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Resumo

A osteoartrite (OA) é uma doenca articular progressiva de causa idiopatica, em que estao presentes sintomas inflamatorios, alteragoées bioquimicas e
moleculares. Em individuos saudaveis, o atrito entre a cartilagem articular e as extremidades dsseas estimula o liquido sinovial a fornecer lubrificacdo
local, atuando na protecéo contra desgastes e danos. Quando ha perda dessa propriedade de lubrificacdo — presente na OA - o paciente apresenta
sintomas de dor e limitagdo de movimento. Devido ao carater progressivo e debilitante da OA, um dos principais objetivos no manejo do paciente é
realizar um diagnostico precoce para direcionar o tratamento mais assertivo. Atualmente, o diagndstico é baseado nos sintomas clinicos associados
com os critérios radiograficos, mas as alteragdes radiogréficas geralmente séo tardias, fazendo com que o diagndstico ocorra em fases avancadas da
doenca. Desse modo, a pesquisa de biomarcadores precoces de OA se tornou imperativa. O objetivo deste trabalho é fornecer uma revisao sobre os
biomarcadores de OA em liquido sinovial e sua classificacdo recente, e aspectos gerais sobre as articulacées, a cartilagem articular e o liquido sinovial. O
trabalho foi desenvolvido em cinco etapas: elaboragao da pergunta norteadora: "Quais os biomarcadores de osteoartrite no liquido sinovial?"; busca de
literatura na base de dados PubMED utilizando os descritores: "osteoarthritis", "biomarker", "synovial fluid", "synovial effusion', "diagnosis"; analise critica
dos estudos selecionados; discussao dos resultados; e elaboracao da revisao. Existem diversos biomarcadores relacionados a OA no liquido sinovial, em
diferentes estagios de aplicabilidade. Os miRNAs parecem promissores, mas necessitam de validagao para o uso em larga escala.
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Abstract

Osteoarthritis is a progressive joint disease with an idiopathic cause, where inflammatory symptoms with biochemical and molecular changes are present.
In healthy individuals, friction between the articular cartilage and the bone stimulates the synovial fluid to provide lubrication to the area, protecting
against wear and damage. Therefore, when there is loss of this lubricating property — present in osteoarthritis, the patient presents symptoms of pain
and limited movement. Due to the progressive and debilitating nature of osteoarthritis, one of the main interests in patient management is to get early
diagnosis to direct more assertive treatment. Currently, the diagnosis is based on clinical symptoms associated with radiographic criteria, but radiographic
changes are generally late, so the diagnosis only occurs in advanced stages of the disease. Thus, the search for early biomarkers of osteoarthritis has
become imperative. Then, the aim of this paper is to provide a review of osteoarthritis biomarkers in synovial fluid and their recent classification, also
addressing general aspects about joints, articular cartilage and synovial fluid. The work was developed in five stages: elaboration of the guiding question:
"Which are the biomarkers of osteoarthritis in synovial fluid?"; search in the PubMED database using the descriptors: "osteoarthritis", "biomarker", "synovial
fluid", "synovial effusion”, "diagnosis"; critical analysis of selected studies; discussion of results; and preparation of the review. There are several biomarkers
related to OA in synovial fluid, at different stages of applicability. MiRNAs appear promising but require validation for large-scale use.
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INTRODUCAO

A osteoartrite (OA) é uma doenca inflamatéria articular
degenerativa, sendo uma das mais comuns formas de artrite.
E caracterizada pelo dano progressivo da cartilagem, resul-
tando em alterages estruturais e funcionais da mesma."” Este
dano pode ser entendido pelaincapacidade dos condrécitos
de produzir uma matriz vidvel de cartilagem, resultando na
perda da protecao da cartilagem articular.?

Os principais sinais e sintomas clinicos da osteoartrite
sdo dor, efusdes e outros sintomas inflamatérios que podem
resultar em rigidez e perda de mobilidade.®* Desse modo,
a OA é considerada a causa primordial de incapacidade
fisica crénica, sendo elencada como doenca prioritaria pela
Organizacao Mundial de Saude - OMS (relatério WHO/EDM/
PAR/2004.71).

A exata fisiopatologia da OA nao é conhecida, mas sabe-se
que é uma doenca inflamatdria relacionada com alteragées
bioquimicas e moleculares.? A idade, disturbios metabdlicos
e, sobretudo, a obesidade sdo os principais fatores de risco
para o desenvolvimento dessa doenca,” cuja progressao é
multifatorial, incluindo contribuicoes hereditarias, fatores
mecanicos e de envelhecimento. A OA também esta rela-
cionada com a presenca de doenca poliarticular, deposicao
de cristais intra-articulares, fraqueza muscular, neuropatia
periférica e instabilidade articular.®

O diagnostico da OA atualmente é feito através de exame
fisico para determinar o grau de dor e de comprometimento
da mobilidade, e de exame radioldgico, que possibilita a
melhor visualizagao de altera¢ées da cartilagem.®

Nesse contexto, a classificacdao Kellgren-Lawrence (KL),
utilizada como uma definicao radiogréfica da OA, classifica
a articulagdo com uma pontuacao entre 0 (auséncia de OA)
a 4 (OA grave).® Essa classificacao € baseada na observacao
radiografica de estreitamento do espaco articular, dos ostedfitos
marginais, da esclerose dssea subcondral e da alteragao do
formato do 0ss0.© Esses métodos sao utilizados em pacientes
sintomdticos, os quais ja apresentam altera¢oes articulares, em
suamaioria, irreversiveis” e, portanto, podem ser configurados
como métodos diagnosticos reativos e ndo preditivos.?

A falta de diagndstico precoce e o ndo conhecimento
completo do processo fisiopatoldgico sdo fatores limitan-
tes no tratamento da doenca, que comumente é ineficaz.
Assim, o diagndstico precoce da OA é crucial para a terapia
da doenca. Para estabelecer um padrao de diagnoéstico e
uma nova abordagem terapéutica é urgente a descoberta
de novos biomarcadores de OA.®

De acordo com a OMS, um biomarcador é “qualquer
substancia, estrutura ou processo que pode ser medido no
corpo ou em seus produtos e influenciar ou prever a incidéncia
de resultado ou doenca”® Esses biomarcadores podem ser
obtidos através da andlise de liquidos bioldgicos e, no caso
da OA, os principais fluidos para pesquisa de biomarcadores
sdo o liquido sinovial, a urina e o sangue.? O liquido sinovial
é o primeiro a ser alterado na progressdo da doenca, portanto
mesmo que seja o de mais dificil acesso e avaliacdo é o que
merece mais atencdo.?”

Baseado nesta premissa, este trabalho objetiva revisar
0s aspectos gerais sobre as articulacbes, o liquido sinovial,
a osteoartrite e possiveis biomarcadores preditivos desta
condicao patoldgica. O trabalho foi desenvolvido em cinco
etapas: (1) elaboracao da pergunta norteadora: “Quais os
biomarcadores de osteoartrite no liquido sinovial?”; (2) busca
de literatura na base de dados PUbMED (https://pubmed.
ncbi.nlm.nih.gov/) utilizando os descritores: “osteoarthritis”,
synovial fluid’, “synovial effusion’, “diagnosis”;
(3) analise critica dos estudos selecionados; (4) discussao dos
resultados; e (5) elaboragédo da revisao.

"o

“biomarker”,

ARTICULACOES

Articulagdes sdo jungdes presentes no corpo que permi-
tem a conexao de ossos e cartilagens.”) A classificacdo das
articulagdes pode ser baseada em critérios histolégicos, em
que se considera o tipo de tecido conjuntivo dominante, ou
em critérios funcionais, centrados na capacidade de movi-
mento da articulacao. Histologicamente, as articulacoes
podem ser fibrosas, cartilaginosas e sinoviais. Do ponto de
vistafuncional, as articulacdes podem serimdveis (sinartrose),
ligeiramente moveis (anfiartrose) ou moéveis (diartrose).
Ambas as classificacoes podem ser correlacionadas: as sinar-
troses sdo articulacdes fibrosas; as anfiartroses, cartilaginosas;
e as diartroses, sinoviais.%

Posto isso, a maioria dos ossos estd conectada a partir
de dois tipos principais de articulacdes: a sinartrose, conhe-
cida como falsa articulacao, e a diartrose, denominada de
verdadeira articulacao. A principal diferenca entre elas é que
na falsa articulacdo estd presente um tecido conjuntivo de
preenchimento, enquanto a verdadeira articulagao possui um
espaco articular. Ademais, a articulagdo verdadeira possui uma
capsula articular, promovendo estabilidade a articulacdo, e é
dentro dessa capsula que esta presente a membrana sinovial.""

Esta membrana reveste a cdpsula e produz a sinévia ou
liquido sinovial, que é um ultrafiltrado do plasma. O liquido
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sinovial é constituido de acido hialurénico, lubricina, pro-
teinases e colagenases e tem como funcao a lubrificacéo
da articulacao e a nutricao da cartilagem articular. Dai a
diartrose receber o nome de articulagao sinovial por possuir
o liquido sinovial, que devido ao seu papel de lubrificacdo
permite que o movimento seja feito sem que haja fraturas
ou quaisquer danos as faces articulares."? A Figura 1 ilustra
uma articulacdo verdadeira.

Cartilagem articular

A cartilagem é um tecido conjuntivo avascular, com-
posto por células - os condrécitos — e um conjunto de
macromoléculas, cujas caracteristicas bioquimicas refletem
sorbretudo a composicao da matriz extracelular (MEC).("¥
Dependendo da localizagao no organismo e da composicao

da MEC, a cartilagem articular pode ser classificada em hia-
lina, elastica e cartilaginosa, sendo a hialina a predominante
nas articulagoes.®

O principal tipo celular da cartilagem articular séao os
condrocitos, ocupando apenas 1% do volume total do
tecido. Sao células bastante diferenciadas, que apresentam
uma limitada capacidade de proliferacao e migracdo.’® Os
condrécitos sdo metabolicamente ativos e circundados pela
MEC."® A medida que se dividem, também produzem a MEC
que os circunda e se dispersam através dela. Eles sustentam
a cartilagem e produzem coldgeno e proteoglicanos ao
mesmo tempo que também produzem metaloproteinases
(MMP), que sao enzimas que degradam a matriz cartilagi-
nosa, possibilitando a expansao e reposicionamento das
préprias células.’®
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sinovial
Pregas -\ (3/7 (
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Diartrose: articulacao sinovial.

A cavidade articular é circundada pela cdpsula articular, um tecido conjuntivo fibroso ligado a cada osso participante, contendo membrana fibrosa e membrana sinovial. A
membrana sinovial secreta o liquido sinovial que fica localizado na cavidade articular. A cartilagem hialina forma a cartilagem articular, cobrindo toda a superficie articular

de cada osso. A cartilagem articular e a membrana sinovial sdo continuas.

Fonte: Adaptado de Paulsen, F. & Waschke, J., 2019."
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Os 99% restantes do volume total da cartilagem articu-
lar sdo compostos de 66% a 80% de dgua, cujas moléculas
estao fortemente ligadas aos agregados de agrecano e
acido hialurénico, e cujo volume se altera conforme peso/
compressao e diminui com a idade."2'® O fato de parte da
cartilagem articular estar ligada frouxamente possibilita a
difusao de pequenos metabdlitos (dos quais cerca de 20 a
34% sao solidos inorganicos e organicos) para os condrdcitos,
e destes para o intersticio."®

A MEC das articulagdes é composta de colagenos, pro-
teinas ndo colagénicas, agua e lipidios,"” sendo esses com-
postos os responsaveis pelo reparo da MEC."® A presenca
de coldgeno do tipo Il proporciona resisténcia a tracao. A
cartilagem também possui coldgenos dos tipos IX, X, IV, X e
moléculas de colageno especificas da cartilagem."®

As proteinas ndo colagénicas — proteoglicanas, proteina
oligomérica da matriz da cartilagem (COMP), fibulina e glico-
proteinas - sdo sintetizadas pelos osteoblastos e oferecem as
articulacoes elasticidade, flexibilidade e forca."” Elas mediam
interacdes dos condrécitos com a MEC e tém valor clinico como
marcadores de renovagao e degeneracao da cartilagem.®

As proteoglicanas proporcionam resisténcia a compres-
sdo; suas concentracdes diminuem com a idade, resultando
no amolecimento da cartilagem.>'¥ Esta classe de proteinas
contém trés tipos de glicosaminoglicanos: o dcido hialurénico
(hialurano), o sulfato de condroitina e o sulfato de queratano.
Estes dois ultimos se unem por meio de uma proteina cen-
tral, formando o monémero mais importante da cartilagem
hialina: o agrecano. Cada molécula de acido hialurénico
estad associada a varias moléculas de agrecano, formando
agregados de proteoglicanos ligados as fibrilas de colageno,
0s quais proporcionam as propriedades biomecanicas da
cartilagem hialina.®

A cartilagem articular é dividida em quatro camadas ou
zonas, que apresentam diferentes comportamentos biome-
canicos e bioquimicos. A camada superficial (zona I) ocupa
de 10% a 20% da espessura da cartilagem articular e protege
as camadas mais profundas contra tensdes de cisalhamento.
Contém poucos proteoglicanos e sua maior parte é composta
de agua, sendo suas células pouco ativas, gerando pouco
desgaste. E a zona responsavel pelo comportamento da
cartilagem sob estresse, e por este motivo deforma-se mais
fortemente, sendo menos rigida que as outras zonas. E por
esta zona que ha maior troca de fluidos da cartilagem com
seu arredor devido ao aumento da permeabilidade do tecido
em caso de grande estresse mecanico."”

A camada transicional ou zona Il ocupa o maior volume,
entre 40% e 60% da cartilagem, e abrange fibrilas de coldageno
e proteoglicanos que sao mais espessos. De uma visao fun-
cional, esta camada é a primeira linha de resisténcia contra
forcas de compressao.!”

A camada profunda ou zona lll contém o maior nimero
de proteoglicanos, contudo o menor volume de dgua. Apre-
senta fibrilas de coldgeno com maior didmetro e condré-
citos dispostos paralelamente a elas. Proporciona a maior
resisténcia contra as forcas compressivas, pois as fibras de
coldgenos criam uma forma de arca de sustentacao pela
sua disposicao, suportando carga sobrejacente. A interface
separa a zona lll da cartilagem calcificada. E nessa zona que
as faixas de fibrilas se ligam as fibras de coldgeno e impedem
a separacao da cartilagem do 0sso0."”

Por fim, a camada calcificada ou zona IV atua na
fixacdo da cartilagem ao 0sso; nela a populacdo celular
é escassa.’ A Figura 2 esquematiza as quatro zonas da
cartilagem articular.

Liquido sinovial

O liquido articular é denominado de liquido sinovial
em razdo da sua semelhanca com uma clara de ovo, por ser
substancia viscosa e mucinosa. Atua como um lubrificante
das articulacdes, reduzindo o atrito entre as superficies da
cartilagem."® Seu volume varia de 0,1mL a 3,5mL, geralmente
aumentando quando presentes doencas articulares.?

O liquido sinovial é composto por um ultrafiltrado do
plasma proveniente de fenestragdes nos vasos sanguineos
sinoviais e por substancias secretadas pela membrana sinovial.
Em sua composicao estdo proteinas e outras macromoléculas
secretadas pelas células que revestem as articulacdes, altas
concentragoes de hialuronato de alto peso molecular e célu-
las e mediadores inflamatérios. O liquido sinovial esta em
contato direto com a cartilagem articular e o tecido sinovial,
fornecendo nutrientes necessarios para o metabolismo dos
condrécitos e servindo como meio de transporte das pro-
teinas liberadas pela cartilagem articular, além de permitir
o aporte de citocinas.?2"

Os constituintes do liquido sinovial que advém do plasma
atravessam uma barreira dupla de membrana, que consiste
primeiramente do revestimento endotelial dos capilares,
seguido da matriz que envolve as células sinoviais. Apds a
filtracdo, combina-se com um mucopolissacarideo que é
sintetizado pela membrana sinovial, o hialuronato ou &cido
hialurénico.®
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Fonte: Thompson JC, 2011.

O acido hialurénico fornece a viscosidade do liquido
sinovial, sendo o componente mais importante do meio,
fornecendo suavidade para as articulacdes e resisténcia da
cartilagem a compressao.!"”

O segundo componente em importancia no liquido
sinovial é o agrecano, também conhecido como proteina
de indice de proteoglicanos especificos da cartilagem ou
proteoglicano de sulfato de condroitina. Desempenha impor-
tante participacdo nas interacdes entre condrécitos, e entre
condrécitos e a MEC."”

Devido a sua relacao direta com vérios tecidos da articu-
lacdo, a analise laboratorial do liquido sinovial é uma exce-
lente ferramenta diagndstica para investigar a progressao
da osteoartrite e demais doencas articulares, fornecendo
informacdes sobre progndstico e estagio da doenca, como
também sobre disturbios na articulagao.?

Na presenca de um processo inflamatoério, o liquido
sinovial apresentara mediadores inflamatérios e subprodutos
que refletem a mudanca na articulacdo. Uma vez que bio-
marcadores relacionados a processos nas articulagdes estao
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em maior concentracdo no liquido sinovial, a andlise deste
fluido pode apresentar maior sensibilidade e especificidade
em relagao ao estado clinico do paciente.“??

OSTEOARTRITE

A osteoartrite (OA) é a doenca articular mais comum no
mundo, com incidéncia global estimada em cerca de 20%,
sendo de 2% a 4% na América do Sul. E caracterizada por
degeneracdo progressiva da cartilagem articular e dor per-
sistente, causando incapacidade, perda de funcdo e reducao
da qualidade de vida.®®

Na OA, as alteracOes estruturais e funcionais presen-
tes concomitantemente podem afetar toda a articulacéo,
incluindo membrana sinovial, menisco (no caso do joelho),
ligamentos periarticulares e osso subcondral.” A etiopato-
genia da OA é multifatorial, e pode ser primaria (idiopatica)
ou secundaria, com influéncia de fatores hereditarios. Contri-
buem para o desenvolvimento da OA a idade, traumas arti-
culares, outras doencas articulares e sobrepeso/obesidade.®

Fisiopatologia da Osteoartrite

A cartilagem articular é o tecido mais importante envol-
vido no desenvolvimento inicial da OA.?* Todavia, a patogé-
nese da OA envolve ndo apenas o dano da cartilagem, como
também alteracdes estruturais em toda a articulacdo, como no
0sso subcondral, nos ligamentos, na capsula, na membrana
sinovial e nos musculos periarticulares.?29

Entre as alteracdes estruturais mais comuns associadas
a OA estao a perda progressiva da cartilagem articular,
o0 aumento da espessura da placa subcondral (estrutura
presente logo abaixo da cartilagem, importante para sua
regeneragao natural), o crescimento de saliéncia 6ssea nas
margens articulares (ostedfitos) e o desenvolvimento de
cistos 6sse0s.”

A OA é hoje reconhecida como um processo inflamatério
que, pelo menos histologicamente, pode por vezes ser indis-
tinguivel da infiltracdo sinovial reumatoide.? A inflamagao
crénica mediada pela hiperplasia sinovial - aumento no
volume do liquido articular devido a uma resposta inflama-
toéria por conta da sinovite na camada produtora do liquido

(a sinovia) - foi recentemente identificada como gatilho para
o inicio e progressao da OA. Verificou-se que a inflamacédo
sinovial antecede as altera¢des estruturais das articulagdes
e estd positivamente correlacionada com a gravidade da OA.
Ainflamacao sinovial afeta a degeneracdo da MEC, a remo-
delacao subcondral e a formacao de ostedfitos — formacgoes
Osseas anormais em torno da articulacdo.?®

A Figura 3 sumariza a fisiopatologia da OA. Durante o
desenvolvimento da OA, a composicao da cartilagem muda,
resultando na perda da sua integridade e aumentando a sus-
cetibilidade a ruptura por forcas fisicas. No inicio do processo
as erosdes ocorrem apenas na superficie; posteriormente,
fissuras cartilaginosas mais profundas sdo seguidas pela
expansao da zona de cartilagem calcificada. Em um processo
adaptativo na tentativa de reparacdo, ocorre hipertrofia
dos condrécitos, o que promove a geracao de produtos de
degradacao da matriz e mediadores pré-inflamatérios que
atuam nos préprios condrécitos, desregulando sua funcao,
e estimulam respostas proliferativas e pré-inflamatérias no
liquido sinovial adjacente. Os sinovidcitos, células do tecido
sinovial, em proliferacdo também liberam produtos pré-in-
flamatorios. Esse processo é acompanhado por hipertrofia
tecidual e aumento da vascularizacao. No 0sso, a renovacédo
Ossea é aumentada e ocorre invasao vascular, com a rede
de vasos se estendendo do osso subcondral, passando
pela interface e atingindo a cartilagem. Esta remodelacéo e
reparagao 6ssea também estd associada ao desenvolvimento
de lesdes subcondrais da medula éssea. Os ostedfitos que
se desenvolvem nas margens articulares em razao da reati-
vacao da ossificacdo endocondral sdo fortemente afetados
por fatores inflamatérios, assim como por sobrecarga e
cinematica articular anormal.#%2”

Os principais mecanismos fisioldgicos envolvidos na OA,
portanto, estao relacionados a acdo de mediadores pré-in-
flamatérios, como as interleucinas IL-1pB, IL-6, IL-8, o fator
de necrose tumoral a (TNF-a), o fator nuclear kB (NFkB) e a
proteina quinase ativada por mitogénio (MAP) em condrdci-
tos, comprometendo sua funcéo e viabilidade e acelerando
a diferenciagao hipertréfica e o envelhecimento celular.?¥
Assim, o diagnéstico precoce é crucial para a prevencao do
processo fisiopatologico da OA.
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Vias de sinalizacdo e alteracdes estruturais no desenvolvimento da osteoartrite.

ADAMTS= desintegrina A e metaloprotease com dominios trombospondina. IL= interleucina. MMP= metaloproteinase de matriz. TNF= fator de necrose tumoral. IFN=
interferon. IGF= fator de crescimento insulinico. TGF= fator de crescimento transformador. VEGF= fator de crescimento do endotélio vascular.

Fonte: Adaptado de Hunter, D.]. & Bierma-Zeinstra, S., 2019.%"

BIOMARCADORES DE OSTEOARTRITE NO LiQUIDO
SINOVIAL

A definicdo de biomarcadores pode ser ampla e vem
mudando ao longo dos anos. Em uma proposicao atual, bio-
marcador pode ser definido como uma observacao bioldgica
que substitui e prediz um desfecho clinicamente relevante
ou resultado intermediario que é mais dificil de observar.
Portanto, para a identificacdo de biomarcadores adequados é
preciso compreender a fisiopatologia da doenca e os fatores
a ela associados.®®

Dada a ligacéo fisica do liquido sinovial com os tecidos
articulares, a pesquisa de diferentes biomarcadores neste
liquido pode ser uma forma eficiente de tornar mais sensivel
e mais eficiente o diagnéstico precoce da OA. Os melhores

candidatos para biomarcadores na OA sao moléculas estru-
turais ou fragmentos ligados a cartilagem, a 0sso ou ao
liquido sinovial e podem ser especificos de um tipo de tecido
articular ou comum a todos eles. Partindo deste principio, os
biomarcadores de OA no liquido sinovial podem ser divididos
em 4 classes, com base na sua origem e funcao: (1) biomarca-
dores associados ao metabolismo do coldgeno na cartilagem
(colageno tipo Il) ou osso subcondral (coldgeno tipo 1); (2)
biomarcadores associados ao metabolismo do agrecano na
cartilagem; (3) biomarcadores relacionados a proteinas ndo
colagénicas que tém um papel em outras vias metabdlicas
na articulacao, incluindo glicoproteinas, proteoglicanos,
metaloproteinases, produtos finais de glicacdo avancada,
bem como hialuronato; e, (4) biomarcadores associados a
outros processos, como inflamacao ou fibrose.?
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Em 2006, Bauer e colaboradores®® propuseram uma
classificacdo dos biomarcadores da OA, denominada BIPED
(doinglés, Burden of Disease, Investigative, Prognostic, Effi-
cacy of Intervention and Diagnostic), que significa Carga de
Doenca, Investigativo, Progndstico, Eficacia de Intervencao
e Diagnéstico. Mais tarde, o Biomarkers Working Group, que
representa especialistas na area de pesquisa de biomarca-
dores de OA, atualizou esta classificacdo e elaborou um
consenso a pedido da OARSI-FDA (Osteoarthritis Research
Society International em parceria com a Food and Drug
Administration)©" e 6 categorias de biomarcadores de OA
foram propostas, a saber:

Categoria 1: Biomarcadores de carga da doenca

Estes biomarcadores indicam a extensao ou gravidade
da doenca e podem ser considerados como ferramentas
para o estadiamento da OA.®" Dentre os biomarcadores
desta categoria, podem ser citadas as interleucinas (IL), em
especial a IL-6 e a IL-8, a proteina oligomérica da matriz da
cartilagem — COMP (do inglés, Cartilage Oligomeric Matrix
Protein), as metaloproteinases (MMP) como a MMP-1 e a
MMP-13, o fator de crescimento do endotélio vascular - VEGF
(doinglés Vascular Endothelial Growth Factor), entre outros.”

Categoria 2: Biomarcadores investigativos

Sao os biomarcadores que podem ainda ndo ter evidén-
cias acumuladas suficientes para serem atribuidos a uma
categoria especifica da classificacdo BIPED, mas ainda assim
se mostram promissores para serem incorporados em futuras
pesquisas pré-clinicas e clinicas.®?

Estudos mostram que alguns biomarcadores se apre-
sentam no liquido sinovial de pacientes com OA em con-
centracdes similares as plasmaticas; outros tiveram suas
concentracoes alteradas apos atividades fisicas ou cirurgia
artroscopica; outros tiveram suas concentracdes correla-
cionadas a outros biomarcadores. Estes casos envolveram a
COMP, as MMP-1, MMP-3, MMP-13 e o inibidor tecidual de
metaloproteinase tipo 1 - TIMP-1 (do inglés, Tissue Inhibitor
of Metalloprotease-1).“

Categoria 3: Biomarcadores prognosticos

Sao aqueles que indicam o risco do paciente de desen-
volver a OA, assim como a probabilidade de progressao da
OA, e até mesmo a eficicia terapéutica.®”

Como exemplos de biomarcador prognéstico citam-se
os telopeptideos C-terminais — CTX | e CTX Il (do inglés,
C-Terminal Telopeptide), que sdo fragmentos de degradacdo

do coldgenotipoletipoll, respectivamente. Concentraces
de CTX1e CTXIlaumentadas na urina foram associadas a uma
rapida progressao clinica em pacientes com OA com obesi-
dade e depressdo.®? O CTX Il analisado em liquido sinovial de
pacientes com OA foi associado a gravidade radiografica.®

Categoria 4: Biomarcadores de eficacia da intervencao

Estes biomarcadores podem ser utilizados em ensaios
clinicos randomizados para avaliar as alteragdes associadas
aos tratamentos farmacoldgicos, podendo ser indicativos
ou preditivos da eficacia do tratamento.

Um exemplo é a correlagao positiva entre as concen-
tracdes de agrecano no liquido sinovial de pacientes com
OA antes da injecdo com &cido hialurénico e a melhora no
escore da Associacao Ortopédica Japonesa (que avalia a
funcao motora do paciente) um més apds a injecdo. Outras
evidéncias cientificas mostram que apds o tratamento com
acido hialurdénico, as concentragées de MMP-1 e MMP-9
reduziram; assim como as concentracdes de CTX | reduziram
significativamente em pacientes com OA de joelho tratados
com colchicina oral.®43%

Categoria 5: Biomarcadores de diagnéstico

Biomarcadores de diagnéstico sao aqueles capazes de
indicar se o paciente tem a doenca ou identificar diferentes
subtipos da doenca. Um biomarcador pode ser mais sen-
sivel que um exame de imagem, detectando o processo
que desencadeia a OA antes que ela seja detectéavel por
radiografia ou por outros exames. Citocinas, quimiocinas e
enzimas proteoliticas estao presentes na OA, o que as torna
bons biomarcadores de diagndstico. Pacientes com OA
apresentam elevadas concentracées de MMP-1, MMP-3 e
ligante 5 de quimiocina CC - CCL5 (doinglés, C-C Chemokine
Ligand-5) em seus liquidos sinoviais em comparacdo com
individuos sem OA.22

Categoria 6: Biomarcadores de seguranca

Sao biomarcadores que poderiam ser utilizados em
ensaios pré-clinicos e pesquisas clinicas para detectar desfe-
chos desfavoraveis e citotoxicidade durante o tratamento da
OA, através do monitoramento da sauide dos tecidos articu-
lares; ou definir dosagens terapéuticas seguras. Por exemplo,
biomarcadores que refletem a sintese das principais proteinas
daarticulacdo podem fornecer um indice do efeito protetor
das articulagdes de um tratamento potencial.®" Atualmente
nao ha estudos explorando especificamente este aspecto dos
biomarcadores relacionados ao tecido articular.
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Além das seis categorias de biomarcadores propostas
pelo Biomarkers Working Group,©®" a avaliacdo de outros
parametros bioldgicos tem auxiliado no diagndstico, prog-
nostico e tratamento da OA, sendo elencados a seguir.

OUTROS BIOMARCADORES

Contagem de leucécitos e presenca de cristais

Uma contagem total e diferencial de leucdcitos no liquido
sinovial abaixo de 2.000 células/pL, com baixa porcentagem
de neutréfilos, define a natureza néao inflamatéria do liquido,
que é uma caracteristica da OA, ao contrario da artrite infla-
matdria. Somado a isso, a presenca de cristais de calcio é
frequente em liquido sinovial de pacientes com OA.%

Viscosidade do liquido sinovial

Em um estudo realizado por Kohlhof e colaboradores,®”
os autores identificaram que nos pacientes saudaveis houve
uma reducao significativa da velocidade de difusao do gli-
cosaminoglicano hialuronato, enquanto em pacientes com
osteoartrite ndao houve reducao. A conclusao do estudo
confirma que a viscosidade do liquido sinovial de pacientes
com OA se mostra reduzida. Desse modo, a analise do acido
hialurénico, componente presente no liquido sinovial e res-
ponsavel por sua caracteristica viscosa, se torna relevante
quando houver suspeita da doenca.

Peptideo helicoidal de coldgeno tipo Il (HELIX-II)

O coldgeno tipo Il é a principal proteina da matriz extra-
celular na cartilagem articular hialina. Em condi¢cbes em
que ha dano na cartilagem, ocorre a degradacgdo deste
coldgeno com liberacdo de metabdlitos ou fragmentos.
Um dos metabdlitos é o peptideo helicoidal de colageno
tipo Il, ou HELIX-II, que é formado, em parte, por diferentes
vias enzimaticas - incluindo catepsinas e metaloprotease
de matriz, em diferentes estagios do dano a cartilagem.®

Evidéncias mostram que a presenca de HELIX-II no liquido
sinovial é um indicador especifico de dano na cartilagem,
portanto um biomarcador precoce de OA.®

Fatores Induzidos por Hipéxia — HIF

Afisiopatologia da OA envolve hipdxia e estresse oxida-
tivo. Os fatores induzidos por hipdxia — HIF (do inglés, Hypo-
xia-Inducible Factors) fazem parte de um complexo proteico
formado pela polimerizagao de duas subunidades diferentes:
as subunidades a e b. Os HIF-1a, HIF-2a e HIF-3a sdo trés

membros da familia HIF e geralmente nao sdo expressos em
condicdes normais de oxigénio, mas sua expressao aumenta
sob hipoxia. Os HIF atuam nas alteragdes patoldgicas da car-
tilagem articular, do osso subcondral e do liquido sinovial,
participando da degradacdo da MEC da cartilagem articular,
apoptose das células locais, reacdo inflamatéria e autofagia.
Dos membros da familia HIF, o HIF-1a é o mais envolvido na
autofagia e apoptose dos condrécitos, desempenha papel
importante naregulacdo da resposta inflamatéria e promove
aadaptacao dos condrdcitos frente a condi¢des de hipoxia.“?

Evidéncias recentes mostram que as concentracdes de
HIF-1a aumentam progressivamente conforme a gravidade
da OA aumenta, indicando que este fator de transcricdo
pode ser utilizado como biomarcador diagnéstico e prog-
néstico da OA.?

Sulfato de condroitina

O agrecano é uma das proteinas mais abundantes na
matriz da cartilagem e é necessario para reter dgua na MEC.
A medicdo do sulfato de condroitina indica degradacéo
do agrecano e é, portanto, um marcador de destruicao da
cartilagem.“V

Osisémeros do sulfato de condroitina tém sido apontados
como bons marcadores de doenca articular. As concentra-
¢oes de sulfato de condroitina e o padrao de sulfatacdo no
liquido sinovial mostraram-se intimamente relacionados a
gravidade radiogréfica da OA. Comparados com os valores
nos controles, os valores das concentragdes dos isbmeros
C6S e (C4S e a relagdo C65:C4S foram aumentados na fase
inicial de OA, e a concentracao de C6S e a relagao C65:C4S
diminuiu no estagio avancado.“?

Proteina acida da cartilagem 1 - CRTAC1

A proteina acida da cartilagem 1 — CRTAC1 (do inglés,
cartilage acidic protein 1) é uma proteina da matriz extracelular
da cartilagem, expressa por condrécitos. A IL-13 e o TNF-a
regulam positivamente a expressdao de CRTAC1 em condré-
citos articulares ou fibroblastos sinoviais, o que indica que
citocinas pré-inflamatdrias poderiam ser a sinalizacdo que
desencadeia o aumento de CRTACT na OA.“*¥

Recentemente a CRTAC1 foi proposta como biomarcador
especifico de OA, predizendo o risco de desenvolver a doenca
e a progressdo para substituicao articular. As evidéncias
mostraram que as concentracdes plasmaticas de CRTAC1
identificam melhor o risco de OA do que qualquer outra pro-
teina, incluindo a COMP, o biomarcador mais extensivamente
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estudado para OA. Além disso, a CRTAC1 é especifica para
OA, pois nao foi associada a outras doencas articulares. E,
por fim, embora as concentragées de CRTACT aumentem
ligeiramente com a idade, ndo se correlacionam com sexo
ou indice de massa corporal, que sdo os fatores de risco
classicos para OA, indicando que esta proteina é um fator
de risco independente para OA.“%

Marcadores genomicos - microRNAs

O material genémico extracelular é originado de um
ambiente intracelular e, portanto, ele pode trazer informa-
¢oes mais valiosas a respeito de alteragOes intracelulares
previamente as alteracdes estruturais que afetam proteinas
de matriz. Ainda, derivados de acido ribonucleico (RNA)
podem permanecer estaveis em liquidos biolégicos, como
o liquido sinovial, devido a transportadores extracelulares,
se tornando alvos potenciais para serem biomarcadores.©

Os microRNAs (miRNAs ou miR) séo moléculas pequenas
de RNA que nao codificam proteinas, mas interagem com
locais alvo localizados em regides 3' ndo traduzidas (3'UTR)
de RNA mensageiro (mRNA) para regular negativamente
sua expressao quando o miRNA apropriado esta ligado ao
mMRNA alvo.“

Ja é sabido que os miRNAs sao cruciais no desenvolvi-
mento do esqueleto e na manutencao da homeostase da
cartilagem ao longo da idade. Além disso, os miRNAs sdo

Consideracdes sobre alguns biomarcadores de osteoartrite dosados em liquido sinovial.

desregulados na cartilagem durante a OA e tém um efeito
funcional na progressao da doenca. Portanto, os miRNAs
também podem atuar como biomarcadores de OA.? De
fato, diversos miRNA ja foram apontados como potenciais
biomarcadores de OA: miR-454, miR-885, miR-19b, miR-486,
miR-33b, miR-140, miR-671, entre outros.*

Xie e colaboradores® demonstraram que concentracoes
de miR-210 séo significativamente elevadas em pacientes
com OA, independentemente do estdgio da doencga, o
que o torna um promissor biomarcador precoce de OA.
O estudo também mostrou a alta correlacdo de miR-210
e VEGF, que prova que o aumento da angiogénese pode
ativar o miR-210 e contribuir para o desenvolvimento da
OA. Porém seu papel na progressao da doenca ainda ndo
foi bem ilustrado.

A expressao de miRNA-34a-5p (miR-34a-5p) estd ele-
vada no liquido sinovial de pacientes com OA de joelho em
estagio avancado.“®

O miR-17-5p (miR-17) pertence ao cluster miR-17~92. A
desregulacdo deste agrupamento de miRNA estd associada
a malformacao esquelética e a defeitos de crescimento em
humanos, e areducao da expressao de miR-17 desempenha
um papel critico na progressdo da OA, podendo ser um
promissor biomarcador de OA.“”

ATabela 1 resume os biomarcadores selecionados nesta
revisao e suas aplicacdes e/ou limitacoes.

Biomarcador no liquido sinovial

Consideragdes/Achados na osteoartrite

Contagem total de leuccitos Abaixo de 2.000 células/pL

Contagem diferencial de leucécitos

Presenca de cristais de cdlcio Frequente

Viscosidade Diminuida

Acido hialurdnico Diminuido

HELIX-I Presente

HIF Aumentado

Sulfato de condroitina Aumentado na fase aguda

CRTACT
miRNAs

Baixa porcentagem de neutrdfilos

Aumentada. Fator de risco independente para OA.
Diversos foram associados a OA: miR-454, miR-885, miR-19b, miR-486, miR-33b, miR-140, miR-671, entre outros.

HELIX-Il = Peptideo helicoidal de coldgeno tipo II; HIF = Fatores induzidos por hipoxia; CRTAC1 = Proteina dcida da cartilagem 1; miRNAs = microRNAs.
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CONSIDERACOES FINAIS

A osteoartrite, caracterizada por degeneragao progressiva
da cartilagem articular, é a doenca reumatolégica mais comum
no mundo e afeta profundamente a qualidade de vida dos
afetados. A busca por biomarcadores de OA é justificada,
em razdo da elevada prevaléncia desta patologia, do alto
custo envolvido no tratamento e, principalmente, porque
o diagndstico precoce impacta diretamente na eficacia do
tratamento.

Esta revisdo mostra que a pesquisa de biomarcadores da
OA ja ajudou a aprofundar a compreensdo da fisiopatologia
da OA. Sabe-se que o biomarcador ideal é aquele que pode
ser coletado de forma nao invasiva, é detectado antes do
desenvolvimento da doenca, tem valor preditivo do resultado
da doenca e fornece potenciais alvos terapéuticos.

Entretanto, mesmo que a coleta do liquido sinovial seja
invasiva, este liquido bioldgico tem grande valor diagnéstico
devido a sua proximidade com a cartilagem, tecido atingido
pela osteoartrite. Sendo assim, através deste trabalho foi possi-
velidentificar que existem disponiveis muitos biomarcadores
relacionados a OA no liquido sinovial, em diferentes estagios
de aplicabilidade. A pesquisa de marcadores moleculares
de OA, como os miRNAs, é um campo relativamente novo e
em expansdo, mas que ainda necessita de validagao para o
uso em larga escala.
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