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RESUMO

MANTOVANI, C. F. Anélise metaboldmica (*H RMN) do liquido sinovial de equinos
higidos e acometidos por osteocondrite dissecante. [*H NMR-base metabolomics for the
investigation of normal and osteochondritic synovial fluid in the horse] 2013. 113 f.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) - Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia,
Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2013.

A osteocondrite dissecante (OCD) é uma das principais doencas que afetam os equinos jovens
e uma das condic@es incluidas nas Doencas Ortopédicas do Desenvolvimento. Por se tratar de
importante afeccdo articular, a OCD pode ser responsabilizada por perdas econdmicas
substanciais em decorréncia da diminuicdo do desempenho atlético e reprodutivo dos animais
acometidos. Sua etiologia é considerada multifatorial sendo associada a fatores nutricionais,
endocrinos, genéticos e biomecénicos. A analise dos biomarcadores do liquido sinovial
fornece dados fundamentais acerca das alteracGes representativas de inflamagdo e danos a
cartilagem articular, por isso 0 monitoramento do ambiente articular caracteriza-se como uma
importante ferramenta para o diagnostico e acompanhamento da progressdo da doenca. A
analise metabolémica por Ressonancia Magnética Nuclear de prétons de hidrogénio (*H
RMN) é um método de avaliacdo holistico, simultdneo e em tempo real, dos metabdlitos de
pequenas moléculas presente no liquido sinovial, capaz de fornecer dados a respeito da
progressdo da doenca, da resposta a tratamentos e de determinar biomarcadores. No presente
estudo objetivou-se estabelecer o perfil metabolico global do liquido sinovial de equinos
acometidos por OCD, estudar a aplicabilidade da *H RMN no diagnéstico da OCD e avaliar a
possibilidade de distingdo entre os liquidos sinoviais de articulagdes com OCD sintomatica e
assintomatica. A determinacdo do perfil metabdlico do liquido sinovial de equinos higidos e
acometidos por OCD assintomatica e sintomatica resultou em 32 metabdlitos comuns as trés
condices articulares. Além destes, 2 compostos foram identificados somente nas articulacGes
doentes, sendo eles o propilenoglicol e 0 composto aromatico, porem, ndo foi possivel
diferenciar as articulagbes com OCD assintomética das articulagdes sintomaticas, pois ambos
0S grupos apresentavam metabdlitos semelhantes e com intensidades similares.. Na
comparacdo entre a intensidade dos espectros, observaram-se aumentos dos metabolitos
glicose, glutamina, etanol, leucina, isoleucina, dimetilsulfona, creatina, creatinina, N-

acetilglucosamina e N-acetilglutamina e t-metil histidina e dos compostos propilenoglicol e



composto aromatico nas articulagbes com OCD com relagdo as higidas. Dos metabolitos que
apresentaram reducdo na intensidade dos espectros das articulagcdes doentes tém-se o 3-
hidroxibutirato e o acetato. Outros metabdlitos demonstraram a mesma intensidade de sinal
para os trés tipos de articulacdo, sendo eles: piruvato, citrato, metionina, histidina, tirosina,
valina, lactato, alanina, glicina, glicerol e fenilalanina. A analise estatistica por PCA foi capaz
de realizar o agrupamento dos espectros e atribuir a importancia do composto aromético na
diferenciacdo entre os animais higidos e doentes. A analise metabolémica por 1H NMR
mostrou-se técnica com alta reprodutibilidade entre as amostras e sensibilidade de detec¢éo
dos componentes do liquido sinovial, revelando claras diferencas entre os perfis bioquimicos
de articulagBes higidas e acometidas por OCD, indicativo das alteragdes metabdlicas que
ocorrem com a progressdo desta doenca, relacionadas principalmente com o processo de
degradacéo cartilaginea. Este estudo salienta o potencial da analise metabolémica em fornecer

uma nova perspectiva dos processos bioquimicos envolvidos na progressdo da OCD.

Palavras-chave: Perfil metabolico. Metabolismo articular. Metabolitos. Espectroscopia.
Ressonancia magnética nuclear de protons.



ABSTRACT

MANTOVANI, C. F. 'H NMR-base metabolomics for the investigation of normal and
osteochondritic synovial fluid in the horse. [Analise metabolémica (*H RMN) do liquido
sinovial de equinos higidos e acometidos por osteocondrite dissecante] 2013. 113 f.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) - Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia,
Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2013.

Osteochondritis dissecans (OCD) is one of the most common diseases affecting young horses
and one of the conditions classified as Developmental Orthopedic Diseases. As an important
joint disorder, OCD is held responsible for substantial economic losses in consequence of the
decrease in athletic and reproductive performance in affected horses. The condition presents a
multifactorial ethiology, related to nutritional, endocrine, genetic and biomechanical factors,
although its pathogeny is well established, associated with a disturbance of the process of
endochondral ossification. Synovial fluid biomarkers analysis provide data regarding changes
representative of inflammation and articular cartilage damage, which is why monitoring the
joint cavity is an important tool for diagnosis and assessing disease progression. Proton
Nuclear Magnetic Resonance spectroscopy is a holistic, simultaneous and real time approach,
of the metabolites present in the synovial fluid, offering the potential to provide data
regarding disease progression, response to treatment and to determine disease biomarkers.
The aim of the present study was to establish the global metabolic profiling of normal and
osteochondritic synovial fluid, to evaluate the applicability of the *H RMN in the diagnosis of
OCD, and to asses possible distinctions between symptomatic and asymptomatic horses. The
metabolic profile determination resulted in 32 common metabolites to the three joint
conditions. Moreover, 2 compounds were identified exclusively in the diseased joints, namely
propylene glycol and aromatic compound, but we were unable to discern between
asymptomatic and symptomatic individuals for both groups presented similarities in
metabolites as well as their concentrations. When comparing spectral intensities, we observed
marked increases in the metabolites glucose, glutamine, ethanol, leucine, isoleucine, dimethyl
sulphone, creatine, creatinine, N-acetylglucosamine, N-acetylglutamine and t-methyhistidine,
besides the compounds propylene glycol and aromatic compound, in the affected joints
compared to the healthy ones. Decrease in spectral intensities were related to the metabolites

3-hydroxybutirate and acetate in affected joints. Other metabolites showed no difference in



intensities in all joint conditions, those being pyruvato, citrate, methionine, histidine, tyrosine,
valine, lactate, alanine, glycine, glycerol and phenylalanine. PCA based statistical analysis
was able to group spectra and to ascribe the importance of the aromatic compound in
differentiating healthy from diseased joints. 'H RMN spectroscopy showed high
reproductability between samples and sensitive in detecting synovial fluid compounds,
unveiling clear diferences between the biochemical profiles of healthy and OCD affected
joints, thus indicating metabolic alterations occuring with disease progression, related mainly
with the cartilage degradation process. This study projects the potential of metabolomics
analysis in providing a new perspective of the biochemical processes involved in OCD

progression.

Key words: Metabolic profile. Joint metabolism. Metabolites. Spectroscopy. Proton nuclear
magnetic resonance.
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1 INTRODUCAO

Problemas relacionados as articulagcdes configuram-se como o maior fator de perda
econémica no mercado equino (VAN WEEREN, 2006). A osteocondrite dissecante (OCD) é
uma das principais doencas que afetam os equinos jovens e uma das condig¢des incluidas nas
Doencas Ortopédicas do Desenvolvimento (JEFFCOT, 1996; McILWRAITH, 2002). Por se
tratar de importante afeccdo articular, a OCD pode ser responsabilizada por perdas
econdmicas substanciais em decorréncia da diminui¢cdo do desempenho atlético e reprodutivo
dos animais acometidos (ROBERT et al., 2006). Apesar da grande importancia econémica e
ao bem estar dos animais acometidos, o conhecimento dos mecanismos patofisiologicos na
degeneracdo articular nesta espécie é ainda bastante limitado (SCHLUETER; ORTH, 2004).

A anélise dos biomarcadores presentes no liquido sinovial (LS) fornece dados
fundamentais acerca das alteracfes representativas de inflamacdo e danos a cartilagem
articular, mesmo em estagios iniciais de evolu¢cdo da OCD, nos quais 0s animais sao ainda
assintomaticos. Por este fato, 0 monitoramento do ambiente articular caracteriza-se como uma
importante ferramenta para o diagnostico e intervencgdo precoces na Osteocondrite dissecante

A ressonancia magnética nuclear de prétons (‘H RMN), na qual um grande ndmero de
metabdlitos de baixo peso molecular oriundos de fluidos orgéanicos ou tecidos sao detectados
quantitativamente em uma Unica andlise, fornece um imenso potencial na caracterizacdo do
estagio, prognastico e avaliacdo da resposta ao tratamento de determinada doenca (GOWDA
et al., 2008). O emergente campo da metabolémica abrange métodos de avaliacdo holisticos,
simultdneos e em tempo real, dos metabolitos, estabelecendo o perfil metabdlico global do
liquido sinovial, o que nos permitira compreender o ambiente articular na OCD em suas
alteracdes relacionadas ao metabolismo e degradacdo da cartilagem.

No presente estudo objetivou-se estabelecer o perfil metabdlico global do liquido
sinovial de equinos acometidos por OCD, estudar a aplicabilidade da *H RMN no diagnéstico
da OCD e avaliar a possibilidade de distin¢do entre os liquidos sinoviais de articulagdes com
OCD sintomatica e assintomatica. A determinacdo do perfil metabdlico do liquido sinovial de

equinos higidos e
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 COMPONENTES ARTICULARES

2.1.1 Cartilagem Articular

A cartilagem articular € um tecido conjuntivo altamente especializado que encobre a
superficie da extremidade dos 0ssos longos no interior da cavidade articular. Este tecido tem
por funcéo auxiliar no recebimento de carga pelas diartroses, protegendo o osso subcondral de
cargas excessivas e distribuindo o estresse mecanico durante os movimentos (KUETTNER,
1992). Juntamente com o liquido sinovial, a cartilagem articular € responsavel por
proporcionar movimentos com quase auséncia de friccdo das articulacdes sinoviais (FRISBIE,
1996). Suas caracteristicas fisicas e mecanicas estdo baseadas em sua composi¢do quimica e
atividade metabdlica especificas. Trata-se de um tecido conjuntivo Unico em suas
caracteristicas, por ndo apresentar em sua composicao estruturas vasculares, nervosas ou
linfaticas (KUETTNER, 1992). Em sua composicdo estdo presentes os condrdcitos imersos
em uma matriz extracelular (MEC), a qual fornece as caracteristicas biomecanicas e
fisiologicas inerentes e essenciais ao movimento articular. (HUANG; WU, 2008). Os
condrdcitos correspondem de 1% a 12% do volume da cartilagem articular, sendo que o
restante do conteudo corresponde a matriz extracelular (MEC) (TABASSI; GARNERO,
2007).

A cartilagem articular é do tipo hialina e possui coloracdo opaca e esbranquicada, com
areas de coloracdo rosada, correspondentes ao 0sso subcondral subjacente. A espessura da
cartilagem varia entre as articulagdes, localizacdo dentro de uma mesma articulacdo, nivel de
carga a qual a regido € submetida, e também de acordo com a idade do animal, apresentando
geralmente de 1 a 4 mm (FRISBIE, 2006).

Apesar de outros componentes como 0 0sso subcondral, membrana sinovial, capsula
articular e estruturas ligamentares serem fundamentais para o funcionamento apropriado da
articulacdo, o estado da cartilagem é geralmente tido como pardmetro de definigdo da salde
desta cavidade. Portanto, o grau de degeneracdo ou caracteristicas da reparacdo da cartilagem
definem o nivel e progressao das doencas articulares (FRISBIE, 2006).
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2.1.2 Condrdcitos

Os condrocitos representam pequena fracdo do volume articular total. Seu
metabolismo e morfologia variam de acordo com a sua profundidade na cartilagem, estando
mais presentes nas zonas profundas desta. Estas células apresentam processos
citoplasmaticos, 0s quais sdo responsaveis pela resposta celular as cargas aplicadas. Além do
estresse, mudancas na pressdo da MEC causadas por alteracdes bioquimicas também podem
direcionar o metabolismo dos condrdcitos. O turnover dos proteoglicanos da MEC ocorre
mais rapidamente do que o do col&geno, sendo que estas taxas podem ser alteradas em caso de
doencas, como observado na osteoartrite, onde 0 aumento na sintese de colageno e agrecam é
um dos primeiros sinais detectados (FRISBIE, 2006). Desta forma, entende-se que a
manutencdo da matriz cartilaginea é de responsabilidade dos condrécitos, 0s quais removem e
substituem componentes amorfos, com grande habilidade de adi¢do de glicosaminoglicanos a
matriz (BANKS, 1968), além de promover a resposta aos danos e as forcas supra fisioldgicas
aplicadas a articulacdo (HENDREN; BEESON, 2009).

Os condrécitos da cartilagem de crescimento estdo organizados em quatro camadas
distintas (Figura 1). A zona de repouso contém condrécitos que ndo sofrem grandes
modificagdes ou divisdes e que funcionam como precursores da zona proliferativa, na qual
passam a apresentar uma dinamica atividade de divisdo. Nesta zona altamente proliferativa
formam-se colunas de condrdcitos que, ao hipertrofiarem, vdo segregar-se e manter uma
matriz altamente especializada, cuja funcéo € promover a calcificacdo da cartilagem que serve
de modelo a formacdo de osso por parte dos osteoblastos. Esta é chamada de zona
hipertréfica. Por fim, na zona de mineralizacdo ocorre a invasdo vascular e de células
osteogénicas que ocupam os espacos livres deixados pelos condrocitos hipertroficos terminais
(YTREHUS et al., 2007). O fator de crescimento vascular endotelial (VEGF), produzido
pelos condrocitos hipertrofiados, parece ser o responsavel pelo crescimento vascular no
interior das placas de crescimento (GERBER et al.,1999). Na regido de ossificacdo, 0s
osteoblastos envolvem as superficies dos septos longitudinais remanescentes formando a
camada esponjosa primaria que consiste em cartilagem calcificada, 0sso esponjoso e 0sso
lamelar (YTREHUS et al., 2007).



25

Figura 1 - Representagdo esquematica (A) do complexo articular-epifisario da
cartilagem com as respectivas zonas dos condrdcitos e corte histologico (B)
da mesma regido.
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Fonte: Fonte: (A) Ytrehus et al., 2007; (B) Mcllwraith, 2005a.

Legenda: O canal da cartilagem contém a arteriola. As células da zona proliferativa se
dividem continuamente e as células da zona hipertréfica aumentam em tamanho,
resultando em crescimento no sentido indicado pelas setas. (B). Sec¢do histolégica da
mesma regido da cartilagem articular de equino

2.1.3 Matriz Extracelular

A matéria seca da MEC é composta de colagenos (50%), proteoglicanos (35%) e
glicoproteinas (10%). A agua é o componente mais abundante da MEC, somando 70% do seu
peso em adultos e chegando a até 80% em animais jovens (FRISBIE, 2006). O colageno tipo
Il fornece a maior parte dos componentes organicos (15-22% da MEC), seguido pelo agrecam
(4-7%) e outras proteinas (0,5-1%), incluindo a proteina oligomérica da matriz (COMP)
(TABASSI; GARNERO, 2007). Na cartilagem em processo de ossificacdo ha glicogénio, que
parece desempenhar um papel na mineralizacdo dos 0ssos. Ainda, entre 0S compostos
inorganicos presentes na cartilagem (3 a 5%) encontram-se Ca, Mg, Na, K, P e Cl (BANKS,
1968).

A matriz da cartilagem possui uma complexa rede tridimensional, cruzada e

interligada, composta por fibras de coladgeno insollveis, na qual outros componentes mais
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sollveis, como os proteoglicanos e glicoproteinas estdo presos, integrados ou mesmo
quimicamente ligados (Figura 2) (KUETTNER, 1992).

O padréo do colageno varia de acordo com a sua localizacdo bem como sua profundidade na
articulacdo. Nos casos em que se encontram mais superficialmente sdo descritos como
armaduras, conferindo as caracteristicas de dureza e resiliéncia da cartilagem articular. Nestas
areas, o conteudo de colageno € bastante alto e suas fibras sdo de menor calibre (em torno de
31 nm), com orientacdo paralela a superficie articular. Baseado nesta configuracdo existem
pequenas aberturas na camada superficial da cartilagem (aproximadamente 6 nm) pelas quais
pequenas moléculas e ions como a glicose podem passar facilmente. O mesmo nao ocorre
com moléculas de alto peso molecular, como por exemplo, o &cido hialurdnico ou outras
grandes proteinas. As fibras de colageno localizadas na zona intermediaria estdo orientadas
em padrdo aleatorio e tem didmetro entre 40 a 100 nm. J& as fibras pertencentes a zona
profunda possuem o maior didmetro e sdo orientadas perpendicularmente, e cruzam a zona
calcificada antes de se fixarem no osso subcondral. O turnover do colageno se da de maneira
semelhante ao dos outros tecidos conjuntivos, porém apresenta a tendéncia de ocorrer mais
lentamente quando comparado aos outros componentes da cartilagem articular (FRISBIE,
2006).

O colégeno tipo Il é produzido pelos condrdcitos e representa mais de 90% do
colageno da cartilagem articular, caracterizando-se por ser um homotrimero, composto de trés
moléculas idénticas de colageno. Os colagenos tipo IX e tipo XI sdo encontrados em menor
guantidade, porém sdo fundamentais para a organizacéo e estabilidade mecanica do colageno
tipo Il. Outros tipos de colagenos, como os tipos VI, X1l e XIV também desempenham papel
importante na associa¢do entre as fibras de colageno e outros componentes da MEC, como o
acido hialurénico (McILWRAITH, 2001; FRISBIE, 2006).

Os proteoglicanos (PG) sdo outro grande componente da MEC da cartilagem articular,
correspondendo a 35% da massa seca. Estas moléculas sdo resultantes da combinacdo entre
proteinas e glicosaminoglicanos (McILWRAITH, 2005b). Estes componentes tém como
principal fungdo a de fornecer resisténcia e elasticidade as forcas compressivas as quais a
cartilagem articular é constantemente submetida (FLUGGE et al, 1999). Os proteoglicanos
proporcionam a cartilagem a habilidade em sofrer deformacdes reversiveis. Sua distribuicéo
seletiva em locais especificos, as alteragdes a que sdo submetidos com a idade e suas
estruturas diferenciadas sugerem que o0s proteoglicanos apresentam funcgdes bastante
especializadas na cartilagem articular (KUETTNER, 1992).
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O agrecam € o maior proteoglicano encontrado na MEC, sendo responsavel por cerca
de 85% dos PG presentes na mesma. E amplamente responsavel pela alta resisténcia a
compressdo deste tecido quando submetido a carga. O monémero da molécula de agrecam &
formado por dois componentes principais: a proteina central, a qual atua como esqueleto de
sustentacdo da molécula, e os glicosaminoglicanos (GAGSs), que se fixam radialmente a
proteina. As trés moléculas de GAGs formadoras do agrecam sdo: condroitim sulfato,
heparam sulfato e keratam sulfato. Na medida em que o animal envelhece e a cartilagem fica
mais madura, o condroitim-6-sulfato se sobrepde ao condroitim-4-sulfato. Os GAGs se fixam
covalentemente a proteina central e cerca de 100 moléculas de condroitim sulfato se agregam
a porcao terminal carboxi da molécula. Da mesma forma, aproximadamente 100 moléculas de
keratam sulfato encontram-se proximas a regiao terminal-N deste monémero. Em decorréncia
das altas cargas negativas associadas aos GAGS, estas moléculas se repelem e atraem agua,
criando uma pressao positiva (FRISBIE, 2006). A reducdo do agrecam na cartilagem com
osteoartrite pode ser atribuida ao aumento da protedlise e € mediada por diversas proteinases
da matriz. (HUANG; WU, 2008).

Os mondmeros de agrecam sdo posteriormente organizados em grandes agregados ao
redor de uma molécula de &cido hialurdnico. Tais agregados podem ser da ordem de 200
milhdes de Daltons e envolvem mais de 100 monémeros de agrecam. A ligacdo nédo covalente
entre 0s monémeros de agrecam e hialuronato séo estabilizadas por um pequeno grupo de
proteinas de ligacdo (LOHMANDER, 1988).

O 4cido hialurdnico € um polissacarideo linear, hidrofilico, polianidnico de alto peso
molecular (FRANCOLI et al., 2010) e se configura como um grande glicosaminoglicano néo
sulfatado constituido por unidades dissacaridicas repetidas de acido D-glucurdnico e N-
acetilglucosamina (LINKER; MEYER, 1954). Apresenta fundamental importancia na
composicdo da cartilagem e do liquido sinovial e é produzido pelos condrécitos e sinoviocitos
tipo B da membrana sinovial (McCILWRAITH, 2001). Entre suas propriedades estdo a
formacdo de agregados de proteoglicanos e estimulo da sintese de proteoglicanos pelos
condrocitos, além de promover a viscoelasticidade do liquido sinovial e lubrificacdo dos
tecidos moles (McILWRAITH, 2002).
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Figura 2 - Representacdo esquematica dos componentes da matriz
extracelular da cartilagem.
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Fonte: Adaptado de Mcllwraith, 2005a

2.1.4 Proteina Oligomérica da Matriz da Cartilagem

A Proteina Oligomérica da Matriz da Cartilagem (COMP) é uma glicoproteina
pentamérica com, aproximadamente, 500 kDa, responsavel pela interacdo entre os condrocitos
e 0s componente da matriz extracelular (OLDBERG et al, 1992). A composi¢do quimica desta
proteina consiste em aminoacidos, principalmente a asparagina e a glutamina, as quais
representam 30% dos seus componentes (HEDBOM et al, 1992). Esta proteina se localiza
primariamente na MEC proxima aos condrocitos, e € mais enriquecida nas camadas
superficiais. A hipdtese atual é que esta molécula esteja envolvida na montagem e reparacao
do tecido cartilagineo. Além da COMP, outras proteinas ndo pertencentes ao colageno e aos
proteoglicanos estdo presentes na MEC, sendo elas as proteinas de ligacdo, a ancorina, a
condrocalcina e a trombospondina (KUETTNER, 1992).

2.1.5 Membrana Sinovial

A membrana sinovial consiste em tecido mesenquimal modificado e delimita
internamente a cavidade articular. Este tecido consiste em sinoviécitos alinhados e tecido

conjuntivo subsinovial. O tecido conjuntivo se une imperceptivelmente a capsula articular
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fibrosa. Os sinovidcitos alinhados formam uma membrana, denominada camada intima, de
espessura de aproximadamente quatro sinovidcitos. A camada intima é incompleta, sem
membrana basal, e recobre a camada sub-intima, a qual pode ter caracteristica fibrosa, areolar
ou adiposa, dependendo do tecido ao qual esta associada (BANKS, 1968).

Os sinovidcitos da membrana sinovial apresentam-se como células alinhadas e
possuem fungdes secretorias e fagociticas. S&o responsaveis pela sintese do acido hialurdnico,
0 qual é secretado para o liquido sinovial pela membrana plasméatica (TODHUNTER, 1996).

A camada intima configura-se como a fina barreira entre o fluido intravascular e
intersticial da sub-intima e o liquido sinovial. A auséncia de membrana basal e a proximidade
dos capilares a superficie da camada intima (5 a 10 um) facilitam a troca de solutos, a qual é
regida pela diferenca das pressdes hidrostaticas e coloidosmaéticas entre o plasma e o liquido
sinovial (TODHUNTER, 1996).

2.1.6 Liquido Sinovial

A auséncia de suprimentos vasculares, linfaticos e neurais torna a cartilagem articular
um tecido Unico e determina a dependéncia deste tecido ao processo de difusdo para o
fornecimento de nutrientes e remocao de detritos (FRISBIE, 2006). O liquido sinovial (LS) é
considerado um ultrafiltrado do plasma e configura-se como o meio exclusivo pelo qual os
nutrientes chegam a cartilagem articular. Ndo ha evidéncias que sustentem a contribuicdo
metabolica dos leitos vasculares do osso subcondral para a cartilagem articular. Além da
funcdo de nutricdo da cartilagem, o liquido sinovial é fundamentalmente responsavel pela
lubrificacdo e protecdo da superficie articular. Sua alta viscosidade, conferida principalmente
pela presenca do acido hialurénico, € sua principal caracteristica (BANKS, 1968).
O endotélio da membrana sinovial impede que moléculas de alto peso molecular saiam
dos capilares sinoviais. Mesmo para as pequenas moléculas existe uma barreira a
permeabilidade, mantida pelo pequeno espaco entre os sinoviocitos alinhados e pela propria
composigdo da matriz extracelular (TODHUNTER, 1996). Os solutos difundem-se dos vasos
da camada sub-intima da membrana sinovial, passando pela camada intima e alcancando o
liquido sinovial, chegando & matriz da cartilagem, até finalmente alcangarem os condrécitos
(FRISBIE, 1996). Os componentes do plasma tais como oxigénio, dioxido de carbono e
proteinas, com peso molecular tipicamente < 10 kDa, conseguem atravessar o endotélio da

camada sub-intima por difuséo simples, participando da composicao do LS. A glicose € capaz
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de atravessar por difusdo facilitada, atingindo a articulagdo de maneira mais rapida que as
outras moléculas de baixo peso molecular (TODHUNTER, 1996).

Moleéculas de alto peso molecular, como as proteinas, ndo sdo capazes de realizar esta
travessia e, portanto, em condi¢des normais ndo estdo presentes neste fluido, com excecdo do
acido hialurénico e da lubricina que sdo fornecidos para o liquido sinovial diretamente pelos
sinovidcitos. Estas duas proteinas sdo fundamentais pois funcionam como uma barreira as
moléculas grandes, excluindo-as da cavidade articular, e por propiciarem a lubrificacdo das
superficies articulares (FRISBIE, 2006). Além dos compostos mencionados também sdo
encontrados no LS células mononucleares (sinovidcitos, mondcitos e linfécitos) que
correspondem a 90% das células encontradas, e leucocitos, perfazendo os 10% restantes
(TODHUNTER, 1996).

A caracterizacdo do liquido sinovial em parametros como cor, viscosidade, citologia,
entre outros, € de longa data considerada uma ferramenta importante no diagndstico de
diversas artropatias (BANKS, 1968). Atualmente, sabe-se que a analise dos biomarcadores
presentes no liquido sinovial (LS) fornece dados fundamentais acerca das alteracdes
representativas de inflamacéo e danos a cartilagem articular, mesmo em estagios iniciais de
evolugdo da OCD, nos quais os animais sdo ainda assintomaticos. Por este fato, o
monitoramento do ambiente articular caracteriza-se como uma importante ferramenta para o
diagndstico e intervencdo precoces na OCD (MACHADO et al, 2012).

2.2 PROCESSO DE OSSIFICACAO ENDOCONDRAL

O processo que ocorre nos centros ossificacdo primaria nas diafises dos 0ssos longos
tem inicio ainda na vida fetal, e no momento do nascimento todas as diafises ja séo
configuradas como estruturas 6sseas. O mesmo ndo ocorre em centros de ossificacdo
secundaria, localizados nas epifises dos 0ssos longos, 0s quais permanecem com uma
composicgdo parcialmente cartilaginea ao nascimento (VAN WEEREN, 2006).

Apds o nascimento, o crescimento longitudinal dos o0ssos longos ocorre a partir das
fises ou placas de crescimento, onde se partindo de uma camada germinal de células, os
condracitos proliferam e fixam-se sobre uma matriz extracelular. Estas células inicialmente
hipertrofiam e, posteriormente, sofrem apoptose. Essa matriz é utilizada para a aposic¢éo de
0sso primario pelos osteoblastos, oriundos da metafise 0ssea. A camada esponjosa inicial

sofre remodelamento continuo sob influéncia de cargas biomecanicas, durante todo o periodo
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de crescimento do potro. Tal remodelamento tem continuidade durante a fase adulta, com as
alteracOes das cargas biomecénicas, quando o animal é submetido a atividade atlética (VAN
WEEREN, 2006). Assim, o processo de remodelamento da cartilagem, seguido de sua
calcificacdo, deposicdo de 0sso primario, e 0s sucessivos remodelamentos, até a formacéo de
0ss0 esponjoso, é conhecido como ossificagdo endocondral (Figura 3) (HURTIG; POOL,
1996).

O aumento em diametro dos ossos longos durante o crescimento é produto de um
processo simultaneo e coordenado ao de remodelamento, pelo crescimento por aposicdo a
partir do peridsteo. Este processo resulta na formacdo de ossos corticais compactos (VAN
WEEREN, 2006). O fechamento da placa de crescimento nos 0ssos tem inicio por volta dos
trés meses de idade do potro e é considerado completo antes dos trés anos de idade (McCOY
etal., 2013).

Na regido epifisaria dos 0ssos longos o processo de remodelamento € semelhante ao
que ocorre na regido fisaria, mas nao estd completamente finalizado quando o animal nasce.
Em algumas articulacGes, no momento do nascimento, havera um anel de cartilagem ao redor
dos centros de ossificacdo, conectando a cartilagem articular a placa de crescimento. A
ossificacdo deste anel de cartilagem se d& primeiramente na borda da fise e no perimetro da
epifise. A espessa massa de cartilagem na por¢do articular da epifise funciona de maneira
similar a placa de crescimento, no qual o0s processos simultdneos de crescimento,
remodelamento e ossificacdo ocorrem, resultando em uma camada mais fina de cartilagem
nos animais mais velhos. E nesta fase que as lesbes caracteristicas da OCD se desenvolvem
(VAN WEEREN, 2006).

Figura 3 - Esquema representativo do processo de ossificagcdo endocondral.
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Fonte: http://cnx.org/content/m44789/latest/
Legenda: O processo tem inicio na cartilagem hialina e resulta em osso compacto e
esponjoso e a cartilagem articular avascular em sua extremidade.
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2.3 OSTEOCONDRITE DISSECANTE

A osteocondrose € um disturbio comum da cartilagem de crescimento nos animais
domeésticos e no homem (BOHNDORF, 1998). Nos animais domésticos estd descrita em
porcos (DEWEY, 1999), cavalos (McILWRAITH, 2002), bovinos (JENSEN et al., 1981),
caes e gatos (RALPHS, 2005) e ratos (KATO, 1987).

Trata-se de processo resultante de uma falha na ossificacdo endocondral, ou seja, uma
area da cartilagem de crescimento que nédo sofre transformacdo em matriz calcificada e nem
invasdo vascular, e consequentemente ndo é convertida em 0sso. Este processo pode vir a
comprometer tanto a cartilagem do complexo articular-epifisario quanto o disco epifisario de
crescimento (McILWRAITH, 1998; EKMAN; CARLSON, 1998).

A OCD tem sido amplamente estudada desde meados de 1880, quando o termo foi
primeiramente introduzido pelo médico Franz Kdnig para descrever a condicdo caracterizada
pela formacdo de fragmentos osteocondrais livres nas articulagfes de individuos jovens sem a
ocorréncia prévia de artrite primaria ou trauma. Avaliacdes histoldgicas subsequentes ndo
corroboraram a hipdtese da etiologia inflamatdria, sendo posteriormente, sugerida a mudanca
da terminologia para “osteocondrose”, como sugerido por Howald em 1942 (revisdo em
EDMONDS, 2013). Na literatura clinica, quando ha a presenca de fragmentos osteocondrais,
a condicdo é geralmente descrita como osteocondrite dissecante, apesar da nomenclatura
osteocondrose dissecante ser mais apropriada. Por ser uma terminologia amplamente
utilizada, atualmente consideram-se corretos ambos os termos. (McCOY, 2013).

A osteocondrite dissecante ndao é considerada uma doenca debilitante, com excecao
dos casos em que a lesdo é tdo extensa que ndo possibilite a reparacdo. No entanto, o
transtorno causado por esta enfermidade representa um grande impacto na economia da
industria do cavalo e, em certa medida, ao bem estar do animal, pelo fato de milhares de
equinos serem operados todos 0s anos como parte do tratamento da OCD. Além das perdas
econdmicas diretas, acredita-se que as perdas indiretas sejam ainda mais substanciais.
Animais apresentando sinais radiograficos de OCD perdem seu valor de mercado e muitas
vezes ndo sdo comercializados. Ainda, estima-se que cerca de 30% dos garanhGes em
potencial tém a participacdo vetada na aprovacdo do Studbook da KWPN (registro dos
animais da raca Sela Holandesa), um dos mais importantes do mundo, por apresentarem
quaisquer evidéncias de OCD. Desta maneira, além do prejuizo econdmico, hd uma grande
perda da variabilidade genética dos plantéis (VAN WEEREN, 2006).
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O exato mecanismo desencadeador desta enfermidade ndo é totalmente esclarecido,
porém é reconhecida a contribuigdo de alguns fatores no desenvolvimento das les@es, levando
a ideia de etiologia multifatorial. Dentre estes se destacam: fatores nutricionais (excesso de
ingestdo energética e desequilibrio mineral), enddcrinos, genéticos e biomecéanicos (GLADE,
1988; NAKANO; AHERNE, 1988; SHOUGAARD et al., 1990; GONDAHL; DOLVIK,
1993; McILWRAITH, 1993b; PHILIPSSON et al., 1993; CARLSON et al., 1995; HURTIG;
POOL, 1996; PHILLIPSON, 1996; EASTER; WATKINS, 1999).

Ndo ha duvidas de que algumas manifestacdes da osteocondrose tenham um
componente genético, mostrado através da avaliacdo da progénie de garanhGes com ou sem
lesGes osteocondrais (SHOUGAARD et al., 1990).

2.3.1 Patogenia da OCD

Atualmente, existem duas hipoOteses principais sobre 0s eventos etiopatoldgicos
responsaveis pelo aparecimento das lesGes de OC: a teoria da isquemia local e o papel da
cartilagem tipo Il (YTREHUS, 2007; LAVERTY; GIRARD, 2013).

A leséo principal da OCD na superficie articular ou fiseal caracteriza-se por falha focal
no processo de ossificacdo endocondral e invasédo vascular da cartilagem em crescimento que
acaba por ndo converter-se em tecido 6sseo (EKMAN; CARLSON, 1998). Esta alteracdo
pode ser vista macroscopicamente como uma area de cartilagem espessada acompanhada por
juncéo osteocondral irregular. Em casos mais avancados, a cartilagem persistente torna-se
macia e avermelhada, e a medula dssea subjacente apresenta-se edematosa e hiperémica. No
entanto, antes mesmo que seja possivel essa visualizacdo, a lesdo ja pode ser caracterizada
histologicamente como uma area focal de necrose restrita a cartilagem de crescimento
(YTREHUS et al, 2007).

A érea focal da cartilagem necrosada que permanece confinada a cartilagem epifisaria é
geralmente denominada osteocondrose latens, enquanto que a presenca de uma falha na
ossificacdo endocondral visivel macroscopicamente ou ao exame radiogréafico é designada
osteocondrose manifesta. Com a formacédo de fissura na area necrosada, que se estende pela
cartilagem articular formando o fragmento osteocondral, a lesdo passa a ser designada
osteocondrose dissecans (Figura 4) (YTREHUS et al., 2004).
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Figura 4 - Diagrama representando a patogenia da
osteocondrite dissecante.
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Fonte: Adaptado de Ytrehus et al, 2007.

Legenda: (A) Ossificacdo endocondral normal. (B) Desenvolvimento da lesdo de osteocondrose latens por falha
no suprimento de sangue pelo canal da cartilagem, levando a necrose da cartilagem epifiséria. (C) Lesdo de
osteocondrose manifesta aparecendo como um atraso no processo de ossificacdo. (D) e (E) Cura da lesdo de
osteocondrose manifesta por sua incorporacao ao 0sso subcondral. (F) e (G) Desenvolvimento da osteocondrose
dissecans em decorréncia de traumas, causando o colapso da cartilagem articular nas regides de necrose da
cartilagem epifiséria.

Estas observagdes levaram a conclusdo de que a OC ndo é de forma alguma uma
doenca estatica aparecendo, em claro contraste com as no¢des anteriormente estabelecidas,
como uma entidade extremamente dinamica na qual as lesdes podem regredir e inclusive
desaparecer durante os primeiros meses da vida de um cavalo (VAN WEEREN;
BARNEVELD, 1999).

A OCD da articulacéo tibiotéarsica se desenvolve muito precocemente na vida dos
potros e pode ser considerada permanente caso ainda esteja presente quando o animal
completar um ano de idade (CARLSTEN et al., 1993). Exames radiograficos sequenciais
foram realizados por Dik et al. (1999), em animais da raca Sela Holandesa (KWPN), os quais
demonstraram o desenvolvimento e, na maioria dos casos a resolucédo, de lesdes da crista
intermédia da tibia e crista troclear lateral do talus nos cinco primeiros meses de vida dos
potros (DIK et al, 1999). Resultados semelhantes foram apontados por Baccarin et al. (2011),

em seu acompanhamento de 46 potros da raca Puro Sangue Lusitano. Destes, 76,08%
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apresentavam sinais radiograficos de osteocondrose com um més de idade, porém, apenas
16,2% apresentaram lesdes permanentes aos 18 meses. Esta informagdo tem fundamental
importancia na decisdo pela intervencdo cirurgica, pois essa modalidade terapéutica deve ser

utilizada somente apds a confirmacao de lesdo permanente.

2.3.2 Sinais Clinicos e Diagndstico da OCD

A OCD ¢é mais comumente diagnosticada nas articulagdes tibiotarsica,
femorotibiopatelar e metacarpofalangeana, porém sua ocorréncia ja foi descrita em
praticamente todas as articulaces diartrodiais. A articulagdo tibiotarsica é a mais acometida
pela OCD, sendo o aspecto dorsal da crista intermédia da tibia o local mais frequentemente
envolvido, seguido do aspecto distal da crista troclear lateral do talus e do maléolo medial da
tibia (McILWRAITH et al., 1991).

O principal sinal clinico desta enfermidade ¢ a efusdo articular, sendo que a claudicagdo
pode estar presente, especialmente quando existem extensas lesdes radiograficas, ou quando o
fragmento se encontra solto no espaco articular. A idade de aparecimento desta enfermidade
varia de acordo com a raca, atividade atlética e condi¢es de manejo. No entanto, em termos
de diagndstico, o paciente tipico da OCD ¢ o potro de aproximadamente trés anos com efuséo
articular e claudicacéo sutil, com desenvolvimento ap6s o inicio do treinamento, ou ainda 0s
potros de aproximadamente dois anos submetidos a exames de compra, nos quais se detecta a
presenca do fragmento por exame radiografico, mesmo que ainda ndo haja aparecimento da
sintomatologia clinica (VAN WEEREN, 2006; McCOY, 2013). Os fragmentos intra-
articulares podem resultar em inflamacéo articular, evoluindo muitas vezes para um quadro de
osteoartrite secundaria, sendo esta a maior complicacdo dos casos de OCD (McILWRAITH;
NIXON, 1996). Normalmente, hd pouca ou nenhuma doenca degenerativa acompanhando tais
fragmentos, a menos que se encontre esmagado ou solto no interior da articulagédo
(FOERNER, 2003).

No que se refere a incidéncia das lesbes de OCD, estudos relataram a prevaléncia desta
enfermidade em 7,5% (KANE et al, 2000) e 10% (CARLSTEN et al, 1993) dos potros Puro
Sangue Inglés de aproximadamente um ano de idade. Um levantamento recente com potros de
nove meses a 1,5 ano da raca Standardbred demonstraram a ocorréncia da OCD tibiotarsica
em 22,3% dos 363 animais avaliados. (LYKKJEN et al, 2012). Estudo retrospectivo realizado

por Cruz (2011) descreveu que de 75 animais de até 6 anos de idade encaminhados para
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artroscopias como parte do tratamento da osteocondrite, a articulagdo tibiotarsica
correspondia a 57% do total das articulagdes acometidas.

As lesbes localizadas na crista intermédia da tibia foram as mais frequentemente
encontradas, somando 17,1% deste percentual, seguida dos fragmentos da crista troclear
lateral do talus, somando 3%, e do maléolo medial da tibia, com 2,2% da ocorréncia
(LYKKJEN et al, 2012).

Independentemente de sua localizacdo, a alteracdo primaria caracteristica da OCD é
uma fissura que separa a cartilagem do 0sso subjacente, resultando em um fragmento
osteocondral livre no espago articular ou aderido ao o0sso (McILWRAITH, 1993g;
HARRISON; EDWARDS, 1996). Para os fragmentos da crista intermédia distal, os animais
podem ou ndo apresentar efusdo e claudicacdo. As lesbes sdo detectaveis aos seis meses de
idade, porém pode ser dificil a diferenciacdo entre a fise e 0 0sso longo. Para as lesdes da
crista troclear lateral do talus, estas podem ser maiores em tamanho e geralmente manifestam
sintomas mais intensos, associadas a efusdo sinovial e certo grau de claudicacdo. Fragmentos
localizados na regido distal da crista troclear medial do talus sdo considerados achados
artroscépicos, pois estdo envolvidos pela membrana sinovial e, portanto, ndo produzem sinais
clinicos. A fragmentacdo do maléolo medial da tibia representa um desafio diagnostico, pois
0s animais acometidos apresentam leve ou nenhum grau de claudicagdo e efusdo sinovial
(FOERNER, 2003).

2.3.3 Exames de Diagnostico por Imagem Utilizados na OCD

O exame radiografico € o método de diagnostico por imagem mais utilizado para a
deteccdo de lesdes Osseas estabelecidas, podendo também ser usado para monitorizar a
progressdo da doenca. No entanto, sabe-se que as radiografias ndo apresentam sensibilidade
suficiente para detectar alterages precoces, em especial na cartilagem (BILLINGHURST et
al., 2004).

As lesbes geralmente sdo identificadas como defeitos isolados ou defeitos contendo
fragmentacdo. Estudos retrospectivos indicam a predominancia da incidéncia de lesdes na
crista intermédia da tibia, seguida do maléolo medial da tibia. A aparéncia radiografica
geralmente subestima a extensdo do dano visto ao exame artroscopico, particularmente no
caso das lesGes da crista troclear lateral do talus. A articulagdo tibiotarsica é a que mais
comumente apresenta lesdes silenciosas, definidas como achados artroscopicos nao aparentes
ao exame radiografico (McILWRAITH, 2013).
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A avaliagdo ultrassonografica tem se demonstrado uma ferramenta bastante util no
diagnédstico da OCD, como adjuvante as avaliagdes clinica e complementares de imagem.
Este exame deve ser sempre considerado e realizado conjuntamente aos exames diagnosticos
de rotina. Sabe-se que em alguns casos este exame promove melhor visualizacdo do
fragmento e sua sensibilidade é considerada superior ao exame radiografico, como ocorre para
as lesbes contidas no maléolo medial e crista intermédia da tibia (RELAVE et al, 2009).

A ressonancia magnética nuclear € uma modalidade diagndstica que permite obter
informacdes Unicas sobre a morfologia e a bioquimica da cartilagem. Certas sequéncias de
imagem permitem realgar os fluidos orgénicos através do chamado efeito artrografico, o qual
é extremamente (til na identificacdo de lesdes da cartilagem articular (DENOIX; AUDIGIE,
2004). Apresenta uma alta sensibilidade na avaliacdo de alteracGes de densidade do tecido
0sseo tais como esclerose, lise, presenca de cistos ou evidéncia de fraturas, sendo
especialmente (Gtil na avaliagdo do osso subcondral (TAPPREST et al., 2003). E ainda a tnica
técnica de imagem que permite a deteccdo de lesbes degenerativas da cartilagem articular em
fase precoce do seu desenvolvimento (KNEELAND, 1997; McCAULEY; DISLER, 1998;
SINTZOFF et al., 1999). Suas limitacbes estdo relacionadas a ndo disponibilidade do
equipamento em muitas instituicbes devido ao seu alto custo de aquisicdo e implantacdo da
logistica necessaria, além da necessidade do animal ser submetido a anestesia geral para
realizacdo do procedimento, fato este que ndo ocorre para os exames radiograficos e

ultrassonograficos.

2.3.4 Tratamento da OCD

Alguns autores consideravam a possibilidade do tratamento conservativo da OCD, em
casos que o animal ndo apresentasse sintomatologia clinica ou nas articulagbes que o
fragmento apresentasse pequenas dimensdes. Este tratamento consistia, basicamente, em
repouso e administracdo de dieta de baixa caloria (MCILWRAITH, 1993c, PEREMANS;
VERSCHOOTEN, 1997). A opcdo por esta modalidade de tratamento, na época, era
reforcada pelas desvantagens apresentadas pela artrotomia. Atualmente, com a facilidade de
acesso a videoendoscopia por médicos veterinarios de clinicas em todo o mundo, dificilmente
se preconiza o tratamento conservativo para esta enfermidade (VAN WEEREN; JEFFCOT,
2013). No entanto, alguns autores ainda postulam que o tratamento ndo cirdrgico pode ser
recomendado para animais ndo designados para atividades esportivas, que nao apresentem

claudicacgéo ou efusdo e que possuam fragmentos menores que 2cm de comprimento e 5mm
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de profundidade, sem fragmentacdo verificada ao exame radiografico. No entanto, sabe-se
que na presenca de efusdo, a opcdo pelo tratamento conservativo significara o retorno deste
sinal sempre que o animal for submetido ao exercicio, e que as chances de evolucao para a
osteoartrite secundaria sdo maiores (McILWRAITH, 2013). Um interessante estudo
conduzido por Machado (2010) comprovou que a OCD em equinos com idade superior a um
ano apresenta um caréter ativo de degradacdo da cartilagem articular, como demonstrado pelo
aumento dos niveis de condroitim sulfato e acido hialurénico, independente da extensdo da
ledo e da presenca de sinais clinicos. Esta nova compreenséo justifica a op¢éo pelo tratamento
cirirgico mesmo em casos de animais assintomaticos.

Baseado nos conhecimentos atuais e na facilidade de acesso a artroscopias, podemos
inferir que seja um consenso que o tratamento de eleicdo € cirdrgico, e consiste na remocao do
fragmento osteocondral e curetagem da superficie Ossea subcondral alterada através da
cirurgia artroscopica (McILWRAITH, 2013). Tendo em vista as lesdes de maior extensédo e a
dificuldade de reparagdo da cartilagem, modalidades adicionais de tratamento tém sido
estudadas no sentido de promover a melhor recuperacdo da cartilagem e fixar grandes
fragmentos osteocondrais (NIXON, 2005).

Apesar de amplamente estudados, pouco foi conseguido no sentido de melhorar a
qualidade de reparacéo e controlar a formacéo de fibrocartilagem na lesdo. Defeitos induzidos
experimentalmente demonstram cicatrizacdo através do influxo de tecido de granulacéo,
caracterizado pelo colageno tipo | e Il, além de proteoglicanos e agrecam. Desta maneira,
forma-se um tecido semelhante a cartilagem hialina, porém com qualidades biomecéanicas e

bioquimicas que pouco se assemelham ao tecido original (FRISBIE, 2006).

2.3.5 Prognostico da OCD

O progndstico para retorno a atividade atlética apds intervencdo cirurgica depende das
articulacdes acometidas e do tamanho e nimero de lesbes, variando de moderado a bom para
a maioria das articulagfes envolvidas (VAN WEEREN, 2006). Apesar de muitos animais
serem capazes de retornar ao exercicio na capacidade pretendida por seus treinadores e
proprietarios apds o tratamento cirdrgico, o0 prognastico para a futura carreira atlética torna-se
menos favoravel de acordo para lesdes extensas (FOLAND et al., 1992; FORTIER; NIXON,
2005).

Mcllwraith et al., (1991) reportaram taxas de sucesso apOs 0 tratamento por

artroscopia de 73% para animais de corrida e de 83% para equinos submetidos a outros tipos
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de atividade atlética, com reducdo da efusdo sinovial de 89% para cavalos de corrida e 74%
para 0 segundo grupo. J& uma pesquisa mais recente, conduzida por Brink et al. (2009),
demonstrou melhora significativa na avaliacdo subjetiva da efuséo (41%), claudicacdo (88%)
e resposta ao teste de flexdo (86%) da articulacdo tibiotarsica de 79 equinos de diferentes
racas apresentando OCD, apds serem submetidos ao tratamento cirdrgico para remocdo do
fragmento osteocondral.

Cruz (2011) realizaram acompanhamento do poOs-operatorio em longo prazo de
animais com OCD submetidos ao tratamento cirargico. Dos 75 animais avaliados 54% nao
apresentaram sinais clinicos de efusdo ou claudicacdo no pds-operatdrio. As taxas se
mostraram mais favordveis para animais de 3 a 4 anos com 100% de remissdo da
sintomatologia. indices menos expressivos foram apresentados para os animais maiores de 6
anos de idade, dos quais apenas 35,29% apresentaram melhora dos sinais clinicos.

Nem todas as lesdes de OCD resultam em sinais clinicos de efusdo e claudicacdo. No
entanto, quando estes sinais estdo presentes, se ndo forem devidamente tratados, aumentam
dramaticamente a chance de desenvolvimento da osteoartrite secundaria (FORTIER; NIXON,
2005). E importante salientar que a intervencdo cirlrgica deve ser instituida precocemente no
curso da doenga para que a capsula articular ndo esteja demasiadamente alongada pela
distensdo crbnica, o que tornaria a resolucdo da efusdo menos provavel. Além disso, o
procedimento deve ser realizado antes da instalacdo do processo articular degenerativo de
osteoartrite secundaria, o que determina um melhor progndstico para o animal (FOERNER,
2003). No entanto, deve-se respeitar a idade minima de cinco meses para certificar-se de que
se trata de lesdo permanente (McILWRAITH, 2013).

2.4 BIOMARCADORES NA OCD

Tendo em vista que a patogenia e mecanismos de instalacdo e progressao da OCD sao
ainda pouco esclarecidos, e que os métodos diagndsticos disponiveis nem sempre apresentam
boa correlacdo com severidade da lesdo cartilaginea, a abordagem em nivel molecular se faz
necessaria (VAN WEEREN, 1996; VERWILGHEN et al, 2011). Biomarcadores, marcadores
bioquimicos e marcadores moleculares sdo termos utilizados para descrever indicadores
diretos ou indiretos das alteracBes no turnover de tecidos. Moléculas que sdo produtos
normais e subprodutos dos processos metabdlicos que ocorrem nestes tecidos também tem

sido utilizadas como marcadores (McILWRAITH, 2005b). Marcadores biomoleculares do
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metabolismo da cartilagem e do osso subcondral presentes no liquido sinovial tornaram-se
importantes ferramentas no acompanhamento das lesdes articulares, fornecendo dados para o
estabelecimento do progndstico e direcionando a conduta do veterinario (MACHADO et al.,
2012). Ao longo das ultimas décadas, pesquisas tém sido realizadas com o intuito de
desenvolver marcadores bioquimicos e imunoldgicos que sejam capazes de identificar e
quantificar os produtos da degradacdo da cartilagem articular, objetivando-se correlacionar
niveis elevados destes marcadores no liquido sinovial e no soro com o estagio da doenca,
visando avaliar sua eficacia e aplicabilidade no monitoramento da terapia (RAY et al., 1996).

O LS tem sido selecionado como alvo de diversas pesquisas por ser amplamente
estudado e implicado como mediador da progressao da doenca, pelo fato de que nele estéo
presentes citocinas pro-inflamatérias como o Fator de Necrose Tumoral (TNF-a),
Interleucina-1R (IL-1R) e Interleucina 6 (IL-6). Isto sugere que uma alteracdo no ambiente
articular possa fornecer um conjunto de biomarcadores para o diagnéstico e para 0
acompanhamento da progressdo das artropatias (McILWRAITH, 2005b). Particularmente no
caso da OCD, os biomarcadores podem revelar a necessidade de intervencédo cirdrgica antes
mesmo da presenca de sinais clinicos e antes que animal inicie sua vida atlética
(VERWILGHEN et al, 2011).

Os tipos de biomarcadores mais utilizados sdo aqueles relacionados a degradacdo da
cartilagem, principalmente os que se referem a quebra do colageno e dos
glicosaminoglicanos. Pelo fato da cartilagem ser ricamente composta de condroitim sulfato
(CS) e por sua viscosidade depender intimamente da concentracdo e tamanho da molécula de
acido hialurdnico (AH), a analise destes glicosaminoglicanos tem sido muito utilizada na
avaliacdo da OCD (MACHADO et al., 2012). Além destes componentes, o keratam sulfato
(KS), o epitopo 846 do condroitim sulfato (marcador da sintese do agrecam) e o CP-lI
(marcador da sintese do colageno tipo 1) ja foram descritos. Ray et al. (1996) demonstraram o
aumento dos niveis do CP-ll e do epitopo 846 em articulacdes apresentando fragmentos
osteocondrais, porém sem alteracdo da concentracdo do KS, comparando-se animais higidos e
acometidos por OCD.

Billinghurst et al., (2004) foram capazes de identificar a presenga da OCD utilizando-
se apenas dos marcadores bioldgicos. Em potros de 5 meses de idade, os biomarcadores de
degradacdo do coldgeno (fragmentos de colageno tipo | e 1) e mineralizacdo Gssea
(osteocalcina) foram considerados indicadores positivos da OCD. Em potros mais velhos com
lesbes permanentes, a severidade da OCD estava intimamente ligada a concentragdo dos

biomarcadores de reducdo da formacdo Ossea e de aumento na sintese de cartilagem (pro-
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coldgeno tipo Il). A habilidade dos biomarcadores em indicar a severidade da OCD, foi
dependente do estdgio da doenga e apresentou correlacdo positiva com o exame radiografico
(BILLINGHURST et al., 2004).

Verwilghen et al (2011) verificaram excelente correlacdo entre os marcadores de
degradacéo da cartilagem articular Coll2-1 e Coll2-1NO, e a avaliacdo da severidade da leséo
de OCD em animais de 3 a 5 anos através da artroscopia. De Graw et al., (2006) avaliaram as
alteracdes presentes no metabolismo da matriz cartilaginea de animais de 2 a 4 anos com
OCD sintomatica ou assintomatica. Ndo foram detectadas alteraces no turnover do colageno
ou proteoglicanos destes animais durante a avaliacdo, que seria 0 periodo correspondente ao
desenvolvimento dos sinais clinicos da OCD na crista intermédia da tibia. No entanto, foram
observadas concentragdes aumentadas do leucotrieno B, e da PGE, em animais doentes
guando comparados ao grupo controle, de articulacbes sem OCD, implicando que tais
mediadores contribuem para o inicio dos sinais clinicos (DE GRAW, 2006). Além destas
moléculas, a avaliacdo de biomarcadores como a COMP, ARGS (Alanina-Arginina-Glicina-
Serina do agrecam)- e citocinas tem sido amplamente utilizados (CATTERALL, 2010).

E cada vez mais evidente que as alteragdes que ocorrem no metabolismo da cartilagem
desempenham um papel fundamental no mecanismo molecular da OCD. No entanto, a
questdo principal que permanece é se 0s eventos estudados sdo primarios ou secundarios ao
processo de desenvolvimento desta doenca, visto que seu diagnéstico, em geral, € feito
tardiamente (YTREHUS et al., 2007). Este fato salienta a importancia de ferramentas para o
diagnostico durante os estagios iniciais e, geralmente, assintomaticos da OCD. Como as
perturbacdes metabdlicas ocorrem antes das alteracdes no genoma e proteoma, a analise
metabolémica através da técnica de Ressonancia Magnética Nuclear de prétons (*H RMN)
possivelmente oferece uma janela precoce para detectar alteragdes no perfil bioquimico do
inicio e progressdo da doenca, podendo ainda direcionar uma gama de potenciais tratamentos
(ADAMS et al., 2012).

A avaliacdo dos metabodlitos do LS por esta técnica apresenta vantagens sobre as
técnicas laboratoriais supracitadas de determinacdo de biomarcadores, entre elas: (1) a
possibilidade de rapida abordagem da natureza e da concentracdo de uma grande variedade de
componentes endogenos e exogenos simultaneamente, (2) por ndo ser necessario 0
conhecimento prévio da composi¢cdo da amostra a ser estudada e (3) por ndo ser uma técnica
destrutiva da amostra, o que permite sua recuperacdo e reutilizacdo em outras anélises
(LACITIGNOLA et al, 2008; NAUGHTON et al., 1993). Ainda, pelo fato das perturbacgdes

metabolicas ocorrerem em tempo real, esta avaliagdo tem a vantagem adicional de indicar o
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estado atual e a progressdo da doenga com precisao, 0 que se configura como vantagem sobre
as tecnicas comumente utilizadas de monitoramento das artropatias, como 0s exames
radiogréaficos e ultrassonogréaficos, exames estes considerados de baixa sensitividade, capazes
de identificar somente alteracGes em estagios avancados de destruicdo das estruturas
articulares (ADAMS et al., 2012).

A OCD pode acometer qualquer uma das articulacfes diartrodiais, porém sabe-se que
sua incidéncia se da de maneira diferente nas articulacdes, sendo a articulacdo tibiotarsica a
que apresenta maior incidéncia de leses. (McILWRAITH,1996). Além disso, sabe-se que ha
variagfes também no metabolismo, sendo algumas articulagdes mais metabolicamente ativas,
apresentando maior sintese de colageno e proteoglicanos (HENDREN; BEESON, 2009). Por
estas raz0es, optamos por utilizar apenas a articulacdo tibiotarsica em nosso estudo e por isso,

também, esta revisao esteve focada principalmente nesta articulacéo.

2.5 ANALISE METABOLOMICA

Todos 0s organismos Vvivos constituem, em seu conjunto, um sistema estavel de reacdes
quimicas e de processos fisico-quimicos mantidos a custa de energia. O processo de obtencéo,
armazenamento e utilizagé@o de energia, e a transformacéo de precursores obtidos do meio em
compostos caracteristicos de cada organismo sdo efetuados por uma intrincada rede de
milhares de reacdes quimicas e constituem o que conhecemos por metabolismo (Figura 5)
(MARZZOCO; TORRES, 2007). O termo metabolismo é definido essencialmente como uma
série de reacdes quimicas interligadas, com inicio com uma molécula em particular, a qual é
convertida em uma ou mais moléculas diferentes, obedecendo a um padrdo definido. O
metabolismo pode ser dividido em duas categorias: (1) reacdes que transformam combustiveis
em energia celular (catabdlicas), e (2) reacGes que necessitam de energia para ocorrer
(anabdlicas), como demonstrado a seguir:

(1) Combustiveis (carboidratos, gordura) > CO2 + H20 + energia utilizavel

(2) Energia + pequenas moléculas - moléculas complexas

Todas as ceélulas transformam energia, extraindo-a do ambiente e a utilizando na
conversdo de moléculas simples em componentes celulares. Um pequeno nimero de
carreadores ativados, como o ATP, NADH e Acetil CoA sé&o comuns a diversas vias

metabolicas. O metabolismo é regulado pelo controle da quantidade de enzimas, suas
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atividades cataliticas e pelo acesso aos substratos. A compartimentalizacdo dos processos em
locais diferentes também pode influenciar este mecanismo regulatério, uma vez que segrega
reacOes opostas, como por exemplo, a oxidacdo dos acidos graxos, que ocorre na mitocondria,
em oposicdo a sua sintese no citosol. Em geral, vias metabolicas opostas séo reciprocamente
reguladas, como € o caso da gliconeogénese e da glicélise, reguladas de tal forma que uma via
esteja quiescente enquanto a outra esta altamente ativa (BERG et al., 2002).

Figura 5 - Diagrama demonstrando a complexidade e interligacdo entre as
vias e reacdes metabolicas dos organismos.

CEED

Fonte: BERG et al, 2002

Os metabdlitos sdo considerados os produtos do metabolismo e sdo representados por um
grupo de estruturas de baixo peso molecular (< 2.000 Da), incluindo lipidios, aminoacidos,
peptideos, acidos nucléicos, acidos organicos, vitaminas, tiois e carboidratos (ZHANG et al.,
2012). A anélise metabolémica tem por definicdo a avaliacdo global de todos os metabdlitos
presentes em uma amostra de tecido ou fluido (CUPERLOVIC’-CULF et al., 2010). Esta
tecnologia emergente tem sido amplamente estudada por revelar desequilibrios homeostaticos
nos sistemas bioldgicos, com grande capacidade de fornecer informacgdes dos diversos
biofluidos como o plasma, sangue total, soro, urina, saliva, liquido cefalorraquidiano, bem
como o liquido sinovial (ZHANG et al., 2012). Para avaliacbes em larga escala, o soro pode
ser o tipo de amostra mais indicado por sua facilidade de obtencdo. No entanto, o liquido
sinovial é superior em demonstrar diretamente a condi¢do do ambiente articular (VAN
WEEREN, 2006). O liquido sinovial apresenta grande potencial em determinar o0s

componentes de baixo peso molecular resultantes do processo de degradacdo da cartilagem
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articular sob influéncia de espécies reativas de oxigénio no processo inflamatério
(SCHILLER et al, 1996).

O principio deste tipo de avaliacdo em um sistema bioldgico baseia-se no conceito de
que as perturbacBes causadas pela doenca levardo a alteragbes correlacionadas na
concentracdo de certos metabdlitos (PRIORI et al., 2013). Este método tem se demonstrado
bastante importante na investigacdo do estado fisioldgico dos organismos, no diagnostico e
descoberta de biomarcadores altamente discriminantes de determinada doenca ou estagio
desta, e na identificacdo de vias metabolicas alteradas em decorréncia de afeccGes ou
tratamentos instituidos (ZHANG et al., 2012). No campo das doengas articulares a procura
por biomarcadores especificos tem sido crescente. Um biomarcador é considerado ideal
guando compreende algumas caracteristicas, a saber: (1) ser especifico para a enfermidade,
(2) refletir o estagio atual e a progressdo da doenca, (3) facilitar o diagndstico precoce e (4)
fornecer o progndstico da mesma (ZHAI; ESHGHI, 2012). Atualmente, na medicina humana,
ja se consideram alguns metabdlitos apresentados na espectroscopia como biomarcadores,
como € o caso do citrato, utilizado no diagnostico de tumores de prostata, e da colina,
metabolito referéncia para o diagnostico das neoplasias mamarias. Estes testes estdo
disponiveis clinicamente e com o apoio da maioria das companhias de seguro na Europa e
América do Norte (SERKOVA et al., 2007).

Esta nova abordagem pertence a familia das ciéncias “Omicas”, a qual € composta pela
genbmica, transcriptdmica e protedmica (Figura 6), e é caracterizada por ser dirigida por
dados, sem o uso de modelos pré-determinados. Através do estudo dos metabolitos € possivel
definir o estado atual do sistema a ser estudado, como resultado da pressdo do ambiente e do
potencial genético, o que ndo ¢ possivel através das caracterizacdes gendémicas e protedmicas
(PRIORI et al., 2013). Enquanto o genoma, transcriptoma e proteoma podem ser considerados
como o fluxo da expressdo génica, caracterizando avaliacdo de caracteristicas estruturais, a
metabolomica representa o ultimo nivel “Omico” de um sistema biologico, refletindo

alteracOes fenotipica e funcionais (PUTRI et al., 2013; RUGGERI et al., 2013).
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Figura 6 - Representacdo da cascata das abordagens “6micas”.
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Fonte: Adaptado de Goodacre, 2005.

Legenda: O fluxograma representa a resposta biolégica dos
sistemas as doencas, fatores genéticos e perturbacfes ambientais,
utilizadas na investigacdo dos biomarcadores. As setas verticais a
direita indicam as interagdes regulando a expressdo “Omica”
especifica.

Metaboloma Metabélitos'

W&

Neste cenario da Biologia Sistémica 0s organismos sdo vistos como dinamicos e
complexos e considera-se que suas respostas e comportamento sejam originados de interagdes
imprevisiveis, considerando-se exclusivamente as propriedades de partes individuais destes
sistemas. Isto é especificamente importante no caso das doencas cronicas, nas quais a
metabolémica oferece a oportunidade de mapear a via patoldgica especifica do paciente
(PRIORI et al., 2013). Considerando-se que 0s processos metabdlicos ndo ocorrem
isoladamente, através da interacdo dos mdaltiplos sistemas envolvidos nas doengas emerge
uma impressdo digital (fingerprinting) caracteristica da mesma (FITZPATRICK; YOUNG,
2013).

Existem diversas técnicas para realizacdo da analise metabolémica, sendo que as mais
comumente utilizadas sdo a Espectroscopia por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN),
Espectrometria de Massa (EM) e HPLC (BARTHI et al., 2013; FITZPATRICK; YOUNG,
2013). Dentro do campo da metabolémica em biofluidos destaca-se a técnica de *H RMN, por
se tratar de uma excelente maneira de definir o perfil deste tipo de amostra, caracterizada
como uma solugdo complexa (ZHANG et al., 2012). Nas pesquisas envolvendo artropatias,
esta técnica € considerada muito apropriada devido a grande heterogeneidade nos processos
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da doenca e o reconhecimento de que nenhum biomarcador isolado é capaz de refletir a
amplitude de processos temporais e patoldgicos associados (LAMERS et al., 2005). Portanto,
a combinacdo em um painel de diversos biomarcadores simultaneos, obtidos sob as mesmas
condicdes de temperatura de aquisicdo dos dados, concentracdo, manipulacdo e
processamento das amostras, aumentam a capacidade discriminatéria deste tipo de teste para a
enfermidade em questdo (GARNERO et al., 2000). Ainda, no desenvolvimento de ensaios
diagnosticos, a analise metaboldmica tem a vantagem de apresentar geralmente o mesmo
subgrupo de metabdlitos relacionados a doenca, mantendo sua capacidade discriminativa,
bem como sua sensibilidade e especificidade (FITZPATRICK; YOUNG, 2013).

A metodologia envolvida na *H RMN consiste em trés passos: 1) a aquisicdo de dados
experimentais através da espectroscopia; 2) analise estatistica multivariada; 3) projecdo da
informacdo adquirida para a construcdo do mapa do paciente (PRIORI et al., 2013). A
aquisicdo das amostras resulta em um espectro contendo picos, representativos da ressonéancia
dos protons. A grande quantidade de dados obtidos requer o uso de estatistica de analises
multivariadas, para simplificacdo e obtencdo de um significado a partir destes resultados
(FITZPATRICK; YOUNG, 2013). O estabelecimento do perfil metabdlico baseado na ‘H
RMN seguido de técnicas estatisticas de reconhecimento de padrdo fornecem informacdes
metabolicas abrangentes dos diversos componentes dos biofluidos, refletindo os niveis de
metabdlitos enddgenos e biomarcadores envolvidos em determinada via celular, a qual pode

indicar caracteristicas tanto fisioldgicas quanto patolégicas (BARTHI, 2013).

2.6 CONCEITOS DA RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

A Ressonancia Magnética Nuclear, do inglés Nuclear Magnetic Resonance (NMR) é
uma técnica de exame da matéria baseada no conceito de que certos ndcleos atdbmicos sdo
intrinsicamente magnéticos. Apenas um ndmero limitado de is6topos apresenta esta
propriedade denominada spin, dentre os quais destacamos o hidrogénio (*H), carbono (**C),
nitrogénio (*°N) e oxigénio (*’O) (BERG et al., 2002). O niicleo utilizado para este estudo foi
o proton de *H. A 'H RMN baseia-se na medida da precessdo (alteracdo do eixo de rotacéo)
do spin destes nucleos quando submetidos a um campo magnético. Segundo o modelo vetorial
classico, o spin do nucleo atdmico, sob a acdo de um campo magnetico, gera um momento
magnético representado pelo vetor #. Sendo que para um nucleo de spin (1) pode-se ter duas
orientacfes (m) para este momento magnético (SANDERS; HUNTER, 1993).
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Quando um nucleo atdbmico interage com um campo magnético uniforme e constante
representado pelo vetor Bo , /7 apresenta a tendéncia a se orientar paralelamente a direcéo do
campo magnético, resultando em um par de vetores 7=/ X Bo que provocam a rotacéo

(precessdo, torque) de / sobre a direcdo da linha de forca do campo magnético Bo com uma

frequéncia angular vy conhecida, a qual depende exclusivamente do tipo do nucleo e da

intensidade do campo magnético Eo (Figura 7) (SANDERS; HUNTER, 1993).

Figura 7 - Representacdo da Orbita precessional e orientagcdo do spin
do atomo submetido a um campo magnético
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A técnica RMN ndo observa um unico ndcleo, mas estuda estatisticamente a medida
do efeito global de uma populagdo de nlcleos presentes na amostra do material a ser
examinado. E possivel, para casos onde o spin (1=1/2) definir um vetor magnetizacio (M)

como resultante da soma vetorial de todos 0s momentos magnéticos (&) dos nucleos isolados,
cada um dos quais poderd ter uma componente paralela a Bocom a mesma direcio
(alinhamento paralelo a= +1/2) ou com direcdo oposta (alinhamento antiparalelo p= -1/2)
(Figura 9) (SANDERS; HUNTER, 1993).
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Figura 8. Representacdo das possibilidades de
orientacao do nicleo em relagdo ao campo aplicado
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Devido a distribuicdo de Boltzamann o vetor magnetizagéo total nunca é nulo, sendo
assim possivel mensura-lo através da diferenca entre as populacBes e entre os estados
energéticos gerados pela distribuicdo de orientacGes possiveis (SANDERS; HUNTER, 1993).

Todo is6topo magneticamente ativo a RMN (I#0) possui uma propriedade intrinseca
denominada razao giromagnética (y). Normalmente medida em rad s* T, essa constante,
medida experimentalmente para cada nucleo, expressa a velocidade em que um dado nicleo
(is6topo) gira em torno de seu proprio eixo quando submetido a um determinado campo
magnético. Sendo assim, pode-se quantificar a energia de cada orientacdo do isotopo de
hidrogénio de spin (I1=1/2) como sendo (SANDERS; HUNTER, 1993):

E(a+1/2):'1/2 X Y (hidrogénio) X Boxh

(h =h/2) - onde h é a constante de Planck, a qual transforma os resultados em valores de

energia em Joules).
E@-12=+1/2 X Y(nidrogenio) X Bo X h

Finalmente, € possivel associar AE=E,-Eg= Y(hidrogenio) X Bo x h. Segundo Bohr e
Planck toda a diferenca de energia pode ser associada a uma variacdo de frequéncia, ou seja,
AE=h vp. lgualando estes dois valores de variacdo de energia pode-se obter a equagéo
fundamental da RMN que diz (SANDERS; HUNTER, 1993):

h Vo= Y(hidrogénio) X Bo X (h /27‘5) ou SEja Vo= Y(hidrogénio) X Bo) /(27’5)
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Logo, para se medir uma variagdo de energia entre dois estados m (a = ) basta
aplicar a frequéncia vo a uma amostra submetida a um campo magnético By, sendo esta
frequéncia sempre da ordem de MHz para campos magnéticos comercialmente utilizados em
espectrometros de RMN (2 a 25T) (SANDERS; HUNTER, 1993).

Figura 9 — Representacdo esquematica dos spins dos
nlcleos apos aplicacdo de campo magnético
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O estado a apresenta uma quantidade ligeiramente inferior de energia e, portanto, ¢
mais populoso, pelo fato de estar alinhado ao campo. Um préton em spin o pode ser elevado
ao estado P através da aplicacao de um pulso de radiagdo eletromagnética (radiofrequéncia) ,
desde que a frequéncia corresponda a diferenca de energia entre os estados o e [.Nestas
condicBes o spin se transformara de o para B, obtendo-se, assim, a ressonancia (BERG et al.,
2002).

Sendo a magnetizagdo resultante M, uma somatoria dos vetores p dos spins dos
nacleos contidos no material, paralela a direcdo do campo e no mesmo sentido, pode-se
utilizar uma onda de radiofrequéncia (v) durante um certo tempo (t,) para mudar a diregdo
desta resultante em relagédo ao campo B, medindo-se entdo o retorno desta magnetizacdo ao
seu estado inicial ao final do tempo t,. Esta medida resulta em um interferograma denominado
FID (do inglés Free Induction Decay) que representa o decaimento de energia absorvida pelos
nacleos ao longo do tempo durante o processo de restauragdo da condigdo inicial da amostra,
referente ao estado estacionario ou equilibrio (Figura 10) (SANDERS; HUNTER, 1993).
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Figura 10 — Representacdo das curvas de RMN e interferograma FID
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Depois da perturbacdo pela radiofrequéncia (v) o sistema retorna a situacdo de
equilibrio entre os spins dos a&tomos da amostra e 0 campo By. Este retorno ocorre de acordo
com modalidades de tempo dependentes da amplitude de M, a qual diminui segundo o
processo de relaxacdo. O processo de relaxacdo é definido como o tempo decorrido até que 0s
atomos percam a energia adquirida, retornando ao estado fundamental. Este processo se da de
acordo com dois fenémenos: o de relaxagdo transversal T,, ou anulagdo da componente
transversal M,y, e o de relaxagdo longitudinal T;, ou recuperacdo da magnetizacdo
longitudinal M, (SANDERS; HUNTER, 1993).

A constante de tempo T;, que define o retorno as condi¢Ges de equilibrio da
componente longitudinal do vetor M € definida como o tempo de relaxacao do spin-rede, pois
atua sobre a energia que € transferida entre o sistema de spin e o restante do ambiente, pelo
atrito entre os aomos e entre estess com a parede do sistema.
A constante de tempo T,, que define a anulacdo da componente transversal do vetor M, é
definida como o tempo de relaxagdo spin-spin porque atua nas interacdes entre 0s momentos
magnéticos dos nucleos isolados, estando relacionada a dindmica temporal que leva os spins
atbmicos a perderem energia pela rotacdo e, portanto, a defasarem.
O tempo de relaxacdo T, é sempre menor ou iguale a T; (SANDERS; HUNTER, 1993).

2.6.1 Transformada de Fourier

O sinal recolhido pela antena representa a soma dos termos que oscilam com a forma
de uma funcdo sinuséide da distribuicdo da densidade dos prétons do volume adquirido. Esta
funcdo periddica e discreta, a qual varia de acordo com o tempo pode ser transformada em
uma nova funcéo variando de acordo com a frequéncia. Esta transformacéo é denominada de

Transformada de Fourier e permite a decomposicdo de um sinal diferencial em uma soma
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infinita de sinusoides (termos) com frequéncias, amplitudes e fases diferentes da funcédo
inicial. A representacdo dos termos da transformada de Fourier do sinal S(t) permite uma facil
visualizacdo grafica do espaco no tempo. O nucleo atbmico normalmente utilizado nas
analises RMN é o proton de hidrogénio, pelo fato de se comportar como um pequeno dipolo
magnético, com a vantagem de que estes estdo presentes em todos 0s materiais juntamente
com a agua, e permitem uma 6tima resposta na RMN (SANDERS; HUNTER, 1993).

2.6.2 Deslocamento Quimico

Os nucleos das amostras que sofreram perturbacdo absorvem a radiagdo
eletromagnética em uma frequéncia passivel de mensuracdo. As diferentes frequéncias,
denominadas deslocamentos quimicos sdo expressas em unidades fracionais & (partes por
milhdo — ppm) de Hertz em relacdo ao deslocamento de um composto padrdo (BERG et al.,
2002).

A posicdo na linha de espectro da RMN depende da nuvem eletrénica ao redor do
ndcleo estudado. A alta densidade de elétrons ao redor dos ndcleos atua como uma blindagem
magnética, a qual ird se opor ao campo By, fazendo com que ndcleos ricos em elétrons em sua
eletrosfera apresentem posicdes de deslocamento quimico menores do que nicleos com
deficiéncia de elétrons em sua nuvem eletrénica. Nucleos em proximidade as moléculas de
oxigénio, por exemplo, tem sua nuvem eletronica atraida pelo O,, 0 que o torna desblindado.
Esta desblindagem faz com que o ndcleo apresente maior frequéncia e, portanto, esteja
localizado em regides de maior frequéncia do espectro. Como exemplo temos um radical —
CHs o qual exibe, tipicamente, um deslocamento quimico de 1.0 ppm, enquanto um préton
aromatico localiza-se em 7.0 ppm (BERG et al., 2002).

2.7 APLICACAO CLINICA DA *H RMN

Na medicina humana, as pesquisas envolvendo a analise metabolémica estdo focadas,
principalmente, na determinacdo dos mecanismos de acdo de drogas, no estabelecimento do
perfil de doencas, ou na descoberta de biomarcadores (PUTRI et al., 2013). Descrevemos a

seguir, alguns dos campos de estudo desta tecnica.
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2.7.1 Aplicagdes na Medicina

A analise metabolémica é uma modalidade diagndstica promissora que devera melhorar
as abordagens atuais de identificacdo de apenas um biomarcador por ensaio, sendo capaz de
avaliar bioassinaturas metabdlicas que sdo resultado de alteracbes bioquimicas globais na
doenca. Este fato é especialmente relevante para as condi¢cGes que requerem tratamentos
precoces. Um desses casos é a isquemia aguda do miocéardio, na qual pacientes podem se
apresentar com dores agudas no peito, porém sem o0s sinais classicos de isquemia, como um
eletrocardiograma inconclusivo e valores normais de troponina. Este cenario é desafiador para
o clinico e por isso a pesquisa na busca de biomarcadores precisos para esta doenca tem sido
amplamente realizadas (BODI et al., 2013).

A andlise metabolémica €, também, um método promissor no diagnéstico do cancer, por
seu carater pouco invasivo e por sua alta sensibilidade (PUTRI, 2013). A espectroscopia de
1H RMN fornece informac0es valiosas a respeito do metabolismo de tumores malignos e sua
efetividade esta baseada na deteccdo de niveis elevados metabdlitos caracteristicos, como € o
caso da colina, tida como um dos principais marcadores da atividade tumoral
(NEGENDANK, 1992). Em tumores cerebrais, a concentragdo de compostos contendo colina,
inositol, alanina, glicina e fosforietanolamina aumentam de acordo com a malignidade dos
tumores (KINOSHITA; YOKOTA, 1997). As concentracfes aumentadas de lactato e alanina
nas células pulmonares de ja foram correlacionadas com o cancer de pulméao (FAN et al.
(2009). Ja para o cancer de vesicula biliar, os compostos colina, aminoacidos, taurina e lactato
foram responséaveis por determinar a malignidade dos tecidos (BHARTI et al, 2013).

Torregrossa et al. (2012) verificaram grande eficacia no diagnostico de tumores de
tireoide. A avaliacdo metabdlica do tecido tireoidiano foi capaz de diferenciar noédulos
tireoidianos de lesdes tumorais. Ainda, 0 aumento nas concentracdes de fenilalanina, taurina e
lactato, bem como a reducgéo da colina e inositol foram definitivas para o estabelecimento do
diagndstico diferencial dos tumores malignos quando comparados aos benignos.

Além do céncer, a analise metabolémica tem sido utilizada em doencas do sistema
nervoso central e disturbios psiquiatricos. Por se tratarem de doencas nas quais ha dificuldade
em estabelecer um critério de diagnostico quantitativo, acredita-se que a anélise
metabolémica seja fundamental para o reconhecimento do painel de biomarcadores para o
diagndstico e confirmacdo dos efeitos do tratamento (PUTRI, 2013).

Estudos utilizando a avaliacdo dos metabolitos do liquido cefalorraquidiano de

pacientes esquizofrénicos revelou um desequilibrio na homeostase da glicose, com clara
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distingdo entre individuos doentes e sadios. Ainda, o espectro de mais da metade dos
pacientes retornou aos niveis de normalidade ap6s o tratamento com drogas antipsicoticas
(HOLMES et al., 2006). A procura por biomarcadores que definam o diagnéstico de doencas
do sistema nervoso central inclui também o autismo (RUGGERI et al., 2013), transtorno
bipolar e depressdo (BUSTILLO, 2013).

No campo das artropatias, a espectroscopia *H RMN tem sido utilizada na avaliacio das
diferentes doencas articulares, como a osteoartrite, artrite reumatdide, artrite séptica e gota
(VAN DER WIETMARSCHEN et al., 2012; HUGLE et al., 2012; ADAMS et al., 2012;
PRIORI et al., 2013). Trabalhos anteriores demonstraram a capacidade de diferenciacdo entre
as artropatias pela andlise metabolémica. Meshitsuka et al. (1999) observaram que a
comparacao dos perfis metabodlicos de pacientes com artrite reumatoide e osteoartrite permitiu
uma clara distincdo entre as duas doencas, com niveis de concentracdo de lactato e alanina
bastante diversos do perfil normal. Madsen et al., (2011) relataram sensibilidade de 90% e
especificidade de 94% na diferenciacdo entre pacientes com artrite reumatdide e artrite
psoriasica, havendo diferencas maiores entre 0s dois grupos de doentes do que entre pessoas
com artrite reumatoide e individuos higidos. Muitos estudos foram conduzidos utilizando a
urina ou soro, ou a comparacgéo pareada destes na investigacdo da osteoartrite. No entanto, a
andlise destes fluidos sofre interferéncia da idade, alimentacdo, massa muscular, entre outros
fatores que podem confundir o padréo Unico desta doenca. Por esta razdo, o liquido sinovial se
configura como a amostra mais precisa, especifica e de tempo real que se pode obter para o
estabelecimento do perfil metabdlico (ADAMS et al., 2012).

Acredita-se que a utilizacdo da metabol6émica no caso das artrites reumatdides seja de
especial interesse na medicina, pelo fato de que esta técnica pode ser utilizada no diagndstico
prematuro, na predicdo da resposta a terapia e no controle da progressdo da doenca atraves
dos biomarcadores, uma vez que estd comprovado que o diagnostico e a intervencao
terapéutica precoces melhoram consideravelmente o progndéstico (PRIORI et al., 2013). Tal
justificativa pode, igualmente, ser aplicada no caso da OCD em equinos, onde a identificacao
precoce do processo pode orientar a conduta em uma criacdo animal, seja para a prevencéo e
tratamento da doenca ou mesmo para a triagem de individuos isentos de distarbios

potencialmente genéticos.
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2.7.2 Aplicagdes na Medicina Veterinaria

Nas ciéncias veterinarias, esta técnica € ainda pouco explorada, sendo que a maioria das
pesquisas é direcionada as artropatias no modelo experimental canino (DAMYANOVICH et
al., 1999b; CROVACE et al., 2006). Em experimento conduzido em cées apresentando
osteoartrite induzida pela transeccdo do ligamento cruzado anterior, observaram-se
significativas diferencas nos espectros dos animais doentes quando comparados aos controles
normais. As maiores alteraces no espectro dos animais doentes foram o acentuado aumento
dos picos referentes ao lactato e a grande queda nos niveis de glicose do liquido sinovial.
Somado a estes picos, observaram, ainda, diferencas nos niveis de piruvato, leucina, glicerol,
alanina, isoleucina, corpos cetdnicos e 4&cidos graxos associados a lipoproteinas,
caracterizando o ambiente articular como hipdxico e acidotico, com alteracdo das vias
metabdlicas de lipidios (DAMYANOVICH et al., 1999a).

Na medicina veterinaria de equinos, Ralston et al., (2009) investigaram o perfil
bioquimico do soro de potros Standardbred. Neste estudo foram feitas avaliacGes pareadas
comparando potros filhos de um mesmo garanhdo, com e sem OCD da articulacdo
tibiotarsica. Os resultados obtidos revelaram a clara separacdo entre os grupos doentes e
higidos através de métodos estatisticos de Analise da Componente Principal (PCA). Além
disso, foram observados aumentos significativos nos niveis de colina, tirosina, treonina, lisil
albumina e R-glicose, bem como menores concentragdes de aminoacidos, a-glicose e
lipoproteinas de baixa densidade nos animais com OCD.

Laticignola et al. (2008) conduziram um estudo comparando o perfil metabdlico do
liquido sinovial de cavalos higidos com o de animais apresentando osteoartrite. Neste estudo,
os sinais dos metabdlitos selecionados como marcadores inflamatérios foram o lactato,
alanina, acetato, N-acetilglucosamina, piruvato, citrato, creatina/creatinina, glicerol, colina e
a-glicose. Comprovou-se que a analise espectral deste fluido revela diferengas significativas
entre os grupos mencionados, sugerindo tratar-se de técnica de grande utilidade diagndstica e
como auxiliar no estabelecimento de novas terapias.

Concluindo, a analise metabolémica tem sido aplicada em diversas enfermidades e o
que se observa é o0 seu grande potencial na ampliacdo do conhecimento do mecanismo das
doencas e da possibilidade de realizacdo de um diagndstico precoce e monitoramento do
tratamento empregado (PRIORI et al., 2013). Esta técnica pode ser extremamente Gtil no
estudo do metabolismo articular e deve possibilitar a avaliagdo da atividade terapéutica de
drogas anti-inflamatorias a nivel molecular (LACITIGNOLA et al., 2008).
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Como demonstrado, a grande maioria dos estudos estd voltada para alteragdes
inflamatorias, porém, acredita-se que esta técnica seja igualmente importante na avaliacdo da
OCD. Acreditamos que a anélise por *"H RMN seja imensamente Gtil da deteccdo de
alteracbes metabolicas na fase inicial da doenca, quando o processo inflamatério e de
degradacdo ainda ndo tiveram inicio, porém ja existe disturbio metabdlico. Pelo fato desta
doenga ser, em geral, detectada tardiamente em seu curso de evolugdo no paciente, as
alteracbes no metabolismo detectadas atualmente pelos biomarcadores tratam-se,
provavelmente, de processos secundarios a doenca (YTREHUS et al., 2007). Este fato
salienta a importancia do estabelecimento de ferramentas para o diagndstico durante 0s
estagios iniciais e, geralmente, assintomaticos da OCD. A anélise metabolémica oferece uma
janela precoce para deteccdo de alteracbes no perfil bioquimico do inicio e progressdo da
doenca, podendo ainda direcionar a prevencdo e a instituicdo de potenciais tratamentos
(ADAMS et al., 2012).

Até o presente momento ndo ha relatos de andlises do metabolismo articular por
espectroscopia de *H RMN para o estabelecimento do perfil metabélico do liquido sinovial de

equinos apresentando osteocondrite dissecante.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

e Estabelecer o perfil metabdlico global do liquido sinovial de equinos higidos e equinos

acometidos por osteocondrite dissecante (OCD).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Estudar a aplicabilidade de método alternativo, minimamente invasivo e ndo
destrutivo das amostras, para a caracterizagdo e diagnostico da osteocondrite

dissecante em equinos através do liquido sinovial.

e Utilizar o perfil metabolico global para identificar uma caracteristica metabdlica
distinta do liquido sinovial proveniente de equinos acometidos por osteocondrite

dissecante, comparado aquele proveniente de animais sem doencas articulares.

e Avaliar a possibilidade de distin¢cdo entre os liquidos sinoviais de articulagdes com

OCD sintomatica e assintomatica através da avaliacdo do metabolismo articular.
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4 JUSTIFICATIVA

O presente projeto tem sua importancia na busca da melhor compreensdo das
alteracdes metabolicas presentes nas articulacdes de animais acometidos por osteocondrite
dissecante e suas consequéncias no liquido sinovial através de método inovador, pouco
invasivo e de facil utilizacdo. Espera-se com esta pesquisa, estabelecer o perfil metabdlico
global do liquido sinovial de equinos higidos e acometidos por osteocondrite dissecante, bem
como comparar o perfil do metabolismo nestas duas condi¢des, a fim de que se estabeleca no
futuro como uma ferramenta adjuvante no monitoramento desta enfermidade articular e

forneca um padrdo de reconhecimento da progresséo da doenca frente ao tratamento.
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3) MATERIAL E METODO

O experimento foi realizado nos Servicos e Laboratérios de Pesquisa dos
Departamentos de Clinica Médica (VCM) e de Cirurgia (VCI) da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da Universidade de S&o Paulo (FMVZ/USP), assim como no Instituto
de Quimica da Universidade Estadual de Campinas (IQ/UNICAMP), onde foram realizadas a
aquisicdo e avaliacdo dos dados.

Todos os equinos foram utilizados com o consentimento do proprietario e seguindo as
normas e procedimentos éticos relativos ao uso de animais em pesquisa da Comissdo de Etica
no Uso de Animais da FMVZ — USP (Projeto N° 3155/2013)

5.1. ANIMAIS EXPERIMENTAIS

5.1.1 Articulacbes Higidas

5.1.1.1 Critérios de Incluséo

Foram utilizados os liquidos sinoviais provenientes das articulacbes higidas de
equinos, com idades entre cinco e 10 anos, de diferentes racas, pesando entre 350 e 500 kg,
mantidos em piquetes de propriedade particular (Fazenda Santa Rita 1) situada no municipio
de Braganca Paulista. Os animais recebiam como alimento racdo balanceada na gquantidade
equivalente a 1% do peso vivo, agua ad libitum e volumoso também a vontade, em piquetes
de graminea Tyfton. Além destes, foram colhidos liquidos sinoviais das articulagdes de
animais de pesquisa pertencentes aos Departamentos de Cirurgia e de Clinica Médica da
FMVZ — USP, os quais recebiam a mesma alimentacdo mencionada anteriormente. Para este
estudo, foram colhidas amostras de liquido sinovial provenientes de 40 articulacGes
tibiotarsicas de equinos que ndo apresentassem historico de lesbes, que ndo demonstrassem
claudicacdo ao exame fisico, e que ndo fossem responsivos ao teste de flexdo dos membros

pélvicos.
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5.1.1.2 Colheita do Liquido Sinovial

Para os animais incluidos neste grupo, foram colhidas amostras de 2 a 6 ml de liquido
sinovial das articulacGes tibiotarsicas. O acesso escolhido para a artrocentese localizava-se
medialmente a veia safena, logo abaixo do maléolo medial da tibia, na face dorsomedial do
tarso, segundo Moyer (1986), e foi realizado utilizando-se agulhas hipodérmicas 30 x 8 mm.
O animal foi posicionado no tronco de contencdo e recebeu sedacdo com Detomidina 0,01
mg/kg. O local de puncdo das articulacGes tibiotarsicas foi tricotomizado e preparado

assepticamente antes de cada colheita, com o uso de iodopovidona e &lcool 70% (Figura 11).

Figura 11 — Colheita do liquido sinovial da articulagdo higida de
equino.

-

Fonte: FMVZ-USP

5.1.2 Articulagbes apresentando Osteocondrite Dissecante
5.1.2.1 Critérios de Incluséo

Foram utilizados os liquidos sinoviais provenientes das articulacBes de equinos com
idade acima de trés anos, de diferentes racas e pesos. Neste estudo, foram incluidas 53
articulacdes tibiotarsicas de equinos atendidos no Hospital Veterinario da FMVZ/USP com
diagnostico clinico de OCD, confirmado aos exames ultrassonografico e radiografico (Figura
12), sendo 12 referentes a articulagdes com OCD assintomaética e 41 com OCD sintomatica.
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Figura 12 - Imagens radiogréafica e ultrassonogréfica de lesdo de OCD em articulagéo tibiotarsicas de equino.

Fonte: FMV-

Legenda: As setas indicam a presenca de fragmento osteocondral destacado.

Durante a permanéncia no Hospital Veterindrio os animais foram mantidos em baias
sob condig¢bes naturais de luz, temperatura e umidade. Receberam como alimento ragéo
balanceada, suplementada com feno de graminea coast cross (Cynodum dactylum) e agua
fornecida ad libitum. Para os animais apresentando OCD bilateral, de ambos os membros
foram colhidos liquidos sinoviais, perfazendo duas amostras por individuo. No caso de OCD
unilateral, de ambos 0os membros foram colhidos liquidos sinoviais, também perfazendo duas

amostras por individuo, sendo uma com OCD e outra utilizada como controle higido.

5.1.2.2 Colheita do Liquido Sinovial

Para as articulacGes apresentando OCD, a colheita de liquido sinovial ocorreu durante o
procedimento artroscopico preconizado como parte do tratamento. As artroscopias foram
realizadas no Servico de Cirurgia de Grandes Animais da FMVZ-USP.

Os animais permaneceram em jejum alimentar de 12 horas antes do procedimento
cirirgico. Uma ampla area na articulagdo tibiotarsica acometida foi preparada de maneira
rotineira para artroscopia. Antecedendo o procedimento anestésico foi administrada amicacina
na dose de 15 mg/Kg e fenilbutazona na dose de 4,4 mg/Kg, ambas por via intravenosa. A
sedacdo foi realizada com cloridrato de xilazina 10% (0,6 mg/kg), administrada pela via
intravenosa 15 minutos antes da inducdo anestésica. Para a inducdo da anestesia foi utilizado

diazepam (0,05mg/kg) associado a quetamina 10% (2,2 mg/kg), seguido de éter-gliceril-
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guaiacol (EGG) 10% (100 mg/kg), ambos pela via intravenosa, possibilitando assim a
intubacdo orotraqueal. Para a manutencgdo anestésica foi utilizado isofluorano vaporizado em
oxigénio 100%. O animal foi posicionado em decubito dorsal e as articulagdes foram
submetidas a antissepsia e colocacdo de campos operatorios. A artrocentese foi realizada sobre
a bolsa dorsomedial, com agulha 40x10, permitindo a colheita de liquido sinovial e infusdo de
solucdo de ringer lactato para distensdo articular (Figura 13). O procedimento artroscopico
subsequente ocorreu visando o tratamento especifico do quadro de OCD. O pds-operatorio
consistiu em antibioticoprofilaxia sisttmica com amicacina na dose de 15 mg/Kg, por via
intravenosa, a cada 24 horas, totalizando trés aplicacdes. Como agente anti-inflamatério foi
utilizada a fenilbutazona (4,4 mg/kg), por via intravenosa, uma vez ao dia, durante trés dias. As
feridas foram mantidas com penso protetor e 0s curativos realizados a cada troca com solugédo

fisioldgica, até a retirada dos pontos de sutura, que se deu no 10° dia do p6s-operatdrio.

Figura 13 - Colheita do liquido sinovial de articulagdo
apresentando OCD, de equino submetido a artroscopia.

1 7

Fonte: FMVZ-USP

Parte do material utilizado no grupo com OCD era proveniente de projeto de pesquisa ja
realizado, armazenado para este fim em freezer -80°C (Protocolo CEUA No 1238/2008). Os
liquidos sinoviais congelados foram submetidos a testes prévios para validacdo do método de
'H RMN, visando certificar que as amostras congeladas apresentassem os mesmos padrdes

das demais.
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5.2 ANALISE DO LiQUIDO SINOVIAL - 'H RMN

5.2.1 Processamento das Amostras de LS

As amostras colhidas em ambos os grupos foram imediatamente submetidas a
centrifugacdo a 2000rpm, 4°C por 15 minutos. O sobrenadante foi, entdo, transferido para um
tubo de Eppendorf e imediatamente congelado em nitrogénio liquido. O pellet celular foi
preservado para ser utilizado em pesquisas envolvendo o cultivo de sinovidcitos.

Os tubos Eppendorf contendo liquido sinovial foram retirados do nitrogénio liquido e
descongelados a temperatura ambiente, sendo novamente submetidos a centrifugacdo a
2000rpm, 4°C por 15 minutos. Apés a centrifugacdo, 0,5ml da amostra foi pipetado e
acondicionado em tubos de RMN contendo 50uL de 4gua deuterada, utilizada para o lock no
equipamento de RMN (Figura 14). A agua deuterada age como solvente para promover a
estabilizagéo da aquisicdo dos dados. O instrumento “trava” na ressonancia do deutério, a qual
ndo sera observada, atingindo uma estabilidade da frequéncia do campo. Isto € necessario,
pois 0 campo magnético sofre pequenos desvios ao longo do tempo, o que em longo prazo
produziria sinais espectroscopicamente amplos e descaracterizados.

Apo0s a adicdo da dgua deuterada, procedeu-se com a homogeneizacdo por inversdo
total, tomando-se o cuidado de ndo formar bolhas no interior dos tubos.

Figura 14 - Preparacdo das amostras para realizacdo da
andlise metaboldmica.

Fonte: 1Q-UNICAMP

Legenda: Ap0s centrifugacdo, o liquido sinovial foi
colocado em tubos de RMN contendo agua deuterada.
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5.2.2 Aquisicdo dos Espectros de 'H RMN

Os espectros de *H RMN foram adquiridos no espectrometro Bruker Avance 1|
operando a 500.0 MHz para *H. As amostras foram mensuradas a temperatura ambiente
(25°C), utilizando a sequéncia de pulsos de Carr Purcell Meiboom Gill (CPMG) com pré-
saturacdo do sinal da H,O. A aquisicdo foi realizada adquirindo-se 32768 pontos (32K), com
tempo de aquisicdo de 1,6s (SW=20.61ppm). O sinal remanescente da agua foi suprimido
com pré-saturacdo em onda continua (CW) durante 1.2s, e 160 varreduras foram utilizadas
para se obter uma boa relagéo sinal-ruido.

A sequéncia de CPMG ou filtro de t, faz com que, ap6s a transferéncia de
magnetizacdo para o plano xy, pela aplicacdo inicial de um pulso de 90° na direcdo X esta seja
mantida neste plano através da aplicacdo de sucessivos pulsos de 180° na direcdo y. Nesta
etapa, um curto periodo de tempo é permitido entre os pulsos de 180° o qual é ajustado para
permitir que ocorra a relaxacdo transversal de moléculas com t; curto. Desta forma os sinais
referentes as macromoléculas ndo sdo observados devido a perda de coeréncia dos vetores
magnetizacdo destas no plano xy, eliminando os sinais alargados destas moléculas nos
espectros (PURCELL et al., 1946).

Figura 15. llustracdo do interior do aparelho de ‘H
RMN.
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Figura 16 - Aparelho de Ressonancia Magnética Nuclear Bruker Avance 111 500.0 MHz do Instituto de
Quimica da UNICAMP.

Fonte: IQ-UNICAMP
Legenda: No detalhe, a bandeja rotatéria para posicionamento das amostras, que sao levadas ao interior do
aparelho para aquisicao dos dados.

5.2.3 Processamento dos Dados de Espectroscopia

Os espectros adquiridos foram processados utilizando-se a funcdo de apodizacdo
exponencial (Linha de Base = 1Hz) para a diminui¢do do ruido, o qual encobre o sinal de
picos menores no espectro. A corregdo de fase foi realizada manualmente de forma que as
regides de interesse ficassem em fase, ignorando-se para esta correcdo a fase final do sinal
residual da H,O, sendo possivel estabelecer a relagdo entre os espectros de diferentes animais.
A linha de base total foi realizada através de uma funcdo linear. Os deslocamentos quimicos
dos picos foram referenciados a posicao do pico do lactato em 1.3 ppm.

5.2.4 Avaliacdo dos Resultados

O intervalo do espectro considerado para andlise foi de 0 a 9 ppm, por ser a regido que
apresentando sinais de ressonancia. Os dados espectroscépicos foram primeiramente
digitalizados e entdo arranjados em matrizes de dados para serem avaliadas por técnicas
estatisticas multivariadas.

Apo0s a obtencdo dos dados, os picos foram atribuidos aos seus respectivos metabolitos
através do Software ChenomX NMR Suite 7.6 Profiler® (ChenomX Inc.), dos bancos de
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dados disponiveis online (Madison Metabolomics Consortium Database, Biological Magnetic
Resonance Bank e Human Metabolome Database) e com base na literatura j& estabelecida
para os fluidos bioldgicos.

As andlises qualitativas foram limitadas aos componentes mais facilmente detectaveis
por sua alta concentracdo ou devido a sua ressonancia ocorrer em areas do espectro que
estivessem livres de outros sinais. O pico da alanina em 1.5 ppm foi utilizado como padrdo de

referéncia interna, padronizando a intensidade dos espectros.

5.3 ANALISE ESTATISTICA

O método estatistico de eleicdo para este tipo de dado é a Analise de Componente
Principal (Principal Component Analysis - PCA). Esta avaliacdo consistiu na determinacdo de
novo sistema coordenado através do estudo da correlacdo entre as matrizes. A anéalise de
componentes principais (PCA) é um meétodo ndo supervisionado de andlise exploratdria, ou
seja, que ndo faz uso de informacgdes prévias sobre as distribuices das amostras e, que
possibilita a deteccdo dos padrdes essenciais no conjunto de dados.

Uma componente principal é definida por um par de pesos e escores, sendo 0S pesos
responsaveis pela descricdo das relagBes entre as variaveis e os escores pela descricdo das
relagbes entre as amostras, em cada componente principal. Portanto, similaridades e
diferencas entre amostras ou variaveis podem ser vistas através de graficos de escores ou
pesos, respectivamente, de uma componente principal versus outra.

As componentes principais sao obtidas de modo a descrever a maxima variancia nos
dados e séo calculadas em ordem decrescente de importancia. Em outras palavras, a primeira
componente principal sempre descreve maior variancia do que a segunda componente, que
por sua vez descreve maior variancia que a terceira e assim sucessivamente.

Desta forma, a PCA fundamenta-se na correlacdo entre as variaveis e assim reduz a
dimensionalidade dos dados permitindo que determinadas informacdes fiquem mais evidentes
(WOLD et al, 1987).

Além da Analise da Componente Principal, avaliamos 0s espectros por comparacao

visual e pela comparagéo da intensidade dos picos dos metabolitos de interesse.
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6 RESULTADOS

Como resultados apresentamos o perfil metabdlico das amostras, a identificacdo dos
metabolitos responsaveis pela diferenciacdo entre os grupos e as alteracdes nas intensidades
destes.

Os liquidos sinoviais utilizados no grupo com OCD, congelados em freezer -80°C e
provenientes de projeto de pesquisa anterior (Protocolo CEUA No 1238/2008), foram
submetidos a testes para validacdo do método de *H RMN, visando certificar que as amostras
apresentassem os mesmos padrdes das amostras recém-colhidas, o que foi confirmado, uma
vez que exibiam espectros equiparaveis, sendo possivel sua utilizagdo sem prejuizo a

pesquisa.
6.1 DETERMINACAO DO PERFIL METABOLICO

A andlise metaboldmica possibilitou a identificacdo do perfil metabdlico dos
diferentes grupos. A comparacdo dos espectros obtidos demonstrou que as trés condicGes
articulares apresentam espectros com 32 metabolitos em comum, os quais estdo listados na
Tabela 1. Destes, 11 apresentam pico mais acentuado para as amostras com OCD quando
comparados com as amostras de articulagBes higidas, que serdo apresentados posteriormente.
Além destes, foram identificados dois metabdlitos presentes, exclusivamente, nos espectros de
articulagcbes com OCD sintomatica e assintomatica, estando ausentes nas articulagées higidas,
como consta na Tabela 2. Os valores de deslocamento quimico se referem a escala de
frequéncia do espectro onde ocorrem os picos dos metabdlitos.

Tabela 1 - Metabolitos e seus respectivos deslocamentos quimicos comuns ao
liquido sinovial de articulagbes higidas e com OCD sintomética e
assintomatica

(continua)
METABOLITO DESLOCAMENTO QUIMICO
(ppm)
3-hidroxibutirato 1.2,23,24,41
3- hidroxiisobutirato 1.1,25,35,37
Alanina 15,38

Acetato 1.9 ppm




(concluséo)

METABOLITO DESLOCAMENTO QUIMICO
(Ppm)

Acetona 2.2

Creatina 3.0,3.9

Colina 3.2,35,4.1

Fenilalanina 3.1,33,40,73,74,7.4

Formato 8.4

Glicuronato 3.3,35,36,3.7,41,4.6,5.2
I e 55 S A S
Histidina 3.1,32,40,7.0,7.7
I . D55 S
Lactato 13,41
L 1 L
Lisina 14,15,1.7,1.9,3.0,3.7
L UL L
N-acetilglucosamina 2.0,3.4,35,3.7,38,3.9,4.7,
52,81,82

Dimetil sulfona 3.1

T -metil histidina 3.0,3.1,37,39,7.0,7.6

Treonina 1.3,3.5,4.2

Valina 1.0,2.3,3.6
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Tabela 2 - Metabdlitos e seus respectivos deslocamentos quimicos presentes,
exclusivamente, no liquido sinovial de articulagdes com OCD
sintomética ou assintomatica

METABOLITO DESLOCAMENTO QUIMICO
(Ppm)
Propilenoglicol 1.1,3.4,35,39
Composto aromatico 70a7.1

As identificacbes dos metabdlitos em suas regides especificas nos espectros de uma
articulacdo higida e uma com OCD sintomatica estdo demonstradas a seguir (Figuras 17 e 18).
Utilizou-se o lactato como referéncia interna para normalizacdo dos dados. As diferencas
entre os perfis sdo facilmente identificveis por comparacdo visual, sendo que o destaque esta
na presenca de propilenoglicol em 1.15 ppm e de composto aroméatico em, aproximadamente,
7.0 ppm.
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Figura 17 - Espectro geral de articulagdo higida, com a identificacdo dos metabolitos presentes no liquido

sinovial
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Legenda: Os metabdlitos estdo identificados de acordo com seu deslocamento quimico. Para efeito de melhor
visualizacdo a frequéncia referente & agua, na regido de 4.5 a 6.0 ppm foi excluida. O pequeno espectro
superior corresponde & magnificacdo da regido aromética de 6.8 a 8.0.

Figura 18 - Espectro geral de articulagdo com OCD sintomética, com a identificagdo dos metabdlitos presentes
no liquido sinovial.
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Legenda: Os metabdlitos estdo identificados de acordo com seu deslocamento quimico. Para efeito de melhor
visualizacdo a frequéncia referente a agua, na regido de 4.5 a 6.0 ppm foi excluida. O pequeno espectro superior
corresponde a magnificacdo da regido aromatica de 6.8 a 8.0 ppm. Observar o destaque para 0s compostos em
negrito (propilenoglicol e compostos aromaticos), 0s quais ndo estdo presentes na figura acima.
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6.2 COMPARACAO DOS METABOLITOS DIFERENCIAIS ENTRE OS GRUPOS

A titulo de comparacéo, foram agrupados 10 espectros caracteristicos de articulacdes
higidas, OCD assintomatica e OCD sintomatica. Estes espectros foram colocados juntamente
dentro de um mesmo grupo, com a regido de interesse destacada.

Na figura 19, apresenta-se os espectros da regido alifatica de 0.5 a 2.0 ppm das
articulacbes (A) higidas, (B) com OCD assintomatica e (C) com OCD sintomatica. O
metabolito presente na regido 1.15 ppm, marcada com retangulo no grafico, correspondente
ao propilenoglicol, esta ausente no primeiro grupo, aparecendo em diferentes intensidades na
maioria dos espectros das articulagdes com OCD sintomatica e assintomatica.

Na figura 20, apresenta-se 0s espectros da regido aromatica 6.65 a 8.0 ppm das
articulacbes (A) higidas, (B) com OCD assintomatica e (C) com OCD sintomaética. O
metabdlito presente na regido de 7.0 a 7.1 ppm, marcada com retangulo no gréfico,
correspondente ao composto aromatico, esta ausente no grupo higido, aparecendo em menor
intensidade nos espectros das articulacbes com OCD assintomatica e em maior intensidade

em todos os espectros das articulagdes com OCD sintomatica.



Figura 19 - Espectros referentes a regido alifatica de 0.6 a 2.0 ppm
de dez amostras de liquido sinovial de articulagdes (A)
higidas, (B) com OCD assintomética e (C) com OCD
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Legenda: O retangulo evidencia a regido de interesse
contendo a ressonancia do propilenoglicol em 1.15ppm
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Figura 20 - Espectros referentes a regido aromatica de 6.5 - 8.0 ppm
de dez amostras de liquido sinovial de articulagdes (A)

higidas, (B) com OCD assintomética e (C)
sintomatica.
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6.3 ANALISE ESTATISTICA

Levando-se em consideracdo a variabilidade bioldgica entre os animais, a andlise
estatistica de todos os espectros se faz necessaria para que se identifiquem os metabolitos
estatisticamente significativos, responsaveis pela discriminacdo entre os grupos. Com este
intuito, foram realizados dois tipos de avaliacdo: a andlise de intensidade dos espectros e a
analise estatistica de PCA, as quais serdo demonstradas a seguir.

O conjunto de dados explorado possuia inicialmente 96 espectros de RMN de
hidrogénio, alguns deles com desvios bastante pronunciados nas suas linhas de base. Por esta
razdo, alguns dos espectros foram removidos do conjunto de dados, resultando em 74
espectros finais (referentes a 33 amostras do grupo controle, nove do grupo assintomatico e 32
do grupo sintomatico).

As regides de interesse nesta analise quimiométrica foram aquelas que demonstraram
uma variacdo visivel entre os trés grupos de animais, sendo selecionadas as frequéncias nos
espectros correspondentes a 6.8 a 7.8 ppm para a PCA e de 0.8 a 8.0 ppm para a analise de
intensidades. As regifes dos espectros que ndo demonstraram variagdes entre 0S grupos néo

foram apresentadas.

6.3.1 Analise da intensidade dos espectros

A primeira avaliacdo quimiométrica consistiu na analise da intensidade dos picos de
metabolitos. Para estas regides, a PCA ndo forneceu uma clara divisdo entre 0s grupos,
optando-se, portanto, por este tipo de analise comparativa. As figuras 21 a 35 consistem na
sobreposicdo de 72 espectros de *H RMN nas diferentes regides do espectro. Para estas
figuras as linhas em preto correspondem as articulacdes higidas, as em vermelho as
articulagcbes com OCD assintomatica, e as em azul as articulacbes com OCD sintomatica.

De maneira geral, por comparacdo visual, grande parte dos picos dos metabolitos
apresenta um aumento nos espectros das articulagbes com OCD sintomatica e assintomatica
guando comparados ao grupo higido. Porém, observa-se, em particular, um aumento dos picos
referentes a glicose, glutamina, etanol, leucina, isoleucina, dimetil sulfona, creatina,
creatinina, N-acetilglucosamina e N-acetilglutamina e T-metil histidina, além dos picos ja
mencionados referentes ao propilenoglicol e composto aromatico. Alem destes, observou-se

reducdo dos compostos acetato e 3-hidroxibutirato e mesma intensidade de sinal para o
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piruvato, citrato, metionina, histidina, tirosina, valina, lactato, alanina, glicina, glicerol e
fenilalanina para os grupos de articulagdes doentes em relacao as articulagdes higidas.

Na Figura 21 apresenta-se a comparacdo da intensidade dos espectros na regido de
0.86 a 0.96 ppm, correspondente & leucina e isoleucina. E possivel observar uma tendéncia ao
aumento de ambos os metabdlitos em articulagbes com OCD assintomaética e sintomatica
quando comparados aos espectros das articulagdes higidas.

O metabdlito valina demonstrado na regido de 0.97 a 1.0 ppm na Figura 22 apresenta-
se constante entre as trés condi¢des, ndo apresentando alteracdes relacionadas a doenca em
questéo.

Na regido de ressonancia de 1.08 a 1.1 ppm (Figura 23), observa-se a nitida separacao
entre 0s grupos para o metabolito correspondente ao propilenoglicol. De acordo com a figura,
temos a clara indicacdo de quais sinais discriminam os grupos de amostras, sendo a regido
ampliada aquela que mostra essa discriminacdo de maneira mais evidente. O grupo higido ndo
apresenta ressonancia nesta regido e, aparentemente, os sinais menos intensos pertencem as
amostras assintomaticas, com o0 grupo sintomatico apresentando 0s picos de maior
intensidade. A ressonancia do etanol em 1.12 a 1.14 ppm estd presente em um pequeno
namero de espectros e ndo apresenta um padréo caracteristico, estando presente em amostras
higidas e com OCD praticamente na mesma intensidade. Os picos referentes ao 3-
hidroxibutirato em 1.14 a 1.16 ppm apresentam-se diminuidos para as articulagdes com OCD
assintomatica e sintomatico com relacdo as articulacdes higidas.

A ressonancia referente ao lactato na regido de 1.26 a 1.3 ppm, demonstrada na Figura
24, aparentemente ndo sofre influencia em sua intensidade de acordo com a condi¢do
articular. O mesmo comportamento pode ser observado na regido de 1.41 a 1.44 ppm dos
espectros (Figura 25), regido esta que corresponde a alanina, a qual manteve suas intensidades

constantes para os trés grupos de articulacoes.



Figura 21 — Comparagdo da intensidade dos espectros na regido de 0.86 a 0.96 ppm,
correspondente a leucina e isoleucina
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Figura 23 — Comparagdo da intensidade dos espectros nas regides de 1.08 a 1.1 ppm
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Ja a regido dos espectros de 1.6 a 1.7 ppm, correspondente a leucina (Figura 26),
apresenta uma tendéncia ao aumento da intensidade dos sinais tanto para as articulagbes com
OCD assintomatica quanto para as articulagdes com OCD sintomatica, quando comparadas as
articulacGes higidas. Observa-se que as ressonancias do grupo higido estdo sobrepostas em
um nivel semelhante de intensidade, enquanto o sinal para os grupos doentes estdo acima
deste nivel, com aumento ainda maior das articulagbes sintomaticas em relacdo as
assintomaticas.

Na comparacéo dos espectros no pico do acetato na regido de 1.86 a 1.88 ppm (Figura
27), observa-se uma diminui¢do da intensidade deste metabolito para as articulagfes com
OCD assintomatica e sintomatica, comparativamente ao comportamento dos espectros de
articulages higidas.

Na Figura 28, a comparacdo da intensidade dos espectros nas regifes de 1.98 ppm
correspondente a N-acetilglutamina demonstrou aumento da mesma ordem para as
articulagdes com OCD sintomaética e assintomatica em relacdo as articulagcdes higidas. Os
picos referentes a N-acetilglucosamina na regido de 2.02 a 2.04 ppm também apresentaram
aumento semelhante para os grupos de articulagio com OCD em relacdo as articulacGes
higidas. A regido de 2.05 a 2.1 ppm da mesma figura, correspondente & glutamina apresentou
aumento da intensidade para as articulagcbes com OCD quando comparas as higidas.

Né&o foram observadas diferencas entre as articulagdes estudadas nas intensidades dos
metabolitos piruvato em 3.32 ppm, e 3-hidroxibutirato em 2.35 ppm, conforme demonstrado
na Figura 29. Ja a regido de 2.36 a 2.43 ppm, correspondente a glutamina apresentou-se
aumentada para as articulagbes com OCD sintomética e assintomatica em relagdo as

articulagdes higidas.
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Figura 24 — Comparacéo da intensidade dos espectros na regido de 1.26 a 1.3 ppm,
correspondente ao lactato
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Figura 25 — Comparagéo da intensidade dos espectros na regido de 1.41 a 1.44 ppm,
correspondente a alanina
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Figura 26 — Comparagdo da intensidade dos espectros na regido de 1.6 a 1.7 ppm,
correspondente a leucina
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Figura 27 — Comparagdo da intensidade dos espectros na regido de 1.86 a 1.88
ppm, correspondente ao acetato
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Figura 28 — Comparagéo da intensidade dos espectros nas regies de 1.98 ppm
correspondente & N-acetilglutamina; de 2.02 a 2.05 ppm referente & N-
acetilglucosamina e de 2.05 a 2.1 ppm correspondente a glutamina
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As intensidades demonstradas nas regides de 2.45 a 2.5 ppm e de 2.61 a 2.67 ppm
correspondente ao citrato; e 2.57 a 2.61 ppm referente a metionina (Figura 30), ndo
demonstraram diferencas entre os grupos de articulacdes na comparacdo da intensidade dos
espectros.

A comparacdo da intensidade nas regides de 3.03 ppm, correspondentes a creatina e
creatinina, apresentaram aumento para as articulagbes doentes em comparagdo com as
higidas. O pico correspondente a dimetil sulfona em 3.14 ppm apresentou padrdo pouco
caracteristico, com espectros de amostras dos 3 grupos de articulac@es, a semelhanca do que
ocorre com os picos de etanol (Figura 31).

A glicina e o glicerol presentes nas regides de 3.56 ppm e 3.64 a 3.68 ppm,
respectivamente, ndo apresentaram diferencas na comparacdo da intensidade dos picos. No
entanto, a valina, presente na regido de 3.6 ppm apresentou uma tendéncia a0 aumento nas
articulagdes com OCD assintomatica e sintomatica, com relacdo as articulagdes higidas
(Figura 32).

A regido de 3.65 a 3.85 ppm referente a glicose demonstrou uma tendéncia ao
aumento de intensidade das amostras de articulagcbes com OCD sintomatica em alguns picos.
Porém, a mesma tendéncia ndo foi verificada no restante da ressondncia deste metabdlito
(Figura 33).

Na figura 34, a tirosina presente em 6.85 e 7.15 ppm, bem como a histidina em 6.98
ppm, ndo apresentaram diferencas nas intensidades dos espectros entre os trés tipos de
articulacbes avaliadas. A T -metil histidina presente em 6.93 ppm apresentou tendéncia ao
aumento em ambos os grupos de OCD. O composto aromatico 6.97 a 7.9 ppm apresenta
comportamento bastante diverso dos outros metabdlitos, estando presente em grande
guantidade em articulacbes com OCD sintomatica e em menores intensidades nas articulacdes
assintomaticas, estando ausente em articulacdes higidas.

Na comparacdo dos espectros nas regides de 7.25 a 7.4 ppm correspondente a
fenilalanina, e de 7.7 ppm correspondente a tirosina ndo foram observadas alteragdes nas
intensidades entre as articulacGes avaliadas. J& t-metil histidina, presente em 7.55 ppm
apresentou 0 mesmo comportamento do pico mencionado anteriormente, com tendéncia ao

aumento em ambos os grupos de OCD em comparacao as articulagdes higidas (Figura 35).
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Figura 30 — Comparacdo da intensidade dos espectros nas regides de 2.45 a 2.5 ppm e
de 2.61 a 2.67 ppm correspondente ao citrato; e 2.57 a 2.61 ppm referente a
metionina
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Figura 31 — Comparagéo da intensidade dos espectros nas regides de 3.03 ppm
correspondente a creatina e creatinina e de 3.14 ppm correspondente a
dimetil sulfona
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Figura 32 — Comparagéo da intensidade dos espectros nas regifes de 3.56 ppm
correspondente a glicina; de 3.6 ppm referente a valina e de 3.64 a 3.68
ppm correspondente ao glicerol
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Figura 33 — Comparacdo da intensidade dos espectros na regido de 3.65 a 3.85 ppm

correspondente a glicose
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Figura 34 — Comparacdo da intensidade dos espectros nas regides 6.85 e 7.15 ppm
correspondentes a tirosina; de 6.93 ppm referente a t -metil histidina; de
6.98 ppm referente & histidina e de 6.97 a 7.9 ppm correspondentes ao

composto aromatico
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Figura 35 — Comparacdo da intensidade dos espectros nas regides de 7.25 a 7.4 ppm
correspondente a fenilalanina; de 7.55 ppm referente a t -metil histidina e

de 7.7 ppm correspondente a tirosina
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6.3.2 Analise da Componente Principal (PCA) na regido de 6.8 a 7.8 ppm

A Anélise da Componente Principal foi feita na regido que demonstrava a maior
diferenciacdo entre os espectros dos trés grupos. A opc¢do por esta pequena regido para a
realizacdo da PCA foi necessaria, pois, apesar de observada a significativa diferenca entre os
espectros nesta regido, a andlise estatistica do espectro como um todo ndo permitia a
separagdo entre 0s grupos. Isto se deve, possivelmente, a interferéncia de outros espectros
maiores, visto que a regido apresenta picos de tamanho inferior as demais.

Através deste método matematico foi possivel estabelecer grupos distintos de
individuos, bem como avaliar a variacdo dos metabdlitos com relacdo aos grupos
determinados. Como algumas amostras apresentavam menor volume de liquido sinovial, estas
foram diluidas diferentemente, sendo necessario realizar a normalizacdo do conjunto de
dados. Ao final, os 74 espectros foram medidos em 1601 variaveis na regido.

Os espectros normalizados das 74 amostras estudadas sdo mostrados na Figura 36
(superior). Para compensar qualquer desvio dos sinais de H RMN, ou seja, 0s seus
desalinhamentos, os espectros foram reduzidos em buckets de tamanho inicial 0,005 ppm e
flexibilidade de 50% (Figura 21, A), utilizando-se a metodologia de bucketing otimizado
(SOUZA et al, 2013). A seguir foi construido um modelo de andlise de componentes
principais sobre os dados centrados na média.

Figura 36 - Espectros de RMN 'H das amostras antes (& direita) e apds (a esquerda) a
corre¢do dos desalinhamentos utilizando o método de bucketing otimizado.
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A Figura 37 mostra a PCA para a primeira e a segunda componentes principais. Nesta,

observa-se a clara separacdo entre os grupos controle (elipse a direita), com valores positivos

para a PC1 e, o grupo OCD sintomatica (elipse a esquerda), com valores tendencialmente
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negativos para PC1. O grupo OCD assintomatica apresenta-se disperso entre as separacoes,
néo apresentando grupamento.

Figura 37 — Grafico de escores da Analise da Componente
Principal das 74 amostras de liquido sinovial de
acordo com as componentes 1 (PC1) e 2 (PC2).
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Legenda: As coordenadas abscissa e ordenada correspondem as
componentes 1 e 2, respectivamente. As elipses representam a
separagao entre 0s grupos.

A Figura 38 mostra os graficos de pesos da PCA para a primeira e a segunda
componente principal. O grafico de escores (Figura 36) demonstra a tendéncia nos
dados para a diferenciacdo entre as amostras higidas, que possuem em sua maioria
escores positivos em PC1, e as demais amostras, que se dispersam no sentido dos
valores negativos em PC1. Estas ultimas amostras se correlacionam com 0s sinais
compreendidos nos buckets de 140 a 147, como pode ser visto no gréafico de pesos na
Figura 38, tendo estes sinais também valores negativos em PC1. Os buckets citados
correspondem a regido do espectro entre 7,05 e 7,00 ppm (vide apéndice A). Assim,
pode ser inferido que as amostras relativas a sujeitos doentes apresentam um aumento
na intensidade dos sinais de *H RMN dentro da regio citada.

Ainda, podem ser observadas algumas amostras com escores negativos em PC2
e, como todos 0s sinais possuem pesos positivos em PC2 (parte de baixo da Figura 38),
infere-se que estas amostras sdo aquelas com as menores intensidades dos sinais
mostrados.



Figura 38 - Gréaficos de pesos relativos a primeira (PC1) e a
segunda (PC2) componentes principais obtidas
na PCA do conjunto de dados.
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7 DISCUSSAO

N&o restam duvidas de que a OCD é uma das doencas que apresentam maior
complexidade, tanto para a determinacdo de fatores etiologicos e desenvolvimento de lesdes,
como na dificuldade de estabelecimento precoce do diagndstico, justificando esforcos na
busca por métodos eficientes de identificacdo de biomarcadores sensiveis e de elevada
especificidade. A abordagem metabolémica vem ao encontro dessa necessidade, fornecendo
técnica abrangente, pouco invasiva, rapida e de tempo real das alteracbes presentes na
cavidade articular, podendo atuar como ferramenta no diagndstico e avaliacdo da progressao
da doenca, baseada no processo metabdlico.

A anélise de 'H RMN demonstrou alta reprodutibilidade entre as amostras,
apresentando padrdes consistentes entre diferentes amostras de um mesmo grupo, e entre
amostras de grupos diferentes, com exce¢do dos metabdlitos caracteristicos para determinada
condigdo. Esta reprodutibilidade também ocorreu entre amostras recém-colhidas e amostras
armazenadas em freezer -80°C com periodos de congelamento variando de um a cinco anos.
Este fato caracteriza outra vantagem do método, de se mostrar sensivel e estavel o suficiente
para detectar os metabdlitos contidos em amostras ndo frescas. Isto possibilita ao pesquisador
armazenar as amostras a serem avaliadas por longos periodos, e ainda utilizar amostras
colhidas anteriormente para outros fins.

Até o presente momento ndo é de nosso conhecimento a realizacdo de avaliacGes por
espectroscopia de *H RMN no liquido sinovial de equinos acometidos por OCD. As pesquisas
com a utilizacdo desta técnica ainda sdo bastante escassas na Medicina Veterinéria.
Especificamente em equinos, existe apenas uma descricdo da analise metabolémica do liquido
sinovial na osteoartrite e outra da analise metabolémica do soro de animais com OCD. Além
disso, nenhum destes trabalhos apresentou os espectros além de 6.0 ppm (regido aromatica).
Esta escassez justifica a necessidade do estabelecimento do padrdo metabdlico do liquido
sinovial da articulacdo de equinos higidos, pois pouco se sabe acerca do metabolismo articular
em condicdes fisioldgicas deste modelo animal. Espera-se que os resultados aqui contidos
contribuam com as pesquisas existentes para futuras comparac@es entre individuos higidos e
individuos apresentando artropatias, a semelhanca do que se tem na medicina humana.

Além da determinacdo do perfil metabdlico de articulagGes higidas, a identificagdo dos
metabdlitos presentes no liquido sinovial de articulagdes acometidas por OCD assintomatica e

sintomatica vem somar aos conhecimentos ja estabelecidos de biomarcadores articulares para
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esta doenca, auxiliando para o melhor entendimento do cenério presente na OCD, bem como
da avaliacdo da resposta aos tratamentos.

7.1 IDENTIFICACAO DOS METABOLITOS DIFERENCIAIS

De maneira geral, o perfil metabdlico das articulagfes higidas é bastante semelhante
ao perfil de articulaces com OCD assintomatica e sintomatica. A determinacdo deste perfil
resultou num total de 32 metabdlitos comuns entre os 3 tipos de articulagcdes (Tabela 1) e
outros 2 metabdlitos presentes apenas nos animais com OCD (Tabela 2). Esta semelhanca
pode ser verificada em esquematizacdo (Figuras 17 e 18) contendo 0 espectro e seus
respectivos metabdlitos, assinalados na regido de seus deslocamentos quimicos onde
apresentassem o pico de maior intensidade. Nem todos os metabolitos estdo presentes na
figura, pois alguns apresentam sinais pouco intensos ou estdo sobrepostos por picos maiores
de outros compostos.

A avaliacdo dos espectros por comparacdo visual evidencia que 0s compostos
propilenoglicol em 1.15 ppm (Figura 19) e o composto aromatico em 7.0 a 7.15 ppm (Figura
20) diferem de maneira significativa entre as articulacdes higidas e as acometidas por OCD. A
ressonancia do propilenoglicol esta ausente nas amostras de articulagdes higidas, estando
presente em maior ou menor grau nas articulacbes com OCD assintomatica e sintomatica, sem
diferencas entre os dois ultimos. JA 0 composto aromatico esta ausente nas articulacGes
higidas, apresentando-se em pequenas intensidades em animais assintomaticos (a excecao de
um animal) e em intensidades muito maiores em animais sintomaticos. O comportamento
destes metabolitos sera discutido em profundidade a seguir.

O método de escolha para a andlise geral dos espectros foi a comparacdo entre as
intensidades dos mesmos em cada pico dos metabdlitos (Figuras 26 a 40). Como descrito
anteriormente, os metabdlitos glicose, glutamina, etanol, leucina, isoleucina, dimetil sulfona,
creatina, creatinina, N-acetilglucosamina e N-acetilglutamina e t-metil histidina, além dos
picos j& mencionados referentes ao propilenoglicol e composto aromatico, foram os que
apresentaram picos de maior intensidade para as articulagbes com OCD sintomatica e
assintomatica quando comparadas as higidas pela analise das intensidades dos espectros. Dos
metabolitos que apresentaram reducdo na intensidade dos espectros das articulagcdes doentes
tém-se o 3-hidroxibutirato e o acetato. Outros metabolitos demonstraram a mesma intensidade
de sinal para os trés tipos de articulacdo. S&o eles: piruvato, citrato, metionina, histidina,

tirosina, valina, lactato, alanina, glicina, glicerol e fenilalanina. Nesta discussdo serdo
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apresentados apenas 0s metabdlitos visiveis no espectro e que apresentaram diferencgas entre

as articulages estudadas.

7.1.1 Aminoécidos de Cadeia Longa

Os metabolitos leucina e isoleucina sdo aminoacidos essenciais, ou seja, aminoacidos
que o organismo nao € capaz de sintetizar, porém sdo requeridos para seu funcionamento.
Compdem um ter¢o dos musculos esqueléticos no corpo humano e tém papel fundamental na
sintese de proteinas. Sdo estruturalmente semelhantes, possuindo cadeias laterais alifaticas
ndo lineares. (ZHAI et al., 2010). Os aminoacidos essenciais no plasma sdo controlados pelo
mecanismo homeostatico e as concentracdes destes aminoacidos no liquido sinovial
correspondem as presentes no plasma (MESHITSUKA et al, 1999).

A degradacdo dos aminoécidos ocorre através da glicélise, com reacdes especificas
que transformam qualquer aminoacido em intermediarios desta via. A degradacdo da leucina
gera acetoacetato e acetil CoA (MARZZOCO; TORRES, 2007)

Neste estudo foram observados aumentos na intensidade dos picos referentes a leucina
e isoleucina, nas articulagdes acometidas por OCD assintomética e sintomatica, quando
comparados ao grupo higido. Resultados semelhantes foram encontrados por Damyanovich et
al (1999) na analise por RMN de cdes com osteoartrite e por Borel et al (2008), os quais
identificaram o mesmo aumento em porquinhos-da-india com osteoartrite pds-meniscectomia.
O aumento nos niveis de aminodacidos ja foi reportado em estudos de digestdo da cartilagem
pela papaina, sendo atribuido a quebra de rede de colageno (SCHILLER, 1995). Acreditamos
gue o aumento da concentracdo dos aminoacidos na OCD esteja relacionado a sua liberacao
em decorréncia da degradacdo das proteinas. Esta hipGtese é corroborada pelo fato de que
estes aminoacidos ndo sdo sintetizados pelo organismo, implicando que o aumento na sua
concentracdo esteja associado, exclusivamente, a uma maior taxa de quebra das proteinas
(ZHAI et al., 2010). No entanto, parece contraditorio observar que nao foram evidentes
alteracOes entre articulagcdes higidas e com OCD, na intensidade dos picos dos metabdlitos
prolina, lisina, glicina e alanina, que sdo os aminoacidos presentes em maior quantidade no
coldgeno da cartilagem (SCHOFIELD et al, 1971) Cabe ressaltar que a avaliacdo dos picos
destes aminoéacidos fica comprometida pelo método de analise escolhido, pois seus picos sdo
pequenos e sobrepostos por outros aminoacidos, havendo a possibilidade de sua presenca

estar subestimada neste estudo.
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7.1.2 3-Hidroxibutirato

Na presenca de combustiveis suficientes, os &cidos graxos sdo sintetizados,
esterificados e liberados do figado para o tecido adiposo. Quando ha falta de energia, estes
acidos sdo convertidos em corpos cetdnicos pelo figado (BERG et al., 2002).

Damyanovich et al (1999a), descreveram um aumento de 21 vezes na concentragéo de
corpos cetdnicos no liquido sinovial de cdes com osteoartrite induzida.O aumento observado
nas concentracdes de corpos cetbnicos sugere que o metabolismo da gordura represente um
papel importante como fonte energética na osteoartrite, enquanto a glicélise é predominante
na articulacdo saudavel. A doenca, possivelmente, reduz o fluxo de metabdlitos do sangue
para os tecidos, resultando em reducdo na disponibilidade da glicose, o que somado ao
aumento da demanda metabolica resultam em aumento da utilizacao da via lipolitica.

No presente estudo, foi observada a redugdo na intensidade dos picos do 3-
hidroxibutirato nas articulagdes com OCD assintomatica e sintomética, com relacdo as
articulacGes higidas. Além disso, ndo foram detectadas alteracdes nas intensidades dos outros
corpos cetdnicos (acetoacetato e acetona, presentes em baixa intensidade e ndo visiveis no
espectro apresentado nas figuras 17 e 18). Estes resultados indicam que nas articulagfes com
OCD ndo hd um desvio metabdlico para a cetogénese, a exemplo do que ocorre na
osteoartrite, onde hd aumentos dos corpos cetbnicos que funcionam como suprimento

energético nas condicbes inflamatorias.

7.1.3 Creatina e Creatinina

A creatina € um aminoécido presente nos tecidos e na urina. E sintetizada a
partir da arginina, S-adenosil-metionina e glicina pelo pancreas e figado (WALKER et al,
1979). A creatinina é o subproduto excretado do metabolismo da creatina durante a quebra
muscular por conversdo ndo-enzimatica, sendo excretada subsequentemente pela urina
(SNOW et al, 2001). Estes metabdlitos podem ser utilizados como indice da quebra do tecido
muscular e que sua excrecdo aumenta de acordo com a intensidade e tempo de exercicio
(MUNOZ et al, 2002).

Verificou-se 0 aumento das intensidades da creatina e creatinina em articulagbes com
OCD assintomaética e sintomaética, e intensidades menores e constantes entre as articulagdes
higidas. O aumento destes metabdlitos também ja foi correlacionado com artropatias por

Williamson et al (1989), em humanos apresentando osteoartrite, artrite reumatoide ou efusdes
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traumaticas. Niveis aumentados destes metabdlitos também foram verificados por
Damyanovich et al (1999) em cées com osteoartrite e por Lacitignola et al, 2008, em equinos
com osteoartrite. Nao se sabe ao certo o papel destes metabdlitos no ambiente articular e se 0
aumento desta substancia no interior da articulacdo seja devido a maior permeabilidade da
membrana sinovial em decorréncia da inflamacdo secundéria, refletindo processos de
degradacdo em musculo proximos da articulagdo, ou o resultado da atividade metabdlica no
interior desta cavidade. No entanto, podemos associar a presenca destes metabélitos em maior
intensidade nos animais doentes com o fato de que estes sdo, em sua grande maioria, animais
atletas com mais massa muscular do que os animais utilizados no grupo controle.

Acreditamos que futuras mensuragdes dos niveis destes metabdlitos no liquido
sinovial sejam importantes para que se estabeleca uma correlacdo do seu aumento com a

doenca.

7.1.4 Composto Aromaético

O composto aromatico apresentando ressonancia em torno de 7.0 ppm foi o
grande responsavel pela diferenciacdo entre as 3 condi¢bes articulares de OCD
assintomaticas, OCD sintomaticas e higidas. Esta clara variagdo foi demonstrada pela simples
comparacao visual, bem como pela intensidade dos espectros e pelos métodos estatisticos de
escores e pesos da PCA. Através dele foi possivel realizar o agrupamento das amostras e
determinar o papel deste composto na identificacdo das articulacdes doentes.

No entanto, ndo foi possivel realizar a identificagdo do metabdlito aromatico
apresentado em 7.0 ppm, pois o software de identificacdo, bem como as bases de dados
publicas, ndo o continham. A literatura consultada ndo mostra os espectros em frequéncias
acima da agua, o que corresponderia a regido aromatica. Na tentativa de elucidacdo, um dos
espectros das articulagcdes apresentando OCD foi enviado diretamente para a empresa
responsavel pelo software (ChenomX Inc. — Edmonton, Canada), a qual possui um banco de
dados mais abrangente. Porém, o reconhecimento nao foi possivel por ndo se tratar de um
metabdlito j& determinado. Acredita-se que este metabdlito possa ser fundamental na detecgédo
da OCD, tendo em vista sua presenca, em maior ou menor grau, em todos 0s animais doentes,
e sua concomitante auséncia em todos os animais higidos. E provavel tratar-se de um
composto relacionado ao metabolismo na doenga, considerando-se que as articulagbes com
OCD assintomatica o0 apresentem em seu espectro em menor quantidade, quando comparados

ao grupo sintomatico. No entanto, a possibilidade deste composto estar relacionado a
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administracdo de farmacos anestésicos durante o procedimento cirlrgico impede que o
consideremos, no momento, como um biomarcador da doenca. De posse destas informacoes

julgamos de fundamental importancia sua futura identificacao.

7.1.5 Dimetil sulfona

A dimetil sulfona (DMSO;)é um composto exdgeno gerado a partir da degradacdo do
dimetil sulféxido (DMSO). comum no plasma de mamiferos, e em humanos pode ser oriundo
da alimentacdo ou do metabolismo do metanetiol, derivado da flora bacteriana intestinal
(ENGELKE et al, 2005). Este composto apresentou intensidades aumentadas em algumas
articulacbes doentes e higidas. Sua origem neste estudo € incerta, no entanto, pode estar
relacionada a contaminantes na alimentacdo e a administragdo de farmacos topicos e
sistémicos, visto que a utilizacdo do DMSO ¢é corriqueira na medicina veterinaria, apesar de
que grande parte dos equinos com OCD ndo possuiam histérico de administracdo de
medicamentos na propriedade de origem.

Estudos com osteoartrite em humanos e ovelhas j& identificaram aumentos na
concentracdo deste metabdlito na urina e no soro, respectivamente (LAMERS et al, 2005;
MAHER et al, 2012). E curioso observar seu aumento em estudos com artropatias, uma vez
que este composto é conhecido por suas propriedades anti-inflamatérias (SMITH et al, 1998)
e pesquisas tém sido conduzidas no sentido de investigar seu efeito terapéutico nas doencas
articulares (EZAKI et al, 2013).

7.1.6 Etanol

As ressonancias referentes ao etanol ndo apresentaram um comportamento
caracteristico, estando aumentadas em alguns espectros somente, tanto em articulacBes
doentes quanto em higidas. Este composto ndo foi identificado previamente em nenhum dos
artigos cientificos consultados. Por ndo se tratar de um componente enddgeno, a presenca
deste composto estd, muito provavelmente, relacionada a absorcéo pela aplicacdo de alcool

sobre a articulagdo no momento da antissepsia que antecedeu a artrocentese.
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7.1.7 Glicose

A glucose é a fonte primaria de energia nos organismos e tem sua origem na quebra do
glicogénio que ocorre na glicogenolise. A glicose é sintetizada no figado e rins de
intermediérios ndo-carboidratos, como o piruvato e o glicerol, pelo processo conhecido como
gliconeogénese (BERG et al, 2002). Verificou-se 0 aumento da intensidade de glicose nas
articulacbes com OCD sintomatica e assintomatica, quando comparados ao grupo higido.
Sabe-se que os niveis de glicose aumentam progressivamente de acordo com a severidade da
OA em humanos e modelos caninos (NAUGHTON et al., 1993; DAMYANOVICH et al,
1999%). Como mencionado anteriormente, a manutencdo e reparacdo da cartilagem articular
sdo de responsabilidade dos condrocitos. O desempenho desta funcéo depende dos estoques
energéticos, sendo que a taxa de sintese da MEC esta intimamente ligada a disponibilidade de
ATP. Portanto, na presenca de lesdes cartilagineas decorrentes de injurias mecanicas, hd um
aumento na demanda deste nucleotideo, o qual é fornecido a partir do processo de glicélise
(MARTIN et al, 2012).

Acreditamos que o aumento deste metabolito esteja relacionado tanto ao processo de
gliconeogénese, na tentativa de formar mais glicose a partir de amino&cidos, quanto do

processo de gliclise, visto que as duas vias podem ocorrer simultaneamente.

7.1.8 Glutamina

A glutamina € um aminodcido ndo essencial presente em abundancia no
organismo e envolvido em diversos processos metabélicos. E sintetizada do &cido glutamico e
amonia, sendo o principal carreador de nitrogénio no corpo e uma importante fonte de energia
celular (BERG et al, 2002). O aumento dos niveis de glutamina no liquido sinovial ¢ atribuido
a degradacdo do liquido sinovial e de proteinas pelos radicais livres (PARKES et al, 1991).
Sabe-se que a glutamina € um dos principais componentes da COMP (HEDBOM et al, 1992).
E possivel que 0 aumento na intensidade da ressonancia deste metabélito esteja relacionado &

guebra de proteinas da matriz cartilaginea.

7.1.9 N-acetilglutamina e N-acetilglucosamina

Muito provavelmente, os resultados mais importantes relacionados a analise

metabolomica do liquido sinovial de animais com OCD assintomatica e sintomatica seja a
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elevacdo da intensidade do grupo N-acetil. O espectro da *H RMN j4 se demonstrou capaz de
detectar com precisdo os produtos da degradacdo da cartilagem, representados pela
ressonancia de fragdes do N-acetil do condroitim sulfato e acido hialurbénico, e aminoacidos
do colageno. (BELL et al, 1987; UCHIYAMA et al, 1990; PARKES et al, 1991; SCHILLER
et al, 1995; SCHILLER et al, 2001; BOREL et al, 2009). A tendéncia ao aumento da
intensidade de sinal com a severidade da doenca pode ser atribuida ao resultado direto da
quebra da matriz extracelular da cartilagem, e consequente liberacdo dos polissacarideos que
se tornam mais mdveis e detectaveis (SCHILLER et al, 1995; GROOTVELD et al, 1991).
Alteragfes na intensidade deste pico séo consideradas de fundamental importéancia no
monitoramento da progressao das doengas articulares (DAMYANOVICH et al 1999D).

O desequilibrio entre o turnover dos proteoglicanos e a degradacdo dos mesmos pode
ocorrer com 0 avango da degeneracdo da cartilagem, sugerindo que a sintese dos
proteoglicanos ndo seja capaz de manter seu conteudo em niveis fisioldgicos. Em estagios
severos da doenca articular, os produtos da fragmentagdo da matriz extracelular sao liberados
no liquido sinovial (MESHITSUKA et al, 1999; DAMYANOVICH et al, 1999) e a
intensidade do sinal do grupo N-acetil difere entre os estagios iniciais e mais avancados da
doenca articular (BOREL et al, 2009). Este aumento condiz com o0s niveis de proteoglicanos
na cartilagem articular analisados por Borel et al (2009) por ensaios bioquimicos, 0s quais
encontravam-se significativamente reduzidos, sugerindo um severo processo de degradacéo
da matriz cartilaginea.

Ja se sabe que na sinovite os sinovidcitos mecanicamente lesados podem liberar
enzimas de degradacéo, citocinas e radicais livres, e que estes alteram o ambiente articular e
afetam a cartilagem articular (McILWRAITH, 2001). Os radicais livres, especialmente o
radical hidroxila, altamente reativo, desempenham papel importante no processo de
despolimerizacdo do é&cido hialurbnico e dos proteoglicanos na inflamacdo articular
(UCHIYAMA et al, 1990). Esta despolimerizacdo ocorre pela clivagem oxidativa direta das
ligagBes glicosidicas entre o N-acetil e o glucuronato. A clivagem origina espécies de
oligossacarideos contendo N-acetilglucosamina de baixo peso molecular, com grande
mobilidade em meio aquoso (GROOTVELD, 1991), determinando a reducgéo da viscosidade
do liquido sinovial (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1984).

Em estudo conduzido por Machado (2010), observou-se a degradacdo das proteinas
oligoméricas da matriz cartilaginea (COMP) na OCD sintomatica e assintomatica em equinos.
Verificou-se 0 aumento da presenca de fragmentos de baixo peso molecular quando

comparados aos fragmentos de alto peso molecular, como resultado da degradacdo da MEC e
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do aumento da sintese de proteinas pelos condrocitos, na tentativa de reparacdo da lesdo. Da
mesma maneira, acreditamos que neste estudo, o aumento da intensidade dos espectros nos
picos do grupo N-acetil esteja, igualmente, associado a degradacdo da cartilagem e quebra dos
glicosaminoglicanos.

Na osteoartrite e artrite reumatoide, a despolimerizacdo do grupo N-acetil resulta em
aumento da intensidade do acetato, sendo este considerado o produto final da degradacao
destes metabolitos (DAMYANOVICH, 1999b; SCHILLER et al, 1995). No entanto, este
comportamento ndo foi observado para os animais deste estudo, 0s quais apresentaram picos
de acetato semelhantes para as articulacfes higidas e doentes. Isso se deve ao fato de que,
provavelmente, o componente inflamatdrio ndo esta tdo ativo como nas osteoartrites, porém, a
degradacéo da cartilagem esta presente.

Néo foi é possivel determinar quanto da degradacdo demonstrada é oriunda do
componente inflamatério secundario, mediado pelos radicais livres, ou de fatores mecéanicos
alterados pela presenga do fragmento no interior da cavidade articular e pela mudanga do
equilibrio das forcas na articulacdo. Estudos in vitro ja& demonstraram que traumas mecanicos
na cartilagem articular sdo suficientes para desencadear danos fisicos imediatos a rede de
coladgeno (WILSON et al, 2006) e respostas bioldgicas que levam ao aumento do turnover da
MEC (QUINN et al, 1998a; QUINN et al, 1998b), além de aumento significativo na
degradacéo da cartilagem (HOWELL et al, 1992; DING et al, 2010).

Estabelecendo-se a relacdo entre o aumento da N-acetilglucosamina e aumento da
glicose, a hipotese de aumento por estimulo da sintese de glicosaminoglicanos, glicoproteinas
e glicolipidios deve ser considerada, principalmente na condicdo da OCD, onde o
metabolismo tenta restabelecer a homeostase e a cartilagem busca mecanismo de reparacao do
tecido lesado. Seria interessante correlacionar os dados aqui obtidos com outros tipos de
ensaio com biomarcadores relacionados a degradacdo da cartilagem articular, para melhor
compreensdo de quanto deste resultado esta realmente relacionado a degradacdo da cartilagem

ou a sintese destes componentes.

7.1.10 Propilenoglicol

O propilenoglicol é uma substéncia sintética, ndo pertencente ao metabolismo,
utilizada como veiculo para diversos medicamentos topicos, orais e sistémicos, entre eles 0s
farmacos anestésicos. Neste estudo, observamos intensidades aumentadas deste composto nas

articulagcbes com OCD, quando comparadas as articulagdes higidas, sendo que as articulagdes
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sintométicas apresentaram-se mais elevadas do que as assintomaticas. A presenca deste
composto ndo foi descrita em pesquisas com articulagfes. Na verdade, este composto foi
mencionado na literatura cientifica em apenas um estudo com liquido cefalorraquidiano na
lesdo cerebral traumatica em pacientes humanos, porém ndo foi estabelecida a sua relacéo
com o metabolismo nem seu papel neste tipo de lesdo (GLENN et al, 2013). Acreditamos que
um viés nas analises poderia ser apontado para o fato de que os animais do grupo controle néo
tenham sido submetidos s mesmas condicdes de colheita do que os doentes. E considerado
provavel que as medicacdes utilizadas na anestesia dos equinos submetidos a artroscopia
tenham se difundido rapidamente e atravessado a membrana sinovial, atingindo desta maneira
nosso objeto de estudo, o liquido sinovial.

Sabe-se que as artropatias promovem um aumento da permeabilidade da membrana
sinovial (SIMKIN et al, 2011). Este fato explicaria as diferentes intensidades deste metabolito
nas amostras de articulagbes com OCD, resultantes de diferentes niveis de aumento da
permeabilidade da membrana sinovial em decorréncia do processo inflamatorio secundério,
variando de acordo com a severidade da doenca. Futuras analises metabolémicas do liquido
sinovial de articulacdes higidas de animais submetidos a anestesia se fardo necessarias para
uma comparagdo mais precisa e para que se descarte a influéncia de fatores externos, néo
relacionados ao metabolismo articular.

Com o intuito de descartar a influéncia de compostos exdgenos sobre o liquido
sinovial realizou-se a analise metabolémica dos principais medicamentos ou produtos que,
possivelmente ou sabidamente, foram utilizados nos animais antes de sua chegada ou durante
sua permanéncia no hospital veterinario. Para isto, foram analisadas amostras de anti-
inflamatorios (cetoprofeno, meloxicam, flunixim meglumine, fenilbutazona), anestésicos
locais (lidocaina), antibi6ticos (amicacina, rifamicina em spray) e antissépticos (digluconato
de clorexidine alcodlico 0,5%, digluconato de clorexidine degermante 2%, iodopovidine
degermante). Os espectros destes compostos foram confrontados com os espectros obtidos a
partir do liquido sinovial de articulagdes higidas e com OCD, ndo sendo identificadas
similaridades entre os mesmos, 0 que indica que 0s compostos em questdo ndo estavam

presentes nas amostras analisadas.

7.1.11 z-metil histidina

A 7 -metil histidina é aminoacido derivado da sintese de peptideos e da

metilacdo da actina e miosina. Sua mensuracao reflete a quebra destas proteinas e fornece
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dados acerca do indice de degradacdo do tecido muscular. Apds a quebra, este aminoacido é
excretado, ndo sendo reutilizado para a sintese proteica (ELIA et al, 1981). Sua mensuracao ja
foi proposta como um biomarcador da protedlise miofibrilar, o que pode contribuir para a
perda de massa muscular (ARANIBAR et al, 2011).

As intensidades dos picos da t-metil histidina aparecem aumentadas em
articulagdes com OCD quando comparadas as higidas. Acreditamos que o aumento deste
metabolito esteja relacionado a degradacdo do tecido muscular, a semelhanca do que ocorre

com a creatina e creatinina.

De maneira geral, 0s espectros das articulagdes com OCD assintomatica e sintomatica
ndo apresentaram diferencas significativas. Os Unicos metabdlitos em que essa diferenca se
mostrou mais evidente foram o propilenoglicol e 0 composto aromatico. Além disso, a nédo
quantificagdo dos metab6litos ndo permite a afirmagdo concreta desta semelhanca. E
necessario conhecer a concentracdo e estabelecer a relagdo entre os metabdlitos para que se
extraia o correto significado metabolico destas alteracdes.

N&o se sabe ao certo o efeito da diluicdo na concentracdo dos metabdlitos pelo
aumento de volume articular decorrente da efusdo sinovial. Provavelmente os animais
apresentando maior grau de efusdo tiveram seus metabolitos subestimados em virtude deste
efeito. Além disso, para algumas amostras o volume obtido durante a colheita foi menor do
que 0,5ml, sendo necessaria a adi¢cdo de maior volume do solvente agua deuterada para que
fosse possivel realizar a leitura no aparelho de ressonancia magnética. Com isto, as amostras
de menor volume colhido sofreram uma maior diluicdo, o que refletiu diretamente no
espectro, gerando perfis com pior razdo sinal-ruido, sendo mais dificil a normalizacdo do
espectro e a visualizacdo dos metabdlitos, os quais ficavam sobrepostos pelo ruido.

Os animais do grupo controle possuiam idade mais avancada do que os do grupo
doente, formado em sua maioria por cavalos novos acima de trés anos. Sabe-se que o
metabolismo articular tem demandas diferentes de acordo com a idade dos individuos. Além
disso, ndo se sabe exatamente a influéncia do escore corporal, da alimentagdo e do nivel de
atividade fisica nos metabdlitos presentes no liquido sinovial. Por se tratarem de animais de
origens, racas e utilizacdo diferentes, o controle destas variaveis torna-se infactivel. No
entanto, ndo foram observadas diferencas significativas entre os animais do grupo controle,

grupo este composto por cavalos de idades, ragas e manejos nutricionais distintos.
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7.2 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica por PCA foi realizada, inicialmente, como uma avaliacdo global
dos espectros, considerando-se toda a sua frequéncia de 0 a 8.0 ppm. No entanto, esta analise
ndo rendeu resultados satisfatorios, visto que os picos mais altos (dgua, agucares e lactato)
sobrepunham-se aos menores, impossibilitando a comparacdo das regides de interesse e ndo
havendo agrupamento entre amostras. Desta forma, optou-se por isolar uma regiao especifica
do espectro, correspondente a regido do composto aromatico de 6.8 a 7.8 ppm, pelo fato de
que nesta regido havia sido detectada a maior diferenciacdo entre os espectros de articulacbes
doentes quando comparadas as higidas, sendo possivel identificar os individuos doentes
através da observacdo deste metabdlito apenas. Neste caso, o grafico de escores da PCA
demonstrou uma clara divisdo entre as articulagbes com OCD assintomatica e sintomatica
com relagdo as articulagcdes higidas, com grande grau de semelhanca entre os individuos
sadios e separacdo dos individuos doentes (Figura 22). Esta avaliacdo demonstrou um
agrupamento mais consistente das articulacdes sadias, com relacdo as amostras de
articulacGes doentes, com as duas primeiras componentes (PC1 e PC2) explicando 83,3% das
variacbes entre 0s espectros. As amostras das articulagdes higidas apresentaram bom
agrupamento, sendo a grande maioria positiva para PC1. Ja as amostras das articulages com
OCD assintomética e sintomatica apresentaram um padrdo mais disperso, apesar da maioria
ser positiva para PC2. Aparentemente, as amostras higidas sdo mais semelhantes entre si,
enquanto as doentes possuem maiores variacOes. Este comportamento das amostras é
esperado, considerando-se que 0s animais doentes podem apresentar diferentes niveis de
demanda metabdlica e de comprometimento da cartilagem, além de alteracGes secundarias,
como a sinovite ou osteoartrite, gerando picos de intensidades variadas. Além da separacdo
entre grupos, a PCA forneceu atraves da correlacdo entre os graficos de escores e pesos, a
confirmacdo do papel do composto aromatico na identificacdo de individuos doentes (Figura
23).
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7.3 COMPARACAO DA ANALISE METABOLOMICA DE DIFERENTES BIOFLUIDOS
NA OCD EQUINA

Confrontando-se os resultados por nds obtidos com os apresentados por Ralston et al
(2009) ha discrepancia com relacdo as concentragdes dos metabdlitos encontrados. De acordo
com estudo por eles realizado com o soro sanguineo de potros de 1 ano de idade, houve
aumento dos metabolitos colina, tirosina, treonina, albumina, e beta-glucose, e reducédo de
outros oito aminoacidos, lipoproteinas de baixa densidade e lipidios. Acreditamos que a
disparidade entre os resultados ocorra pela escolha do biofluido. A analise metabolémica do
soro sofre influéncia de todos os compostos presentes no sangue, inclusive aqueles grandes
demais pra atravessar a membrana sinovial e que, portanto, ndo estdo presentes no liquido

sinovial.

7.4 COMPARACAO ENTRE A ANALISE METABOLOMICA DO LIiQUIDO SINOVIAL
NA OCD E OSTEOARTRITE EQUINAS

A anélise metaboldmica do liquido sinovial na osteoartrite rende perfil metabdlico
completamente distinto do perfil da OCD. Para esta enfermidade, tém-se o aumento dos
metabolitos 3-hidroxibutirato, acetato, acetona, alanina, citrato, creatina, creatinina, glicerol,
glutamato, lactato, tirosina e grupo N-acetil. Ainda, alguns autores descrevem reducdo inicial
nas concentracdes de glicose, com posterior aumento relacionado a severidade da doenca
(NAUGHTON et al, 1993, DAMYANOVICH et al, 1999A, DAMYANOVICH et al, 1999B,
LACITIGNOLA et al, 2008).

Este perfil revela o ambiente acidético, “hipoglicémico” e hipoxico, com aumento do
metabolismo anaerdbio, no qual a gliclise da espaco para a liplise como fonte de energia
principal, acompanhado da degradacdo dos componentes da matriz cartilaginea. J& na OCD,
aparentemente, ndo ha um desvio metabdlico. Apesar das diferencas no diagnostico, etiologia
e sinais clinicos, a OCD e a osteoartrite compartilham uma caracteristica em comum: a
degradacéo da cartilagem articular.

E interessante notar que Maher et al (2012), obtiveram resultados semelhantes
aos nossos em sua investigacdo com osteoartrite induzida por transeccdo do ligamento
cruzado anterior em ovinos. Estes autores apresentaram como resultados aumentos das

concentracdes de t -metil histidina, DMSQO,, glutamina, creatina e creatinina na avaliacdo do
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liquido sinovial 12 semanas ap6s 0 procedimento cirurgico, com reducdo dos aminoacidos de
cadeia longa, leucina e isoleucina e sem mengéo aos dados da glicose. Os resultados por eles
obtidos divergem da literatura, por ndo apresentarem aumento nos compostos relacionados a
inflamacéo e alteracdo da via metabdlica. No entanto, os autores ndo fazem correlacdo dos

dados com a inflamagé&o em si.

7.5 CONSIDERACOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

A néo quantificagdo dos metabdlitos encontrados foi considerada uma limitacdo deste
estudo. A avaliacdo concentrou-se na identificacdo do perfil metabdlico, na determinacédo de
marcadores presentes ou ausentes na doenca e na comparagao da intensidade dos espectros.
Certamente, a futura quantificacdo dos metabolitos em termos de sua concentracdo nas
amostras se fara necessaria e rendera ainda mais resultados passiveis de serem relacionados
com a doenca em questdo. Ainda, considerando-se a alta sensibilidade deste tipo de técnica, a
presenca de comorbidades poderia alterar o perfil da amostra estudada. Por este fato,
consideramos importante realizar, além das quantificacdes dos metabdlitos, as relacGes
internas entre as concentracbes destes, para que se tenham dados especificos e sem
interferéncias do metabolismo local.

Julgamos interessante a futura realizacdo de analise e acompanhamento de potros até
um ano de idade, com o intuito de estabelecer uma comparagéo entre os resultados obtidos no
presente estudo e os obtidos na fase de instalagdo da OCD, ainda sem a interferéncia do
componente inflamatorio e das alteracdes secundarias. A comparacdo destas analises seria
fundamental para a melhor compreensdo da patogenia desta doenca, identificando a via
metabolica responsavel, ou mesmo para detec¢do de animais “em risco” ou com maior
predisposicdo para o desenvolvimento da doenca.

Atualmente, a técnica de *H RMN tem sido utilizada na rotina de Hospitais de todo o
mundo para a avaliacdo e diagndstico diferencial de uma gama de tumores, incluindo os de
prostata e de ovario em humanos. O método descrito ainda ndo é utilizado na rotina dos
hospitais veterinarios, porém, este tipo de avaliacdo poderia ser facilmente realizada em
parceria com centros de pesquisa, como o Instituto de Quimica da UNICAMP, no qual o valor
de analise do perfil metabolico de uma amostra estaria bem abaixo do custo de obtengéo de
Kits especificos para um Unico marcador de inflamacdo ou degradacdo da cartilagem, com

todas as vantagens ja mencionadas.
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Os resultados aqui contidos sdo dados preliminares e apresentam a técnica da 1H
RMN como um método vantajoso com relacdo as técnicas de determinacdo de biomarcadores,
por demonstrarem o estado global e em tempo real da doenca estudada. O completo
significado de tais alteracbes serd compreendido somente quando a cinética do
influxo/clearance e sintese/quebra dos metabdlitos relevantes em relacdo ao liquido sinovial
forem melhor esclarecidos.

No entanto, estes resultados abrem portas a novas possibilidades, como a utilizacéo
desta técnica na comparacao entre 0 metabolismo articular nas artropatias, na avaliacdo da
resposta metabdlica articular ao exercicio em cavalos atletas, na avaliagdo seriada para
acompanhamento da progressao das doencas, na identificacdo do que ocorre no metabolismo
articular na artrite séptica, no monitoramento da resposta ao tratamento instituido, para citar
alguns exemplos.

Projetamos que, no futuro, o papel da metabolémica nas artropatias seja de uma
ferramenta clinica, na qual a amostra de liquido sinovial dos pacientes seja utilizada para a
determinacdo de um painel de marcadores bioldgicos, similarmente ao que se tem na
avaliacdo de um hemograma ou exame bioquimico. Alteracdes nos perfis metabolicos podem
indicar progressdao da doenca em uma resolu¢cdo muito superior as técnicas laboratoriais
empregadas atualmente. A aplicacdo das tecnologias gendmicas e metabolomicas, tidas
atualmente como state-of-the-art, nos auxiliara na melhor compreensdo da patofisiologia e
progressdo da OCD, bem como na descoberta de uma nova geracdo de biomarcadores, sendo
ainda possivel a avaliacdo da atividade terapéutica de farmacos a nivel molecular.

A transferéncia do conhecimento da metaboldémica da bancada para a rotina clinica
ilustra o paradigma da pesquisa translacional. Este tipo de pesquisa engloba diversos campos
de estudo e por este motivo a interdisciplinaridade € um fator fundamental que deve nortear as
analises nesta area, para que se obtenha sucesso na avaliacdo dos resultados e que estes sejam
cada vez mais consistentes. A associacdo de diversas areas de interesse no estudo do
metabolismo articular e as suas repercussdes clinicas sdo fundamentais na compreensdo e

esclarecimento das entidades patologicas com sede osteoarticular.
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8 CONCLUSAO

A analise metabolémica determinou o perfil metabolico do liquido sinovial de
equinos, apresentando como resultado 32 metabdlitos presentes neste biofluido de
articulagdes higidas e com OCD, além de outros dois metabdlitos presentes somente em
articulagdes com OCD assintomética e sintomatica. A espectroscopia de *H RMN do liquido
sinovial de equinos revela claras diferencas entre os perfis bioquimicos de articulacGes
higidas e acometidas por OCD, indicativo das alteracbes metabdlicas que ocorrem com a
progressdo desta doenca, relacionadas principalmente com o processo de degradacédo
cartilaginea. As andlises estatisticas associadas a esta avaliacdo foram capazes de agrupar
individuos com condi¢des semelhantes e indicar possiveis compostos relacionados a doenca.
O perfil metabdlico determinado para as articulacdes higidas diferem em intensidade e em
namero de compostos das articulagdes com OCD. Porém, ndo foi possivel diferenciar as
articulagdes com OCD assintomatica das articulagcdes sintomaticas, pois ambos 0s grupos
apresentavam metabolitos semelhantes e em intensidades muito similares.

Estes resultados sdo ainda preliminares em termos de aplicacdo clinica, e uma
posterior caracterizacdo e quantificacdo se fazem necessérias, avaliando a capacidade dessa
técnica na identificacdo precoce da doenca ou mesmo no monitoramento da evolucdo clinica
do paciente baseada no metabolismo articular. Contudo, este estudo salienta o potencial da
analise metaboldmica em fornecer uma nova perspectiva dos processos biogquimicos

envolvidos na progressao da OCD.
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APENDICE A - Numeracio dos buckets e suas faixas em ppm nos espectros de RMN *H.

Ne PPM | N PPM | No PPM | N2 PPM | Ne PPM
1 7,766-7,760 |40  7,566-7,560| 79  7,366-7,356 | 118 7,160-7,155 | 157 6,954-6,948
2 7,760-7,758 |41  7,560-7,554| 80  7,356-7,351 | 119 7,155-7,150 | 158  6,948-6,945
3 7,7587,754 |42  7,554-7,552| 81  7,351-7,346 | 120 7,150-7,140 | 159  6,945-6,942
4 7,754-7,744 | 43  7,552-7,547| 82  7,346-7,341 | 121 7,140-7,136 | 160 6,942-6,938
5 7,744-7,743 |44  7,547-7,542| 83  7,341-7,331 | 122 7,136-7,135 | 161 6,938-6,933
6 7,743-7,736 |45  7,542-7,532| 84  7,331-7,328 | 123 7,135-7,125 | 162 6,933-6,923
7 7,736-7,730 |46  7,532-7,527| 85  7,328-7,326 | 124 7,125-7,120 | 163  6,923-6,918
8 7,730-7,723 |47  7,527-7,523| 86  7,326-7,316 | 125 7,120-7,115 | 164 6,918-6,916
9 7,723-7,722 |48  7,523-7,522| 87  7,316-7,311 | 126 7,115-7,110 | 165 6,916-6,913
10 7,722-7,718 |49  7,522-7,517| 88  7,311-7,301 | 127 7,110-7,104 | 166 6,913-6,908
11 7,718-7,713 |50  7,517-7,508| 89  7,301-7,298 | 128 7,104-7,099 | 167 6,908-6,898
12 7,713-7,708 |51  7,508-7,507| 90  7,298-7,296 | 129 7,099-7,098 | 168 6,898-6,893
13 7,708-7,703 |52  7,507-7,501| 91  7,296-7,291 | 130 7,098-7,089 | 169 6,893-6,888
14 7,703-7,698 |53  7,501-7,492| 92  7,291-7,286 | 131 7,089-7,085 | 170 6,888-6,884
15 7,698-7,688 |54  7,492-7,489| 93  7,286-7,276 | 132 7,085-7,084 | 171 6,884-6,881
16 7,688-7,683 |55  7,489-7,487| 94  7,276-7,273 | 133 7,084-7,079 | 172 6,881-6,876
17 7,683-7,678 |56  7,487-7,477| 95  7,273-7,271 | 134 7,079-7,074 | 173 6,876-6,868
18 7,678-7,673 |57  7,477-7,472| 96  7,271-7,260 | 135 7,074-7,069 | 174  6,868-6,863
19 7,673-7,668 |58  7,472-7,467| 97  7,260-7,255 | 136 7,069-7,064 | 175 6,863-6,858
20 7,668-7,663 |59  7,467-7,465| 98  7,255-7,250 | 137 7,064-7,057 | 176 6,858-6,853
21 7,663-7,658 | 60  7,465-7,457| 99  7,250-7,249 | 138 7,057-7,054 | 177 6,853-6,843
22 7,658-7,651 | 61  7,457-7,455| 100 7,249-7,240 | 139 7,054-7,049 | 178 6,843-6,838
23 7,651-7,648 | g2  7,455-7,448| 101 7,240-7,238 | 149 7,049-7,039 | 179 6,838-6,838
24 7,648-7,638 | 63  7,448-7,442| 102 7,238-7,235 | 141 7,039-7,034 | 180 6,838-6,828
25 7,638-7,637 |64  7,442-7,432| 103 7,235-7,230 | 142 7,034-7,033 | 181 6,828-6,823
26 7,637-7,632 |65  7,432-7,427| 104 7,230-7,223 | 143 7,033-7,029 | 182 6,823-6,818
27 7,632-7,623 |66  7,427-7,421| 105 7,223-7,220 | 144 7,029-7,019 | 183 6,818-6,813
28 7,623-7,623 | 67  7,421-7,417| 106 7,220-7,215 | 145 7,019-7,015 | 184 6,813-6,812
29 7,623-7,613 |68  7,417-7,416| 107 7,215-7,208 | 146 7,015-7,014 | 185 6,812-6,804
30 7,613-7,608 |69  7,416-7,408| 108 7,208-7,203 | 147 7,014-7,004 | 186 6,804-6,801
31 7,608-7,607 |70  7,408-7,406| 109 7,203-7,195 | 148 7,004-6,999 | 187 6,801-6,794
32 7,607-7,599 |71  7,406-7,401| 110 7,195-7,193 | 149 6,999-6,994 | 188  6,794-6,793
33 7,599-7,598 |72  7,401-7,396| 111 7,193-7,189 | 150 6,994-6,984 | 189  6,793-6,787
34 7,598-7,591 |73  7,396-7,386| 112 7,189-7,185 | 151 6,984-6,979 | 190 6,787-6,777
35 7,591-7,586 | 74  7,386-7,384| 113  7,185-7,180 | 152 6,979-6,976 | 191 6,777-6,774
36 7,586-7,578 |75  7,384-7,381| 114 7,180-7,174 | 153 6,976-6,969 | 192  6,774-6,772
37 7,578-7,577 |76  7,381-7,371| 115 7,174-7,170 | 154 6,969-6,964 | 193  6,772-6,764
38 7,577-7,567 |77  7,371-7,368| 116 7,170-7,165 | 155 6,964-6,959 | 194  6,764-6,760
39 7,567-7,566 | 78  7,368-7,366| 117 7,165-7,160 | 156 6,959-6,954






