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Resumo 

Base teórica: Artrite reumatoide (AR) é uma doença autoimune que afeta as articulações e progride 
de maneira simétrica e erosiva. Além dos achados articulares, pode ocorrer de perda muscular e 
síndrome da caquexia. Atualmente, não existe um marcador que sirva de preditor da síndrome de 
caquexia reumatoide. Estudos metabolômicos em pacientes com AR demonstram uma 
complexidade em encontrar um biomarcador para caquexia. Ademais, não há modelo experimental 
de caquexia descrito na literatura, mas o modelo de artrite induzida por colágeno (CIA) possui 
potencial de ser modelo de caquexia reumatoide. A partir deste modelo, pode-se fazer a busca por 
biomarcadores de caquexia reumatoide via metabolômica. 

Objetivo: Avaliar o modelo de CIA como modelo experimental de caquexia reumatoide. Avaliar o 
perfil metabólico da urina no modelo de CIA e correlacionar com parâmetros clínicos de caquexia 
reumatoide em busca de possíveis biomarcadores. 

Métodos: Camundongos machos DBA/1J foram induzidos (CIA; n=13) no dia zero e receberam 
reforço 18 dias após, e grupo mantidos saudáveis sem indução (CO; n=11). Nos dias 0, 18, 25, 35, 45, 
55 e 65 após a indução, foram realizados: coleta de urinas; teste de desempenho físico; teste de 
locomoção espontânea; teste de força; medida do volume do edema da pata traseira; avaliação do 
escore clínico; pesagem; e avaliação da ingestão alimentar. Após os 65 dias, os animais foram 
eutanasiados e tecidos musculares (gastrocnêmio – GA; e tibial anterior – TA) foram dissecados para 
pesagem e realização da razão sarcoplasmática. Os dados foram analisados por ANOVA de duas vias, 
seguido de Bonferroni, ou teste t de Pearson, com significância a partir de um p<0,05. A urina 
coletada foi submetida à ressonância nuclear magnética (1D e 2D J-res). Os metabolitos foram 
identificados via Chenomx (1D) e pelo Birmingham Metabolite Library (BML; 2D J-res). Utilizou-se a o 
modelo estatístico de PCA, PLSDA e PLSR para criar ranqueamento de metabolitos (significância a 
partir de um p<0,05). Analizou-se as rotas metabólicas via Metaboanalyst a partir do ranqueamento 
de metabólitos obtidos. Os metabólitos obtidos foram filtrados para rotas metabólicas que ocorrem 
no músculo para identificação de potenciais biomarcadores de perda muscular. 

Resultados: O grupo CIA apresentou redução de até 24% na locomoção espontânea, de até 66% na 
força e de até 24% no teste de desempenho físico após 35 dias da indução, bem como redução no 
peso do GA (24%) e TA (25%), e relação sarcoplasmática (22 e 23%, respectivamente) em relação ao 
grupo CO. Os modelos estatísticos de PCA, PLSDA e PLSR, e o filtro pelas rotas metabólicas 
relacionadas com o músculo geraram uma lista de 28 metabólitos e relacionados com o  
desenvolvimento da doença, sendo eles: 3-metilhistidina, 4-aminobutirato, acetilcolina, arginina, 
aspartato, carnosina, creatina, creatinina, glutamina, histamina, histidina, isoleucina, leucina, 
metionina, lisina, mio-inositol, dimetilglicina, acetilalanina, acetilmetionina, pantotenato, 
fenilalanina, fosfocolina, fosfocreatina, piridoxina, sarcosina, succinilacetona, tiamina, e urocanato. 

Conclusão: Em concordância com os resultados de redução nos parâmetros de: massa muscular,  
locomoção espontânea, força e desempenho físico, somando-se a ausência de anorexia bem como 
mudança no peso, o modelo animal de CIA representa um modelo experimental próprio para 
caquexia reumatoide. A análise do perfil metabólico deste modelo permite sugerir 28 metabólitos 
relacionados ao processo de perda muscular, que podem vir a ser biomarcadores de caquexia 
reumatoide, objetivando prognóstico, diagnóstico e acompanhamento da síndrome. Destes 
metabólitos, os principais são pertencentes ao metabolismo de: histidina; arginina e prolina; glicina, 
serina e treonina; fosfocreatina, bem como outros aminoácidos e vitaminas do complexo B. 

Palavras chave: Ressonância Nuclear Magnética; perda muscular; artrite induzida por colágeno; 
biomarcador; metabolômica; caquexia; artrite reumatoide; autoimunidade. 
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Abstract 

Background: Rheumatoid Arthritis (RA) is an autoimmune disease that affects the joints and has a 
symmetric development and it is erosive. Besides joint damage, it can develop muscle loss progress 
into cachexia syndrome. Currently, there is no marker that can predict it development in rheumatoid 
patients. Metabolomics in RA have shown to be complex to find out a biomarker for this syndrome. 
Also, there is no experimental model of cachexia described in literature yet; however the collagen-
induced arthritis (CIA) animal model seems to be a feasible model for rheumatoid cachexia. With this 
model, the research for a biomarker of rheumatoid cachexia can be done by metabolomics. 

Objectives: It will be evaluated if the CIA animal model can be also an animal model of rheumatoid 
cachexia. Afterwards, it will be evaluated a metabolic profile from urine of this animal model and 
correlate with clinical signs of rheumatoid cachexia to find out plausible biomarkers of it. 

Methods: Male DBA/1J mice were submitted to CIA (n=13), immunization occurred at day zero and a 
booster was performed 18 days after, and a healthy group with no induction (CO; n=11). At the 0,18, 
25, 35, 45, 55 and 65 days after the first injection, it was done: urine collection; physical 
performance test; free exploratory locomotion test; strength test; hindpaw edema volume 
measurement; follow up disease development; weighted; and food intake. After the 65 days, 
animals were euthanized and muscle (gastrocnemious – GA; and tibial anterior – TA) were dissected, 
and weighted for sarcoplasmic ratio. Data were analyzed by two-way ANOVA followed by Bonferroni 
post hoc, and t-test of Pearson, and statistical critical limit was set for p<0.05. The collected urine 
was used for nuclear magnetic resonance (1D and 2D J-res). Metabolites were identified by 
Chenomx (1D) and by the Birmingham Metabolite Library (BML; 2D J-res). Statistical model were 
performed using PCA, PLSDA and PLSR to create a ranking list of the metabolites (statistical critical 
limit was set for p<0.05). It was analyzed the metabolic pathway by Metaboanalyst from the data of 
metabolite ranking list. Then, the metabolite list was filtered by the metabolic pathways that take 
place in muscle tissue, in order to identify plausible biomarkers of muscle loss. 

Results: CIA group has shown reduction in up to 24% of free locomotion fatigue, up to 66% of 
strength and up to 24% of endurance physical performance after 35 days of the induction, as well as 
a decrease in GA (24%) and TA (25%) weight, and sarcoplasmic ratio also reduced (22 and 23%, 
respectivamente) related to CO group.  The PCA, PLSDA and PLSR statistical models, and the filter by 
metabolic pathways related to muscle provided a list of 28 metabolites related to disease 
development, as can be listed: 3-methylhistidine, 4-aminobutyrate, acetylcholine, arginine, 
aspartate, carnosine, creatine, creatinine, glutamine, histamine, histidine, isoleucine, leucine, 
methionine, lysine, myo-inositol, dimethylglycine, acetylalanine, acetylmethionine, pantothenate, 
phenylalanine, phosphocholine, phosphocreatine, pyridoxine, sarcosine, succinylacetone, thiamine, 
and urocanate. 

Conclusions: Accordingly with the data with reduction of: muscle mass, spontaneous locomotion, 
strength and physical performance, added with absence of anorexia as well as weight change, CIA 
animal model is a feasible experimental model for rheumatoid cachexia. Concerning the metabolic 
profile from this model, it can be suggested 28 metabolites related to muscle loss in which can be 
tested for biomarker of rheumatoid cachexia, targeting prognosis, diagnosis, and syndrome follow 
up. From those metabolites, the main ones are engaged to metabolism of: histidine; arginine and 
proline; glycine, serine and threionine; phosphorcreatine, as well as other amino acids and vitamins 
from B complex. 

Key Words: Nuclear Magnetic Resonance; muscle loss; collagen-induced arthritis; biomarker; 
metabolomics; cachexia; rheumatoid arthritis; autoimmunity. 
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se sabe. A ciência consiste em saber; em crer que se sabe reside a 

ignorância”. Hipócrates 
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Introdução 

A longevidade vem aumentando entre os seres humanos, porém sem o 

acompanhamento da saúde, resulta em uma população idosa mais afetada com processo 

de perda muscular, levando a uma qualidade de vida cada vez pior [1]. A perda de peso na 

população mais velha está altamente relacionada à aumentado risco de morte e este risco 

relaciona-se fortemente aos fatores de: idade avançada, perda de peso e perda de massa 

do músculo esquelético. Tanto no caso de envelhecimento saudável quanto relacionado as 

doenças inflamatórias, a perda muscular é observada e, neste último caso, acentuada [1]. 

A inflamação é um processo essencial para a manutenção dos seres vivos e este 

processo é responsável pela defesa do nosso organismo contra patógenos e pela 

manutenção de tecidos lesados [2]. Apesar de ser inicialmente benéfico, em doenças 

inflamatórias crônicas, há distúrbios na homeostase do processo inflamatório [3].  

Na inflamação, o metabolismo celular sofre drásticas alterações [4], como o aumento 

da taxa de proliferação celular mediado por células inflamatórias e consequente aumento no 

gasto energético celular. Essas alterações modificam as principais rotas metabólicas. 

Outra relação existente entre a inflamação e o metabolismo é observada no 

metabolismo de lipídios. Como exemplo, a produção de prostaglandinas - importante 

mediador inflamatório - utiliza como substrato os fosfolipídios que compõe a membrana 

celular [5]. Além disso, os linfonodos estão situados dentro do tecido adiposo e este tecido 

adiposo é amplamente infiltrado por macrófagos [6]. Dessa forma, pela presença dos 

linfonodos justaposto ao tecido adiposo e por este tecido estar repleto de macrófagos, que 

utilizam grandes quantidades dos lipídeos para a produção de mediadores inflamatórios, 

ressalta-se assim a interligação entre processo inflamatório o e metabolismo de lipídios. 

Dentre as doenças inflamatórias crônicas, podemos citar a artrite reumatoide (AR). 

Esta é uma doença sistêmica, caracterizada por inflamação da sinóvia, simétrica, produção 

de auto-anticorpos e pela destruição da cartilagem e do osso subcondral [7]. Trata-se de 

uma doença reumática de alta prevalência e de alta morbidade. Além disso, um distúrbio 

metabólico comum a estes pacientes é a atrofia muscular acentuada e a chamada síndrome 

da caquexia, que está associada a um pior prognóstico nos pacientes com AR [8].  

A síndrome da caquexia representa uma resistência anabólica que resulta em uma 

falha no músculo em sintetizar mais proteínas [9]. A caquexia (do grego, “cacos”: ruim e 

“hexis”: ter, ou seja, condição ruim) é definida como um estado metabólico complexo 

acentuado pela progressão de doenças e é caracterizada por perda da massa muscular 
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acelerada em adultos [10, 11]. A caquexia vem ganhando importância cada vez maior tanto 

na pesquisa quanto na clínica [12]. 

Em pacientes com AR, a caracterização da síndrome da caquexia apresenta uma 

perda muscular sem alteração no tecido adiposo, podendo inclusive ser mascarada pela 

mesma [9]. Dada esta principal diferença da caquexia em pacientes com AR, que não 

ocorre em pacientes oncológicos e em muitas das outras doenças inflamatórias crônicas, 

Roubenoff cunhou pela primeira vez o termo caquexia reumatoide [8, 13, 14]. Assim, 

ofereceu-se um nome que diferenciaria dos demais casos de caquexia ocasionados por 

outras doenças, dadas a caracterização mais própria decorrente da AR. 

A atrofia muscular é um sinal extra-articular relevante na AR, pois estima-se que até 

66% dos pacientes apresentem caquexia [15, 16]. São atribuídos diversos fatores causais à 

atrofia muscular, como: exposição crônica a citocinas pró-inflamatórias (e.g. TNF-α, IL-1β e 

IL-6), limitação na atividade física e ativação de distintas cascatas intracelulares induzindo à 

degradação proteica [15, 16]. 

Uma importante ferramenta para o estudo da AR são os modelos experimentais, como 

o da artrite induzida por colágeno (CIA), por mimetizar a AR [17]. Esses modelos são 

amplamente usados, pois demonstram semelhanças morfológicas com a artrite em 

humanos, incluindo padrões da sinovite, erosão da cartilagem articular e osso, bem como a 

exacerbação na produção de citocinas pró-inflamatórias e características clínicas como dor, 

edema e perda funcional [18]. 

Como ainda não existem marcadores sensíveis e específicos para a identificação da 

caquexia decorrente da AR, torna-se necessária a busca por marcadores que permitam 

identificar a síndrome da caquexia, bem como a sua gravidade. O estudo do perfil 

metabólico tem sido utilizado para a identificação de biomarcadores em diversas doenças. 

Modelos animais de AR são convenientes para essa pesquisa inicial de biomarcadores, já 

que a única variável em questão é a doença e sua gravidade. 
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Revisão da Literatura 

Estratégias para localizar e selecionar informações 

A estratégia de busca envolveu as seguintes bases de dados: Scielo, PubMed e Web 

of Knowledge. O período da pesquisa foi de 1963 a 2016. Foram realizadas buscas através 

da lista de termos e suas combinações: “cachexia”, “muscle”, “muscle loss”, “muscle 

wasting”, “muscle mass”, “rheumatoid arthritis”, “collagen-induced arthritis”, “experimental 

arthritis”, “arthritis”, “biomarkers”, “marker”, “metabolism”, “metabolic change”, 

“metabolomics” e “nuclear magnetic ressonance”. 

Inflamação 

O processo inflamatório decorrente de doenças inflamatórias crônicas acarreta 

alterações drásticas no metabolismo celular, modificando as principais rotas metabólicas. 

Nesse contexto, as células com aumento na taxa de divisão celular, como as neoplásicas 

ou do sistema imune na inflamação, sofrem mudanças no consumo da glicose. Assim, o 

produto final do metabolismo da glicose nestas células é alterado, pois, no lugar dos 

intermediários do ácido cítrico, a glicólise produz lactato (Figura 1) [4]. Essas mudanças são 

desencadeadas pela elevada demanda de energia em curto espaço de tempo, ou seja, 

produzir energia transformando o piruvato em lactato, sem a necessidade de oxigênio, 

acaba sendo mais rápido do que via ciclo do ácido cítrico, que depende de oxigênio e, 

apesar de ser mais eficiente na produção de energia, é mais demorado. As alterações 

citadas compõem um fenômeno conhecido como efeito de Warburg. 
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Figura 1. Em tecidos diferenciados (esquerda), em situação com presença de níveis 
normais de oxigênio (+ O2), a glicose sofre glicólise formando piruvato e, este, por sua vez, 
dá origem principalmente aos intermediários do ciclo do ácido cítrico na mitocôndria, 
resultando como produto final dióxido de carbono (CO2), esta chamada de fosforilação 
oxidativa possui eficiência de produzir 36 mol de ATP por mol de glicose, outra pequena 
parcela do piruvato formado irá dar origem à lactato. Em situação de níveis abaixo do 
normal de oxigênio (- O2), a glicose sofre glicólise formando piruvato e este é integralmente 
convertido em lactato, nesta situação, a glicólise anaeróbia gera apenas 2 mol de ATP por 
mol de glicose. Em tecidos proliferativos ou tumorais (direita), em níveis normais de 
oxigênio (+ O2) ou níveis abaixo do normal de oxigênio (- O2), a glicose sofre glicólise 
formando piruvato, e este, por sua vez, é principalmente convertido à lactato (cerca de 
85%), enquanto que apenas uma pequena parcela de piruvato é convertido aos 
intermediários do ciclo do ácido cítrico (cerca de 5%). Este processo é chamado de Efeito 
de Warburg e gera aproximadamente 4 mol de ATP por mol de glicose. Esquema adaptado 
de https://www.charliefoundation.org/ketogenic-therapy/therapies-2/brain-tumor-
cancer/item/1024-the-warburg-effect . 

Dentre as células ativadas na resposta inflamatória que apresentam essa mudança no 

metabolismo energético, podemos citar neutrófilos e macrófagos. Tanto neutrófilos quanto 

macrófagos, quando ativadas, produzem citocinas pró-inflamatórias, em especial IL-1β, IL-6 

e fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) [18]. Além disso, essas células também produzem 

moléculas citotóxicas, como as espécies reativas de oxigênio e nitrogênio, que são 

essenciais para promover morte dos patógenos, mas que podem causar lesão celular no 

organismo hospedeiro [19]. Os neutrófilos são caracterizados pela produção da 

mieloperoxidase, e os grânulos ricos com essa enzima são liberados em resposta aos 

patógenos. No entanto, está descrito na literatura que elevados níveis circulantes dessa 
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proteína estão presentes em pacientes com AR. Níveis elevados desta enzima são capazes 

de aumentar a produção de espécies reativas no organismo, resultando em dano oxidativo 

[20]. 

Artrite Reumatoide 

A artrite reumatoide (AR) é uma doença sistêmica inflamatória, autoimune, de 

etiologia desconhecida. Ela é caracterizada por sinovite crônica, simétrica e erosiva 

preferencialmente de articulações periféricas, resultando em deformidades e incapacitação 

[21]. Afeta 1% da população adulta com menos de 35 anos e mais de 2% com mais de 60 

anos nos Estados Unidos [22]. Já no Brasil tem uma prevalência de aproximadamente 

0,46% [23], e 1% na população mundial [24]. A doença ocorre 3 vezes mais em mulheres 

do que em homens e sua prevalência aumenta com a idade [25]. Estimativas recentes 

sugerem um custo anual para o tratamento de $16 bilhões nos EUA [26], enquanto no Brasil 

uma estimativa mais recente calculou um gasto anual de R$18,5 bilhões [27].  

Apesar da AR ter sido descrita primeiramente na década de 50 [28], os critérios de 

diagnóstico começaram a ser melhor estabelecidos somente há 50 anos [29]. Estes critérios 

usados retratam a AR como uma doença séria de longa-duração com características extra-

articulares dominantes, limitadas opções de tratamento e pior prognóstico [30]. Uma linha 

de pensamento mais moderna prefere considerar a AR como um síndrome clínica que 

abrange diversos subtipos de doença [31], os quais resultam na ativação de diversas 

cascatas inflamatórias [32] e que levam a uma via final comum, em que inflamação sinovial 

persistente e dano articular estão presentes.  

Em relação ao risco de desenvolver AR, 50% são atribuídos a fatores genéticos [33]. 

Até o momento, a associação genética está principalmente nos genes de PTPN22 e HLA, 

enquanto não se encontrou associações fortes com outros grupos gênicos. Dentre as 

regiões genéticas em que há associações fortes, foram identificadas 30 regiões diretamente 

relacionadas com a AR [34, 35]. É interessante notar que estas regiões de importância 

estão contidas em somente 0,1% do total do DNA do ser humano. Estudos genéticos 

identificaram a associação destes mesmos loci de importância com outras doenças 

autoimunes, e alguns estão ligados a cascatas inflamatórias. Analisando estes conjuntos de 

estudos genéticos, pesquisadores acreditam que estes dados enfatizam que a AR é um 

grupo heterogêneo de síndromes sobrepostas. 

O fator de risco ambiental mais forte para o desenvolvimento da AR é o fumo [36]. 

Outros fatores ambientais incluem consumo de álcool, consumo de café, níveis de vitamina 

D, uso de contraceptivos orais, periodontite bem como outras infecções [37]. Assim, o 
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desencadeamento da AR envolve fatores genéticos, fatores ambientais e defeitos na 

imunorregulação, que causam uma quebra da auto tolerância e ativa mecanismos que 

levam ao dano tecidual. A presença de auto anticorpos é característica típica da AR. Em 

estados mais avançados da doença, um número maior de epítopos são reconhecidos pelos 

auto anticorpos [38]. O fator reumatoide é um auto anticorpo clássico, usado como 

marcador prognóstico e diagnóstico da doença. Além disso, variados tipos de auto 

anticorpos contra proteínas citrulinadas (ACPA – anti-citrulinated protein antibodies) foram 

identificados. ACPA é um tipo de marcador que parece ser mais específico para o 

diagnostico da AR [39] e sua presença está associada com maior dano articular e menor 

probabilidade de remissão [32]. Também se identificaram auto anticorpos contra colágeno 

[40], que parecem estar relacionados com dano articular mais acentuado no início da 

doença [41]. De 50 a 80% dos indivíduos com AR apresentam fator reumatoide, ACPA ou 

ambos [41]. 

Artrite Reumatoide e Síndrome da Caquexia 

AR é fortemente associada à incapacitação e morte prematura [42]. Alguns sinais e 

sintomas são característicos desta população, como fadiga, fraqueza e perda muscular. 

Isso poderia ser explicado pelos altos níveis circulantes de citocinas e proteínas de fase 

aguda, somados à dor articular e diminuição do exercício físico, que podem causar perda 

muscular [43]. Nos pacientes com AR têm sido relatado até 66% de problemas relacionados 

com função muscular, limitando ainda mais a atividade destes pacientes e sua qualidade de 

vida. É importante ressaltar que estes pacientes por vezes apresentam uma redução na 

massa muscular mascarada pelo aumento da massa de gordura, levando a uma dificuldade 

maior na observação do processo de perda muscular [9]. 

Uma das mais evidentes condições clínicas que demonstram ligação entre o 

metabolismo e a inflamação é o quadro de caquexia [44]. Do grego, caquexia significa 

“cacos”: ruim e “hexis”: ter, ou seja, condição ruim, ela é definida como uma complexa 

mudança metabólica decorrente de doenças inflamatórias crônicas e o progresso da 

mesma, caracterizada principalmente por uma elevada taxa de perda na massa muscular 

[10, 11]. Caquexia é uma síndrome metabólica complexa associada à doença inflamatória 

crônica e caracterizada por perda de peso e perda de massa magra, com ou sem alteração 

de massa gorda [10]. É clara a participação do TNF-α no desenvolvimento desta síndrome. 

Também estão relacionadas com o seu desenvolvimento a IL-6 e a proteína C-reativa 

(PCR) [10].  
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A caquexia está associada a um pior prognóstico nos pacientes com AR [8] e 

alterações significativas no metabolismo energético e proteico têm sido elucidadas. Estudos 

demonstraram que pacientes com AR têm menor composição de massa celular. Essa 

redução de massa celular é um fator preditor de morte e morbidade em diversas doenças 

[45, 46]. 

A redução na massa celular inclui alterações no gasto energético, como redução no 

gasto energético diário total, aumento no gasto energético em repouso e baixo gasto 

energético em atividade física [13]. O metabolismo de proteínas na AR também sofre 

alterações, representadas pelo aumento no turnover proteico, o que, somado as alterações 

energéticas, caracteriza o um estado de hipermetabolismo proteico [47].  

Nos achados clínicos da AR comumente se observa fraqueza muscular generalizada, 

ocasionado pela atrofia de fibras musculares, que pode desenvolver atrofia acentuada do 

músculo [48, 49]. Atrofia muscular pode decorrer de diversas condições clínicas, tais como 

desuso, idade avançada, desnutrição, doenças inflamatórias, infecciosas e autoimunes. 

Essas condições induzem a perda muscular por diferentes mecanismos de sinalização 

intracelular, por distintas cascatas, tais como, proteases lisossomais, proteases ativadas por 

cálcio e o sistema proteossomo [50]. Essas cascatas de sinalização intracelular podem levar 

à apoptose, ao aumento da degradação proteica ou ainda à diminuição da ativação das 

células satélites responsáveis pela regeneração muscular [49]. 

Estudos têm demonstrado que a degradação proteica [51] ou a diminuição da síntese 

proteica podem estar envolvidas na atrofia muscular [52]. Diversos estudos têm investigado 

a degradação proteica onde algumas proteínas como MuRF-1 (muscle-specific ring finger 

protein-1), enzima E3 do sistema ubiquitina-proteossomo que está associada ao sarcômero, 

possuem relativa importância na ativação de cascatas de proteólise [51, 52]. 

Olhando por outro prisma, a caquexia representa uma resistência anabólica em que 

há uma falha na capacidade de síntese proteica no músculo [12]. Dada a gravidade desta 

síndrome e a ausência de tratamentos efetivos, ela vem ganhando mais atenção na clínica 

[12]. A caquexia é mais comumente observada e documentada por oncologistas, entretanto, 

desde 1994 foi descrita a relação entre a perda muscular e inflamação crônica, com 

aumento de citocinas circulantes, em pacientes com perfil de caquexia e AR [13]. Como já 

ressaltado anteriormente, pacientes com AR podem perder massa magra sem perder peso 

ou até apresentar o perfil de ganho de peso via massa de gordura. Entretanto, é clara a 

presença de uma síndrome similar à da caquexia do câncer em pacientes com AR [13]. 
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De acordo com esta principal diferença entre pacientes oncológicos e AR, tem sido 

sugerido o termo caquexia reumatoide como a síndrome que afeta estes pacientes em que 

há perda na massa muscular, com concomitante perda na sua função e força, sem 

apresentar necessariamente perda de peso ou até podendo apresentar ganho de massa de 

gordura [13]. Este termo não é amplamente aceito, mas será adotado por este estudo, já 

que as características da síndrome nos pacientes acometidos por diferentes doenças são 

em suma iguais, exceto pelo aspecto da alteração na massa de gordura. 

Modelo Experimental de Artrite 

Modelos animais são amplamente utilizados para estudos de doenças e seus fatores. 

A principal vantagem para seu uso é a possibilidade de se isolar fatores, já que modelos 

animais podem possuir: genética idêntica, oferta nutricional e influências ambientais 

controladas. Com estes fatores isolados, as pesquisas conseguem focar de forma mais 

específica e sensível para uma única variável e identificar mais claramente suas alterações. 

Dos vários modelos experimentais usados para mimetizar artrite, o modelo de artrite 

induzida por colágeno (do inglês, collagen-induced arthritis – CIA) é chamado de padrão 

ouro para estudos referentes à AR [53]. 

O modelo CIA apresenta inflamação nas articulações periféricas de forma simétrica, 

apresentando erosão cartilaginosa e óssea, hiperplasia da membrana sinovial, aumento de 

células mononucleares na articulação, neo angiogênese articular, presença de auto 

anticorpos (contra o colágeno do tipo II), aumento de citocinas inflamatórias circulantes 

(como TNF-alfa, IL-1beta e IL-6) e um contexto de inflamação crônica a longo prazo [53]. 

Todas as características citadas mimetizam o que ocorre com um pacientes com AR. 

Ademais, o modelo de CIA já foi utilizado amplamente para a avaliação inicial de diversos 

agentes terapêuticos para AR [54-56].  

Por outro lado, está pouco presente na literatura estudos utilizando modelos animais 

como modelo de caquexia e, quando utilizado, os mesmos não são tidos como 

convincentes [1, 57]. Essa problemática é levantada porque estes modelos não 

desenvolvem a síndrome da caquexia de forma isolada, mas sempre resultante de alguma 

doença inflamatória crônica, como câncer [1]. Neste contexto, observando estudo prévio do 

nosso grupo, foi demonstrado que camundongos com artrite induzida por colágeno 

apresentaram achados compatíveis com os da caquexia. No desenvolvimento da doença foi 

possível observar diferença de peso entre saudável e doente, superior a 5%, com maior 

perda de massa magra e aumento da IL-6 [58]. Com estas evidências, o modelo de CIA em 
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camundongos DBA/1J se apresenta como um forte candidato para um modelo de caquexia, 

sendo mais específico à caquexia reumatoide. 

 

Diagnóstico e Marcadores de Caquexia 

Reconhecendo a importância do processo de atrofia muscular na AR e que até 66% 

dos pacientes apresentam quadro de caquexia há necessidade de diagnóstico sensível e 

precoce para esta síndrome, possibilitando o pronto manejo dessa complicação, ainda em 

suas fases iniciais. Atualmente, os critérios mais citados pela literatura para diagnóstico de 

caquexia são os definidos por Evans e colaboradores [10], sendo estes: perda de peso 

(superior a 5% nos últimos 12 meses), como primeiro critério a ser observado, seguindo por 

mais três dos cinco critérios a seguir: índice de massa corporal (IMC) inferior a 20 kg/m2, 

diminuição da força muscular, diminuição do apetite (anorexia), fadiga, e de alteração de 

parâmetros bioquímicos e imunológicos, tais como elevação de IL-6, elevação de proteína C 

reativa, redução de hemoglobina e redução de albumina sérica. Apesar desses critérios de 

Evans serem precisos e eficientes para diversas situações, ainda não existe um consenso 

para diagnóstico da caquexia, havendo muitas pesquisas utilizando outros parâmetros para 

avaliar um paciente com caquexia, como o uso de um ponto de corte para a perda de peso 

ou até a presença de uma série de sintomas relacionados à função muscular, por exemplo 

[59]. 

Até o momento, para tentativa de diagnóstico do processo de perda muscular, o maior 

problema reside na precisão em avaliar as mudanças e o estado do músculo esquelético 

nos pacientes [60]. As formas para identificar a perda muscular têm sido diversas, como: 

medidas antropométricas, análise por bioimpedância elétrica, técnicas de imagem 

(tomografia computadorizada, imagem por ressonância nuclear, “dual x-ray 

absorptiometry”), pesquisa de moléculas (contagem de potássio-40 total), quantidade de 

creatinina na urina, ultrassom, e demais testes funcionais focados em músculo. Alguns 

problemas são observados nas formas de identificar a perda muscular como o exemplo: 

falham em termos de sensibilidade ou especificidade na hora do diagnóstico, alguns 

possuem altos custos, ou ainda não poderiam ser realizados com grande frequência por 

conta do prejuízo à saúde do paciente (por exemplo, exposição frequente à radiação) [60-

62]. 

Ainda, a literatura vem apresentado diversos marcadores com potencial para detecção 

e diagnóstico de processos relacionados à perda muscular, como: uso isótopo radioativo de 

3-metil-histidina [63], quantificação de fragmento C-terminal da agrina [64], quantificação de 
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creatinina [65, 66], atividade da creatina kinase [67], quantificação de fragmento do 

colágeno do tipo 6 [63], uso de isótopo radioativo da fenilalanina [68], dentre outros. Muitos 

destes marcadores podem ser identificados no soro e alguns na urina e ainda há estudos 

em andamento para o processo de validação, identificação de novos marcadores, testes de 

sensibilidade e especificidade (para revisão vide [63]). 

A partir dos critérios sugeridos por Evans (2008), estes parecem ser mais fidedignos 

para determinação da síndrome nos pacientes oncológicos do que em outras doenças, 

como nos pacientes reumatológicos, conforme demonstrado previamente [69]. Desta forma, 

a busca por marcadores que possam representar o quadro de caquexia poderiam auxiliar o 

diagnóstico da síndrome na artrite reumatoide, bem como direcionar no tratamento para a 

mesma [43]. 

Metabolômica 

A metabolômica é um novo ramo de pesquisa que trata da biologia de sistemas, 

juntamente com a genômica, transcriptômica e proteômica [70].  Esta abordagem vem 

ganhando grande força no campo da investigação de biomarcadores que sirvam para 

prognóstico, diagnóstico e acompanhamento de doenças, por se tratar de uma técnica 

sensível, abrangente, com alto grau de reprodutibilidade e custo acessível por amostra. 

Além do mais, esta técnica pode ser utilizada em diversos tipos de amostras, como urina e 

outras excretas, sendo identificado como “footprinting” metabólico (tradução livre: marca da 

pegada ou evidência). Desta forma, a metabolômica é utilizada para evidenciar diferenças 

entre situações de saúde e doença focando principalmente na pesquisa de biomarcadores 

para estas doenças [71]. 

Existem algumas formas de obter perfis metabólicos a partir de diferentes amostras 

para busca de biomarcadores [72]. Pode-se citar a obtenção deste perfil a partir de 

espectrometria de massas ou por ressonância nuclear magnética (RNM) [72-74]. A técnica 

de RNM faz com que todos os átomos de hidrogênio presente na amostra se alinhem ao 

campo gerado e capta o tempo de retorno de cada conjunto de hidrogênios à sua posição 

inicial (gera um espectro de uma dimensão, 1D; Figura 2) [75]. Ainda, durante a aquisição 

deste espectro, diferente número de ligações presentes nos átomos ligados ao de 

hidrogênio irão gerar sinais simples ou múltiplos, de acordo com o tipo de ligação 

encontrada (ligação simples, dupla, tripla, etc). Outra forma de adquirir informação a partir 

da ressonância magnética é gerar um campo eletromagnético e fazer mais de um registro 

referente ao retorno dos átomos à sua orientação original, de forma que há uma aquisição 

considerada em duas dimensões (2D J-res; Figura 3) [75-77]. Dessa forma, a partir de uma 
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amostra, pode-se adquirir um espectro contendo informação quanto a sua composição 

química e concentração pelo perfil de ressonância com o hidrogênio das moléculas que 

compõe esta amostra. 

 

Figura 2. O núcleo atômico produz um sinal de ressonância magnética da seguinte forma: 
quando elementos com um peso atômico par, como o hidrogênio, são expostos a um campo 
magnético estático, forte e homogêneo, os núcleos dos átomos se comportam como 
magnetos e seus spins se alinham na direção do campo aplicado (A). O alinhamento dos 
spins dos núcleos pode ser perturbado por um pulso curto de ondas de rádio (do inglês, 
“radio frequency” - RF), como no caso de ressonância nuclear magnética para fins de 
imagem, ou ondas com maior energia (de 60 à 1000 MHz), como no caso para perfil 
metabólico. A perturbação referida serve para tirar os spins do núcleo de sua orientação 
paralela ao campo magnético e para fornecer a energia necessária para movimentos do tipo 
giroscópio dos spins dos núcleos, denominados de precessão. Quando o pulso de ondas é 
apagado, o núcleo tende a voltar para sua situação original e, assim fazendo, libera energia 
em forma de ondas de rádio (B). A frequência dessas ondas de rádio são distintas para 
diferentes espécies de átomos, assim como para um dado átomo em diferentes meios 
químicos ou físicos. Portanto, os núcleos ressonantes tornam-se transmissores de ondas de 
rádio com frequências características e revelam sua presença na amostra pelos seus sinais 
RF. Núcleos diferentes absorvem energia de ondas de frequência diferente. A habilidade do 
núcleo atômico de absorver energia de ondas é denominada ressonância magnética 
nuclear, dando o nome ao experimento. O núcleo atômico, tendo absorvido energia pelas 
ondas aplicadas externamente, libera esta energia como um sinal ao retornar ao seu estado 
de menor energia. A taxa com a qual um núcleo volta ao seu estado de energia mais baixa 
é chamada de relaxação e é inicialmente descrito por sua constante de tempo (T). Há dois 
tipos de relaxação de importância em ressonância magnética: relaxação “spin-lattice” 
(rotação-quadratura) ou T1 e relaxação “spin-spin” (rotação-rotação) ou T2. Para um átomo 
em particular, esses tempos de relaxação variam de composto para composto. Por 
exemplo, o hidrogênio tem um tempo de relaxação muito mais curto em lipídios (ou 
gorduras) do que na água. Tempos de relaxação podem também variar de acordo com a 
condição local da mostra, tais como, composição principal do diluente sendo água ou outro 
composto.  
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Figura 3. O gráfico representa uma aquisição em duas dimensões. A primeira dimensão é 
adquirida por uma leitura padrão de ressonância. Já a segunda, é obtida por um 
acompanhamento do sinal em um tempo secundário e posterior. O segundo sinal valida a 
posição e intensidade da primeira leitura, facilitando a identificação do composto e 
possibilitando uma melhor resolução e quantificação dos compostos. Esta leitura em duas 
dimensões é chamada de 2D J-res. Representação adapatada da leitura parcial da droga 
ibuprofeno.  

A partir da aquisição dos espectros, inicia-se a etapa de processamento do espectro 

“cru” para que este possa ser utilizado para identificação dos compostos e processamento 

estatístico [78]. Os espectros “crus” são alinhados, de forma que os picos dos mesmos 

compostos em diferentes amostras estejam em um mesmo intervalo de aquisição, isto é 

feito com base em um padrão externo adicionado em todas as amostras na mesma 

concentração, com a presença de um pico homogêneo, presente como ponto zero da 

aquisição (Figura 4) [78]. Após, estes picos são separados em intervalos (“bining”) iguais. 

Esta etapa possibilita que os picos possam ser utilizados nas ferramentas estatísticas.  
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Figura 4. Durante o processo de aquisição de espectro via RNM, pode haver uma demora 
em valor de tempo muito pequeno, mas que acaba “desalinhando” a aquisição de seu 
verdadeiro ponto inicial. Para que os espectros possam ser diretamente comparáveis, estes 
devem ser alinhados de acordo com um padrão externo adicionado em cada amostra. Aqui 
está a representação de espectros antes (painel superior menor) e após (painel inferior 
maior) alinhamento através de molécula sintética externa adicionada à amostra  [78]. Após 
o alinhamento dos espectros, é possível identificação das mesmas moléculas e uso na 
etapa estatística. 

No próximo passo do processamento, como não há uma forma de normalização da 

concentração dos compostos na amostra, já que algumas podem ter conteúdo de água 

maior que outras ou ter evaporado mais água que outra, gerando fatores de confusão, o 

que é realizado durante o processamento do espectro é uma normalização pela área total 

do espectro. Desta forma, todos os espectros possuem um percentual da concentração 

original, ou seja, somando a concentração de todos os compostos identificados em cada 

espectro, o total será sempre o mesmo, diferindo apenas no percentual de cada composto 

encontrado. 

Por fim, para diminuir o ruído de fundo, que atrapalha todas as etapas estatísticas, 

utiliza-se de uma série de transformações matemáticas (por exemplo, transformação 

logarítmica) em que sinais de compostos com pequena concentração podem ser perdidos, 

entretanto, todos os sinais que são mais fortes que o ruído, estes são melhor evidenciados. 

Esta etapa permite que o ruído não participe da análise estatística e, ainda, permite uma 

melhor distinção entre os picos de diferentes amostras. A Figura 5 apresenta 

detalhadamente todas as etapas do processamento do espectro, desde o momento de sua 

aquisição. 

Antes 

Depois 
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Figura 5. O espectro oriundo da aquisição do equipamento de ressonância nuclear 
magnética é um sinal com decaimento livre como representado no primeiro painel (a). Este 
espectro recebe um preenchimento de sinal nulo (“zero filling”) em cada sinal adquirido (b), 
este preenchimento resulta em maior qualidade e uma melhor definição do sinal. Em 
seguida, os picos sofrem a transformação de Fourier (c), esta transformação faz o sinal 
obtido por tempo ser decomposto em sua frequência. No próximo passo, há uma correção 
na fase do espectro (d), em que todos os picos “inversos” (com relação negativa à linha de 
base) são espelhados para se tornar “positivos” (em relação positiva à linha de base). Em 
seguida, Há uma correção na linha de base (e) e se retirando principalmente o sinal do 
solvente (água, por exemplo), seguido de um efeito que torna o sinal mais suave, em que se 
remove majoritariamente o ruído (f). Por final, todos os espectros são alinhados (g) em 
referência a seu pico de referência (composto adicionado a todas as amostras) e, ainda, há 
a deconvolução dos picos, que faz com que todos os picos se tornem nitidamente 
espelhados (h) [79]. 

A partir do momento em que os espectros estão processados, há duas etapas que 

podem ocorrer de forma concomitante: a identificação dos compostos e o processamento 

estatístico. A identificação dos compostos ocorre de acordo com o tipo de espectro obtido. 

O programa Chenomx é utilizado para a identificação dos compostos a partir dos espectros 

de 1D [79, 80]. Este programa permite que o usuário utilize de um banco de perfis de picos 

para diversos metabólitos (cerca de 40.000, para bancos relacionados a metabólitos de 

origem humana) em que o usuário vai identificando um a um cada pico no espectro (Figura 

6; vide [79] para detalhamento do processo) e, após, há uma automação capaz de gerenciar 

a identificação destes mesmos compostos em todos os outros espectros (quando 

presentes) [70, 79]. Existe outra forma de identificação dos compostos, que é por 

automação ligada a um banco de dados contendo diversos espectros de compostos puros, 

as conhecidas bibliotecas, estas podem ser utilizadas para identificação e também 

quantificação de diversos compostos de forma totalmente automática, mas estas 

necessariamente se utilizam apenas dos espectros adquiridos pela ferramenta de duas 

dimensões, ou seja, o 2D J-res. As bibliotecas automáticas são servidores online que 

possuem a identificação em duas dimensões de diversos padrões de picos puros (um único 

espectro para um único metabólito). Há limitações nesta aquisição, pois não há nenhuma 

etapa em que o usuário possa validar o resultado ou confrontar com outras formas de 

identificação. Outra limitação é que o banco é capaz de identificar apenas os compostos já 

(a) (b) (c) 

(d) (e) 

(f) 

(g) 

(h) 
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apresentados no banco, compostos não presentes no banco são simplesmente ignorados. 

Para este trabalho, utilizou-se a Birmingham Metabolite Library (BML) [81], que foi possível 

identificar 208 metabólitos nas amostras de camundongo deste estudo. 

 

Figura 6. Representação da interface de identificação dos compostos via Chenomx. No 
painel de maior importância, o espectro adquirido e processado é representado por uma 
linha preta. Os compostos identificados são apresentados por linhas de diferentes cores. A 
somatória de compostos apresenta um perfil em vermelho. O composto que está sendo 
identificado e sua intensidade sendo ajustado para melhor se enquadrar a amplitude do 
sinal, neste caso o “Aspartate”, fica em vermelho com uma sombra vermelha. O programa 
possui uma série de ferramentas que permitem que o usuário identifique diversos 
compostos e oferece quais são as possibilidades de compostos em cada período de tempo 
da aquisição, restringindo e facilitando o usuário a identificar qual perfil de picos pertence ao 
perfil observado no intervalo de tempo em questão. Imagem da interface do usuário. 

Por final, o maior desafio das técnicas envolvendo a metabolômica é o processamento 

estatístico e interpretação dos resultados. Para isso, foram criados programas de 

computador complexos capazes de processar o grande número de dados obtidos pelos 

perfis metabólicos e criar um sistema de ranqueamento para diferenciação entre os grupos 

que classificam previamente a amostra. Destes programas, o Matlab é um programa muito 

utilizado, capaz de processar centenas de milhares de metabólitos distribuídos em diversos 

grupos, de forma sensível, reprodutível e estatisticamente robusta [82].  

Dos vários testes e modelos que avaliam o grupamento e diferenciação entre grupos 

dos perfis metabólicos, um amplamente utilizado é o “Principal Component Analysis” (PCA) 
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para grupamento e avaliação de homogeneidade de um grupo de amostras, enquanto que o 

“Partial Least Squeare Discriminant Analysis” (PLSDA) é a análise mais amplamente 

utilizada para distinção entre dois grupos e criação de um ranqueamento de metabólitos 

com valores de importância de acordo com a homogeneidade do grupo e a diferença entre 

os grupos testados no modelo [82, 83]. Como ferramenta interna para tornar a análise ainda 

mais robusta e clara, há o teste concomitante chamado “Veatinan Blind Test” (VBT) que 

seleciona aleatoriamente um grupo de amostras que não serão incluídos no modelo e não 

serão utilizadas suas informações de qual grupo pertencem e, após a construção do modelo 

oriundo pela análise de PCA e PLSDA, verifica-se quanto esta amostra se encaixa no 

modelo, oferecendo, dessa maneira, valores de sensibilidade e especificidade [82].  

Apenas para tornar o mais claro possível, no contexto de metabolômica, o teste de 

PCA serve para avaliar o quanto cada grupo é homogêneo, sem considerar os outros 

grupos entre si. Já o teste de PLSDA avalia o quanto um grupo é diferente dos demais na 

análise. Por fim, o VBT apresenta quão sensível e específico são os modelos criados são 

capazes de classificar uma amostra através de seu perfil metabólico. 

Há ainda outras ferramentas que podem ser utilizadas para a análise metabolômica. 

Algoritmos distintos foram criados em diferentes softwares para obter esta separação e 

ranqueamento de melhor metabolito. Por exemplo, o Galgo é um algoritmo genético, um 

plug-in do programa R, que é capaz de considerar os metabólitos como genes em um 

genoma e, via lógica de evolução genética, criar um ranqueamento de importância a partir 

do perfil metabólico, levando em conta a classificação de grupos [84, 85].  

 Após a etapa estatística e obtenção do ranqueamento metabólico, realiza-se uma 

busca por rotas metabólicas que possuem importância para o modelo estudado, que é feita 

uma busca pela presença de um grupo de metabólitos distinto entre os grupos analisados e 

comum a uma mesma rota. Dentre as ferramentas utilizadas, o sítio www.metaboanalyst.ca 

é uma ferramenta muito poderosa para este fim [86-88]. O banco de dados utilizado são os 

mais completos em termos de conteúdo e informação sobre metabólitos, sendo o KEGG 

(http://www.genome.jp/kegg/), o PubChem (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/) e o HMDB 

(http://www.hmdb.ca/) os bancos utilizados. Com esta ferramenta, pode-se inferir que uma 

rota metabólica está se comportando de maneira significativamente diferente entre os 

grupos comparados; quanto maior o número de metabólitos encontrados como diferentes 

pelo ranqueamento do PLSDA e de uma mesma rota metabólica, menor é o valor de 

significância para a rota (valor p), e quanto maior número de metabólitos presente em cada 

etapa da rota, maior o valor de importância da rota, sendo este valor de importância um total 
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máximo igual a 100%. Vide Figura 7 para uma representação com o caso do metabolismo 

da histidina. 

 

Figura 7. Representação da rota do metabolismo da histidina com os valores de importância 
do sítio www.metaboanalyst.ca. Os compostos grifados em cinza representam aqueles que 
foram identificados pelo ranqueamento através do modelo de PLSDA, por exemplo. Neste 
exemplo, a rota do metabolismo da histidina possuiria um total de 5 compostos que batem 
com a rota, de um total de 15, teria um valor p igual a 6,35×10-11 e um impacto de 60,7%.  

Em paralelo, muito recentemente foi desenvolvida uma técnica para se aplicar um 

modelo de regressão de múltiplas análises acoplado com o processamento estatístico do 

PLSDA, sendo chamado de PLSR [89]. Esta técnica utiliza um parâmetro externo aos 

metabólitos e relacionado a cada amostra para fazer a regressão. A partir deste parâmetro 

externo, o programa gera um modelo de quais metabólitos são importantes para o 

parâmetro em questão e faz-se o ranqueamento destes, incluindo um a um cada metabólito 

até o último identificado. A cada metabólito adicionado, há um acréscimo ou decréscimo no 

valor de R2 no modelo, gerando uma curva do R2 para todos os metabólitos, sua 

contribuição para este modelo e em relação ao parâmetro em questão. A limitação desta 

abordagem é o número de metabólitos que podem ser adicionados à análise para o tempo 

total de processamento de cada regressão, ou seja, para análise de regressão de 

aproximadamente 200 metabólitos, um intervalo total de tempo de 12h é o suficiente para a 

análise. Já um número superior, como 2000 metabólitos, haveria necessidade de cerca de 

30 dias para terminar a análise.  
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Metabolômica e AR 

A técnica de metabolômica parece ser muito bem proveitosa para estudos sobre com 

artrite reumatoide. Como uma resposta final ao ambiente da doença, os metabólitos podem 

indicar como os pacientes reumatológicos respondem ao ambiente, nutrição, progressão da 

doença, infecções, exposição a agentes xenobióticos, ao tratamento farmacológico e dentre 

outras influencias.  

No contexto de AR, ou ainda caquexia reumatoide, ambas as situações são 

heterogêneas. Para exemplificar a complexidade, podemos citar simplesmente que a 

gravidade da doença é intimamente correlacionada com o tempo de diagnóstico, começo do 

tratamento, eficácia do tratamento e gênero do paciente. Quanto mais tarde o paciente leva 

para iniciar o tratamento, maior a chance de a doença acarretar outras complicações, como 

aterosclerose e perda muscular. Ademais, pode-se citar diferenças existentes entre os 

pacientes, que torna um grupo heterogêneo para avaliação do perfil metabólico, como: 

influências ambientais – tabagismo; hábitos culturais – alimentação; e diferença genética 

geral – descendência. Estes aspectos influenciam direta ou indiretamente no perfil 

metabólico, na doença e no seu desenvolvimento. Em se tratando de caquexia reumatoide, 

hábito alimentar baseada em uma dieta hipercalórica e de falta de atividade física, 

culminando em um quadro de obesidade, por exemplo, podem dificultar a suspeita de 

caquexia por haver um ganho de peso e assim mascarar a redução da massa muscular. 

Pensando na pesquisa de biomarcadores, com todas as variáveis apresentadas, seria 

necessário um estudo com um número muito elevado de pacientes e uma análise muito 

complexa para poder identificar algum potencial marcador de perda muscular que serviria 

como prognóstico, diagnóstico e/ou acompanhamento durante o tratamento. 

Quando levamos em conta o tratamento do paciente com AR, o perfil metabólico se 

altera drasticamente, tornando a busca por um biomarcador ainda mais complexa. Por 

exemplo, o perfil metabólico de um paciente tratado com antagonista de TNF-alfa resulta 

em aumento dos níveis urinários de: glutamina, ácido fenilacético e histamina; já o 

tratamento com infliximabe apresenta um aumento no ácido hipúrico, citrato e ácido lático; 

com o uso do etanercepte, observa-se o aumento de colina, ácido fenilacético, uréia, 

creatina e metilamina [90]. Isso sem citar a redução de diversas outras moléculas 

relacionadas com cada tratamento (vide [90]). 

Estudos anteriores de perfil metabólico em pacientes com AR já mostraram as 

alterações em relação aos controles saudáveis, podendo ser citado alterações nas rotas: do 

metabolismo do inositol fosfato; metabolismo de lipídeos, de ácidos graxos e de 
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carboidratos; metabolismo energético; metabolismo de ácidos nucléicos; metabolismo de 

espécies reativas de oxigênio; metilação; bem como na resposta macrofágica [71]. Destes 

estudos, destacam-se os amino ácidos essenciais, aqueles que não podemos produzir de 

novo no corpo humano, que são sugeridos como potenciais biomarcadores de degradação 

proteica [44]. Ainda, analisando amostras sorológicas de pacientes com AR e artrite 

psoriatica, estudos metabolômicos são capazes de discriminar as amostras com uma 

sensibilidade de 90% e 94% de especificidade [91], por outro prisma, a técnica também 

possui capacidade de predizer a resposta ao tratamento com agentes anti-TNF-alfa com 

sensibilidade de 88,9% e 85,7% de especificidade [90], ou seja, esta abordagem possui 

grande capacidade discriminatórias. 

A literatura prevê avanços futuros via abordagem metabolômica, com interesse 

particular às doenças reumáticas, tanto na busca e identificação de novos biomarcadores 

como no acompanhamento de agentes terapêuticos [70]. Então, levando-se em conta todos 

os aspectos de complexidade da AR, da síndrome da caquexia reumatoide, das influências 

dos diferentes tratamentos e outros fatores levantados, um modelo animal que possa 

mimetizar a doença e suas complicações, mas com contexto controlável, ou seja, genética, 

ambiente e hábitos alimentares controlados, este modelo animal seria uma ferramenta 

muito útil na busca por biomarcadores através do estudo do perfil metabólico. Portanto, 

considerando também a gravidade da caquexia reumatoide e a ausência de marcadores 

que indiquem o desenvolvimento desta síndrome, o objetivo deste projeto é identificar 

biomarcadores relacionados ao início do processo de caquexia (prognóstico) e diagnóstico 

do mesmo.  
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Marco Teórico 

Segue o marco teórico da problemática da pesquisa (Figura 8). 

 

Figura 8. Marco teórico esquemático apresentando a problemática da pesquisa. Boa parte 
dos pacientes com AR apresentam inflamação, alteração metabólica e perda muscular, em 
um quadro que pode progredir para a chamada síndrome da caquexia (caquexia 
reumatoide). Para estudos científicos, não existe ainda um modelo experimental que 
apresente o mesmo quadro que o observado em pacientes com AR e caquexia. Ademais, 
pacientes com AR podem desenvolver caquexia e apenas ser diagnosticados por técnicas 
que, em sua maioria, são de alto custo ou baixa sensibilidade ou baixa especificidade, 
entretanto, atualmente não há método de análise para predição desenvolvimento da 
síndrome e acompanhamento para o caso de efeito de possíveis tratamentos. 
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Justificativa 

Considerando a gravidade da caquexia reumatoide, a ausência de modelo 

experimental para pesquisa experimental e ausência de marcadores que indiquem o 

desenvolvimento desta síndrome, é de suma importância a identificação de um modelo 

experimental que possa ser utilizado para estudos da síndrome bem como identificar 

biomarcadores relacionados ao início do processo e ao prognóstico da mesma. Com a 

identificação de um modelo experimental que se comporte de forma similar ao paciente, 

oportunidades surgem para melhoria na pesquisa com benefícios diretos na área clínica e 

de pesquisa. Já com um estudo extensivo do perfil metabólico relacionado com o progresso 

da síndrome da caquexia reumatoide, há possibilidade de identificação de biomarcadores 

relacionados com prognóstico e diagnóstico. 
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Objetivos 

Objetivos Gerais 

Avaliar se o modelo de artrite induzida por colágeno também desenvolve 

características da caquexia reumatoide. 

Estudar o perfil metabólito obtido via ressonância nuclear magnética para identificar 

diferenças metabólicas na urina de CIA que podem potencialmente ser usadas para 

predizer e acompanhar o progresso da caquexia. 

Objetivos Específicos 

1. Estudar os parâmetros clínicos associados à síndrome de caquexia no modelo 

experimental de artrite, através das medidas de: 

• Peso; 

• Ingestão de alimento (Anorexia); 

• Força; 

• Locomoção espontânea; 

• Teste de desempenho físico; 

• Determinação da perda de massa magra (peso do músculo e relação 

sarcoplasmática). 

2. Identificar potenciais biomarcadores de perda muscular encontrados no perfil 

metabólico da urina no modelo experimental de artrite; 

3. Correlacionar os parâmetros clínicos associados à síndrome de caquexia 

reumatoide com o perfil metabólico da urina no modelo experimental de artrite. 
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Desenho experimental 

 O desenho experimental a seguir foi realizado neste trabalho para aquisição de 

todos os resultados (Figura 9). 
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Figura 9. Desenho experimental esquemático apresentando todas as etapas experimentais 
para aquisição dos resultados. Os materiais e métodos necessários estão todos 
apresentados neste esquema, respeitando a ordem necessária para sua execução. O 
experimento 1 foi todo realizado no HCPA enquanto o experimento 2 foi todo realizado na 
University of Birmingham, Reino Unido. No experimento 1, os camundongos machos 
DBA/1J com 8 à 12 semanas de idade foram induzidos (CIA, n=13) com  
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(continuação Figura 9): colágeno bovino do tipo II (data estabelecida como dia zero), 
receberam reforço 18 dias após a primeira injeção ou mantidos saudáveis sem indução 
(CO, n=11). Os animais foram acompanhados nas datas de 0, 18, 25, 35, 45, 55 e 65 dias 
após a primeira injeção, foram: coletadas urinas por 6h em gaiolas metabólicas; realizado 
teste de desempenho físico; realizado teste de locomoção espontânea; realizado teste de 
força; medida do volume do edema da pata traseira com pletismômetro; acompanhado 
desenvolvimento da doença pela avaliação do escore clínico; foram pesados; e 
acompanhada a ingestão alimentar. Após 65 dias, os animais foram eutanasiados e foram 
coletados tecidos musculares (gastrocnêmio e tibial anterior) para pesagem e realização da 
razão sarcoplasmática, e a articulação tíbio-tarsal foi coletada para realização de histologia 
e confirmação da histopatologia. No experimento 2, a urina coletada dos animais CO e CIA 
foram filtrados, adicionado tampão para realização de ressonância nuclear magnética e 
aquisição do espectros (1D e 2D J-res). Os espectros adquiridos foram processados pelo 
NMRlab. Estes espectros processados foram utilizados para identificação pelo Chenomx 
(1D), e identificados e quantificados pelo Birmingham Metabolite Library (BML; 2D J-res). 
Foi realizada a estatística apropriada dos espectros processados e as quantificações 
obtidas pelo BML via Matlab, utilizando a técnica de PCA e PLSDA. O ranqueamento de 
metabólitos obtidos pelos modelos estatisticamente significantes foram analisadas as rotas 
metabólicas envolvidas via Metaboanalyst. Em paralelo, os dados obtidos pelo BML foram 
utilizados para as regressões (PLSR) envolvendo todos os parâmetros obtidos durante o 
experimento 1 in vivo. Por final, metabólitos obtidos pelos modelos de PCA, PLSDA e PLSR 
que apresentaram significância foram filtrados para rotas metabólicas que ocorrem no 
músculo para identificação de potenciais biomarcadores de perda muscular e distribuídos 
em relação ao tempo em que foram obtidas para uma análise tempo dependente, ou seja, 
para classificação de potencial biomarcador para prognóstico, diagnóstico e 
acompanhamento do processo de perda muscular. 
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Abstract. 

Background: Rheumatoid arthritis (RA) is an autoimmune disease in which impaired muscle function 

is observed in up to 66% of RA patient, it can progress into rheumatoid cachexia. Currently, there is 

no diagnose or treatment consensus. Collagen-induced arthritis (CIA) animal model may also 

cachexia similarly to patients and could be used to search for biomarkers through metabolomics. 

The focuses in this research is to confirm that CIA animal model develops cachexia and search for 

metabolites related to cachexia development.  

Methods: CIA and healthy animals were tested for: physical performance test; free exploratory 
locomotion test; strength test; hindpaw edema volume measurement; follow up disease 
development; weighted; and food intake followed at 0, 18, 35, 45, 55, and 65 days after disease 
induction. After that, animals were euthanized and muscle (gastrocnemious – GA; and tibial anterior 
– TA) were dissected, and weighted. Urine was collected and used for nuclear magnetic resonance 
(NMR). Metabolites were identified by Chenomx and by the Birmingham Metabolite Library. 
Statistical model were performed using PCA, PLSDA, PLSR, followed by metabolic pathway analysis. 
Final list were filtered for muscle metabolism related pathways. 

Results: CIA group has shown increased fatigue, strength and free locomotion reduction, and 
reduced relative muscle weight compared to CO group.  A list of potential biomarkers for 
rheumatoid cachexia reached 28 metabolites. 

Conclusions: CIA animal model is a feasible experimental model for rheumatoid cachexia regarding 
its similarities to RA patients. Concerning the metabolic profile from this model, a group of 
metabolites related to muscle loss can be suggested, which can be tested as biomarkers of 
rheumatoid cachexia, targeting prognosis, diagnosis, and follow up. 

Key words: NMR, CIA, muscle loss, metabolomics, cachexia, biomarkers 
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Conclusão 

Com base nos achados, pode-se concluir que o modelo experimental de artrite 

induzida por colágeno representa um modelo com semelhanças muito próximas aos 

sintomas, comportamento e alterações morfológicas encontrados em pacientes com 

artrite reumatoide e síndrome de caquexia reumatoide. Os animais CIA apresentaram 

uma redução de 25% de massa muscular do gastrocnemio e 24% para o tibial anterior 

comparado ao CO e, quando normalizado pelo peso do animal, a diferença se mantém 

para 23 e 22% para estes mesmos músculos, a atrofia muscular já havia sido 

observado anteriormente em nosso grupo [58], sugerindo que estes animais também 

poderiam apresentar perda muscular similar ao processo de caquexia reumatoide.  

Os testes físicos e funcionais no grupo CIA apresentaram uma redução de 

>20% na locomoção espontânea e de >20% no tempo total do teste de desempenho 

físico a partir dos 35 dias da indução da doença, bem como uma redução crescente de 

25 à 66% da força muscular a partir dos 25 dias da indução da doença comparado 

com o grupo CO. Então, este modelo experimental também apresenta alteração 

muscular, funcional e comportamental em relação com os pacientes com AR, que 

possuem aumento de fraqueza, redução na atividade física diária e fadiga aumentada. 

Os animais CIA não apresentaram alteração no peso e nem na ingestão alimentar 

comparado com o CO, novamente, estes achados são similares aos pacientes com 

caquexia reumatoide e distintos dos da síndrome da caquexia causada por outras 

doenças, em que há redução do peso e recorrentes casos de anorexia.  

Adicionalmente, a literatura já apresentou aumento das citocinas inflamatórias 

nos animais CIA [58, 92, 93]. Reunindo todos estes achados e confrontando-os com 

os critérios de Evans [10], os animais CIA apresentam: redução de força muscular (e 

atividade física diária), aumento na fadiga, alteração nos marcadores sanguíneos 

(aumento de citocinas inflamatórias); em ressonância com os pacientes com AR e 

caquexia reumatoide, o modelo de CIA não condiz com os critérios de Evans [10], mas 

acompanham os pacientes, nos seguintes aspectos: normalidade no peso e ausência 

de anorexia. Portanto, apresentamos esse modelo para ser utilizado futuramente como 

modelo experimental de caquexia reumatoide. 

Empregando esse modelo, tornou-se possível a análise do perfil metabólico ao 

longo do desenvolvimento da artrite, bem como correlacionar este perfil com o 

desenvolvimento da perda muscular concomitante. Realizando a técnica de 

metabolômica, filtrando os resultados para os metabólitos que participam de rotas 
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metabólicas no tecido muscular, obteve-se um perfil tempo dependente de quase 30 

metabólitos e que participam de quase 20 rotas metabólicas que ocorrem no tecido 

muscular. Determinando-se um ponto de corte em 45 dias para o modelo como 

desenvolvimento de caquexia reumatoide, baseado em estudo anterior de nosso grupo 

[58], pode-se observar que, antes deste período, os seguintes metabólitos deverão ser 

validados em pacientes para prognóstico, em ordem alfabética: 3-metilhistidina, 4-

aminobutirato, acetilcolina, arginina, aspartato, carnosina, creatina, creatinina, 

glutamina, histamina, histidina, isoleucina, leucina, L-metionina, lisine, mio-inositol, 

N,N-dimetilglicina, N-acetilalanina, N-acetilmethionina, pantotenato, fenilalanine, 

fosfocolina, fosfocreatina, piridoxina, sarcosina, succinilacetona e tiamina. Já para 

diagnóstico, sugere-se a validação dos metabólitos, em ordem alfabética: 3-

metilhistidina, 4-aminobutirato, acetilcolina, arginina, carnosina, creatina, creatinina, 

glutamina, histamina, histidina, isoleucina, leucina, L-metionina, lisina, mio-inositol, 

N,N-dimetilglicina, N-acetilalanina, N-acetilmetionina, pantotenato, fosfocolina, 

fosfocreatina, piridoxina, sarcosina, succinilacetona e urocanato. Com os achados 

desta pesquisa, sugere-se esta gama de metabólitos que serão validados em um 

estudo envolvendo pacientes com artrite reumatoide bem como o acompanhamento 

do processo de perda muscular, análise dessas moléculas e, por fim, estabelecendo 

um ou mais metabólitos como biomarcadores de caquexia reumatoide, objetivando 

prognóstico, diagnóstico e acompanhamento da síndrome. 

. 
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Perspectivas Futuras 

 Analisar resultados do metaboloma de camundongos com os de cultura 

celular de músculo incubados com mediadores inflamatórios (e.g. TNF-alfa) que 

sabidamente induzem o processo de perda muscular. 

 Realizar a validação dos resultados obtidos nos camundongos em pacientes 

com artrite reumatoide concomitantemente acometidos com a síndrome de caquexia.  
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