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Resumo

Introducdo: A artrite reumatoide (AR) € uma doenca autoimune que afeta as
articulagcbes e evolui com inflamagéo crénica e destrui¢cdo local do tecido. Além disso,
pacientes com AR podem apresentar manifestacfes extra-articulares, como alteracdes
na composi¢do corporal. Freqiientemente, perda de musculo esquelético é observada
em pacientes com AR. Os métodos de avaliacao da perda muscular séo caros e pouco
disponiveis, limitando seu uso na prética clinica e no desenvolvimento de estudos
longitudinais. Estudos recentes de analise do metaboloma tém demonstrado grande
potencial na identificacdo de alteracdes no perfil metabdlico em pacientes com
doencas autoimunes e podem fornecer um melhor entendimento dos mecanismos de
patogenicidade, diagndstico precoce e acompanhamento do tratamento. Assim, o perfil
metabolbmico da urina em pacientes com AR pode ser uma ferramenta Util na

identificacdo de biomarcadores da perda de musculo esquelético.

Objetivo: Avaliar o perfil metabol6mico urinario de pacientes com artrite reumatoide e

associa-lo a perda de musculo esquelético.

Métodos: Foram recrutados pacientes com AR de acordo com o0s critérios de
classificagdo ACR / EULAR 2010, com idade entre 40 e 70 anos. Dados clinicos,
atividade da doenca e composi¢éo corporal foram avaliados e amostras de urina foram
coletadas. A atividade da doenca foi medida pelo Disease Activity Score-28 com
proteina C reativa (DAS28-PCR). A massa muscular foi definida pelo indice de massa
magra apendicular (ALMI; kg / altura2), derivado de exames de DXA, que é a soma do
tecido magro dos bracos e pernas. A analise do metaboloma da urina foi realizada por
espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) utilizando os softwares
Bayesil e Metaboanalyst. Foram utilizados os modelos estatisticos PCA e PLSDA
seguidos da correlacdo de Spearman, e p <0,05 foi considerado estatisticamente
significativo. Curva ROC e regressao logistica foram utilizadas para estabelecer um

modelo diagnéstico.

Resultados: Noventa pacientes com AR foram incluidos. A maioria dos pacientes era
do sexo feminino (86,7%), com média de idade de 56,0 + 7,3 anos e mediana do
DAS28-CRP de 3,0 (IQR, 1,0-3,0). Nos identificamos 15 metabdlitos que mostraram
altas pontuacdes VIP pelo Metaboanalista. Dimetilglicina (r = 0,2; p = 0,053),
oxoisovalerato (r = - 0,2; p = 0,055) e &cido isobutirico (r = - 0,249; p = 0,018)
apresentaram correlaco significativa com ALMI. Area sob a curva ROC (AUC) com

base na massa muscular (6,0 kg / m2 de ALMI para mulheres e <8,1 kg / m2 para
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homens) regresséao logistica foi usada para estabelecer um modelo diagndéstico como
dimetilglicina (AUC = 0,65), oxoisovalerato ( AUC = 0,49) e acido isobutirico (AUC =

0,83) com sensibilidade e especificidade significativas.

Conclusédo: O &cido isobutirico, oxoisovalerato e dimetilglicina observados em
amostras de urina foram associados a baixa massa muscular esquelética em
pacientes com AR. Esses achados podem sugerir que esse grupo de metabdlitos pode

ser testado como biomarcador para o diagnéstico de perda muscular.

Palavras chave: Ressonancia Nuclear Magnética; perda muscular; artrite reumatoide;

biomarcador; metabolémica; caquexia; sarcopenia; autoimunidade
Abstract
Introduction: Rheumatoid arthritis (RA) is an autoimmune disease that affects
joints and progresses with chronic inflammation and local tissue destruction.
Additionally, patients with RA may present extra-articular manifestations, such
as changes in body composition. Often, skeletal muscle wasting is observed in
RA patients. Methods for assessing muscle loss are costly and not widely
available, limiting their use in clinical practice and the development of
longitudinal studies. Recent studies of metabolome analysis have shown a
great potential in identifying changes in the metabolite profile in patients with
autoimmune diseases, and can provide a better understanding of pathogenicity
mechanisms, early diagnosis, and treatment follow-up. Thus, urine metabolomic
profile in RA patients could be a useful tool in identifying skeletal muscle
wasting.
Objective: To evaluate the urinary metabolomic profile of patients with
rheumatoid arthritis and associate it with skeletal muscle loss.
Methods: Patients with RA according to the 2010 ACR/EULAR classification
criteria, aged between 40 and 70 years, were recruited. Clinical data, disease
activity and body composition were evaluated and urine samples were
collected. Disease activity was measured by the Disease Activity Score-28 with
C-reactive protein (DAS28-PCR). Muscle mass was defined by appendicular
lean mass index (ALMI; kg/height?), derived from DXA scans, that is the sum of
the lean tissue in the arms and legs. The urine metabolome analysis was
performed by Nuclear Magnetic Resonance (NMR) spectroscopy using Bayesil
and Metaboanalyst software. The statistical models PCA and PLSDA were used

followed by Spearman correlation, and p<0.05 was considered statistically



significant. ROC curve and logistic regression was used to establish a
diagnostic model.

Results: Ninety RA patients was included. Most patients were women (86.7%),
with a mean age of 56.0 + 7.3 years and a median DAS28-CRP of 3.0 (IQR,
1.0-3.0). We identified 15 metabolites that showed high VIP scores by
Metaboanalyst. Dimethilglicine ( r=0.2; p=0.053), oxoisovalerate ( r= — 0.2;
p=0.055) and isobutiric acid (r= — 0.249; p= 0.018) showed significant
correlation with ALMI. Area under the ROC curve (AUC) based on muscle mass
(6.0 kg/m? of ALMI for women and <8.1 kg/m? for men) logistic regression were
used to establish a diagnostic model as dimethilglycine (AUC=0.65),
oxoisovalerate (AUC=0.49) and isobutiric acid (AUC=0.83) with appropriate
sensitivity and specificity.

Conclusion: Isobutyric acid, oxoisovalerate and dimethilglicine observed in
urine samples were associated with low skeletal muscle mass in patients with
RA. These findings may suggest that this group of metabolites can be tested as

biomarkers for diagnosis of muscle loss.

Keywords: Nuclear Magnetic Resonance; muscle loss; rheumatoid arthritis;

biomarker; metabolomics; cachexia; sarcopenia; autoimmunity.
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1. Introducao

A inflamacao é um processo essencial para a manutencéo dos seres vivos sendo
este processo responsavel pela defesa do nosso organismo contra patdgenos e pela
manutencdo de tecidos lesados. Apesar de ser inicialmente benéfico, em doencas
inflamatérias crbnicas, ha distdrbios na homeostase do processo inflamatério [1]. Na
inflamacao, o metabolismo celular sofre drasticas alteracbes, como 0 aumento da taxa
de proliferacdo celular mediado por células inflamatérias e consequente aumento no

gasto energético celular. Essas alteragcdes modificam as principais rotas metabdlicas

[2].

Dentre as doencas inflamatérias cronicas, podemos incluir a artrite reumatoide
(AR), cuja prevaléncia é estimada em 1% da popula¢cdo mundial. A AR é uma doenca
sistémica, caracterizada por inflamacdo da sindvia, simétrica, producdo de
autoanticorpos e destruicdo da cartilagem e do osso subcondral [3]. Consiste em uma
doenca caracterizada por destruicdo articular progressiva, com incapacitacdo e
diminuicdo da sobrevida pelo aumento da mortalidade cardiovascular. Além das
manifestacdes articulares, pacientes com AR podem apresentar disturbios metabdlicos
como por exemplo, resisténcia a insulina e dislipidemia no qual contribuem para este
aumento de risco cardiovascular e mortalidade [4] Por outro lado, estes pacientes
também podem apresentar alteracbes de composicagdo corporal como perda de
massa magra, em especial a massa muscular esquelética, e/ou aumento de massa
gorda. Além das alteracdes de composi¢do corporal, 0s pacientes podem apresentar
reducdo de forca muscular e funcéo fisica. A reducéo de for¢ca muscular associada a
uma reducdo de massa muscular esquelética € um conjunto de alteragbes que
chamamos de sarcopenia. Ja4 a reducdo de massa magra com uma manutencao ou
aumento da massa gorda é um conjunto de alteragcbes que chamamos de caquexia
reumatoide. Ambas as condic8es clinicas estdo associadas a um pior prognéstico nos

pacientes com AR [5].

A etiologia da sarcopenia e da caquexia reumatoide € multifatorial, incluindo a
producdo acentuada de citocinas proé-inflamatorias, principalmente TNF-a e IL-1(,
alteracdes hormonais e inatividade fisica. A prevaléncia de sarcopenia na AR € de 13-
24% na faixa etaria de 65 a 70 anos e de mais de 50% nos individuos acima dos 80

anos [6]. Ja a prevaléncia estimada de caquexia reumatoide varia de 19% a 32% [7].
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Para diagnéstico e monitoramento destas duas condi¢des clinicas, a avaliacdo de
composicdo corporal € fundamental. Existem diversos métodos de avaliagdo de
composicdo corporal como ressonancia nuclear magnética, tomografia
computadorizada, bioimpedancia, ultrassonografia, densitometria é6ssea de corpo total
(DXA) e medidas antropométricas [8]. Em relacdo a avaliagdo da massa muscular para
o diagndstico da sarcopenia, foi estabelecido que o individuo sarcopénico apresente
dois desvios padrdes abaixo de massa muscular, quando comparados com adultos
jovens em testes de analise de imagens (dual energ y X-ray absorptiometry - DXA),
e/ou ressonancia nuclear magnética (RNM); ou circunferéncia da panturrilha (CP)
menor que 31 centimetros (cm) [9]. No entanto, estes métodos muitas vezes ndo estao
disponiveis e apresentam um custo elevado para sua realiza¢éo, sendo importante a

busca por solu¢cdes mais acessiveis.

A metabolémica é um novo ramo de pesquisa que trata da biologia de sistemas,
juntamente com a gendmica, transcriptdmica e protedmica, possibilitando a analise de
um perfil de metabdlitos [10]. Esta abordagem vem ganhando grande forca no campo
da investigacdo de biomarcadores que sirvam para prognoéstico, diagnostico e
acompanhamento de doengas, por se tratar de uma técnica sensivel, abrangente, com
alto grau de reprodutibilidade, e especialmente por permitirem a definicdo de padrbes
de analitos correlcionados entre si. A técnica de metabolédmica tem sido aplicada para
analises de metabdlitos em pacientes com artrite reumatoide para busca de
marcadores diagndsticos e progndsticos assim como entendimento da patologia [11].
No entanto, esta técnica é pouco estudada para a andlise dos metabolitos associados

a perda muscular na AR.

Desse modo, a pergunta norteadora da presente tese é se ha biomarcadores
metabdlicos detectados em urina de pacientes com artitrite reumatoide que possam
ser relacionados com o quadro de perda de massa muscular. Portanto, a tese segue a
disposicdo de: uma revisdo da literatura, seguida de um artigo intitulado “Metabolomic
biomarker candidates from skeletal muscle wasting in a cohort of rheumatoid arthritis

patients”, o qual busca responder a pergunta norteadora desta tese.
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2. Revisao da Literatura

2.1. Estratégias de Busca Bibliograficas

O foco desta revisdo da literatura sdo os aspectos de perda muscular
relacionados com artrite reumatoide. A estratégia de busca envolveu as seguintes
bases de dados: Scielo, PubMed e Lilacs. O periodo da pesquisa envolveu estudos

publicados até 2021.

Foram realizadas buscas através da lista de termos e suas combinagdes:
“cachexia”, “muscle”, “muscle loss”, “muscle wasting”, “muscle mass”, “sarcopenia”,
“rheumatoid arthritis”, “arthritis”, “biomarkers”, “marker’, “urine”, “metabolism”,
“‘metabolic change”, “metabolomics” e “nuclear magnetic ressonance”. Busca
realizada: "cachexia" AND "sarcopenia" AND "muscle loss" AND "rheumatoid arthritis"
OR "arthritis" AND "metabolism" OR "metabolic change" OR "metabolomics" AND
"NMR". Os resultados da pesquisa sédo apresentados na Figura 01.

” o« ” o« ”» o«

“cachexia”, “muscle”, “muscle loss”, “muscle wasting”, “muscle mass”, “sarcopenia”, “rheumatoid

L C I "o«

arthritis”, “arthritis”, “biomarkers”, “marker”, “urine”, “metabolism”, “metabolic change”,
“metabolomics” e “nuclear magnetic ressonance”.

Total de artigos encontrados:
PUBMED - 5113 SCIELO - 1147

Selegdo de artigos com grande sinergia e associagao com o topico de pesquisa.

Total de artigos incluidos: 105

Figura 01. Estratégia de busca de referéncias bibliogréficas através das bases de

dados que fundamentaram os objetivos do projeto.
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3. Mdusculo e sua importancia

A musculatura esquelética constitui 0 maior tecido do corpo, compreendendo a
maior massa celular e o maior componente proteico do organismo. O tecido muscular
é constituido por células alongadas, em forma de fibras, que se disp6e agrupadas, em
forma de fibras, e em feixes. Essas células sdo caracterizadas pelo seu formato
alongado, com funcdo de contracdo e distensdo das fibras musculares, formada por
numerosos filamentos proteicos de actina (miofilamentos finos) e miosina
(miofilamentos grossos). As fungdes relacionadas ao tecido muscular sdo: movimento
corporal (integrado de ossos, articulagbes e musculo esquelético); movimento de
substancias do corpo (sangue, alimentos e outros); estabilizacdo das posi¢cdes do

corpo e regulacao do volume dos 6rgaos; producao de calor [12].

Em torno do conjunto de miofibrilas de uma fibra muscular esquelética situa-se o
reticulo sarcoplasmatico (reticulo endoplasmatico liso), especializado no
armazenamento de ions célcio. As miofibrilas dos musculos estriados contém quatro
proteinas principais: miosina, actina, tropomiosina e troponina. Os filamentos grossos
sdo formados de miosina e as outras 3 proteinas sao encontradas nos filamentos
finos. O impulso nervoso promove contracdo muscular, liberando o calcio que atua

sobre a troponina, promovendo o sitio de ligacdo da actina com a miosina [13].

O tecido muscular, responsavel pela autonomia motora do individuo, participa ndo
s6 da homeostase glicémica e metabdlica, com o suprimento de aminoacidos aos
demais tecidos, como também da oxidacdo das gorduras, fixacdo do oxigénio e

modulacado do gasto energético de repouso [14].

A quantidade de massa muscular é resultante do equilibrio entre sintese
(anabolismo) e catabolismo (destruicdo) das suas proteinas, principalmente as
miofibrilares. Os fatores catabdlicos incluem resisténcia insulinica e niveis elevados de
glicocorticoides, enervacao, estresse inflamatorio, desuso, restricdo calorica, acidose e
estresse oxidativo. Além do comprometimento da for¢a, da poténcia e do equilibrio, a
hipotrofia muscular esta associada a resisténcia insulinica, diabetes mellitus tipo I,
hiperadiposidade, menor reparo tecidual e incompeténcia imunitaria [15]. Ja os
fatores anaerdbios ndo utilizam o oxigénio como fonte de energia, mas sim utilizacédo
de carboidratos resultando na produgdo de &cido latico e fornecimentode energia as

células musculares.
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As alteracdes morfolégicas e fisiolégicas decorrentes do processo de
envelhecimento séo caracterizadas por aumento da gordura corporal, especialmente
com acumulo de gordura na regido abdominal, e reducao de massa corporal magra e
liguidos corporais. Essa diminuicdo é decorrente, basicamente, das perdas de massa
muscular esquelética [16]. A partir dos 50 anos de idade, estima-se que a taxa de
perda de massa muscular esteja em torno de 1 a 2% ao ano [17], e que esti
associada a taxa de declinio de forca entre os 50 e 60 anos de idade. Apds os 50
anos, pode ser percebido um decréscimo dos niveis de forca de aproximadamente 8%
a 15% por década [18]. A perda muscular é qualitativa e quantitativa, com
consequéncias na composi¢do da fibra muscular, na inervacdo, na contratilidade, em
caracteristicas da fadiga, na densidade capilar e também no metabolismo da glicose
[19].

4. Sarcopenia

Em 1989, Irwin Rosenberg propds o termo sarcopenia para descrever
especificamente a perda de massa muscular relacionada ao envelhecimento [20]. Em
2010, o Grupo Europeu de Trabalho com Pessoas ldosas (EWGSOP) definiu a
sarcopenia como uma sindrome distlrbio caracterizada por progressiva e generalizada
reducdo de massa muscular esquelética, associada a reducdo da forga muscular ou
desempenho fisico. Este conjunto de alteragBes pode levar a aumento de risco para

quedas, fraturas, incapacidade fisica e mortalidade [21].

Em 2018, o mesmo grupo revisou esta definicdo e descreveu que a sarcopenia
tem seu inicio por uma reducdo de forgca muscular e seu diagndstico é confirmado a
partir da redugdo da massa muscular esquelética [22]. A definicdo operacional ocorre

a partir dos seguintes critérios:

e Critério 1 = Baixa forca muscular
e Critério 2 = Baixa quantidade ou qualidade muscular

e Critério 3 = Baixo desempenho fisico
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A provavel sarcopenia € identificada pelo Critério 1. O diagnostico é confirmado
por documentacao adicional do Critério 2. Se os critérios 1, 2 e 3 forem atendidos, a

sarcopenia € considerada grave.

Confome consenso do EWGSOP, define-se que a reducdo apenas de massa
muscular é considerada como pré-sarcopenia e quando ha além de reducédo de massa
muscular, reducdo de forca muscular e/ou performance fisica, considera-se como
sarcopenia moderada, sendo que a sarcopenia severa, ocorre quando ha alteracdo
nas trés variaveis [23]. Assim, considera-se que a perda de massa muscular associada
a prejuizos de funcdo constitui entidade sindrébmica denominada sarcopenia. A
ocorréncia mais comum € a senil, no entanto, deficiéncia energética, infeccdes e
doencas inflamatorias crénicas podem resultar em sarcopenia nos demais casos que

ndo idade avancgada [24].

Baumgartner [25] definiu sarcopenia como diminuicdo de massa muscular
esquelética dois desvios-padrées abaixo da média do grupo-controle constituido por
individuos jovens (29 anos), saudaveis, pareados para mesma etnia. Baseado nesses
critérios, encontrou-se prevaléncia de 13-24% na faixa etaria de 65 a 70 anos e de
mais de 50% nos individuos acima dos 80 anos [26].Considera-se que a sarcopenia é
decorrente da interagdo de distarbios da inervagdo (reducdo dos motoneurdnios
acelerada pela grande quantidade de farmacos habitualmente ingerida pelos idosos),
diminuicdo da atividade fisica, reducdo de horménios, aumento dos mediadores
inflamatorios e alteracbes da ingestdo proteico-calorica que ocorrem durante o

envelhecimento [27].

Os mecanismos envolvidos no aparecimento e na progressédo da sarcopenia sao
multifatoriais. Segundo o Consenso Europeu de Sarcopenia, a etiologia ainda é
desconhecida, alguns mecanismos patogénicos como problemas com a sintese
proteica, a protedlise, a integridade muscular e o teor de gordura muscular podem
estar relacionados. Também podem estar envolvidos na progressao da sarcopenia, 0S
horménios sexuais, a relacdo de apoptose e a disfuncdo mitocondrial, assim como
fendbmenos relacionados a idade, corticoides, horménio do crescimento, fungéo
inadequada da tireoide e resisténcia a insulina, relacionados ao sistema enddcrino, e
outros fatores como imobilidade, inatividade fisica, nutricdo inadequada, mal absor¢céo

e caquexia, conforme apresentado na Figura 02 [23].

17



Figura 02. Mecanismos relacionados a Sarcopenia.

Fatore Enddcrinos:
Corticosterdides, horménio do crescimento,
Resisténcia a insulina e disfung¢do da tiredide.

Sarcopenia

Primario: Imobilidade
Relacionado a idade Inatividade Fisica
Horménios sexuais Ma nutricdo - absorgdo
Mecanismos de Apoptose
Disfungdo mitocondrial

A sarcopenia é uma condicdo com muitas causas e resultados variados. Embora a
sarcopenia seja observada principalmente em pessoas mais velhas, também pode se
desenvolver em adultos mais jovens, como € 0 caso para deméncia e osteoporose.
Assim, as categorias de sarcopenia primaria e sarcopenia secundaria podem ser Gteis
na pratica clinica. A sarcopenia pode ser considerada "primaria" (ou relacionada a
idade) quando nenhuma outra causa € evidente, exceto o préprio envelhecimento,
enguanto a sarcopenia pode ser considerada "secundaria" quando uma ou mais outras

causas sao evidentes, conforme Tabela 01 [28].

Tabela 01. Categorias de Sarcopenia por causa.

Sarcopenia Priméria Sarcopenia Secundaria

Nenhuma causa evidente a ndo ser | Relacionado a doengas. associado a
a idade. faléncia avancada de orgdos (coracao,
pulméo, figado, rim, cérebro), reacdes
inflamatorias crénicas, malignidade ou

doenca enddcrina.

E importante ressaltar que sarcopenia é distinta de caquexia causada por doencas
inflamatoérias, doencas crbnicas avancadas, doencas musculares debilitantes ou
desnutricdo [29]. Nessas situagdes, ocorrendo a diminuicdo de massa muscular
esquelética (sarcopenia), ela é apenas uma das manifestacfes da sindrome mais
complexa denominada de caquexia. Trata-se, portanto, do componente sarcopénico

da caquexia. A sindrome da caquexia é caracterizada pela anorexia, perda de peso,
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hipoalbuminemia, anemia, alteracbes da cicatrizacdo de feridas e da

imunocompeténcia [30].

5. Caguexia

A caquexia classica (do grego 'kako' ou ruim e 'he'xis' ou condi¢do) é um termo
usado para caracterizar a condicdo envolvendo perda severa de peso, gordura e
massa muscular e aumento do catabolismo de proteinas devido a doencas
subjacentes. A fisiopatologia é caracterizada por um balango energético negativo
impulsionado por uma combinacgdo variavel de reducdo da ingestdo de alimentos e
metabolismo anormal. Alguns fatores contribuem para o aparecimento da caquexia.
Estes podem ser compreendidos como anorexia e as alteracdes metabdlicas, ou seja,
0 aumento do estado inflamat6rio, protedlise muscular, alteracées no metabolismo de

carboidrato, proteinas e lipidio [31].

Uma caracteristica clinica importante da caquexia é a perda de peso corporal
relacionada, em parte, a anorexia e a reducdo na ingestdo de alimentos. Durante a
caguexia, 0s maus resultados de intervengdo nutricional sugerem que a anorexia é
mais uma consequéncia do que a causa da perda de peso. A perda de peso é
sistematicamente associada ao aumento da mortalidade entre os idosos [32]. O
aumento do catabolismo da proteina é o principal fator de reducdo da massa
muscular, mas também é precipitado pela anorexia. Varios fatores, tais como a
depressao, a quimioterapia, dor, dispepsia e anorexia do envelhecimento contribuem
para a reducao da ingestdo de alimentos, no contexto de uma doenca inflamatéria
cronica. A caquexia avancada justifica a retencao de agua que pode ocorrer como

uma consequéncia da hipoalbuminemia severa [33].

O reconhecimento de caquexia é baseado na presenca de perda de peso de pelo
menos 5% do peso corporal (durante 12 meses ou menos), ou Indice de Massa
Corporal (IMC) <20 kg/m?, na auséncia de inanicdo simples associada a trés dos

seguintes cinco critérios [34]:

e Diminuicdo da forca muscular.
e Afadiga.

e Anorexia.
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e Baixo indice de massa livre de gordura (<7,26 kg/m2 em homens e <5,45 kg/m?
para mulheres).

e Bioquimica anormal: Aumento de marcadores inflamatérios (PCR, IL-6),
Anemia (Hb <12 g / dl) e albumina de soro baixo (<3,2 g / dI).

Classifica-se em estagios, sendo a pré-caquexia 0 inicio clinico, podendo
aparecer sinais metabolicos como anorexia com intoleréncia a glicose e pode preceder
a perda de peso involuntaria < 5%. Ja considera-se caquexia tendo perda de mais de
5% do peso corporal estavel durante os Ultimos 6 meses, ou um IMC inferior a 20 kg /
m2 e peso em curso perda de mais de 2%, ou sarcopenia e continua perda de peso >
2%. A caquexia refrataria pode ocorrer como resultado de cancer muito avancado
(pré-terminal) ou a presenca de cancer rapidamente progressivo que ndo responde a
terapia anticancer [35].

Atualmente caquexia refere-se a perda de massa celular corpérea por
doencas, sendo acompanhada por perda de massa muscular (componente
sarcopénico); deve ser entendida como uma adaptacdo multidimensional abrangendo
grande variedade de alteracbes, desde mudancas fisioldgicas até comportamentais
[36]. Frequentemente pacientes com doencas crdnicas ou terminais, como cancer,
HIV, insuficiéncia cardiaca congestiva, tuberculose, doenca pulmonar obstrutiva
cronica, fibrose cistica, artrite reumatoide (AR), doenca de Crohn e outras, apresentam
caquexia. A Tabela 02 apresenta as principais alteracdes metabdlicas encontradas
nas caquexias [37].

Tabela 02. Alteragcdes metabdlicas encontradas em caquexia.

Proteicas Lipidicas Carboidratos
Nitrogenio urinario elevado Lipdlise aumentada Intolerancia a glicose
Turnover proteico elevado | Diminui¢do da lipogenese Hiperinsulinemia
Diminuicao da sintese de Hiperlipidemias Resisténcia a insulina

proteinas musculares
Catabolismo da Turnover aumentado de Turnover da glicose
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musculatura elevado acidos graxos aumentado

Elevacéo das proteinas de Atividade da lipase Aumento da
fase aguda lipoproteica sérica neoglicogenese
diminuida

6. Perda Muscular e Doencas Inflamatérias

Alteracdes ocorridas no musculo esquelético proporcionardo ao individuo
diminuicdo do metabolismo basal, bem como comprometimento das fun¢des renais,
cardiacas, pulmonar, fazendo com que aparecam patologias como: diabetes,
hipertensdo osteoporose, obesidade, menor reparo tecidual e incompeténcia
imunolégica [38]. Dentre as diversas nomenclaturas que tratam das alteracdes na
composicao corporal, é importante distinguir a sarcopenia da caquexia que é causada
por doencas inflamatérias, doencas crbénicas avancadas, doencas musculares
debilitantes ou pela desnutricao [39]. Nessas situacdes, ocorre a diminuicdo de massa
muscular esquelética, porém ela é apenas uma das manifestacdes da sindrome mais
complexa como a caquexia. Trata-se, portanto, do componente sarcopénico da
caguexia que ocorre em doencas inflamatoérias cronicas [40].

A perda de massa muscular esquelética progressiva tem consequéncias clinicas
negativas sobre a forca muscular, funcdo respiratéria, estado funcional, risco de
incapacidade e qualidade de vida [41]. HA um desequilibrio entre as taxas de
anabolicos e catabdlicos dentro do musculo respondendo pela rapida perda de massa
muscular, com aumento da degradagdo muscular [42]. Acredita-se que a inflamacéo
esta envolvida no desarranjo de toda a maquina muscular tipica da caquexia [43]. A
perda de massa muscular ndo é especifico para caquexia. Envelhecimento,
desnutricdo, repouso absoluto, inatividade fisica prolongada, e desnervacdo também
estdo associados com a atrofia muscular esquelética sistémica. A caquexia deve,
portanto, ser diferenciada de outras formas de desgaste muscular, em especial

sarcopenia relacionada a idade [44].

A inflamacdo sistémica é uma caracteristica comum da doenca cronica. Esta
inflamacdo desempenha um papel crucial na patogénese da caquexia e a sua

presenca permite sua identificacdo [45]. A caquexia € mediada por citocinas pro-

inflamatoérias que aumentam o catabolismo de proteina. O efeito direto sobre o
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metabolismo do musculo é causado por doengas subjacentes que aumentam 0s niveis
sistémicos a longo prazo de citocinas pro-inflamatdrias ou ainda um desequilibrio entre
pro-inflamatérias (por exemplo, fator de necrose tumoral [TNF-a], interleucina-1 [IL-1],
interleucina-6 [IL-6], interferon-gamma [IFN-y]) e anti-inflamatoria (por exemplo, IL-4,

IL-12, IL-15), como por exemplo doencas autoimunes como a artrite reumatoide [46].

7. Artrite reumatoide

A artrite reumatoide (AR) é uma doenga sistémica inflamatoria, autoimune, de
etiologia desconhecida. Ela é caracterizada por sinovite crbnica, simétrica e
erosiva preferencialmente de articulagbes periféricas, resultando em deformidades
e incapacitacao [47]. A AR afeta 1% da populag&o adulta com menos de 35 anos e
mais de 2% com mais de 60 anos nos Estados Unidos [48]. Ja no Brasil, a AR tem
uma prevaléncia de aproximadamente 0,46% [49]. A doenca ocorre trés vezes
mais em mulheres do que em homens e sua prevaléncia aumenta com a idade
[50]. Estimativas recentes sugerem umcustoanual para o tratamento de USD$16
bilhdes nos EUA [51], enquanto no Brasil uma estimativa mais recente calculou um
gasto anual de R$18,5 bilhdes [52].

Apesar da AR ter sido descrita primeiramente na década de 50 [53], os critérios
de diagndstico comecaram a ser melhor estabelecidos somente a partir de 1970
[54]. Estes critérios usados retratam a AR como uma doenca séria e de longa-
duracdo, com caracteristicas extra-articulares dominantes, com limitadas opc¢oes
de tratamento e progndéstico reservado [55]. Uma linha de pensamento mais
moderno considera a AR como um sindrome clinica que abrange diversos subtipos
de doenca [56], os quais resultam na ativagdo de diversas cascatas inflamatorias
[57] e que levam a uma via final comum, em que inflamacéo sinovial persistente e

dano articular estao presentes.

Em relag&o ao risco de desenvolver AR, 50% séo atribuidos a fatores genéticos
[58]. Até 0 momento, a associacdo genética esta principalmente nos genes de
PTPN22 e HLA, enquanto ndo se encontrou associacdes fortes com outros grupos
génicos. Dentre as regides génicas em que ha associacbes fortes, foram
identificadas 30 regiGes diretamente relacionadas com a AR [59]. E interessante
notar que estas regides de importancia estdo contidas em somente 0,1% do total

do DNA do ser humano. Estudos genéticos identificaram a associacdo destes
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mesmos loci de importancia com outras doencas autoimunes e alguns estdo
ligados a cascatas inflamatorias. Analisando estes conjuntos de estudos genéticos,
pesquisadores acreditam que estes dados enfatizam que a AR € um grupo
heterogéneo de sindromes sobrepostas [60].

O fator de risco ambiental mais forte para o desenvolvimento da AR € o fumo
[61]. Outros fatores ambientais incluem consumo de &lcool, consumo de café,
baixos niveis de vitaminaD, uso de contraceptivos orais, periodontite bem como
outras infecgbes [62]. Assim, o desencadeamento da AR envolve fatores
genéticos, fatores ambientais e defeitos na imunorregulagdo, que causam uma
quebra da autotolerancia e ativa mecanismos que levam ao dano tecidual. A
presenca de autoanticorpos € caracteristica tipica da AR. Em estados mais
avancados da doenca, um numero maior de epitopos sdo reconhecidos pelos

autoanticorpos [63].

7

O fator reumatoide € um autoanticorpo classico, usado como marcador
prognostico e diagnéstico da doenga. Além disso, variados tipos de autoanticorpos
contra proteinas citrulinadas (ACPA — anti-citrulinated protein antibodies) foram
identificados. ACPA é um tipo de marcador que parece ser mais especifico para o
diagnostico da AR [64] e sua presenca esta associada com maior dano articular e
menor probabilidade de remisséo [65]. Também se identificaram autoanticorpos
contra colageno [66], que parecem estar relacionados com dano articular mais
acentuado no inicio da doenca. De 50 a 80% dos individuos com AR apresentam
fator reumatoide, ACPA ou ambos [67].

8.1 Fisiopatologia da Artrite Reumatoide

A AR é resultante da acdo das células T e B autorreativas, que levam a
sinovite, a infiltracdo celular e a um processo desorganizado de destruicdo e
remodelacdo 6ssea. A membrana sinovial € a principal fonte de citocinas pro-
inflamatorias e proteases e, em conjunto com osteoclastos e condrdcitos, promove
a destruicdo articular. Projecdes de tecido proliferativo penetram na cavidade
articular, invadindo a cartlagem e o tecido 06sseo, formando o pannus,

caracteristico da AR [68].

Apesar de a relagdo entre a positividade para o fator reumatoide (FR) e o
desenvolvimento da AR ndo estar totalmente esclarecida, ambos estdo

intimamente relacionados. A presenca de agregados de imunoglobulina do tipo G
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(IgG) ou de complexos de IgG-FR ativa o sistema complemento e resulta em
diversos fendbmenos inflamatérios. A ativacdo do sistema complemento pelos
imunocomplexos pode ainda iniciar uma inflamacao vascular com depositos de FR
em arteriolas, originando vasculites, cujo impacto na qualidade e na expectativa de
vida do paciente é significativo. Além disso, o reconhecimento dos complexos
imunes por fagocitos promove liberacdo de diversas citocinas pro-inflamatorias,
principalmente o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), o que exacerba ainda mais

0 processo inflamatorio [69].

Uma terceira classe de células T auxiliadoras foi caracterizada como células
CD4+ produtoras de interleucina 17 (IL-17). Células Thl7 parecem conferir
protecdo contra infecgdes, promovendo a eliminagdo do microrganismo por meio
do recrutamento de neutrofilos e da ativacdo de macrofagos no sitio da infeccao.
Estudo recente [70] evidenciou um importante papel das células Thl7 na
modulacdo das respostas autoimunes relacionadas com AR e esclerose multipla,
doencgas anteriormente consideradas Thl dependentes. No que diz respeito a AR,
as células Th1l7 parecem determinar o desenvolvimento da sinovite e a destruicdo
articular por meio da interagdo com células dentriticas, macrofagos e células B
[71].

8.2 Manifestagfes Clinicas da Artrite Reumatoide

A AR constitui uma doenca inflamatéria crénica progressiva, sendo
caracterizada por sinovite com envolvimento preferencial de articulagbes de méaos
e punhos, de carater simétrico e aditivo. As manifesta¢des clinicas da AR podem
ter inicio em qualquer idade, embora sejam observadas com mais frequéncia na
guarta e quinta décadas de vida. A AR pode se manifestar de forma bastante
variavel, desde manifestacdes mais brandas, de menor duragéo, até uma poliartrite
progressiva e destrutiva, associada a vasculite e outras manifestagdes extra-

articulares [72].

As articulagbes mais frequentemente afetadas sdo as sinoviais periféricas,
como metacarpo e metatarsofalangeanas, tornozelos e punhos. No entanto,
também pode haver comprometimento de joelhos, ombros, cotovelos e quadris.
Articulacbes como a temporomandibular, as articula¢cdes sinoviais da coluna e a

laringe sé@o ocasionalmente afetadas, o que pode dificultar o diagndstico [73].

24



Edema, dor e calor local sdo caracteristicas das articulacbes afetadas, que
podem ainda apresentar rubor local. Deformacgbes articulares ocasionadas por
inflamacéo persistente, como boutonniére ou em “pescogo de cisne”, séo
caracteristicas da AR ndo tratada. Além dos sintomas articulares, manifestacfes
extra-articulares sdo observadas em aproximadamente 50% dos pacientes, sendo
a sindrome de Sjogren a mais comum. Outra manifestacao extra-articular tipica da
AR é os nédulos reumatoides, que resultam da vasculite de pequenos vasos, e a
consequente necrose com proliferacao de fibroblastos e histiocitos epiteliais [74].

Complicagbes cardiacas e infec¢cdes estdo associadas a altos indices de
mortalidade entre os pacientes com AR. Com o advento de novas opgOes
terapéuticas e o reconhecimento da importancia do controle agressivo do processo
inflamatorio, a perspectiva de vida tende a melhorar. Prevenir dano articular e
conseguir remisséo tém se tornado alvos possiveis de serem alcancados. Embora
agentes biolégicos como os anti-TNF-a tenham demonstrado atuar de maneira
positiva na diminuicdo da aterosclerose, ainda ndo se demonstrou reducdo da taxa
de mortalidade em AR nos ultimos 50 anos [75].

8.3 Diagndstico de Artrite Reumatdide

O diagnostico da AR é feito por meio da associagdo de dados clinicos,
laboratoriais e radiogréaficos. Estudos tém evidenciado a importancia do tratamento
precoce e adequado da AR [76]. Em 2010, o Colégio Americano de Reumatologia
(ACR, do inglés American College Rheumatology) em conjunto com a Liga
Europeia contra o Reumatismo (EULAR, do inglés Europian Alliance of
Associations for Rheumatology) publicaram os novos critérios diagndésticos para
AR, que sao direcionados para o diagndstico precoce da doenga em pacientes que

se apresentam com sintomatologia de curta duracéo, conforme Tabela 03 [77].

Tabela 03. Critérios de classificacdo para Artrite Reumatdide conforme
ACR/EULAR 2010. Algoritmo basedo em pontuacdo, somando-se os pontos das
categorias A-D. Considera-se pontuacédo igual ou maior que 6 para diagnéstico de
AR.
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Populacao-alvo (quem deve ser testado?)

Paciente com pelo menos uma articulagdo com sinovite clinica definida
(edema).*

Sinovite que ndo seja mais bem explicada por outra doenca.

*Os diagnosticos diferenciais podem incluir condicoes tais como ldpus
eritematoso sistémico, artrite psoriitica e gota. Se houver dividas quanto aos
diagnésticos diferenciais relevantes, um reumatologista deve ser consultado.

Acometimento articular (0-5)

1 grande articulagao

2-10 grandes articulagdes

1-3 pequenas articulagdes (grandes ndo contadas)
4-10 pequenas articulacoes (grandes nao contadas)
> 10 articulacdes (pelo menos uma pequena)

TW N =

Sorologia (0-3)

FR negativo E ACPA negativo 0
FR positivo OU ACPA positivo em baixos titulos 2
FR positivo OU ACPA positivo em altos titulos 3

Duracao dos sintomas (0-1)

< b semanas 0
> 6 semanas 1

AProvas de atividade inflamatoria (0-1)

PCR normal E VHS normal 0
PCR anormal OU VHS anormal 1

A determinacdo do FR é amplamente utilizada no diagnostico da AR, porém os
resultados devem ser criteriosamente ponderados diante da especificidade limitada
do exame. Em contrapartida, os anticorpos anti-CCP possuem elevada
especificidade e sensibilidade semelhante ao FR, o que torna a determinacdo do
anti-CCP uma ferramenta de grande utilidade para o diagnéstico da AR. Alguns
aspectos clinicos e laboratoriais estao relacionados a progressao mais rapida da
destruicdo articular e devem ser identificados desde o momento do diagnéstico. Os
fatores de mau prognéstico sao: tabagismo, baixo nivel socioecondmico, inicio da
doenca em idade mais precoce, FR ou anti-CCP em titulos elevados, provas
inflamatorias (velocidade de eritrossedimentacdo ou proteina C reativa)
persistentemente elevadas, grande numero de articulacdes edemaciadas,
manifestacdes extra-articulares e presenca precoce de erosdes na evolucdo da
doenca [78].

8. Sarcopenia reumatoide

Nos pacientes com AR é relatado até 66% de perda de funcdo muscular,

limitando ainda mais a atividade destes pacientes e sua qualidade de vida. E
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importante ressaltar que estes pacientes podem apresentar uma reducdo na massa
muscular mascarada pelo aumento da massa de gordura, levando a uma dificuldade
maior na identificagdo do processo de sarcopenia, sendo um processo sarcopenico
secundario a doenca inflamatéria [79]. A sarcopenia secundaria, como pela perda
muscular inflamatéria do céncer e caquexia reumatdide, parece ser impulsionada
principalmente por processos catabdlicos. Vias adicionais de perda muscular séo
ativadas por anorexia, astenia e inatividade associadas a inflamagé&o sistémica cronica
[80].

Os primeiros estudos epidemioldgicos sobre a prevaléncia de sarcopenia na
artrite reumatoide foram realizadas apenas com a medida avaliacdo da perda de
massa muscular sem avaliagdo de forga muscular ou capacidade de desempenho
fisico. Por exemplo, medir a massa muscular apendicular por DEXA e definir a
sarcopenia como 2 desvios padrao (DP) abaixo da massa muscular / altura (m) 2 para
controles jovens. Uma avaliacdo quantitativa ndo € suficiente para estabelecer o
diagnostico de sarcopenia reumatoide. Uma avaliagdo abrangente do musculo, forca

muscular e fungdo muscular também é necessaria [81].

Estudos observaram um aumento acentuado na porcentagem de pessoas
(50%) com a chamada 'sarcopenia’ em pessoas com mais de 80 anos. Com base nos
critérios EWGSOP, os dados sobre a prevaléncia de sarcopenia variam
significativamente em diferentes estudos em pessoas com mais de 60 anos, de 8,8 a

41,2% nas mulheres, e de 8,8 a tanto quanto 68,0% em homens [82].

A homeostase muscular € mantida por meio de um equilibrio preciso entre os
processos anabdlicos e catabdlicos. Embora mal compreendido, o catabolismo
inflamado parece ser o principal fator patogénico na sarcopenia reumatoéide.
Marcadores sistémicos de inflamacdo que se correlacionam com a composicao
corporal alterada, incluindo a taxa de sedimentacéo de eritrocitos (ESR) [83], Proteina
C reativa (CRP) [84], fator de necrose tumoral alfa (TNF) [85] e interleucina (IL)-6 [86].

Uma variedade de citocinas anti e pro-inflamatorias sédo conhecidas por serem
secretadas do musculo esquelético [87]. Foi demonstrado em modelos experimentais
anteriores de perda muscular em atrite reumatoide um aumento de TNF derivado do
musculo [88]. Verificou-se que o TNF, IL-6 e IL-18 ativam o sistema ubiquitina-
proteassoma (UPS), um via proteolitica comum. Esta UPS pode ser ativada via Fator
Nuclear-kappa B (NF-kB) e p38 - duas principais vias de sinalizac&o intracelular no

musculo esquelético [89].
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Estudo demonstrou que o papel do UPS na sarcopenia priméria € menos
pronunciado, com nenhuma alteracdo ou mesmo diminuicdo da atividade atrogénica
[90]. Em vez disso, o anabolismo prejudicado parece ser a principal fonte de perda
muscular na sarcopenia primaria. Ha evidéncias que demonstram uma reducdo de
testosterona, fator de crescimento semelhante a insulina, horménio do crescimento e

aumento da miostatina na perda muscular relacionada a idade [91]

Estudos também demonstram que a miostatina parece ser um fator de
crescimento negativo, principalmente liberado e atuando no musculo esquelético [92].
O principal mecanismo de perda induzida por miostatina culmina na supressdo do
anabolismo, com um papel adicional na estimulacdo catabdlica via UPS, estando a
miostatina fortemente implicada nas sindromes sarcopénicas primarias e secundarias
[93].

Em estudos de AR sobre a composicao corporal, sarcopenia reumatoide é
geralmente utilizada para se referir a baixa massa magra (ALM, ALMI ou SMI) sozinha
usando varios pontos de corte [94, 95]. Por exemplo, nos critérios propostos por
Baumgartner et al. [96], os valores médios de ALMI dos grupos de referéncia de
jovens do sexo masculino e feminino, menos dois desvios-padrdo (DPs), foram
definidos como pontos de corte especificos de género para sarcopenia, ou seja, 7,26

kg / m2 para homens e 5,5 kg / m? para mulheres.

9. Caquexia reumatoide

A caquexia relacionada a AR foi descrita pela primeira vez em 1873 por Sir James
Paget [97]. O termo caquexia reumatoide refere-se a perda de massa corp6rea celular
e elevado consumo de energia em repouso, que ocorre na AR, e ndo esta
necessariamente relacionado ao emagrecimento, uma vez que em muitos pacientes a
perda de massa corpérea celular é acompanhada de aumento de massa gorda e o
peso continua estavel [98]. Esses casos sdo conhecidos como caquexia obesa [99]. A
perda de massa celular € mais nitida na musculatura esquelética sendo o componente
sarcopénico, mas também ocorre nas visceras e no sistema imune com as

consequéncias resumidas na Figura 03 [100].
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Figura 03. Consequencias metabdlicas da artrite reumatoide.

Pacientes com AR apresentam aumento de citocinas pré-inflamatérias que
conduzem a inflamagé@o e o processo destrutivo progressivo [101]. A producdo de
citocinas pro-inflamatérias na AR estd associada a um metabolismo alterado,
resultando em alteragbes na composi¢cdo corporal dos pacientes [102]. Este é
caracterizado pela reducdo da massa muscular, associada ao aumento da massa de
gordura com pouca ou nenhuma perda de peso e IMC. Este conjunto de altera¢des de

composicao corporal é descrito atualmente como caquexia reumatoide (CR) [103].

Em uma meta andlise publicada recentemente pelo nosso grupo que utilizou
apenas parametros de composi¢cdo corporal como critérios diagnésticos para CR,
conclui-se que a prevaléncia estimada de CR varia de 19% a 32% e que ha
variabilidade nas taxas de prevaléncia de acordo com o0s critérios diagnésticos
utilizados para CR. Pacientes com AR tém um risco aumentado de morte quando
comparada com populacdo saudavel [104]. A inflamacdo da AR contribui para o
surgimento de placas ateroscleréticas inflamatérias, o que pode levar ao aumento no
risco de doencas cardiovasculares (DCV) [105]. Este risco de DCV elevado €
responsavel por cerca de 40-50% da mortalidade prematura e reducéo da expectativa

de vida entre AR em comparac¢ao com a populagéo geral [106].
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Recentemente, England e colaboradores [107] demonstraram que o IMC e a
perda de peso sao preditores de mortalidade por causa da AR. A perda de peso é um
forte preditor de mortalidade cardiovascular e cancer, enquanto o IMC abaixo do peso
€ um preditor mais forte da mortalidade por consequéncia respiratoria. A partir desta
perspectiva, a CR também pode ser fator de risco independente para acelerar a
morbimortalidade na AR [108]. Em 1992, Roubenoff e colaboradores [109]
verificaram que baixo indice de massa corporal (BCM) encontrada em 67% de
pacientes com AR estava inversamente associada ao numero de articulacbes
edemaciadas. Além disto, foi encontrada uma tendéncia de aumento de incapacidade
fisica com diminuicdo da BCM ap0s o0 ajuste para dor nas articulacées e duragéo da
doenca. Esta reducdo de BCM associada a um quadro clinico inflamatorio aumenta o

risco de mortalidade.

Sabe-se que 0s mecanismos da caquexia reumatoide (CR) sdo processos
complexos. Na AR, o excesso de citocinas pro-inflamatérias é considerado o
mecanismo principal da CR [110]. Portanto, 0 aumento nos niveis de citocinas pro-
inflamatdrias na AR resulta em um aumento no turnover proteico, o que, somado as
demais alteracdes metabdlicas, caracteriza um hipermetabolismo [111]. Este
hipermetabolismo aumenta o0s processos catabdlicos proteicos no muasculo

esquelético. Assim, o quadro de caquexia reumatoide € uma das mais evidentes

condig@es clinicas que demonstram ligacéo entre 0 metabolismo e a inflamacéo [112].

Huffman e colaboradores [113], em um estudo recente, demonstraram que, em
comparagdo com 0s controles, os pacientes com AR apresentaram concentragfes
musculares de proteina IL-6 75% maiores. Os conjuntos de genes diferencialmente
expressos nos musculos na AR comparado com controles foram aqueles envolvidos
nos processos de reparo do musculo esquelético e no metabolismo glicolitico. O perfil
metabdlico revelou concentracdes 46% maiores de piruvato no musculo na AR e forte
correlacdo positiva entre os niveis de aminoécidos envolvidos na fibrose (arginina,
ornitina, prolina e glicina) e incapacidade. Assim, a disfun¢cdo do muasculo esquelético
pode contribuir para um circulo vicioso de atividade de doenca, inatividade fisica e

incapacidade fisica em pacientes com AR.

Engvall e colaboradores [114], em um estudo com 60 pacientes com AR,
encontraram associacao entre CR e atividade inflamatoria, deficiéncia fisica e baixo
IGF-1 biodisponivel. O IGF-1 biodisponivel é um importante fator anabdlico na
manutencdo da massa muscular e na inibicdo da degradagdo protéica [115] e em

niveis reduzidos associa-se ao catabolismo da proteina muscular [116]. Este achado
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relacionado ao quadro de inflamacéo crénica na AR reforca a ideia que catabolismo
por baixo IGF-1 e deficiéncia fisica pode desencadear a CR. Elkan e colaboradores
[117], mostraram alta frequéncia de CR mesmo em pacientes com atividade
inflamato6ria moderada e fungéo fisica controlada. Além disso, Elkan e colaboradores
[118] analisaram associacdes entre dieta, composicao corporal, lipidios e anticorpos

naturais ateroprotetores contra a fosforilcolina (anti-PC) em pacientes com AR.

Assim, a caquexia estd associada a um pior progndstico nos pacientes com
AR, e as alteragcdes no metabolismo energético e proteico tém sido elucidadas.
Estudos demonstraram que pacientes com AR tém menor composicdo de massa
celular. Essa reducdo de massa celular € um fator preditor de morte e morbidade em

diversas doencas [119].

A reducdo na massa celular inclui alteracdes no gasto energético, como reducao
no gasto energético diario total, aumento no gasto energético em repouso e baixo
gasto energético em atividade fisica. O metabolismo de proteinas na AR também sofre
alteracbes, representadas pelo aumento no turnover proteico, 0 que, somado as

alteracBes energéticas, caracteriza o um estado de hipermetabolismo proteico [120].

Nos achados clinicos da AR comumente se observa fraqueza muscular
generalizada, ocasionada pela atrofia de fibras musculares, que pode ser acentuada
[121]. Atrofia muscular pode decorrer de diversas condi¢cdes clinicas, tais como
desuso, idade avancada, desnutricdo, doencas inflamatdrias, infecciosas e
autoimunes. Essas condi¢cdes induzem a perda muscular por diferentes mecanismos
de sinalizacdo intracelular, por ativacdo de distintas cascatas de degracdo proteica,
tais como, proteases lisossomiais, proteases ativadas por calcio e o sistema
proteossomo [122]. Essas cascatas de sinalizacao intracelular podem levar a
apoptose, ao aumento da degradacéo proteica ou ainda a diminuicdo da ativacdo das

células satélites responsaveis pela regeneragdo muscular [123].

Estudos tém demonstrado que a degradacgédo proteica ou a diminuigédo da sintese
proteica podem estar envolvidas na atrofia muscular [124]. Diversos estudos tém
investigado a degradacdo proteica onde algumas proteinas como MuRF-1 (muscle-
specific ring finger protein-1), enzima E3 do sistema ubiquitina-proteossomo que esta
associada ao sarcomero, possuem relativa importancia na ativacdo de cascatas de

protedlise [125].

Como a perda de massa muscular é comumente avaliada tanto no caquexia

reumatéide quanto na sarcopenia, essas sindromes costumam ser confundidas entre
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si. No entanto, o diagndstico de sarcopenia € estabelecido com base na avaliacdo
apenas do musculo, enquanto o diagnéstico de caquexia € baseado na avaliagdo do

musculo e da gordura [126].

10. Metodologias de avaliacdo de massa muscular

As variaveis quantificiveis para avaliagdo de perda muscular sdo quantidade de
massa, forca muscular e o rendimento fisico ou performance fisica. Existe uma ampla
gama de técnicas utilizadas para avaliar a massa muscular, no entanto tem-se
utilizado trés técnicas de imagem corporal para estimar a massa muscular. O custo, a
disponibilidade e a facilidade do uso de cada uma das técnicas irdo determinar se
estas estdo mais bem adaptadas a préatica clinica ou se serdo mais Uteis para

investigagao [127].

A tomografia computadorizada (TC), a ressonancia magnética (RM) e a
absorciometria radiol6gica de dupla energia (DXA) séo técnicas de imagem corporal.
Tanto a TC quanto a RM séo técnicas muito precisas de diagnostico por imagem, com
fins de investigacé@o, acabam sendo métodos de referéncia, considerados padrdo-ouro
entre as técnicas nao invasivas [128]. Estes métodos sdo capazes de avaliar
separadamente massa muscular esquelética, massa gorda corporal e a gordura
infiltrada no muasculo. O custo de ambos os métodos € elevado, o acesso é limitado,
bem como a disponibilidade de aparelhos e a exposicao do paciente a radiacao limita

0 Seu uso nha pratica clinica e investigativa [129].

A DXA é um método alternativo moderno de determinagdo do compartimento
mineral do corpo. Tanto na pratica clinica como para fins investigativos, o método
permite avaliar a composi¢cdo corporal por segmentos, diferenciando os tecidos
adiposo, massa magra e massa 0ssea, entretanto, ndo determina a quantidade
muscular, devido a capacidade reduzida para diferenciagdo da massa magra livre,
entre a 4gua e a massa 6ssea, tendo um erro estimado de 5 a 6% quando comparada
a TC. A massa muscular esquelética pode ser superestimada em pacientes com

excesso de agua extracelular, quando avaliados pela DXA [130].

Além das técnicas de imagem relatadas anteriormente, utiliza-se também como
alternativa para analise da composicao corporal a Bioimpedancia Elétrica (BIA), que é
um método rapido e nédo invasivo. Baseia-se no principio de que a impedancia,

resultante da resisténcia e reactancia ao fluxo elétrico, se relacionam ao volume do

32



corpo como condutor. No corpo humano, o tecido magro, altamente condutivo, contém
grande quantidade de eletrélitos e agua que sdo condutores, representando a via de
baixa resisténcia elétrica. Ja o tecido adiposo, composto de lipidios e triglicerideos, e
0S 0Ss0s, sao fracos condutores, sendo a via de alta resisténcia elétrica [131].

As medidas antropométricas também sdo métodos de avaliagdo do estado
nutricional, sendo considerados os métodos mais populares. Sdo métodos simples,
baratos e ndo invasivos. Destacam-se a circunferéncia do braco, a circunferéncia da
panturrilha (CP) e as dobras cutaneas. Robert Lee e colaboradores, criaram equagdes
preditivas para a massa muscular a partir de medidas antropométricas e identificaram
uma alta correlagcdo com a RM, considerada o padrdo-ouro para estimar a massa

muscular esquelética [132].

11. Metaboloma

A metaboldmica foi introduzida por Roger Williams no final de 1940, com o
conceito de que os individuos podem ter um “perfil metabdlico” que poderia ser
refletido na composicao de seus fluidos biolégicos. Os trabalhos iniciais reportavam o
uso de espectrometria de massas com ionizagdo branda (soft ionization mass
spectrometry — SIMS) acoplada a espectrometria de massas (CG-EM), cromatografia
gasosa, utilizando a cromatografia em papel para demonstrar padrdes metabélicos
caracteristicos na urina e a sua associagdo a doencgas, tais como a esquizofrenia
[133]. No entanto, foi somente por meio de avancos tecnoldgicos nas décadas de 1960
e 1970 que se tornou possivel a quantificacdo e medi¢do dos perfis metabdlicos pela

espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) [134].

O termo “perfil metabdlico” foi introduzido por Horning et al [135] depois de terem
monitorado por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-EM)
0s metabdlitos presentes na urina humana e em extratos de tecido gerando o primeiro
banco de dados web do perfil metabolico, METLIN, contendo mais de 10 mil
metabdlitos. O primeiro esbo¢o do metaboloma humano foi concluido em 2007 pelo
projeto Metaboloma Humano, da Universidade de Alberta, no Canada [136].
Metabolémica é um termo recente que vem sendo muito utilizado nesta era “OMICs”,

de gendmica, transcriptdmica, proteémica, dentre outras (Figura 04) [137].
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Figura 04. Analises dmicas e suas correlagdes entre genoma, transcriptoma,

proteéma e metaboloma na biologia de sistemas.

Diferentemente do transcriptoma e proteoma, a identificacdo molecular dos
metabdlitos ndo pode ser deduzida a partir da informagcdo genbmica, pois a
identificacdo e a quantificagcdo dos metabdlitos necessitam de uma instrumentacao
sofisticada, como a espectrometria de massas (EM), a espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear (RMN) e a fluorescéncia induzida por laser (LIF). A selegéo
otimizada dos metabdlitos depende dos objetivos do estudo e é normalmente o ajuste
entre sensibilidade e seletividade [138]. A RMN é altamente seletiva, ndo destrutiva,
porém possui menor sensibilidade; jA o LIF consiste em uma técnica mais sensivel,
mas nao possui seletividade quimica, o que é essencial para a identificacéo estrutural.

Em contraste, EM oferece uma boa combinagéo de seletividade e sensibilidade [139].

Os perfis globais do genoma, dos transcritos e das proteinas estao baseados em
analises quimicas de sequéncias-alvos compostas por 4 nucleotideos diferentes
(genoma e transcriptoma) ou 22 aminoacidos (proteoma). Esses compostos sao
guimicamente semelhantes facilitando a abordagem analitica de alto rendimento. Ja
no perfil metabdlico ha uma grande variagcdo nas estruturas quimicas e propriedades
funcionais. Assim, o metaboloma consiste na determinacdo de compostos quimicos
ibnicos extremamente diversificados, de espécies inorganicas hidrofilicas, hidratos de

carbono, alcoois volateis, cetonas, acidos organicos, aminoacidos, lipidios, e produtos
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naturaiscomplexos. Essa complexidade torna praticamente impossivel determinar,
simultaneamente, os metabdlitos e seus produtos intermediarios [140]. A maioria das
fungbes celulares é coordenada pelos principios quimicos em nivel molecular; os
compostos simples no interior da célula podem afetar profundamente a nossa biologia.
Estudos tém demonstrado que as alteracdes no metaboloma correlacionam-se com o
inicio e progressdo da doenca, com o envelhecimento e com diversas condi¢des

adversas no crescimento de injarias e na diferenciacdo celular [141].

O metaboloma €é um sistema capaz de detectar qualitativamente e
gquantitativamente o perfil de todos os metabdlitos de baixa massa molecular (massa
molecular inferior a 1.000 Daltons — Da), presentes nas células e / ou secre¢cfes que
participam de reagfes metabdlicas ou compostos intermediarios, necessarios para a
manutencdo, crescimento e ativacdo de vias de sinalizagdo celular. Em sua maioria,
0os metabdlitos intracelulares produzidos estdo envolvidos na regulacdo de varias
reacOes bioquimicas, sendo estes capazes de estabelecer ligacbes entre as diferentes
vias metabdlicas, que no seu conjunto constituem a rede de sinalizacdo metabdlica

celular, importante na regulagéo do crescimento, diferenciagéo e morte celular [142].

A metaboldmica vem ganhando grande forgca no campo da investigacdo de
biomarcadores que sirvam para prognéstico, diagnostico e acompanhamento de
doencas, por se tratar de uma técnica sensivel, abrangente, com alto grau de
reprodutibilidade e custo acessivel por amostra. Além do mais, esta técnica pode ser
utilizada em diversos tipos de amostras, como urina e outras excretas. Desta forma, a
metabolémica € utilizada para evidenciar diferengcas entre situagfes de saulde e
doenca focando principalmente na pesquisa de biomarcadores para estas doencas

[143].

11.1. Ressonancia Nuclear Magnética

Existem algumas formas de obter perfis metabdlicos a partir de diferentes
amostras para busca de biomarcadores. Dentre elas pode-se citar a obtencdo deste
perfil a partir de ressonancia nuclear magnética (RNM). A espectroscopia por RMN é
um método rapido e ndo destrutivo para a analise de amostras in natura. E uma
importante ferramenta para a determinacao de estruturas ao nivel atémico, além de
propiciar estudos sobre a dindmica dos mecanismos celulares quimicos e bioguimicos
e suas interacdes. Desde os primeiros experimentos nos anos 1940 até os dias de

hoje, a RMN tem mostrado uma enorme variabilidade e diversidade de aplicacbes e
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possui, sem davida, um lugar na ciéncia moderna, destacando-se as analises nas

areas de fisica, quimica, medicina, biologia e agricultura [144].

A técnica de RNM faz com que todos os atomos de hidrogénio presente na
amostra se alinhem ao campo gerado e capta o tempo de retorno de cada conjunto de
hidrogénios a sua posicao inicial (gera um espectro de uma dimensédo, 1D) [145].
Ainda, durante a aquisicdo deste espectro, diferente numero de ligacGes presentes
nos atomos ligados ao de hidrogénio irdo gerar sinais simples ou mdltiplos, de acordo
com o tipo de ligacdo encontrada (ligacdo simples, dupla, tripla). Outra forma de
adquirir informacdo a partir da ressonancia magnética é gerar um campo
eletromagnético e fazer mais de um registro referente ao retorno dos atomos a sua
orientacd@o original, de forma que ha uma aquisicdo considerada em duas dimensdes
(2D). Dessa forma, a partir de uma amostra, pode-se adquirir um espectro contendo
informagdo quanto a sua composicdo quimica e concentracdo pelo perfil de

ressonéncia com o hidrogénio das moléculas que compde esta amostra [146, 147].

Assim, a RMN consiste na interacdo de ondas eletromagnéticas (na escala de
radiofrequéncia) com 0s spins nucleares, na presenca de um campo magnético
externo (B0). Existem varios nucleos atbmicos que sdo observaveis por RMN, tais
como 1H, 13C, 14N, 15N, 180, 31P, entre outros. Entretanto, quando se trata de
estudos de interagdes ndo covalentes entre moléculas, o nucleo mais observado é o
de hidrogénio-1 (1H) por possuir alta abundancia natural e razdo magnetogirica (g)
grande, o que resulta em maior sensibilidade na deteccdo. Na presenca de campo
magnético os spins nucleares dos atomos de 1H vdo se orientar em dois sentidos
diferentes (paralelos e antiparalelos). Existe uma pequena diferenga de energia entre
essas duas orientacdes, o que gera uma magnetizagao resultante. Esta magnetizacao
€ perturbada com um pulso de radiofrequéncia (rf) alterando a sua orientagdo. O
detector, localizado perpendicularmente em relacdo a diregcdo do campo magnético, é
induzido pela magnetizagdo resultante, gerando um sinal elétrico que decai no tempo
(FID), o qual é digitalizado e sofre um processamento matematico (transformada de
Fourier) resultando no espectro de RMN de 1H no dominio das frequéncias, conforme
Figura 05 [148].

A partir da aquisicdo dos espectros, inicia-se a etapa de processamento do
espectro adquirido do equipamento para que este possa ser utilizado para
identificacdo dos compostos e processamento estatistico. Os espectros sdo alinhados,
de forma que os picos dos mesmos compostos em diferentes amostras estejam em

um mesmo intervalo de aquisicdo. Para diminuir o ruido de fundo, utiliza-se
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transformacédo logaritmica em que sinais de compostos com pequena concentracao
podem ser perdidos, e todos os sinais que sdo mais fortes que o ruido sdao melhor
evidenciados. Esta etapa permite que o ruido ndo participe da andlise estatistica e
uma melhor distingdo entre os picos de diferentes amostras [149]. A Figura 05
apresenta detalhadamente todas as etapas do processamento do espectro, desde o

momento de sua aquisi¢cao.
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Figura 05. Etapas do processamento do espectro. (a). Espectro recebe um

preenchimento de sinal nulo em cada sinal adquirido (b), este preenchimento resulta
em maior qualidade e uma melhor definigdo do sinal. Transformacdo de Fourier (c),
esta transformacao faz o sinal obtido por tempo ser decomposto em sua frequéncia.
Correcao na fase do espectro (d), em que todos os picos “inversos” (com relagao
negativa a linha de base) séo espelhados para se tornar “positivos”. Corre¢ao na linha
de base (e) com retiradado sinal do solvente, seguido de remocdo do ruido (f).
Espectros sdo alinhados (g) em referéncia a seu pico de referéncia e

espelhamentodos picos (h).

A partir do momento em que 0s espectros estao processados, ha duas etapas
que podem ocorrer de forma concomitante: a identificacdo dos compostos e o
processamento estatistico. A identificacdo dos compostos ocorre de acordo com o tipo
de espectro obtido. O programa Chenomx, da Chemonix Inc. (Edmonston, Alberta -
Canada), é utilizado para a identificacdo dos compostos a partir dos espectros de uma
dimens&o(1D) [150]. Este programa permite que o usudrio utilize de um banco de
perfis de picos para diversos metabdlitos (cerca de 40.000, para bancos relacionados

a metabdlitos de origem humana) em que ele pode identificar um a um cada pico no
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espectro (Figura 06) e, apés, hd uma automacéo capaz de gerenciar a identificacdo
destes mesmos compostos em todos 0s outros espectros [151].
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Figura 06. Representacdo da interface de identificacdo dos compostos via
Chenomx. No painel de maior importancia, o espectro adquirido é representado por

uma linha preta. Os compostos identificados sdo apresentados por linhas de diferentes
cores.

Por final, o maior desafio das técnicas envolvendo a metaboldmica €& o
processamento estatistico e interpretacdo dos resultados. Para isso, foram criados
programas de computador complexos capazes de processar o grande numero de
dados obtidos pelos perfis metabdlicos e criar um sistema de ranqueamento para
diferenciacdo entre os grupos que classificam previamente a amostra. Destes
programas, o Metaboanalyst € um programa muito utilizado, capaz de processar
muitos metabdlitos distribuidos em diversos grupos, de forma sensivel, reprodutivel e
estatisticamente robusta [152].

Dos varios testes e modelos que avaliam o grupamento e diferenciacdo entre

7

grupos dos perfis metabdlicos, um amplamente utilizado é o “Principal Component
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Analysis” (PCA) para grupamento e avaliagdo de homogeneidade de um grupo de
amostras, enquanto que o “Partial Least Square Discriminant Analysis” (PLSDA) é a
andlise mais amplamente utilizada para distincao entre dois grupos e criacdo de um
ranqueamento de metabdlitos com valores de importancia de acordo com a
homogeneidade do grupo e a diferenca entre os grupos testados no modelo[153]. No
contexto de metabolémica, o teste de PCA serve para avaliar o quanto cada grupo é
homogéneo, sem considerar 0s outros grupos entre si. Ja o teste de PLSDA avalia o

quanto um grupo é diferente dos demais na analise.

Apds a etapa estatistica, realiza-se uma busca por rotas metabdlicas que
possuem importancia para o modelo estudado, que é feita uma busca pela presenca
de um grupo de metabdlitos distinto entre 0s grupos analisados e comum a uma
mesma rota. Dentre as ferramentas utilizadas, o website www.metaboanalyst.ca é uma
ferramenta muito poderosa para este fim [154]. O banco de dados utilizado sdo os
mais completos em termos de conteddo e informacdo sobre metabdlitos, sendo o
KEGG (http://www.genome.jp/kegg/) e o HMDB (http://www.hmdb.ca/) os bancos
utilizados. Com esta ferramenta, pode-se inferir que uma rota metabdlica esta se
comportando de maneira significativamente diferente entre os grupos comparados;
quanto maior o numero de metabdlitos encontrados como diferentes pelo
ranqueamento do PLSDA e de uma mesma rota metabdlica, menor é o valor de
significAncia para a rota (valor p), e quanto maior nimero de metabdlitos presente em
cada etapa da rota, maior o valor de importancia da rota, sendo este valor de
importancia um total maximo igual a 100%. Vide Figura 07 para uma representacao
com rotas de metabdlitos [155].

Overview of Pathway Analysis Arginine and proline metabolism
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Figura 07. Representacao da rota do metabdlicas do site www.metaboanalyst.ca.

Andlise da via metabdlica e relacdo de via metabdlica.

12. Metaboloma em AR

A técnica de metabolémica tem sido aplicada para andlises de metabdlitos em
pacientes com artrite reumatoide para fins de compreensdo da doenca e busca de
marcadores de diagnostico e progndstico [156]. Como uma resposta final ao ambiente
da doenca, os metabdlitos podem indicar como o0s pacientes reumatol6gicos
respondem ao ambiente, nutricdo, progressdo da doenca, infeccdes, exposicdo a

agentes xenobidticos, ao tratamento farmacoldgico e dentre outras influéncias.

Quando levamos em conta o tratamento do paciente com AR, o perfil metabdlico
se altera drasticamente, tornando a busca por um biomarcador ainda mais complexa.
Por exemplo, o perfil metabdlico de um paciente tratado com antagonista de TNF-alfa
resulta em aumento dos niveis urinarios de: glutamina, acido fenilacético e histamina;
ja o tratamento com infliximabe apresenta um aumento no &cido hipurico, citrato e
acido latico; com o uso do etanercepte, observa-se o aumento de colina, &cido

fenilacético, uréia, creatina e metilamina [157].

O estudo dessas mudancas metabdlicas pode auxiliar a compreender a
patogénese da AR, uma vez que os efeitos terapéuticos dos medicamentos podem ser
potencialmente impulsionados por alteragdes normalizando seus valores anormais ou
aumentando os metabdlitos antiinflamatérios. Por exemplo, utilizando uma abordagem
metabolbmica direcionada, Fu et al. comparou o efeito dos glicocorticéides orais (GC)
em lipidos polares séricos e observou um aumento nas lisofosfatidilcolinas (LPC)
elisofosfatidiletanolaminas (LPE) em mulheres, mas ndo em pacientes do sexo
masculino com AR [158]. GC inibe fosfolipase A, uma enzima chave que hidrolisa os
fosfolipidios da membrana que é aumentada em tecidos inflamatdrios. O efeito do GC
na fosfolipase A provavelmente modificard o perfil de fosfolipidios podendo ter relacdo
com risco cardio vascular [159]. Este estudo incluiu 36 pacientes com AR, 18 dos
quais estavam recebendo GC e 18 que ndo estavam recebendo GC, verificaram que
os niveis de dimetil arginina estavam mais baixos em pacientes em utilizacao crénica
de GC em comparacao com nao usuarios de GC, sugerindo que o tratamento de longo
prazo com esta medicagdo melhorou a fungdo endotelial e o efeito protetor

cardiovascular, modulando o metabolismo da arginina.
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Wang et al. [160] estudaram a mudanca do perfil metabdlico plasmatico em 29
pacientes com AR ap0s o inicio do tratamento com metotrexato (14 pacientes) ou uma
combinacdo de metotrexato com uma planta medicinal chinesa (15 pacientes). Eles
encontraram niveis reduzidos de varios aminoacidos (triptofano,treonina, histidina,
metionina e glicina), bem como outros metabdlitos (carnitina, hipoxantina,citosina,
uracila e acido Urico), enquanto taurina, aspartato, alanina, acido lactico, adenosina e
guaninaforam significativamente aumentados em pacientes com AR em comparacao
com os controles. Curiosamente, o tratamento com metotrexato trouxe 0s niveis de
todos esses metabdlitos de volta aos niveis normais, sugerindo um papel causal
desses aminoacidos na AR. Embora mais dados sejam necessarios para associar as
alteracGes de aminoacidos a resposta imune anormal na AR, dados em células imunes
sugerem uma correlagdo direta entre o metabolismo de aminoacidos e as células T
com as respostas dos macréfagos, promovendo a modulacdo da inflamacéo, que pode
estar potencialmente envolvida na patogénese da AR [161]. Em relagdo a AR, o
triptofano constiste no substrato da enzima indoleamina-2,3-dioxigenase (IDO2), que
foi demonstrado ser necessaria para a ativagdo de células T CD4+, para producao de
autoanticorpos patogénicos e o desenvolvimento subsequente de artrite em um
modelo de camundongo de artrite [162]. Isso oferece uma possivel explicagédo para a

diminuic@o dos niveis de triptofano que é revertida pela adicdo de metotrexato.

O TNF é uma potente citocina pré-inflamatéria que desempenha um papel
fundamental no metabolismo celular, incluindo a glicose e metabolismo lipidico [163];
portanto, mudancas no perfil metabdlico sédo esperadas apds a administracao de seu
inibidor. O primeiro estudo que avaliou as mudangas no perfil metabdlico de 16
pacientes com AR e pacientes com artrite psoriatica (APs) apGs tratamento com TNFi
(etanercepte e infliximabe) usaram amostras de urina. O estudo descreveu aumentos
de &cido hipdurico, citrato e acido latico apds infliximabe, enquanto aumentos na colina,
acido fenilacético, ureia, creatina e metilamina foram observados apds o tratamento
com etanercepte [164].

Outro grupo avaliou o perfil metabolémico sérico em 20 pacientes com AR antes
e depois do tratamento com TNFi (etanercepte ou adalimumabe). Dos 20 pacientes,
55% tiveram uma resposta moderada conforme critérios estabelecidos EULAR,
enquanto apenas 20% alcancaram uma boa resposta. Os niveis de glicero-3-
fosfocolina, histidina e fenilalanina diminuiram, enquanto os niveis de leucina, acetato,
betaina e formato aumentaram, distinto das dosagens em controle saudavel [165]. As
alteracbes do perfil metabdlico sérico em resposta ao tratamento com TNFi,

etanercepte, em 27 pacientes com AR ativa também foram avaliados por Priori et al.
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Esses pacientes estavam recebendo terapia concomitante com GC e medicamentos
anti-reuméticos modificadores da doenca. Apdés 3 meses de tratamento, isoleucina,
leucina, valina, alanina, glutamina, tirosina e glicose aumentaram em pacientes com
boa resposta ao tratamento conforme definido pelos critérios EULAR-ESR, enquanto
os niveis de 3-hidroxibutirato foram reduzidos [166]. A diminui¢dode 3-hidroxibutirato,
acetoacetato e de acetilfosfocolina sugerem uma modulacdo do metabolismo de
lipidios ap6s a inibicio do TNF. Além disso, o aumento da glicose e outros
amino4cidos sugerem uma diminuicdo do metabolismo destes metabdlitos pelos

tecidos inflamados.

Anteriormente, nosso grupo demonstrou o perfil metabolémico na urina do
modelo animal de CIA [167]. Neste estudo, usamos a analise metabolémica para
investigar potenciais biomarcadores de perda de massa muscular na urina desses
camundongos. A utilizacdo de um modelo animal tem como principal vantagem
contornar a grande heterogeneidade implicita nos estudos em humanos, aumentando
o poder de prospeccdo de biomarcadores Uteis. Neste estudo identificaram-se
metabdlitos ao longo do desenvolvimento da doenca relacionado com perda muscular
em modelo animal induzido por pristane, dosando-se alteracdes em metabdlitos
urinarios vinculados principalemente as vias de histidina, creatina, metionina, carnitina

e histamina.

Estudos buscaram avaliar o perfil metabdlico em pacientes com AR em relagéo
aos controles saudaveis, podendo ser citado alteragfes nas rotas: do metabolismo do
inositol fosfato; metabolismo de lipideos, de acidos graxos e de carboidratos;
metabolismo energético; metabolismo de &acidos nucléicos; metabolismo de espécies
reativas de oxigénio; metilagdo; bem como na resposta macrofagica [168]. Destes
estudos, destacam-se os amino acidos essenciais, agueles que ndo podemos produzir
de novo no corpo humano, que sdo sugeridos como potenciais biomarcadores de
degradacéo proteica. Ainda, analisando amostras sorolégicas de pacientes com AR e
artrite psoriasica, estudos metabolémicos sdo capazes de discriminar as amostras
com uma sensibilidade de 90% e 94% de especificidade [169], por outro prisma, a
técnica também possui capacidade de predizer a resposta ao tratamento com agentes
anti-TNF-alfa com sensibilidade de 88,9% e 85,7% de especificidade [170], ou seja,
esta abordagem possui grande capacidade discriminatéria. A tabela 02 apresenta a
relacdo de metabdlitos identificados em estudos de metabolémica em pacientes com

artrite reumatoide.
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Tabela 04. Andlise de metabdlitos identificados em estudos com pacientes com

artrite reumatoide.

Autor Ano | Estudo n Resultado
Lauridsen | 2010 | NMR spectroscopy-based | AR =47 Metabdlitos elevados em pacientes com
etal [171] interventional metabolic AR em comparagdao com os controles:
phenotyping: a cohort study Controle = 51 colina, colesterol, glicoproteina
of  rheumatoid  arthritis acetilada, lactato elipido
patients insaturado.HDL diminuido em pacientes
com AR em comparagao comcontroles.
Young et al | 2013 | The Impact of Inflammation | AR =216 Metabolitos elevado em pacientes com
on Metabolomic Profiles in AR em comparagao com os controles: 3-
[156] . . . Controle =40 ) .
Patients With Arthritis hidroxibutirato, lactato,
acetilglicina,taurina, glicose.
Metabolitos diminuidos em pacientes
com ARem comparag¢ao com controles
saudaveis: LDL-CH3,LDL-CH2, alanina,
metilguanidina elipido.
Kapoor et | 2013 | Metabolic profiling predicts | AR =16 Avaliacdo de pacientes com AR e com
al.[172] response to anti-tumor artrite psoriaca antes e durante
necrosis factor a therapy in PsO =20 tratamente com bioldgicos: Histamina,
patients with rheumatoid glutamina, dacido fenilacético, xantina,
arthritis - NMR acido xanturénico e a creatinina foram
regulados positivamente nas amostras
de urinados pacientes que tiveram uma
boa resposta a terapia TNF, enquanto
etanolamina, acido hidroxifenilpirdvico
efosfocreatina foram regulados
negativamente.
Surowiec 2016 | Metabolomics  study  of | AR=24 Relagdo positiva de fadiga e pacientes
et al [173] fatigue in patients  with com AR: frutose, acido aracdonico,
rheumatoid arthritis naive to glicerol-3-fosfato, acido acético e
biological treatment prolina. Relacdo negativa de fadiga com
pacientes com RA: oxoisocaproato,
cistina, hidroxiprolina, acido
decosahexainoico, triptofano, 4cido
pipecolico, valina, ornitina, arginina,
ureia, tirosina e acido linoleico.
Zhou etal | 2016 | Exploration of the serum | AR =33 Os metabdlitos que aumentaram na AR
metabolite  signature  in em compara¢ao com controles: glicerol,
[174] . . ., | Controle = 32 . . ‘.
patients  with rheumatoid citrato,  piruvato,colesterol,  acidos
arthritis using gas graxos. Metabolitos que diminuiram na
chromatography—mass AR em comparacdo com  OS
spectrometry controles:glicose, urato, alanina, serina,

metionina,treonina, leucina, valina,
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isoleucina,aspartato, fenilalanina,

tirosina, prolina e ureia

FU et al 2016 | Metabolomics profiling of the | AR =702 Estudo observacional com AR (BioCura).
free and total oxidised lipids Lisofosfatidilcolinas
[175] in urine by LC-MS/MS: elisofosfatidiletanolaminas elevados em
application in patients with mulheres com uso de
rheumatoid arthritis glicocorticoides.Nos homens, os niveis
de lisofosfolipidios eramsemelhantes;
DAS 28mostrou uma associa¢do positiva
com Lipoxina. A melhora do DAS28
mostrou associagdao positiva com
PGF3a, PGF2a, iPF2a IV, 11,12-EpETTrE,
11-HETE, 14,15-DiHETrE e 14-HdoHE.
Yoursi et al | 2017 | Large Scale Metabolic AR =132 Metabdlitos aumentados em AR vs.
Profiling identifies Novel Controle: proliglicina. Metabdlitos
[176] Steroids linked to Controle =104 diminuiram na AR vs. controle: 4-metil-
Rheumatoid Arthritis 2-oxopentanoato, 3-metil-2-
oxovalerato e sarcosina.
Tataretal | 2017 | Variations in the metabolome | AR = 48 Derivados de carboidratos (D-glicose, D-
[177] in response to disease activity frutose, sacarose e maltose) emergiram
of rheumatoid arthritis como determinantes da resposta
terapéutica de pacientes com AR.
Identificaram varios marcadores
potenciais da doenc¢a de AR gravidade,
incluindo colesterol total, lactatos,
acetil glicoproteina e derivados lipidicos
Fernandez- | 2020 | Metabolic Disturbances in | AR =288 Os metabdlitos de diferenciagdao entre
Ochoa et Urinary and Plasma Samples pacientes com AR e controle consistiam
al [178] from Seven Different Controle = 55 predominantemente em dacidos graxos
Systemic Autoimmune insaturados, acilglicinas, acilcarnitinas e
Diseases Detected by HPLC- aminoacidos.
ESI-QTOF-MS
Ahn et al 2020 | Variation in the synovial fluid | AR = 48 As intensidades de glicocamina e indol-
(179] metabolome according to 3-lactato correlacionaram-se

disease activity of rheumatoid
arthritis

positivamente com o valor do DAS28-
ESR em pacientes com AR. Por outro
lado, p-alanina, asparagina, citrato,
ciano-L-alanina, leucina, nicotinamida,
citrulina, metionina, oxoprolina e
salicilaldeido correlacionaram-se
negativamente com o valor DAS28-ESR.
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Véarios estudos empregaram diferentes métodos analiticos (espectrometria de

massa, MS, ressonancia magnética nuclear, NMR) para caracterizar o pefrfil
metabolémico no sangue (soro ou plasma), urina ou liquido sinovial em pacientes com
artrite reumatdide comparando com controles e relacionando com distintos
tratamentos. Devido a heterogeneidade dos métodos que foram usados, os resultados
da maioria dos estudos ndo sdo comparaveis; no entanto, existem metabdlitos com
mudancas semelhantes em varios estudos, conforme demonstrado na Figura 08 [180].
Importante ressaltar que ndo ha estudos que avaliem metabdlitos em relagédo a perda

muscular em pacientes com AR.
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Pelo fato de a AR ser uma doenga autoimune crénica, com uma resposta imune
sistémica a autoantigenos que podem existir anos antes do inicio dos sintomas
clinicos, uma ativacéo imune local do tecido sinovial o torna inflamado, hiperplésico e
invasivo da cartilagem e do osso local [181]. Como os metabdlitos pré6 ou anti-
inflamatoérios desempenham um papel na patogénese nesta patologia ainda é
desconhecido. Contudo, o crescimento do campo do imunometabolismo tecidual e sua

descri¢cdo de multiplasvias metabolicas na ativacao e diferenciagdo de células imunes,
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como linfécitos T e B, macréfagos, células dendriticas e fibroblastos, entre outros,
sugere que a maioria dos metabdlitos envolvidos na resposta imune também pode ser
importante no desenvolvimento de AR. Na Tabela 05 sdo descritos metabdlitos pré e

ant-inflamatérios associados a patogénese da AR [182].

Tabela 05. Relacdo entre metabdlitos pré e anti-inflamatérios na patogenia de AR,

modulando a fungéo de varios tipos celulares envolvidos na inflamacéo sinovial [182].

Liberacdo por Tecidos Captacéo por tecidos
Inflamados Inflamados
Fibroblastos Colina, Lactato, Succinato, Acidos Biliares, Oxi-lipideos

Acidos Graxos Saturados,

Glutamine
Macrofagos Lactato, BCAA, Citrato, Itaconato, Acidos Biliares,
Succinato, Colina, Leucina, Oxi-lipideos
Glutamato
Células T Lactato, Succinato, Citrato Triptofano, SCFA

13. Metaboloma e degradacéo muscular

Estudos demonstram possiveis relagbes de metabdlitos com processos
inflamatérios como na artrite reumatoide, porém ndao ha na literatura avaliagdo de
metabdlitos envolvidos em processos inflamatérios e perda muscular. A seguir sdo

relacionados metabdlitos considerados pro-inflamatérios e anti-inflamatorios.

Metabolitos Pré-Inflamatdrios

Colina e Oxido de trimetilamina (TMAOQ). Os metabdlitos relacionados com a via da
colina foram identificados em tecido sinovial, liquido sinovial e amostras de sangue
(soro / plasma) tanto em modelos animais como em humanos [183]. A dieta é a
principal fonte de colina, cujos metabdlitos (6xido de trimetilamina - TMAO) ja foram
relacionados a inflamacao cardiovascular [184]. N&o ha muitos estudos que avaliem o

papel do TMAO na AR, porém verificou-se que o TMAO sérico esta associado a
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medidas de articulacdo (contagem de articulacbes doloridas, contagem de articulacdes
inchadas, DAS28-CRP) e inflamacé&o da pele (area de superficie corporal afetada por
psoriase) em uma pequena coorte de pacientes com psoriase e PsA [185]. Verificou-
se que o TMAO, assim como a colina, estava aumentado em amostras de soro no
modelo K / BxN murino de artrite em comparacdo com camundongos de controle
[186]. Importante ressaltar que o metabolismo da colina foi relacionado ao fenétipo RA

e a secrecao de IL-13 em macréfagos [187].

Aminoacidos de Cadeia Ramificada (BCAA). Niveis diminuidos de valina, leucina e
isoleucina foram encontrados em pacientes com AR. A diminuicdo dos niveis de BCAA
pode ser explicada pelo baixo consumo alimentar ou por uma maior absorcao desses
aminoacidos pelo tecido inflamado. Estes sdo aminoacidos essenciais, portanto sua
fonte é a dieta e, ultimamente, tém sido relacionados a inflamac¢do por induzir o
estresse oxidativo (via NADPH e sinalizacdo Akt-mTOR), assim como, promover a
secrecdo de citocinas pro-inflamatérias (IL-6, TNF) e a migracdo de células
mononucleares do sangue periférico [188]. As aminotransferasesl de cadeia
ramificada (BCAT1), uma enzima que inicia o metabolismo do BCAA, é a isoforma
predominante nos macréfagos primarios humanos. Sua ac¢ao sobre a leucina produz
acetil-CoA e glutamato, que entram no ciclo do TCA. O tratamento de macrofagos
humanos estimulados por LPS e TNF com um anélogo da leucina, que bloqueia a
atividade de BCATL, diminuiu o consumo de oxigénio e a glicélise. Além disso, a
administracao oral deste analogo da leucina reduziu a gravidade da artrite induzida por

coladgeno em camundongos [189].

Glutamina.Consiste em um aminoacido usado como fonte de combustivel para o
metabolismo. A glutaminase 1, enzima responsavel pela glutamindlise, é regulada
positivamente nos fibroblastos sinoviais de AR, e a inibicdo desta enzima diminuiu o
fendtipo agressivo do FLS e melhorou a gravidade da artrite no modelo murino de

artrite [190].

Intermediarios Glicoliticos. A articulagdo RA é caracterizada por uma mudanca da
fosforilagdo oxidativa aerObia para um estado glicolitico, no qual menos ATP é
produzido, mas em uma taxa mais rapida, para ser capaz de garantir os requisitos
energéticos necessarios para as células altamente ativas. Metabdlitos relacionados a
via glicolitica tém sido detectados em diversos estudos em modelos animais, bem
como em estudos de metaboldmica humana [191]. O lactato € o produto final da
glictlise, uma via metabdlica que é regulada positivamente em FLS e macréfagos

ativados. Altas concentracfes de acido lactico sdo encontradas no sangue e no liquido
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sinovial de articulacdes inflamadas em pacientes com AR. Estudos demonstraram que
o lactato promove o fendétipo agressivo do FLS , as propriedades pré-inflamatorias dos
macroéfagos, estimula a secre¢éo de IL-17 pelas células T CD4 + e, a0 mesmo tempo,
diminui a migracdo T CD4 +, que esta relacionado & manutengcdo de um infiltrado

inflamatério crénico [192].

O succinato € elevado no liquido sinovial de pacientes com AR [193]. O
metabdlito do TCA promove a inflamacdo ao estimular a secrecdo de IL-18 em
macrofagos murinos por meio do HIF-1a. Além disso, o succinato ativa o
inflamassoma de NLRP3 induzindo a secrec¢ao de IL-1B por fibroblastos sinoviais em
um modelo de rato de AR [194]. Parece que o0 succinato também desempenha um
papel nas respostas imunes inatas e adaptativas. Os pesquisadores descobriram que
a deficiéncia genética de Sucnrl, um receptor de succinato expresso por células
imunes, diminui o trafico de células dendriticas e reduz a expanséo de células Thl7
nos nodulos linféticos, reduzindo os sintomas de artrite no modelo de artrite induzida

por antigeno de camundongo [195].

O itaconato, um marcador de ativacdo de macrofagos, desempenhe um papel
antiinflamatorio, uma vez que inibe a oxidagcdo do succinato mediada pela succinato
desidrogenase e, por meio disso, exerce efeitos antiinflamatérios em macréfagos
ativados, conforme mostrado em um modelo in vivo de lesdo de isquemia-reperfusédo
[196]. No entanto, em um modelo animal de AR, descobriu-se que niveis mais

elevados de itaconato estavam associados a alta atividade da doenca [197].

Colesterol. Proveniente da dieta com niveis estdo diminuido em pacientes com AR;
descobriu-se que isso é preditivo de AR em mulheres, mas ndao em homens [198]. O
metabolismo lipidico esta alterado na AR, mas o metabolismo do colesterol na AR nao
foi especificamente estudado. Curiosamente, descobriu-se recentemente que o
colesterol est4 alto em condrdcitos, devido a uma captagdo aumentada, regulacdo
positiva de hidroxilases de colesterol e producdo aumentada de metabdlitos de
oxisterol [199].

Acidos Graxos Livres (AGL). Podem ser retirados da dieta (AG essencial, acido alfa-
linolénico - 6mega-3 - e &cido linoléico -6mega-6) ou sintetizados no organismo.
Sugere-se que eles eram pré-inflamatérios, uma vez que contribuem para a

inflamacdo de baixo nivel em pacientes obesos. Os niveis de &cidos graxos foram
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mais elevados no soro dos pacientes com AR do que nos controles e correlacionados
com a atividade da doenca [200]. Frommer et al. mostraram que &cidos graxos
contribuem para a patogénese e danos em AR, OA e PsA, uma vez que a estimulacao
de fibroblastos com &cido oleico, palmitico e linoléico induziu a secre¢éo de citocina
pro-inflamatéria IL-6, as quimiocinas IL-8 e MCP-1, como bem como as
metaloproteinases de matriz pr6-MMP1 e MMP3 [201]. O &cido araquidénico (ARA) é
o precursor das prostaglandinas classicamente descritas (PGE2), que sdo conhecidas

por estarem envolvidas na inflamac&o em geral, mas também na artrite [202].

Metabolitos Anti-Inflamatorios

Metabdlitos relacionados com é&cidos graxos poliinsaturados (PUFA). Acido
docosahexaendico e acido eicosapentaendico tém propriedades antiinflamatérias,
principalmente porque competem com ARA pela agdo das enzimas (ciclooxigenase-
COX, lipooxigenase-LOX, citocromo P450), o que resulta em uma producéo diminuida
de proé-inflamatorio derivado de ARA oxilipinas e uma produgdo aumentada de
oxilipinas antiinflamatérias derivadas de DHA e EPA [203]. Niveis reduzidos de EPA e
DHA foram descritos em pacientes espanhoéis com AR e foram associados a maior
duracdo da doenca, positividade para fator reumatoide, doenga erosiva e com pior

resposta aos inibidores de TNF [204].

Prostaglandinas, Tromboxanos e Leucotrienos. S&o as oxilipinas classicamente
descritas envolvidas na patogénese da AR. Os métodos mais novos de LC / MS e
NMR tornam possivel identificar varias outras oxilipinas, por exemplo, 8-HETE, 12-
HETE e 12-HEPE que sao produtos da via da 12-lipoxigenase. Liagre et al.
demonstraram a presencga de 12-LOX em sinovidcitos do tipo B e descobriram que a
estimulacé@o de IL-1B e TNF aumentou a produgao de 12-HETE, enquanto IL-6 e IL-4
nao tiveram o mesmo efeito [205]. Esta via também foi estudada por Kronke et al., que
mostraram que a delecdo de 12/15-LOX em dois modelos de artrite (a transferéncia de
soro K/ BxN e um modelo de camundongo transgénico TNF) levou a uma inflamacéo
descontrolada e danos aos tecidos [206]. LTB4 e 5-HETE s&o produtos de ARA por
meio da via 5-LOX; 5- e 15-LOX que sdo expressos em ambas as sinovias de OA e
RA no revestimento de macrofagos, neutréfilos e mastocitos, demonstrados estar

envolvido na patogénese RA, promovendo inflamacéo [207].
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Os Acidos Graxos de Cadeia Curta (SCFA). Sdo subprodutos do metabolismo da fibra
alimentar pelo microbioma intestinal. Eles modulam as respostas imunes e
inflamatdrias por meio da ativagédo de receptores de acidos graxos livres (FFA) tipo 2 e
3 (receptores FFA2 e FFA3) e do receptor acoplado a proteina G 109A (GPR109A) por
meio da inibicAo de histona desacetilases (HDACs). Um estudo metabolémico
realizado em um modelo de rato CIA encontrou niveis diminuidos de acetato,
propionato, butirato e valerato em amostras fecais de ratos artriticos em comparacéo
com controles [208]. A administracdo de butirato inibiu a artrite induzida por colageno
via eixo Treg / IL10/ Th17 [209].

Acidos Biliares (BA). BAs primarios s&o sintetizados no figado e s&o liberados no trato
gastrointestinal para ajudar na digestdo de lipidios. As bactérias intestinais
metabolizam os &cidos biliares primarios e podem desconjugéa-los, sintetizando BAs
secundarios. BAs foram detectados na circulagéo sistémica, onde suas concentracdes
variam com a dieta, sendo relacionados a resisténcia a insulina [210]. A ativacdo do
receptor TGR5 por BA enddgeno suprimiu a produgdo de citocinas inflamatérias
induzidas por LPS em macrofagos, enquanto nenhum efeito foi observado em
macréfagos que careciam desse receptor [211]. A maioria dos estudos enfocamnos
efeitos dos BAs na imunidade da mucosa intestinal e, portanto, estudos futuros sdo

necessarios para elucidar os papéis dos BAs circulantes nos estados de doenca.

Triptofano. O triptofano é um aminoacido essencial que deve ser fornecido na dieta.
Foi descrito que metabdlitos de triptofano derivados de microbios podem exercer
efeitos sistémicos e antiinflamatorios [212]. Além disso, o triptofano e seus metabdlitos
catabolicos gerados pela via da quinurenina estdo envolvidos na inflamacdo. A
quinurenina tem efeitos antiinflamatorios conhecidos que séo téxicos para as células T
e induzem a morte celular por apoptose. A quinurenina € formada a partir do triptofano
pela atividade da indolamina 2,3-dioxigenase (IDO). A ativacdo da IDO esta
ativamente envolvida na resolucdo da artrite em camundongos associada a um

aumento nos metabdlitos da quinurenina [213].

A avaliacdo de metabdlitos circulantes que séo diferentes em pacientes com AR
em comparagdo com o0s controles podem estar relacionados a sindrome metabdlica
associada, desde o metabolismo da colina (especialmente TMAO e carnitina),
aminoacidos (alanina, glutamina, glutamato, arginina, aspartato, asparagina, histidina,
metionina, cisteina, lisina, aminoacidos de cadeia ramificada (BCAA), fenilanilina,

tirosina e triptofano) e fosfolipidios (fosfatidilcolinas) também se alteram naqueles com
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sindrome metabolica [214]. Um trabalho avaliou massa muscular em mulheres com
osteoporose e sugeriu alguns metabdlitos circulantes que podem ser biomarcadores
de sarcopenia. Eles identificaram nove metabdlitos, principalmente aminoacidos e
lipidios, associados a massa muscular, quatro dos quais também estavam associados
a forca muscular. Os metabdlitos verificados incluem dois aminoacidos (acido
aspartico e 4cido glutdmico) e um aminoacido derivado (acido pipecolico), um peptideo
(fenilalanil-treonina), um carboidrato (metil beta-Dglucopiranosideo) e quatro lipidios
(12S-HETRE, &cido araquiddnico, 12S-HETE e glicerofosfocolina) [215]. Mesmo que
tanto o tecido adiposo quanto o tecido muscular, bem como as células imunes
associadas em esses tecidos inflamados, podem ser fontes de metabdlitos, ndo se
sabe 0 quanto eles podem contribuir ao pool de metabdlitos circulantes. Por exemplo,
estudos que medem o perfil metabolémicono tecido adiposo visceral e soro de
pacientes obesos encontraram baixas correlagdes entre o soro e metabdlitos do tecido
adiposo [216]. Por outro lado, podemos especular que pode haver uma competicdo

entre tecidos inflamados para a captacdo de metabdlitos antiinflamatorios.

A literatura prevé avancos futuros via abordagem metabolémica, com interesse
particular as doencas reumaticas, tanto na busca e identificacdo de novos
biomarcadores como no acompanhamento de agentes terapéuticos. Muitos estudos
demonstram a relacéo de metabdlitos com processos inflamatorios, inclusive em artrite
reumatoide, porém ndo ha estudos que correlacionem esses metabdlitos como
possiveis marcadores no processo de perda muscular decorrente desta patologia

caracterizados por sarcopenia e caquexia reumatoide.

Entdo, levando-se em conta todos os aspectos de complexidade da AR, de
degradagdo muscular, da sindrome da caquexia reumatoide, da sarcopenia, das
influéncias dos diferentes tratamentos e outros fatores levantados, uma ferramenta
muito Gtil na busca por biomarcadores consiste no estudo do perfil metabdlico urinario
de pacientes com doengas reumaticas. Portanto, considerando também a gravidade
da perda muscular na sarcopenia e caquexia reumatoide, assim como, a auséncia de
marcadores que indiqguem o desenvolvimento desta sindrome, o objetivo deste projeto
€ identificar biomarcadores relacionados ao processo de perda muscular em pacientes

com artrite reumatoide.
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14. Marco Teodrico

Segue o0 marco tedrico da problematica da pesquisa (Figura 09).

Atrite Reumatoide
Possibilidade de detecgao

de biomarcadores

L2CAN urindrios de Perda
' ) Muscular
=
e B ’ Padrdo Ouro — Avaliagdo
de Perda Muscular J

%

Normal Sarcopenia
Densitometria 6ssea NMR — Anilise de
Aumento de morbidade perfil de
e mortalidade metabdlitos

Figura 09. Marco te6rico esquematico apresentando a problemética da pesquisa.
Identificagdo de biomarcadores urinarios de perda muscular por NMR
possibilitando detecgéo prévia para evitar perda de fungdo muscular em pacientes
com artrite reumatoide. Esta técnica possibilitada a identificacdo de perfil de

metabolitos — metaboloma.
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Justificativa

Considerando o pior prognéstico de pacientes com AR que apresentam
sarcopenia e/ou caquexia reumatoide pela perda de massa muscular, assim como a
auséncia de marcadores que indiguem a perda muscular e o desenvolvimento destas
condicdes clinicas, é de grande importancia identificar biomarcadores relacionados ao
inicio do processo de perda muscular e ao prognéstico da doenca. Foram realizados
estudos de perfil metabdlico urinario em pacientes com artrite reumatoide, porém nédo
em relacdo a massa muscular. J& com um estudo extensivo do perfil metabdlico
relacionado com o progresso da caguexia e sarcopenia reumatoide, ha possibilidade
de identificagdo de biomarcadores relacionados com progndstico e diagndstico de

perda muscular.
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15. Objetivos

Objetivos Gerais

Avaliar o perfil metabol6mico urinario de pacientes com artrite reumatoide e

associar com a presenca de perda muscular.

Objetivos Especificos

1. Mensurar os parametros de perda muscular associados a caquexia e a

sarcopenia reumatoide nos pacientes.

2. ldentificar potenciais biomarcadores de perda muscular encontrados no perfil

metabdlico da urina de pacientes com artrite reumatoide;
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16. Desenho experimental

Dados Clinicos Lod .

Coleta de urina =1 —
W “
° T

Figura 10. Desenho experimental esquematico apresentando todas as etapas
experimentais para aquisi¢cdo dos resultados. Os materiais e métodos necessarios
estdo todos apresentados neste esquema, respeitando a ordem necessaria para sua
execucdo. Os pacientes tiveram seus dados clinicos e urina coletados; realizado teste
de desempenho fisico e composicao corporal para avaliacdo de perda muscular. Os
espectros foram adquiridos por NMR e processados por metaboanalyst seguido de

identificacdo pelo Chenomx.
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ABSTRACT

Background: Rheumatoid arthritis (RA) is an autoimmune disease that affects the joints, leading to
chronic synovial inflammation and local tissue destruction. Extra-articular manifestations may also occur,
such as changes in body composition. Skeletal muscle wasting is often observed in patients with RA, but
methods for assessing loss of muscle mass are expensive and not widely available, limiting their use in
clinical practice and their evaluation in longitudinal studies. Metabolomic analysis has shown great
potential for identifying changes in the metabolite profile of patients with autoimmune diseases and can
advance our understanding of pathogenic mechanisms, early diagnosis, treatment, and follow-up. In this
setting, urine metabolomic profiling in patients with RA may be a useful tool to identify skeletal muscle
wasting.

Methods: We recruited patients aged 40-70 years with RA according to the 2010 ACR/EULAR
classification criteria. We measured disease activity by the Disease Activity Score in 28 joints using the
C-reactive protein level (DAS28-CRP). We determined muscle mass according to DXA-derived
appendicular lean mass index (ALMI) by summing the lean mass measurements for both arms and legs
and dividing them by height squared (kg/height?). We performed urine metabolomic analysis by nuclear
magnetic resonance (NMR) spectroscopy using the BAYESIL and MetaboAnalyst software packages.
We performed principal component analysis (PCA) and partial least squares-discriminant analysis (PLS-
DA), followed by Spearman’s correlation analysis. We set the significance level at p<0.05 for all
analyses. We combined Receiver Operating Characteristic Curve (ROC) and logistic regression analyses

to establish a diagnostic model.

Results: We included 90 patients with RA. Most patients were women (86.7%), with a mean age of 56.5
(SD, 7.3) years and a median DAS28-CRP of 3.0 (IQR, 1.0-3.0). We identified 15 metabolites that
showed high variable importance in projection (VIP scores) by MetaboAnalyst. Of these, dimethylglycine
(r=0.205; p=0.053), oxoisovalerate (r=—0.203; p=0.055) and isobutyric acid (r=-0.249; p= 0.018) were
significantly correlated with ALMI. Based on low muscle mass (ALMI <6.0 kg/m? for women and <8.1
kg/m? for men), we established a diagnostic model with dimethylglycine (Area Under the Curve -
AUC=0.65), oxoisovalerate (AUC=0.49) and isobutyric acid (AUC=0.83), with significant sensitivity and

specificity.
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Conclusions: Isobutyric acid, oxoisovalerate and dimethylglycine from urine samples were associated
with low skeletal muscle mass in patients with RA. These findings suggest that this group of metabolites

may be further tested as biomarkers for identification of skeletal muscle wasting.

Keywords: nuclear magnetic resonance; loss of muscle mass; rheumatoid arthritis; metabolomics;

cachexia; sarcopenia
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INTRODUCTION

Rheumatoid arthritis (RA) is one of the most common autoimmune disorders. It affects
approximately 1% of the population worldwide and is more likely to affect women [01]. RA is
characterized by persistent joint synovial tissue inflammation that leads to joint damage/deformity and
physical disability [02]. Besides articular involvement, extra-articular manifestations frequently occur
probably due to the persistent inflammatory state, such as changes in body composition. Patients with RA
often experience decreased fat-free mass and increased or stable fat mass [03], a condition referred to as
rheumatoid cachexia. In a recent systematic review and meta-analysis conducted by our group, we
estimated a prevalence of rheumatoid cachexia of 15%-32%, whereas classic cachexia was absent [04-
05]. Sarcopenia is also commonly observed in patients with RA. It is characterized by a quantitative and
qualitative reduction in skeletal muscle mass and strength and has been reported to occur in 28%-37% of
patients with RA. Both rheumatoid cachexia and sarcopenia have been associated with inflammation
intensity and disease severity [06].

Lack of precise assessment of skeletal muscle status and its changes over time potentially
hinders proper diagnosis and treatment of sarcopenia and cachexia [07]. Several methods are currently
used to estimate muscle mass, including anthropometry (e.g., body mass index), bioelectrical impedance
analysis, imaging techniques (e.g., computed tomography, nuclear magnetic resonance [NMR] imaging,
dual-energy X-ray absorptiometry [DXA], ultrasound), and more recently the Ds—creatine dilution
method [08]. However, the diagnostic performance of these methods is limited by high cost and low
availability [09]. It is therefore important to search for novel biomarkers related to skeletal muscle mass
to provide the attending physician with viable options to predict the development, progression, and
staging of skeletal muscle wasting during routine follow-up of patients with RA.

Metabolomic analysis based on NMR spectroscopy of biofluids can be used to assess skeletal
muscle mass, and a urine-based approach would provide an easy, noninvasive collection method and a
metabolite-rich source. Metabolites are small molecules that serve as substrates, intermediates, and
products of cellular pathways. The metabolome is formed by the full spectrum of metabolites in a
biologic system and represents the culmination of gene expression, epigenetics, protein activity, and
environmental influences [10]. Therefore, metabolites directly and functionally reflect the biochemical
processes occurring in a particular phenotype. Small shifts in biochemical pathways can produce changes
in cellular metabolism, which drive the relationship between the metabolome and health status [11].
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This approach has allowed the identification of several metabolites in cancer and in
cardiovascular and autoimmune diseases, providing insights into disease mechanisms and highlighting
their potential role as biomarkers of disease activity and treatment response [13]. Several studies have
used metabolomic analysis in patients and animal models of inflammatory disease [11 — 17]. To date, a
few metabolomic studies have analyzed urine from patients with RA in an attempt to identify distinct
biomarkers that can indicate autoimmune disease activity and distinct biomarkers than can
predict/monitor treatment response [14 - 15], but there are no studies that have identified biomarkers of
loss of skeletal muscle mass in patients with RA. The present study aimed to investigate the urine

metabolomic profile of patients with RA and correlate it with the process of skeletal muscle wasting.

METHODS
Study design and population

We conducted this longitudinal study between June 2015 and July 2017 at Hospital de Clinicas
de Porto Alegre (HCPA), a tertiary public hospital located in Rio Grande do Sul, Brazil. The HCPA
Institutional Review Board (IRB) approved the study (registration number 15-0297), which followed the
tenets of the Declaration of Helsinki. All participants provided written informed consent prior to inclusion
in the study.

Eligible participants were all patients aged 4070 years with a diagnosis of RA according to the
American College of Rheumatology/European League Against Rheumatism (ACR/EULAR) criteria [20].
Exclusion criteria were presence of dysphagia, illicit drug use, alcohol abuse, severe heart failure (New
York Heart Association class 11l or V), severe chronic obstructive pulmonary disease, abnormal hepatic
function, uncontrolled diabetes (fasting glucose > 140 mg/dL or random glucose levels >200 mg/dL),
thyroid dysfunction (hypothyroidism or hyperthyroidism), severe kidney disease (glomerular filtration
rate < 15 mL/min), or other diffuse connective tissue diseases. We also excluded patients with malignant

disease, lower-extremity deformities, or surgery in the past year.

Data collection and assessments
We reviewed patients’ medical records to collect data on age, disease duration (years), current
smoking, rheumatoid factor, anti-citrullinated protein antibodies (ACPA), erosions, level of physical

activity, disease activity, physical disability, and pharmacological treatment.
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For each patient, we recorded disease activity by the Disease Activity Score in 28 joints using
the C-reactive protein level (DAS28-CRP) [22] and categorized disease activity as remission (DAS28-
CRP <2.6), low (2.6 > DAS28-CRP < 3.2), moderate (3.2> DAS28-CRP <5.1), or high (DAS28-CRP
>5.1).

DXA was used (Lunar Prodigy Primo, GE Medical Systems) to assess body composition. We
performed whole-body DXA to estimate fat-free mass, total fat mass, and appendicular lean mass. We
calculated fat-free mass index and fat mass index by dividing their estimates by height squared [24, 25],
appendicular lean mass index (ALMI) by summing the lean mass measurements for both arms and legs
and dividing them by height squared. We divided the patients into tertiles according to ALMI for
evaluation of loss of muscle mass.

Urine samples were collected from each participant upon enrollment in the study, which were
filtered through a 0.22-um filter and stored at —80°C. For NMR preparation, we thawed the urine samples
on ice and centrifuged them at 13,000xg for 5 minutes at 4°C. We collected supernatants and mixed them
with a Chenomx standard solution (final concentration at 100 mM phosphate, 2 mM
difluorotrimethylsilanylphosphonic acid, 10% D20, 0.1% azide, and 0.5 mM 4,4-dimethyl-4-silapentane-
1-sulfonic acid) by centrifuging the samples at 13,000xg for 5 minutes at 4°C. We transferred the
supernatants to glass vials, which were capped and frozen at —80°C. For NMR analysis, we transferred
the samples to NMR tubes and subjected them to NMR spectroscopy using a Bruker Avance 600 MHz
spectrometer equipped with a 2.7-mm TXI cryoprobe [16].

Non-targeted metabolomic analysis was performed to identify all metabolites present in the urine
of patients with RA that were associated with loss of muscle mass. We identified the compounds in 1D
NMR spectra and quantified their intensities using the BAYESIL software package (HMDB Inc., Canada)
and Chenomx software. We used the MetaboAnalyst website (http://www.metaboanalyst.ca/) to identify
the pathways to which the most relevant metabolites belonged [17 - 18]. We then subjected all metabolic
pathways to enrichment and topology analysis, and only those with a significant p-value (p <0.05) were
selected and further analyzed for identification of associated biological processes. Compounds, pathways,

and the relationships between them provided the initial framework for metabolomic data analysis [19].

Sample size

82



Because there is no longitudinal study with cachexia as an outcome in patients with RA, we
calculated the sample size based on a previous study that demonstrated a 38% prevalence of rheumatoid
cachexia in patients with RA [15]. Assuming an error of 10% and a significance level of 5%, a sample
size of 90 patients was necessary. Considering that RA is a rare disease (worldwide prevalence of
approximately 1%) and that patients with other diffuse connective tissue diseases were excluded, we

considered 90 patients to be a representative sample size.

Statistical analysis

We tested data distributions for normality using the Kolmogorov—Smirnov test and expressed the
results as mean (SD), median and interquartile range (IQR), or frequency and percentage (%) as
appropriate. To analyze NMR-based metabolomic data, we performed principal component analysis
(PCA) using spectra that were binned, normalized, and log-transformed. We used partial least squares-
discriminant analysis (PLS-DA) to analyze the results [30]. We performed pathway impact analysis by
applying Fisher’s exact test using the MetaboAnalyst software package [15-17]. We set the level of
statistical significance at p<0.05 for all analyses. The PLS-DA model set the selection criteria of the
variable of importance in projection (VIP) score at values > 1x10° and statistical significance at the level
of p-value <0.05. We manually selected the list of metabolites through KEGG (www.genome.jp/kegg),
PUBCHEM (pubchem.ncbi.nim.nih.gov), and HMDB (www.hmdb.ca) websites, where we checked
whether there was a direct relationship with muscle metabolism. We also performed a correlation analysis
for the identified metabolites using Spearman’s correlation coefficients. We used the selected metabolites
to build a prediction model and determined the accuracy of the model by using receiver operating
characteristic (ROC) curves. We combined ROC curve and logistic regression analyses to establish a
diagnostic accuracy beetwen muscle mass and the metabolites. We assessed the diagnostic performance
of each biomarker model by calculating the area under the ROC curve (AUC) and determining sensitivity

and specificity of this relation.

RESULTS
Patient characteristics
We included 90 patients with RA. Most patients were women (86.7%), with a mean age of 56.5

(SD, 7.3) years. The median disease duration was 8.5 (IQR, 3-18) years, and the median DAS28-CRP
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was 3.0 (1.0-3.0). Twenty-four patients (27.0%) were treated with biological disease-modifying
antirheumatic drugs (DMARDSs); 93.3% (84/90) were receiving conventional synthetic DMARDs and
50.0% (45/90) were receiving glucocorticoids (Table 1).

In our sample, the lowest tertile of ALMI was < 6.0 kg/m? for women and < 8.1 kg/m? for men,
and the highest tertile of ALMI was > 6.7 kg/m? for women and > 8.7 kg/m? for men. Thirty patients

(33.3%) were in the first tertile, 29 (32.3%) in the second tertile, and 31 (34.4%) in the third tertile.

Metabolic profile

The non-targeted metabolomic analysis using BAYESIL software followed by Chenomx
software identified 73 metabolites in urine samples from patients with RA (Table 2).

We compared the identified metabolites in relation to the tertiles of ALMI. For comparison
purposes, we defined the first tertile of ALMI (< 6.0 kg/m? for women and < 8.1 kg/m? for men) as low
muscle mass, and the second and third tertiles of ALMI as normal muscle mass. We compared metabolite
profiles between low and normal muscle mass tertiles to characterize the metabolite profile of patients
with RA and its changes over the process of muscle wasting. By the PLS-DA analisys we could identify
the distinct urinary metabolite signatures of the 2 groups (low vs normal muscle mass), and the latent
variable of each sample was plotted (Figure 1). Figure 2 provides a heatmap of the variation of each

metabolite in relation to muscle mass (low vs normal).

Biomarker identification

We identified 15 metabolites associated with pathways of muscle tissue (variable importance in
projection - VIP score), including muscle catabolic and anabolic processes: serine, methylhistidine,
formic acid, dimethylamine, L-phenylalanine, dimethylglycine, oxoisovalerate, isobutyric acid, L-
tyrosine, betaine, ethanolamine, phenylacetic acid, aspartic acid, pyroglutamic acid, and isopropanol.
Figure 3 shows the variation of each metabolite related to muscle quantity, considering low and normal

muscle mass.
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Metabolite correlation with muscle mass
Spearman’s correlation analysis of muscle mass (ALMI) with urinary metabolite concentration
identified 3 metabolites that significantly correlated with muscle mass: dimethylglycine (r=0.205;
p=0.053), oxoisovalerate (r=—0.203; p=0.055), and isobutyric acid (r=—0.249; p=0.018) (Figure S1).
Dimethylglycine, oxoisovalerate, and isobutyric acid correlated with low muscle mass at the
concentrations in media of 21.88, 13.02, and 41,90 uM, respectively, and with normal muscle mass at the

concentrations of 85.19, 0.00, and 9.85 uM (Figure 4).

Performance measurement

Based on the correlation with low muscle mass (ALMI < 6.0 kg/m? for women and < 8.1 kg/m?
for men), the combined ROC curve and logistic regression analyses established a diagnostic model with
dimethylglycine (AUC = 0.65), oxoisovalerate (AUC=0.49) and isobutyric acid (AUC=0.83), with

significant sensitivity and specificity (Figure 5).

Pathway analysis

Several metabolites are associated with pathways of muscle tissue and of amino acid
metabolism. Among the identified metabolites, the glycine, isobutyric acid and isovalerate metabolism
pathways were the ones most commonly associated with the muscle wasting process. Figure 6 shows the
correlation of metabolic pathways involved in the muscle catabolism and anabolism processes according

to the metabolites identified as associated with the process of loss of muscle mass.

DISCUSSION

The metabolomic analysis of urine collected from patients with RA revealed different
metabolites associated with skeletal muscle wasting, which were related to muscle catabolism or
anabolism. Of the 73 metabolites identified by metabolomic analysis, 15 showed an important
relationship with muscle mass: serine, methylhistidine, formic acid, dimethylamine, L-phenylalanine,
dimethylglycine, oxoisovalerate, isobutyric acid, L-tyrosine, betaine, ethanolamine, phenylacetic acid,
aspartic acid, pyroglutamic acid, and isopropanol. Of these, we identified the glycine, isobutyric acid and

isovalerate metabolism pathways as associated with the muscle wasting process. These altered profiles,
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which we identified by correlating them with different amounts of muscle mass, may be useful for the
clinical assessment of skeletal muscle wasting, an important feature of RA.

Muscle alterations and cachexia have been described in different debilitating diseases, but the
number of studies of rheumatic diseases is limited and the association with secondary sarcopenia in
patients with RA is unclear. Previous metabolomic studies of RA have addressed profiles for disease
activity, drug exposure, and prognosis in early disease, demonstrating the feasibility of the metabolomic
approach [21], but no study has focused on loss of muscle mass. Several pathways have been found to be
altered in patients with RA, such as inositol phosphate metabolism, lipid, fatty acid, and carbohydrate
metabolism, amino acid metabolism, glucose metabolism, energy metabolism, nucleic acid metabolism,
reactive oxygen species metabolism, methylation, and macrophage response [22]. Essential amino acids,
which cannot be synthesized by humans, also provide a useful general marker of protein degradation [23].
A study evaluated muscle mass in women with osteoporosis and suggested some circulating metabolites
that could be biomarkers of sarcopenia. They identified nine metabolites, mainly amino acids and lipids,
associated with muscle mass, four of which were also associated with muscle strength. The metabolites
verified include two amino acids (aspartic acid and glutamic acid) and a derivative amino acid (pipecolic
acid), a peptide (phenylalanyl-threonine), a carbohydrate (methyl beta-D-glucopyranoside) and four lipids

(12S-HETRE, arachidonic acid, 12S -HETE and glycerophosphocholine) [24].

A systematic review and meta-analysis of data from several metabolomic studies of RA showed
that some metabolites play an important role in RA, including glucose, lactic acid, citric acid, leucine,
glycine, methionine, isoleucine, valine, phenylalanine, threonine, serine, proline, glutamate, histidine,
alanine, cholesterol, glycerol, and ribose [25]. The findings of the present study reinforces the literature
reports indicating that metabolomics can provide important new opportunities for further diagnostic and
pathogenetic research on RA, and on different comorbidities associated with it, such as muscle wasting.
Isobutyric acid, dimethylglycine, and isovalerate were identified to be correlated with muscle waisting.

Our group has previously demonstrated the urine metabolomic profile associated with loss of
skeletal muscle in an animal model of collagen-induced arthritis (CI1A) [26]. A major advantage of using
an animal model is the ability to overcome the great heterogeneity inherent in human studies, thus
enhancing the search for useful biomarkers. In the present study, we found metabolites that were
associated with muscle tissue, including muscle catabolism or anabolism processes. Among the

metabolites with a statistically significant importance in relation to muscle wasting, we highlight

86



hydroxyphenylacetic acid, galactose, L-threonine, sorbitol, dimethyl sulfone, glycine, alanine, methanol,
sarcosine, L-asparagine, and butyric acid. It is important to note that, in the present study, we validated
our previous findings in animal model CIA urine and confirmed the relationship of glycine and butyric
acid metabolisms with muscle loss.

Isobutyric acid was one the metabolites identified in the urine of our patients with RA that
correlated with muscle wasting. Isobutyric acid is a non-protein amino acid originating from the
catabolism of thymine and valine. Because B-aminoisobutyric acid is further catabolized by p-
aminoisobutyrate aminotransferases to methylmalonic acid semialdehyde and propionyl-CoA, its
concentration is typically low in urine. Persons with deficiency of R(-)-B-aminoisobutyrate-pyruvate
aminotransferase have shown persistently increased levels of B-aminoisobutyric acid, whereas transiently
increased levels of B-aminoisobutyric acid have been reported in many pathologic conditions, such as
lead poisoning, starvation, total body irradiation, and several malignancies [27]. The B-aminoisobutyric
acid is predominantly derived from the catabolism of valine. Altered homeostasis of p-alanine has been
suggested as the underlying mechanism of some clinical abnormalities in patients with dihydropyrimidine
dehydrogenase deficiency [28]. The accumulation of aminoisobutyric acid is important due to the
catabolism of thiamine, which is one of the key substances used for bodybuilding with direct participation
in the protein synthesis from food required for normal growth of muscle tissue [29]. The B-
Aminoisobutyric acid induces browning of white fat and hepatic B-oxidation and is inversely correlated
with cardiometabolic risk factors [30].

Isobutyric acid is also one of the three most common short-chain fatty acids (SCFAS) in the
human gut, along with acetic acid and propionic acid, which together account for 90%-95% of the
SCFAs in the colon [31]. Butyric acid is an endogenous agonist of hydroxycarboxylic acid receptor 2
(HCAZ2), which is a protein receptor that can inhibit fat breakdown, thus giving butyric acid a key role in
lipid metabolism [32]. Butyric acid may also increase acetylation of histone H3, thus influencing the
behavior of regulatory T cells, which can inhibit the immune response [33]. Through this mechanism,
SCFAs link a crosstalk between the human microbiome and the immune system, although it remains
unclear whether this occurs by increasing microbiome tolerance or by reducing the inflammatory
response [34]. Growing evidence suggests that SCFAs support the immune system and metabolism
through gut-liver inflammatory pathways [35]. Our study was the first to show a correlation of isobutyric

acid with loss of muscle mass. This suggests that reduction of muscle mass could be involved due to
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greater excretion of isobutyric acid in urine by the muscle degradation due to the release of B-
aminoisobutyric acid in the blood. The increase of isobutiric acid when low muscle mass also could be
involved in the inflammatory process of SCFAs.

Isovalerate is produced exclusively by bacterial fermentation of proteinaceous material
(polypeptides and amino acids). These SCFAs are putrefactive, and their presence suggests underlying
maldigestion and/or malabsorption resulting from dysfunctional states, such as hypochlorhydria, exocrine
pancreatic insufficiency, and small intestine bacterial overgrowth. Other causes include gastrointestinal
disease (resulting from the fermentation of blood or mucosal cells delivered to the colon) and rapid transit
time (resulting from inadequate time for digestion and absorption of peptides and amino acids). Increased
levels of SCFAs, including acetate, propionate, butyrate, and valerate, have been associated with
increased adiposity and obesity, whereas decreased SCFA levels have been associated with colorectal
cancer [36]. Our study was also the first to show a correlation of oxoisovalerate with muscle mass, which
probably occurs through the relationship of SCFAs with systemic inflammation that can be involved in
muscle degradation in RA.

Glycine, serine, and threonine are metabolic pathways related to amino acids, and N,N-
dimethylglycine, sarcosine, and phosphocholine were frequent metabolites in the PLS-DA models. N,N-
dimethylglycine has been positively correlated with fat-free mass in patients with chronic obstructive
pulmonary disease [37]. Glycine is a major amino acid synthesized from serine, threonine, choline, and
hydroxyproline via inter-organ metabolism, involving mainly the liver and kidneys. Based on its multiple
beneficial effects and insufficient de novo synthesis, glycine is considered a conditionally essential and
functional amino acid for mammals [38]. In a model of grip strength, N,N-dimethylglycine contributed to
muscle function supporting the previously described potential role of glycine in fatigue [39]. In RA,
serum glycine was able to differentiate patients with RA into categories of physical disability [40].
Therefore, whether directly or indirectly, this pathway can be regarded as a good biomarker candidate for
skeletal muscle wasting in RA. We have performed ROC analysis to further characterize the predictive
value of these individual metabolites independently. We found 3 metabolites (dimethylglycine,
oxoisovalerate and isobutyric acid) with an area under the curve (AUC) >0.5. Among the metabolites, we
found with highest significant the isobutyric acid (AUC = 0.83), demonstrating more sensibility and

specificity to correlate to muscle loss.
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A limitation of this study is the lack of a control group without inflammatory disease for
comparison. Another limitation is that most of the patients included in the study had low disease activity,
which hindered a proper comparison of skeletal muscle status in different states of the disease. In
addition, this study has a transversal characteristic that the follow up of those patietns are being done to
estipulate the muscle waisting over the time.

In conclusion, we identified in the urine of patients with RA some metabolites related to muscle
metabolism whose concentration correlated with skeletal muscle wasting: isobutyric acid,
dimethylglycine, and isovalerate. Identifying and quantifying metabolites in the urine of patients with RA
can be particularly useful for prediction and follow-up of complex diseases, such as cachexia and
sarcopenia. NMR provides an interesting tool to identify metabolites related to loss of muscle mass, and
urine metabolomic profiling appeared to be a useful tool to develop better biomarkers for the detection of
parameters of muscle wasting and poor prognosis in RA. The next step in our research project is to
validate this list of metabolites in a 5-year follow-up study of patients with RA and to correlate the

metabolite profiles in blood samples to define the pathways involved.
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TABLES

Table 1. Demographic characteristics of the population

Characteristic N = 90 patients
Age (years), mean = SD 56.5+7.3
Disease duration (years), median (IQR) 8.5 (3-18)
Women, n (%) 78 (86.7)
Men, n (%) 12 (13.3)
Tabagism, (%) 20
Positive rheumatoid factor, n (%) 77 (85.6)
C-reactive protein, median (IQR) 4.15 (3-9)
Physical disability (HAQ-DI), mean £ SD 1.2+£0.1
Presence of erosion, n (%) 64 (71.1)
Disease activity (DAS28-CRP), median (IQR) 3.2(1-5.4)
Disease remission, n (%) 25 (27.8)
MTX monotherapy, n 52
MTX with sDMARDs, n 14
SDMARDs, n 27
Glucocorticoids, n 53
Muscle Mass (ALMI), median (IQR) 6.67 (4.9-9.0)
Sarcopenia, % 52.2
Severe sarcopenia, % 7.8

SD, standard deviation; IQR, interquartile range; HAQ-DI, Health Assessment Questionnaire-Disability Index;
DAS28-CRP, Disease Activity Score in 28 joints using the C-reactive protein level; MTX, methotrexate; SDMARDs,
synthetic disease-modifying antirheumatic drugs; ALMI, appendicular muscle mass
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Table 2. Urine metabolomic prolife of patients with rheumatoid arthritis

Compound name Metabolite class CAS HMDB
number number

Isobutyric acid Carboxylic/Short chain fatty acid 79-31-2 HMDB0001873
Acetone Organic compound — ketone 67-64-1 HMDB0001659
Trimethylamine Amine 75-50-3 HMDB0000906
Hydroxyisovaleric acid Organic compound - hydroxy fatty acids | 77220-86-1 | HMDB0002011
Hippuric acid Acyl glycine 495-69-2 HMDB0000714
Methionine Alpha-amino acid 63-68-3 HMDB0000696
Malonic acid Dicarboxylic acid 595-46-0 HMDB0002001
Leucine Alpha-amino acid 61-90-5 HMDB0000687
Gluconic acid Organic compound — sugar acid 526-95-4 HMDB0000625
Creatinine Non-protein nitrogenous compound 60-27-5 HMDB0000562
Methylhistidine Methylamino acid 332-80-9 HMDB0000001
Glutamic acid Alpha-amino acid 56-86-0 HMDB0000148
Taurine Sulfur amino acid 107-35-7 HMDB0000251
Pyruvic acid Alpha-keto acid 127-17-3 HMDB0000243
Serine Alpha-amino acid 56-45-1 HMDB0000187
Lysine Alpha-amino acid 56-87-1 HMDB0000182
Fucose Hexose deoxy sugar 2438-80-4 HMDB0000174
Isoleucine Alpha-amino acid 73-32-5 HMDBO0000172
Proline Alpha-amino acid 147-85-3 HMDB0000162
Hypoxanthine Organic compounds - purine 68-94-0 HMDBO0000157
Ethanolamine Organic compounds — aminoalcohols 141-43-5 HMDB0000149
Glutamic acid Alpha-amino acid 56-86-0 HMDB0000148
Galactose Aldohexose 3646-73-9 | HMDB0000143
Formic acid Carboxylic acid 64-18-6 HMDB0000142
Furamic acid Carboxylic acid 110-17-8 HMDB0000134
Glycine Alpha-amino acid 56-40-6 HMDB0000123
Glucose Monosaccharide 492-61-5 HMDB0000122
Citric acid Tricarboxylic acid 77-92-9 HMDB0000094
Dimethylglycine Amino acid 1118-68-9 | HMDB0000092
Dimethylalanine Organic compound - dialkylarylamines 121-69-7 HMDB0001020
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Carnitine
Acetoacetate
Betaine

Butyric acid
Hydroxyisobutyrate
Hydroxybutyrate
Methanol
Phosphorylcholine
Tryptophan

Valine

Isopropanol
Hydroxypheny! acid
Isovalerate
Fructose

Glutamine

Cysteine

Urea

Arginine
Hydroxybutyric acid
Uracil

Xanthine

Sarcosine

Succinic acid
Oxalacetic acid
Ornithine
Myoinositol
Phenylacetic acid
Methylmalonic acid
Cysteine

Aspartic acid

Latic acid

Lactose

Histidine

Mannose

Amino acid - ammonium compound
Organic acid
Amino acid
Short-chain fatty acid
Organic acid
Product of branched-chain amino acids
Organic compound - primary alcohol
Organic compound — phosphocholine
Alpha-amino acid
Alpha-amino acid
Organic compound - secondary alcohol
Antioxidant substrate
Organic compound - fatty alcohol ester
Monosaccharide
Alpha-amino acid
Alpha-amino acid

Organic compound - deamination of
amino acids

Alpha-amino acid
Branched-chain amino acid
Organic compound — pyrimidones
Organic compound — xanthines
N-methyl derivative of glycine
Dicarboxylic acid
Dicarboxylic acid
Alpha-amino acid
Sugar alcohol
Carboxylic acid ester
Organic compound — dicarbonyl
Alpha-amino acid
Alpha-amino acid
Organic acid
Sugar

Alpha-amino acid

541-15-1
541-50-4
6915-17-9
107-92-6
1910-47-0
625-72-9
67-56-1
3616-04-4
73-22-3
72-18-4
67-63-0
621-37-4
68922-10-1
53188-23-1
56-85-9
52-90-4
57-13-6
74-79-3
625-72-9
66-22-8
69-89-6
107-97-1
110-15-6
144-62-7
3184-13-2
87-89-8
103-82-2
516-05-2
52-90-4
56-84-8
79-33-4
63-42-3
71-00-1
3458-28-4

HMDB0000062
HMDB0000060
HMDB0000043
HMDB0000039
HMDBO0000336
HMDB0000011
HMDB0001875
HMDB0001565
HMDB0000929
HMDB0000883
HMDB0000863
HMDB0000440
HMDB0038954
HMDB0000660
HMDB0000641
HMDB0000574
HMDB0000294
HMDB0000517
HMDB0000011
HMDB0000300
HMDB0000292
HMDB0000271
HMDB0000254
HMDB0002329
HMDB0000214
HMDB0000211
HMDB0000209
HMDB0000202
HMDBO0000574
HMDB0000191
HMDB0000190
HMDB0000186
HMDBO0000177
HMDB0000169
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Asparagine
Threonine
Methylamine
Alanine
Phenylalanine
Tyrosine
Creatine

Choline

Hexose
Alpha-amino acid
Alpha-amino acid

Organic compound — amine
Alpha-amino acid
Alpha-amino acid
Alpha-amino acid

Phospholipid

70-47-3
72-19-5
74-89-5
56-41-7
63-91-2
60-18-4
57-00-1
62-49-7

HMDB0000168
HMDB0000167
HMDB0000164
HMDB0000161
HMDB0000159
HMDB0000158
HMDBO0000064
HMDB0000097
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FIGURE CAPTIONS

Figure 1. PLS-DA score plots of the metabolites identified as associated with (1) low and (2) normal

muscle mass. Each dot represents a single metabolite in one of two clusters of muscle mass (low vs

normal), as quantified by appendicular lean mass index. A. Shows the difference of distinct groups. B. 3-

D representation of the groups showing also the metabolites diference related to muscle mass.
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Figure 2. Heatmap of the metabolites that are significantly correlated (Spearman’s correlation analysis)
with muscle mass: (1) low and (2) normal muscle mass. Red indicates increased and blue indicates

decreased metabolite levels in relation to skeletal muscle quantity.
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Figure 3. Metabolites associated with pathways of muscle tissue (VIP score). Metabolite concentration

related to muscle quantity considering (1) low and (2) normal muscle mass.
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Figure 4. Diference in urinary dimethylglycine, oxoisovalerate, and isobutyric acid concentrations in

relation to low muscle mass (in red) and normal muscle mass (in green). A, Dimethyl-glycine. B.

Oxoisovalerate. C. Isobutyric acid.
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Figure 5. Diagnostic model with dimethylglycine, oxoisovalerate, and isobutyric acid as established by
ROC curve and logistic regression analyses, with sensitivity and specificity.
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Figure 6. Correlation of metabolic pathways involved in the process of loss of muscle mass from urine
samples of patients with rheumatoid arthritis. Blue edges represent negative correlations, whereas red

edges represent positive correlations.
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SUPPLEMENTARY MATERIAL

Figure S1. Spearman’s correlation between metabolites and muscle mass. ALMI, appendicular lean mass

index. A, Dimethyl-glycine. B. Oxoisovalerate. C. Isobutyric acid.
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20. Conclusao

Em conclusdo, alguns metabdlitos foram encontrados na urina de pacientes
com AR relacionados ao metabolismo muscular que podem ser
correlacionados com a perda muscular: acido isobutirico, metilglicina e
isovalerato. Verificou-se que o acido isobutirico e o isovalerato apresentam
maior concentracdo urinaria quando h4 menor massa muscular, enquanto a
metilglicina encontra-se diminuida. Como limitacdo desta pesquisa podemos
incluir a comparacdo com um grupo controle sem doenca inflamatéria e pouca
diferenca de atividade da doenca e variacdo de massa muscular dos pacientes

analisados.

Pudemos identificar metabdlitos relacionados & massa muscular,
correlacionando a concentracdo de metabdlitos na urina com a ondulacdo
muscular. Seria muito atil identificar e quantificar metabdlitos na urina de
pacientes com AR para prever e acompanhar doencas complexas como
caquexia e sarcopenia. A RMN parece ser uma ferramenta interessante para
identificar metabdlitos relacionados a perda muscular. Foi demonstrado que o
perfil metabolébmico pode ser util para gerar melhores biomarcadores para a

identificacdo dos parametros de perda muscular e pior progndstico da AR.
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21. Perspectivas Futuras

- Analisar se 0 mesmo perfil de metabdlitos é identificado na urina dos
pacientes em 5 anos de acompanhamento possibilitando a identificacdo de

outros biomarcadores em relagéo a piora ou melhora da doenca.

- Realizar a validagao e a correlagdo dos resultados obtidos na urina

em soro de pacientes com artrite reumatoide.
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ANEXO |

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TITULO

Aplicacdo e comparacdo dos critérios estabelecidos para diagnostico para

caquexia reumatoide

POR QUE ESTE ESTUDO ESTA SENDO REALIZADO?

A caquexia € uma doenca gue pode se associar a artrite reumatoide e interferir
na qualidade de vida dos pacientes. Como consequéncia, ela pode trazer
limitacbes para as atividades do dia a dia. Este estudo tem como objetivo
avaliar componentes como 0ss0s, musculatura e gordura corporal, além de
capacidade fisica, forca muscular, cansaco durante o exercicio , substancias no
sangue e na urina gque mostram a caquexia em pacientes com artrite

reumatoide. Portanto, convidamos vocé a participar do presente estudo.
O QUE SERA FEITO NESTE NOVO ESTUDO?

Ser& aplicada uma ficha com as seguintes informacfes: nome, idade, histéria
clinica incluindo as outras doencas de base. Também sera aplicado
questionario de capacidade funcional que se propdem a avaliar a dificuldade
para realizacdo de atividades do dia a dia e um questionario de apetite.
Também faremos um teste de levantar-sentar da cadeira e depois um teste de
forca de méo e de coxa. Para avaliagcdo da estrutura corporal sera realizado a
densitometria corporal total, que é do gque um exame parecido com uma
radiografia (Rx). A densitometria corporal total possui radiagdo menor que uma
radiografia, 10 vezes menor do que um raio X de térax, com duracdo de seis
minutos, indolor, sem risco para a saude e sem risco de reacado adversa, Visto
gue ndo usa nenhum contraste nem medicamento. E por fim, sera realizada

uma coleta de sangue e de urina. Esses exames servirdo para vermos
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alteracdes no seu metabolismo. Os exames que nao forem realizados no dia
da consulta serdo previamente agendados. Apos 6 meses, iremos repetir estes
testes. Todos os exames serdo realizados no Hospital de Clinicas. Caso ocorra
alguma intercorréncia ou dano, resultante de sua participacdo na pesquisa,

vocé recebera todo o atendimento necessario, sem nenhum custo pessoal.

QUAIS SAO AS VANTAGENS E DESVANTAGENS EM PARTICIPAR DO
ESTUDO?

N&o existem beneficios diretos pela sua participacédo neste estudo. No entanto,
participando deste estudo vocé ajudard na melhor compreensdo da caquexia
em pacientes com artrite reumatoide e esclarecendo ainda quais os melhores
critérios para diagnosticar esta sindrome em pacientes com artrite reumatoide.
Com isto, poderemos direcionar o tratamento e possibilitar o sucesso da
terapia, bem como reduzir custos de medicacdes. N&o existem desvantagens,

na medida em que o presente estudo ndo oferece riscos a sua saude.

DADOS RELATIVOS A PROTECAO DO PACIENTE

A. Os dados coletados neste estudo serdo confidenciais e nao serao revelados
dados que permitam identificar os pacientes.

B. A adeséo ao estudo € voluntaria, ou seja, o paciente é quem decidira se

quer participar ou nao.

C. A decisao de néo participar ndo vai interferir nos atendimentos no Hospital

de Clinicas de Porto Alegre.

D. O participante pode desistir do estudo a qualguer momento sem necessitar

gualquer justificativa para tal.

E. O participante recebera uma via deste Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido.

F. Nao haveréa qualquer custo relacionado ao estudo.
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COMPREENSAO E AUTORIZACAO

Depois de ler este termo e esclarecer minhas davidas, aceito participar deste

estudo.

Participante:

Registro:

Assinatura:

Pesquisador:

Assinatura do pesquisador:

Porto Alegre, de de 20 .

Pesquisador responsavel: Prof. Dr. Ricardo Machado Xavier: telefone:
(51) 3359 8340

Comité de Pesquisa e Etica em Saude: telefone: (51) 3359 8304
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