes de moléculas N-acetiladas, glicosaminoglicanas, citrato e glutamina

(AKHBARI et al., 2019).

No presente estudo, foi investigado, a partir de um banco de dados utilizado
anteriormente para a investigacdo da modulacdo do liquido sinovial sobre a atividade das

células do liquido sinovial em cultura (SOUSA et al., 2019), a possibilidade de distinguir
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diferentes subgrupos de pacientes a partir de fatores potencialmente associados com a OAJ,
como a idade, a glicemia e o IMC. Nado foram considerados os dados dos registros dos
parametros de diagnostico hipertensdo arterial/ diabetes, por serem de natureza auto
declaratoria pelos pacientes no momento da entrevista pré anestésica, e de circunferéncia
abdominal por ndo existirem tais registros nos prontudrios.

Optamos por realizar nesse estudo a analise utilizando o PCA (Principal Component
Analysis). Esse método torna a avaliagdo mais simples, pois estdvamos reavaliando dados,
estratificados em classes, o que ndo havia sido realizado na anélise do projeto original. Além
disso, esse tipo de andlise ¢ menos suscetivel ao overfitting dos dados, permitindo a
visualiza¢do sem a necessidade de andlises estatisticas complexas.

Pacientes com OAJ tiveram um perfil marcado pelo aumento de metabdlitos
relacionados as alteragdes inflamatérias e catabdlicas. As variantes clinicas como a glicemia e
a obesidade, assim como a idade, ndo se mostraram capazes de distinguir perfis de grupos de
individuos, através da analise pelo PCA, pelo fato de ser uma analise ndao supervisionada, €
possivelmente pela grande variabilidade encontrada nas amostras, que pode ser explicada pela
dieta, genotipo e ancestralidade dos pacientes analisados. Idade, sexo, IMC e comorbidades
j& haviam sido relatados como possiveis fatores de confusao na andlise metabodlica do liquido
sinovial de pacientes com OAJ. Entretanto, em estudo realizado anteriormente nao foi

encontrado perfil metabolico associado a esses fatores (ZHANG et al., 2014).

6.3 Gravidade da osteoartrite e perfil metabolico

A alteragdo do metabolismo celular pode ser um fator contribuinte decisivo para a
patogénese da OAJ. A presenca de inimeros metabodlitos pode apontar para a variedade de

fendtipos distintos de OAJ. Seguindo por esse caminho, observa-se que a identificagdo de
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inimeros biomarcadores seja mais apropriada para evitarem-se falsos positivos, assim como

para determinar a gravidade da patologia de forma acurada (SHOWIHEEN et al., 2019).

No presente estudo, confirmou-se, apos reanalise do banco de dados, que ocorria um
aumento nos niveis de concentragdo do glicerol no liquido sinovial de pacientes com OAJ,
conforme j4 descrito anteriormente (SOUSA et al., 2019). Este fato sugere que ha hipoxia nos
tecidos degenerados pela doenca e que o metabolismo lipidico ¢ acionado como fonte
energética. Conforme dados encontrados em estudos prévios com caes (DAMYANOVICH et
al., 1999) e cavalos (LACITIGNOLA et al., 2008), tal ativagdo ¢ maior quanto mais avancada
for a doenga. O resultado das analises com abundancia de glicerol e de 4cidos graxos nas
amostras de pacientes com OAJ indica que este mecanismo foi ativado nesse perfil de
pacientes com OAJ moderada a grave, nos quais a gravidade da doenga ¢ mais marcante. Ja
foram identificados anteriormente perfis metabdlicos globais distintos entre individuos
saudaveis, com OAlJ precoce e OAJ tardia, sendo identificado que os fenotipos metabolicos
do liquido sinovial exibiam grande inflamac¢do na OAJ precoce, maior estresse oxidativo na
OAJ tardia e deterioragdo estrutural em ambos (CARLSON et al, 2019). Nossos dados
reforcam tais achados, pois também encontramos niveis elevados de glicerol em uma
populagdo de pacientes com OAJ tardia (moderada a grave), correspondendo aos graus 3 e 4

de K-L.

Em uma revisdo sistematica envolvendo 27 estudos de pequenas moléculas na OAJ
usando RMN e espectroscopia de massa verificou-se um desvio no sentido do metabolismo
anaerdbico e de acidos graxos na OAJ, embora nao tenha ficado claro se essas alteragdes
representariam o estado inflamatorio encontrado na articulacdo (JAGGARD et al., 2019). De
forma semelhante, foi sugerido que a razdo entre as concentracdes de AACR e histidina

séricos estaria significativamente associada com a OAJ (ZHALI et al., 2018). Posteriormente,
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foi demonstrado através do estudo do perfil metabolico do plasma humano, que seis novos
metabolitos estariam associados com a OAJ, sendo a arginina o mais significativo (ZHANG
et al., 2017a). Finalmente, identificaram-se quais trés vias metabolicas seriam de especial
importancia na patogénese da OAJ. Enquanto o aumento na concentracdo dos AACR poderia
ser um marcador diagnostico, a concentracdo de arginina pode ser usada para monitorar o
processo e progressao da OAJ. Ja a via da FC para LFC desempenharia um papel na mediagao
dos sintomas, em especial a dor articular (ZHAI et al., 2018). Finalmente, foi sugerido que
alteragdes nos aminodcidos decorrentes de perturbacdes em vias como a do ciclo do acido
tricarboxilico estariam presentes em individuos com OAJ, de tal forma que alanina, GABA e
hidroxi-prolina foram identificados como potenciais biomarcadores para diferenciar pacientes
com OAJ dos controles (CHEN et al., 2018). Nao encontramos em nosso estudo nenhuma
alteragdo nesses metabolitos capaz de classificar os individuos em diferentes subgrupos

(fenotipos).

Por fim, verificou-se que os metabolitos do ciclo do 4cido tricarboxilico, como malato,
fumarato, citrato e succinato, estariam relacionados com a atividade anaerdbica em resposta a

faléncia mitocondrial de geracdo de energia celular (GOLDRING e OTERO, 2011).

6.4 Idade e perfil metaboélico na osteoartrite

Escolhemos como ponto de corte para idade o valor de 70 anos, devido ao perfil da
nossa amostra envolver pacientes com OAJ submetidos ao tratamento cirargico com ATJ e,
logo, possuir todos os pacientes com idade superior a 55 anos. Como a incidéncia e a
gravidade da OAJ aumentam com a idade (MUNJAL et al., 2019), imaginamos que a idade de
70 anos seria capaz de identificar pacientes com perfil metabdlico compativel com estagios

mais avangados da doenca. Rockel e colaboradores utilizaram a idade de 50 anos como ponto
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de corte numa tentativa de criar um modelo preditivo de assinaturas de metabolitos para o
diagnostico da OAJ, sugerindo que a FC e a LFC seriam os indicadores dominantes da OAJ
em homens mais velhos (ROCKEL et al., 2018). No nosso estudo, ndo possuiamos pacientes
com idade inferior a 50 anos no grupo com OA, de forma que ndo foi possivel estratificagao

semelhante. Tampouco encontramos alteragdes na concentracao de FC na analise metabolica.

6.5 Sindrome metabdlica e perfil metabolico na osteoartrite

A sindrome metabolica, caracterizada por hipertensdo, dislipidemia, hiperglicemia e
obesidade parece aumentar a gravidade da OAJ, notavelmente relacionando-se a piora das
manifestagdes clinicas e do prognostico, por uma influéncia cumulativa das desordens
metabolicas (ZHUO et al., 2012; BERENBAUM et al., 2019; DICKSON et al., 2019).
Recentemente foi sugerido que alteragdes no metabolismo dos aminoacidos parece ter um
papel central na MetS (ROBERTS et al., 2020). Entretanto, apesar da relevancia da sindrome
para a saude publica, uma revisdo sistematica publicada recentemente evidenciou que poucos
trabalhos foram publicados em relagdo a investigacao de biomarcadores da MetS através da
metabolomica (MONNERIE et at., 2020). Da mesma forma, a associacao direta entre OA e

MetS permanece ndo comprovada e deve ser alvo de estudos (JAGGARD et al., 2019).

Devido a limitacao dos dados disponiveis no prontuério, a obesidade, classificada pelo
IMC de acordo com os critérios das Diretrizes Brasileiras de Obesidade (DIRETRIZES
BRASILEIRAS DE OBESIDADE/ABESO, 2016) e a glicemia de jejum de acordo Consenso
Brasileiro de Diabetes (SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2018) foram

escolhidas como parametros clinicos para estratificagdo dos subgrupos.

A analise estratificada pelo IMC evidenciou que pacientes com o IMC normal

apresentaram um perfil metabolico ligeiramente diferente daqueles com sobrepeso e
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obesidade, porém sem significancia estatistica. Ja foi relatado que outros estudos tentaram
estratificar pacientes de acordo com o IMC, em normais e obesos, pelo perfil metabolico,
utilizando anélises como o PCA. Entretanto, a presen¢a de fatores de confusdo como dieta,
estado socio econdmico, atividade fisica, tabagismo e sexo, dentre outros, torna essa analise

dificil (RAUSCHERT et al., 2017).

As relagdes entre OAJ e obesidade foram investigadas através de analise
metabolomica nao direcionada do soro, verificando que a OAJ relacionada a obesidade
apresenta maior estresse oxidativo e meio mais acido. Além disso, o estresse oxidativo
baseado em espécies reativas de nitrogénio e problemas acidéticos tém se tornado maiores em
pacientes com OAJ relacionada a obesidade em relacdo a ndo relacionada (SENOL et al.,

2019).

Ja foram identificados perfis de metabolitos que poderiam distinguir adultos com
sobrepeso e obesos apresentando sinais de progressdo radiografica de OAJ daqueles sem
progressao, sugerindo um papel de fatores metabdlicos na evolugdo da doenca (LOESER et
al., 2012). Por sua vez, também foi revelado que o perfil metabdlico de pacientes com OAJ se
altera robustamente ao longo do estadiamento radiografico da doenca, sendo encontrada uma
maior concentracdo de malato e uma tendéncia a aumento na concentragdo de citrato,
fumarato e succinato nos estagios tardios da doenga. Tais achados sugerem que o
metabolismo nos estagios mais avangados da OAJ converge para preservar energia (KIM et

al., 2017).

Em relagcdo ao diabetes, h4 evidéncias de que a glicose, a frutose, os aminoacidos e
lipidios estariam alterados tanto em pacientes com diabetes tipo 1 quanto tipo 2 (ARNETH et
al., 2019). De modo semelhante, estudo recente utilizando espectroscopia de massa

identificou 12 metabdlitos no plasma de pacientes sem historico de diabetes com média de
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idade de 63,3 anos (48,1% homens), que poderiam estar associados a diferentes niveis de
metabolismo da glicose e sensibilidade a insulina em comparagdo a populagdo (BOS et al.,
2020). No presente estudo, a estratificagdo de acordo com a glicemia de jejum indicou
convergéncia dos subgrupos normal, pré-diabetes e diabetes mellitus pela analise do perfil
metabolico, prejudicando sua diferenciacdo. Acreditamos que um dos fatores que pode
explicar tal diferenca ¢ o fato de nossa analise ter sido realizada no liquido sinovial e ndo no

plasma.

Estudos apontam a relagdo do diabetes do tipo 2 com a progressao de OAJ em
qualquer articulagdo e, especialmente, com uma chance duas vezes maior de associacdo com
AT]J do que na populagdo normal (COURTIES et al., 2019). Outro trabalho demonstrou que a
homeostase da glicose pode predizer individuos em risco para o desenvolvimento da OAJ
tipica, porém nao foi capaz de distinguir os casos de OAJ acelerada (DRIBAN et al., 2017).
Os dados de nosso estudo corroboram esses achados, pois na nossa populacdo de pacientes
com OAJ, a anélise metabolomica ndo foi capaz de identificar perfis distintos de pacientes de
acordo com as faixas de glicemia de jejum, utilizada como critério para o diagnostico de

diabetes mellitus.

O metabolismo lipidico ¢ indicado como fator potencial no entendimento e tratamento
da OA, dada sua influéncia no fendtipo inflamatério da OA (JAGGARD et al., 2019).
Entretanto, ndo havia lipidograma disponivel nos registros médicos dos pacientes incluidos no
estudo, de modo que tal dado ndo pode ser utilizado na estratificagdo de subgrupos para

analise, apesar de a dislipidemia ser um dos componentes da sindrome metabdlica.

Por fim, buscamos verificar no grupo de pacientes de OAJ, se a associacdo das
variaveis clinicas permitiria a identificagdo de subgrupos de pacientes de acordo com o perfil

metabolico. Ao dividirmos o grupo de pacientes com OAJ para analise dos subgrupos com
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IMC inferior a 30kg/m” e idade inferior ou igual a 70 anos em comparagdo ao subgrupo com
IMC superior a 30kg/m” e idade superior a 70 anos encontramos uma leve separagdo entre os
individuos pelo perfil metabdlico do liquido sinovial. Entretanto, para as analises comparando
os subgrupos de pacientes com OAJ e glicemia inferior a 100 mg/dL e idade inferior ou igual
a 70 anos em comparagdo aqueles com glicemia superior ou igual a 100 mg/dL e idade
superior a 70 anos, houve convergéncia dos subgrupos, ndo permitindo identificar separacao
entre eles. Tais achados sugerem que apesar das diferentes faixas de idade, glicemia e IMC, a
presenca ou auséncia de OA parece ser o fator principal na discriminagdo dos grupos de
pacientes pelo perfil metabolico. Ja havia sido demonstrado previamente que a concentragao
de diversos metabolicos ¢ afetada pela raca, sexo ou idade, sendo essa ultima de alteragdes
preponderantes, de modo que tais fatores podem ser fatores de confusdo quando diferentes

grupos sao comparados em estudos clinicos (LAWTON et al., 2008)

6.6 Consideracoes finais

Existem algumas limitacdes relevantes no estudo como a pequena amostra de
pacientes, além do registro incompleto dos dados de prontuario, o que dificulta a
representacdo de todas as possibilidades de perfis metabdlicos. No entanto, conseguimos
pacientes sem OAJ e com OAJ, diferentemente de outros estudos que sé analisaram amostras
de liquido sinovial doente. Outra vantagem ¢ que nosso estudo utilizou liquido sinovial de
pacientes vivos, ao contrario de outros estudos analisando amostras de doadores cadaveres e
que podem ter a andlise metabodlica prejudicada pelo estado post mortem. Pretendemos dar
continuidade ao estudo de modo a aumentar a amostra de modo a conter pacientes em todos

os graus de OAJ.
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7 CONCLUSAO

A andlise metabolica foi capaz de diferenciar os pacientes sem OAJ e com OAJ de
acordo com o perfil metabdlico, sendo o glicerol o metabodlito aumentado no grupo de
pacientes com OAJ. Além disso, nessa mesma populagdo, a metaboldomica evidenciou uma
leve separagdo dos individuos em subgrupos, de acordo com as associagdes de idade e faixas

de glicemia; e, idade e IMC.
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INTO / SAS/ MS ‘

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: AVALIACAO DA MANUTENGAQ DA ATIVIDADE CELULAR CONDROCITICA PELOS
SINOVIOCITOS: MODELO IN VITRO DO ESTUDO PARA OSTEOATRITE EM
HUMANOS.

Pesquisador: Diego Aguiar

Area Temdtica:

Versao: 1

CAAE: 08663912.3.0000.5273

Instituic2o Proponente: Instituto Nacional de Traumato - Ortopedia / INTO / SAS/ MS - RJ

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 146.596
Data da Relatoria: 31/10/2012

Apresentacao do Projeto:
Adequado.

Obijetivo da Pesquisa:
Estabelecimenio de metodologia para cultivo de células sinoviais e genes envolvidos na doenca articular.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:
Sem riscos. Com beneficios sobre o entendimento da doenca articular.

Comentéarios e Consideragtes sobre a Pesquisa:
Projeto muito bem elaborado.

Consideracoes sobre os Termos de apresentac¢&o obrigatéria:
Adequado.

Recomendacdes:
Sem recomendacdes.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacées:
Projeto Aprovado.

Situacédo do Parecer:
Aprovado

Enderego: Avenida Brasil, n° 500

Bairro: Sao Cristévio CEP: 20.940-070
UF: RJ Municipio: RIO DE JANEIRO
Telefone: (21)2134-5000 Fax: (21)2134-5228 E-mail: cep.into@into.saude.gov.br
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Necessita Apreciacdo da CONEP:
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Assinador por:
Marisa Peter Silva
(Coordenador)

62



INSTITUTO NACIONAL DE g
TRAUMATO - ORTOPEDIA/  GRGraA —
INTO / SAS/ MS
PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA
Titulo da Pesquisa: AVALIACAO DA MANUTENQAO DA ATIVIDADE CELULAR CONDROCITICA PELOS

SINOVIOCITOS: MODELO IN VITRO DO ESTUDO PARA OSTEOATRITE EM
HUMANOS.

Pesquisador: Diego Aguiar

Area Tematica:

Versado: 1

CAAE: 08663912.3.0000.5273

Instituicdo Proponente: Instituto Nacional de Traumato - Ortopedia / INTO / SAS/ MS - RJ
Patrocinador Principal: Instituto Nacional de Traumato - Ortopedia / INTO / SAS/ MS - RJ

DADOS DA NOTIFICACAO

Tipo de Notificacdo: Outros

Detalhe: Adendo

Justificativa: Para melhor analizarmos os mecanismos molecularees da artrose € necessario 2
Data do Envio: 10/03/2014

Situacio da Notificac@o: Parecer Consubstanciado Emitido

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 573.269
Data da Relatoria: 26/03/2014

Apresentacao da Notificagao:

Adequado.

Obijetivo da Notificagéo:

Adendo bem formulado em relacéo ao estudo original.

AvaliagZo dos Riscos e Beneficios:
N&ao proporciona riscos.

Comentérios e Consideragdes sobre a Notificacao:
Pertinente e relevante.

Enderego: Avenida Brasil, n® 500
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Telefone: (21)2134-5000 Fax: (21)2134-5228 E-mail: cep.into@into.saude.gov.br
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Continuagéo do Parecer: 573.269

Consideracdes sobre os Termos de apresentacio obrigatéria:
Adequado.

Recomendacoes:
Sem recomendagcdes.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Sem inadequagdes

Situacéo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:
Nao

Consideracgtes Finais a critério do CEP:

RIO DE JANEIRO, 28 de Margo de 2014

Assinador por:
Marisa Peter Silva
(Coordenador)
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Continuagéo do Parecer: 573.269

Consideracdes sobre os Termos de apresentacio obrigatéria:
Adequado.

Recomendacoes:
Sem recomendagcdes.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Sem inadequagdes

Situacéo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:
Nao

Consideracgtes Finais a critério do CEP:

RIO DE JANEIRO, 28 de Margo de 2014

Assinador por:
Marisa Peter Silva
(Coordenador)
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INSTITUTO NACIONAL DE

TRAUMATOLOGIA E
ORTOPEDIA JAMIL HADDAD -

Continuagéo do Parecer: 2.767.533

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:

Vide acima.

Consideragdes Finais a critério do CEP:
Senhor pesquisador, de acordo com o constante da Resolugao CNS n° 466 de 2012, faz-se necessério

apresentar ao CEP/INTO, através da Plataforma Brasil, a cada 06 (seis) meses o relatério de

acompanhamento de sua pesquisa. Além disso, apds a concluséo da pesquisa, devera ser submetido na

Plataforma Brasil, através da Notificagdo, o Relatorio Final e a pesquisa concluida para apreciagéo do

CEP/INTO.

Informamos que qualquer alteragéo realizada no protocolo de pesquisa aprovado devera ser submetida &

apreciacdo do CEP/INTO através do envio de uma emenda utilizando a Plataforma Brasil.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informacoes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_115959| 25/06/2018 Aceito
do Projeto 3 _E1.pdf 16:05:21
Projeto Detalhado / |ADENDO_CEP_25_06_18.doc 25/06/2018 |Diego Aguiar Aceito
Brochura 16:02:15

| Investigador
Projeto Detalhado / |folhaDeRosto.pdf 25/06/2018 |Diego Aguiar Aceito
Brochura 13:22:39
Investigador
Outros ADENDO - AVALIACAO DA 10/03/2014 Aceito
MANUTENCAO DA ATIVIDADE 15:43:04
CELULAR CONDROCITICA PELOS
SINOVIOCITOS MODELO IN VITRO
DO ESTUDO PARA OSTEOATRITE EM
HUMANOS..doc
Folha de Rosto Folha do Rostro -INTO - Diego 03/10/2012 Aceitc
Agquiar.pdf 15:06:33
TCLE / Termos de |TCLE.docx 02/10/2012 Aceito
Assentimento / 18:16:33
Justificativa de
Auséncia
Brochura Pesquisa | Projeto de Pesquisa basico-clinico ¢, 02/10/2012 Aceito
Diego Aguiar & Eduardo Branco.doc 18:13:23
Enderego: Avenida Brasil, n® 500
Bairro: S&o Cristovao CEP: 20.940-070
UF: RJ Municipio: RIO DE JANEIRO
Telefone: (21)2134-5000 Fax: (21)2134-5228 E-mail: cep.into@into.saude.gov.br
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(Coordenador)
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ANEXO B. TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé estd sendo convidado para participar da pesquisa “AVALIACAO DA
MANUTENCAO DA ATIVIDADE CELULAR CONDROCITICA PELOS
SINOVIOCITOS: MODELO IN VITRO DO ESTUDO DA OSTEOATRITE EM
HUMANOS”, que ajudara na compreensao da artrose do joelho, com o objetivo de melhorar
o diagnostico e tratamento. A qualquer momento vocé€ pode desistir de participar e retirar seu
consentimento. Sua recusa ndo trara nenhum prejuizo em relacdo a sua cirurgia € ao seu
tratamento no hospital.

Durante seu procedimento cirurgico, sera retirada uma parte de seu fémur ou do seu
joelho, e implantada uma protese nesse local. A porcao retirada (denominada fragmento dsseo
do joelho ou tecido sinovial do joelho) ndo podera mais ser aproveitada por voc€ ou por
nenhum outro paciente, mas podera ser utilizada para fins de pesquisa. Assim, pedimos sua
autorizagdo para utilizar a por¢ado retirada na sua cirurgia em nossa pesquisa.

As informacdes obtidas através dessa pesquisa serdo confidenciais e asseguramos o
sigilo sobre sua participacao nessa pesquisa.

Vocé recebera uma via deste Termo onde constam o telefone e o endereco do
pesquisador principal, podendo tirar suas duvidas sobre o projeto e sua participacao, agora ou

a qualquer momento.

Rio de Janeiro, de de 2014.

NOME DO PACIENTE/VOLUNTARIO:
PRONTUARIO:

ASSINATURA:

PESQUISADORES RESPONSAVEIS: Diego Aguiar ¢ Eduardo Branco de Sousa
ENDERECO: Av. Brasil, 500 — Anexo IV - CTCEL
TELEFONE: 2134 5057
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APENDICE A: PROTOCOLO DE ANALISE METABOLOMICA POR RMN

Coleta do liquido sinovial

Para a realizagdo da andlise metabolomica do estudo base, foi coletado o liquido
sinovial dos pacientes sem OAJ e com OAJ para analise de metabolomica por RMN.

O LS dos pacientes sem OAJ foi coletado durante procedimento de artroscopia para
reparo de lesdo meniscal ou reconstrugdo do LCA. No momento da confec¢do dos portais
artroscopicos para o procedimento, foi inserida uma agulha 18G acoplada a uma seringa de 20
mL e o liquido sinovial aspirado.

Ja nos pacientes com OAJ, submetidos a ATJ, a coleta de material ocorreu apos
abertura da capsula articular, sendo o liquido sinovial coletado com uma seringa de 20mL
diretamente da articulacao.

As amostras de liquido sinovial foram transportadas em bolsa térmica com gelo a 4° C
para o Centro de Tecnologia Celular (CTC) do INTO e armazenadas a -80° C até o momento e

de serem analisadas.

Preparo da amostra e aquisi¢do dos espectros

As andlises do liquido sinovial por RMN foram realizadas através da aquisi¢do de
espectros para o niicleo de hidrogénio (‘H) no espectrometro Bruker DRX 400 MHz. Para
1sso, as amostras provenientes do liquido sinovial, foram descongeladas em temperatura
ambiente, centrifugadas a 8000 rpm por 20 minutos, ¢ 500 pL do sobrenadante foi misturado
com 1500 pL do tampao fosfato a 50 mM em pH 7.4 com 10% de D,O (6xido de deutério) e
0,1mM do composto referéncia DSS (2,2-dimetil-silapentano-2-5-sulfonato).

Para eliminar a interferéncia de moléculas grandes, as misturas de liquido sinovial
com tampdo fosfato foram filtradas em membranas Amicon Ultra-2 (MERK-Millipore®™) com

malha de 3 KD (#UFC200324), centrifugadas a 6000 rpm por 20 minutos, € 600uL da mistura
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filtrada foram transferidas para tubos de RMN de 5mm de didmetro (CHIGNOLA et al.,
2011).

O perfil metabdlico das amostras foi analisado através da aquisi¢do de espectros
unidimensionais de 'H, utilizando as sequéncias pulso com supressdo de agua, excitation
esculpting (zgesgp), numero de pontos de 64K, ntiimero de acumulagdes de 1K, largura
espectral de 20 ppm, D1=1,40s, O1P= 4,7 ppm. Para o assinalamento foram adquiridos
espectros bidimensionais TOCSY H-H, utilizando a sequéncia mlevesgpph. Os espectros
foram processados no programa TopSpin 2.1, onde foi ajustada a fase e a linha base de cada
um.

A Tabela 6 mostra os metabolitos assinalados com os valores da analise univariada,
multiplo teste t com o valor de q (abordagem com o “False Discovery Rate — FDR”), e da
analise multivariada, Orthogonal Partial Least Square-Discriminant Analysis (OPLS-DA),

fator de carga (importancia para a separacao entre os grupos), € fator de carga ortogonal.

Tabela 6 Metabdlitos assinalados através da analise por RMN e a caracterizacio na separacio entre os
grupos de pacientes sem OAJ e com OAJ.

'H

. Diferenca
M PhEm e BRDSEE IS
ppm
Glicose + 3.56 0.0100 -0.0102 1.94 0.14
Glicerol
Valina 0.98 0.0895 0.0074 -2.92 -0.42
Lactato 1.31 >(0.9999 -0.0041 1.36 0.10
Valina 0.96 >(.9999 0.0032 -1.82 -0.34
Creatina 3.00 >(.9999 0.0026 -1.93 -0.49
Glutamina 2.46 >(.9999 0.0021 -1.37 -0.31
Ureia 5.74 >(.9999 -0.0015 1.47 043
Acetato 1.90 >(.9999 0.0010 -0.95 -0.30
Acetamida 2.06 >(.9999 0.0007 -0.34 -0.05
Alanina 1.47 >(.9999 0.0006 -0.50 -0.12
4-Acido 7.04 >(.9999 0.0002 0.07 0.05
Aminobenzoico
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APENDICE B: DADOS COLETADOS NOS PRONTUARIOS DOS PACIENTES

A seguir, estdo apresentados os dados demograficos e clinicos dos pacientes do

presente estudo (tabela 7). Sdo descritos idade, peso, altura, IMC (kg/m?), presenga ou ndo de

DM e HAS, valor de glicemia de jejum e classificagdo de K-L.

Tabela 7 Dados clinicos coletados nos prontuarios dos pacientes com e sem OAJ

COM OSTEOARTRITE
Espectro IDADE | PESO | ALT | IMC |DM | HAS | GLICEMIA | K-L
204 59 98 1,68 | 34,72 | N S 86 3
520 72 99 1,58 | 39,75 S S 111 4
239 65 90 1,65 | 33,06 | N S 110 4
253 76 56 1,60 | 21,88 | N S 70 4
265 69 78 1,48 | 35,61 | N S 92 4
206 63 75 1,64 | 27,88 | N S 99 4
243 64 93,5 1,50 | 41,56 S S 119 4
267 65 68 1,44 | 32,79 S S 94 3
235 78 74,2 1,59 | 29,40 | N S 99 4
229 65 78 1,73 | 26,06 | N S 112 4
271 70 75 1,51 | 32,89 | N S 124 4
261 64 79 1,54 | 3331 | N S 90 4
524 72 86 1,56 | 35,34 S N 104 3
275 64 87 1,52 | 37,66 | N S 78 4
217 66 89 1,76 | 28,73 S S 108 4
225 59 88 1,58 | 3525 | N S 129 4
269 69 96 1,47 | 44,43 S S 170 4
221 72 65 1,60 | 2539 | N S 110 4
233 62 70,3 1,48 | 32,09 | N S 115 4
208 64 83 1,60 | 3242 | N S 99 3
227 72 70,5 1,47 | 32,62 | N S 110 4
202 68 90 1,58 | 36,05 | N S 105 4
257 69 57 1,60 | 22,27 S N 153 4
530 66 88,6 1,50 | 39,38 S S 115 4
511 75 55 1,46 | 25,80 | N N 99 4
263 63 92 1,62 | 35,11 | N S 97 4
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SEM OSTEOARTRITE

Espectro IDADE | PESO | ALT | IMC |DM | HAS | GLICEMIA | K-L
526 33 70 1,72 | 23,66 | N N 84 0
241 28 83 1,70 | 28,72 | N N 100 0
278 34 96 1,81 | 2930 | N N 78 0
282 16 72 1,74 | 23,78 | N N 78 0
280 20 100 1,78 | 31,56 | N N 87 0
500 21 89 1,77 | 2841 | N N 76 0
504 33 88 1,75 | 28,73 | N N 100 0
516 29 72,3 1,74 | 2394 | N N 82 0

ALT: altura; IMC: indice de massa corporal; DM: diabetes mellitus; HAS: hipertensdo arterial sistémica; K-L:

classificagdo de Kellgren-Lawrence.
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