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RESUMO 
 

 
 

Tomioka RB. Análise metabolômica em mulheres jovens com artrite idiopática 

juvenil [tese]. São Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo; 

2023. 

 
O objetivo do presente trabalho foi avaliar os metabólitos bioquímicos 

quantitativos nas amostras de sangue periférico de pacientes com artrite 

idiopática juvenil (AIJ) e indivíduos controle saudáveis. Neste estudo 

transversal foram incluídas 33 mulheres pós-púberes com AIJ (21 delas em 

tratamento com metotrexato-MTX e 12 sem tratamento) e 28 controles 

saudáveis e com idade compatível. As análises de metabolômica foram 

realizadas pela espectrometria de massas Tandem com ionização por 

eletrospray (ESI-MS) com o intuito de identificar possíveis alterações nas 

vias bioquímicas no soro de pacientes com AIJ. O uso contínuo de MTX foi 

associado a um aumento nas concentrações de carnitina livre em todas as 

pacientes com os diferentes subtipos de AIJ [21,74(12,7-35,2) vs. 27,49(14,5-

41,3) µM/L, p=0,02], sugerindo uma melhora no metabolismo mitocondrial e na 

função da absorção intestinal. No entanto, foi constatada uma diminuição do 

metabolismo mitocondrial nos subtipos de AIJ poliarticular e sistêmica, com 

diminuição na concentração de diversas acilcarnitinas (p<0,05). Em 

conclusão, este estudo foi capaz de identificar padrões de assinaturas 

metabólicas diferentes nas pacientes com AIJ em tratamento com MTX. 

Nossos resultados indicam, ainda, que o uso do MTX está associado com 

maior eficiência na função mitocondrial. 

 
Descritores: Artrite idiopática juvenil. Metabolômica. Biomarcadores. 

Metotrexato. Subtipos de artrite idiopática juvenil. 



ABSTRACT 
 

 
 
 

Tomioka RB. Metabolomics in juvenile idiopathic arthritis: a distinct profile in patients 

under methotrexate [thesis]. São Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de 

São Paulo”; 2023. 

 
The objective of the present study was to evaluate biochemical quantitative 

metabolites in peripheral blood serum samples of juvenile idiopathic arthritis (JIA) 

patients and healthy controls. A cross-sectional study included 33 post-pubertal JIA 

(21 without and 12 with methotrexate-MTX) women and 28 age-matched healthy 

controls. Metabolomic analyses based on targeted electrospray ionization tandem 

mass spectrometry was used to identify possible biochemical pathway modifications 

in serum from JIA patients. The mean current age (p=0.065) was similar in JIA patients 

and healthy controls. Current MTX use in all subtypes of JIA patients was associated 

with an increase in concentrations of free carnitine [21.74(12.7-35.2) vs. 27.49(14.5-

41.3)µM/L, p=0.02], suggesting an enhanced mitochondrial metabolism and intestinal 

absorptive function. In contrast, a decreased mitochondrial metabolism was observed 

in polyarticular and systemic JIA subtypes, with a decrease of several acylcarnitines’ 

concentrations(p<0.05). In conclusion, the present study identified a distinctive 

pattern of serum metabolic signatures in JIA patients under MTX therapy. Our findings 

indicate that MTX use is associated with a more efficient mitochondrial function. 

 
Descriptors: Juvenile idiopathic arthritis. Metabolomics. Biomarkers. Methotrexate. 

Juvenile idiopathic arthritis subtypes. 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1. INTRODUÇÃO 



Introdução 2 
 

A artrite idiopática juvenil (AIJ) inclui um grupo de artrites crônicas que afeta 

indivíduos menores de 16 anos1,2. AIJ engloba sete diferentes subtipos de artrite 

crônica, classificados pela International League of Associations for Rheumatology 

(ILAR) como: artrite sistêmica, poliartrite fator reumatoide (RF) positivo, poliartrite 

RF negativo, oligoartrite (persistente ou estendida), artrite relacionada com 

entesite, artrite psoriática e artrite indiferenciada3. Esta rara condição se apresenta 

com vários fenótipos clínicos e laboratoriais, incluindo a presença de potenciais 

biomarcadores2,4,5. Os biomarcadores são um componente importante dentro da 

medicina personalizada, possuindo utilidade diagnóstica, prognóstica e 

terapêutica6. Os biomarcadores séricos têm mostrado potencial de identificar 

diferentes fenótipos clínicos, atividade e grau de doenças, e de predizer 

tratamentos para pacientes com AIJ7,8.  

Neste contexto, estudos de proteômica têm identificado um aumento sérico 

da metaloproteinase-3 da matriz em pacientes com AIJ, sugerindo que este é um 

biomarcador da atividade da doença9-11. As proteínas 8/14, relacionada ao 

mieloide, e a S100A12, derivada de neutrófilo, também foram reportadas como 

biomarcadores da doença, com potencial de predizer qual subgrupo de pacientes 

seria beneficiado pelo tratamento com metotrexato (MTX)12,13. 

Apesar de existirem evidências de que adultos com artrites e doenças 

reumatológicas sofrem de uma disfunção metabólica, não existem muitos estudos 

sobre análises de metabolômica14. De fato, esta técnica foi capaz de detectar 

mudanças nas concentrações de pequenos metabólitos endógenos em amostras 

biológicas de pacientes adultos com artrite reumatoide (AR)15, e a importância de 

eventos metabólicos relacionados à glicólise e ao metabolismo de aminoácidos 

relacionados com a resposta ao tratamento com MTX16. 

 

 



Introdução 3 
 

No entanto, o conhecimento sobre análise de metabolômica se limita a um 

relato de caso de um paciente com AIJ17 e outro estudo em que a análise foi 

limitada à quantificação de grupos de lipoproteínas em pacientes com lúpus 

eritematoso sistêmico juvenil18. O uso da espectrometria de massas não 

direcionada em um estudo19 dificulta a comparação de metabólitos quantitativos 

bioquímicos em pacientes em uso ou não de MTX.



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2. OBJETIVOS 



Objetivos 5 
 

 Avaliar os metabólitos bioquímicos quantitativos em amostras séricas de 

pacientes com AIJ e controles saudáveis; 

 Investigar condições que apresentam fenótipos bioquímicos semelhantes 

com AIJ através da análise dos resultados quantitativos dos metabólitos; 

 Comparar o perfil metabolômico de pacientes com AIJ com e sem uso atual 

de metotrexato.



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

3. MATERIAIS E MÉTODOS 



Materiais e Métodos 7 
 

Aspectos éticos 
 

O O estudo foi aprovado pelo comitê de ética do Hospital das Clínicas, 

HCFMUSP, da Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo, São Paulo, 

SP. Todos os participantes ou seus responsáveis legais forneceram um 

consentimento informado por escrito. Número CAAE: 33275214.8.0000.0068 

Configuração caso-controle 
 

A seleção dos pacientes incluiu 34 mulheres pós-púberes com AIJ com 

idades entre 15 e 38 anos. Todas as pacientes preencheram o critério da ILAR 

para a doença de AIJ3 e foram monitoradas na Divisão de Reumatologia ou na 

Unidade de Reumatologia pediátrica do nosso centro terceirizado. Uma das 

pacientes foi excluída do trabalho por degradação da amostra coletada. Por isso, 

o grupo de estudo foi composto por 33 pacientes com AIJ. O grupo controle incluiu 

um total de 28 mulheres pós-púberes saudáveis com 15 a 35 anos de idade.  

As amostras de sangue de pacientes com AIJ ou controles foram coletadas 

no começo do ciclo menstrual (fase folicular) em tubos de coleta contendo ácido 

etilenodiamino tetra-acético (EDTA). Após a centrifugação das amostras a 1000 x 

g por 10 min e a transferência para um novo tubo, as amostras de soro foram 

armazenadas a -80°C até o momento da análise.  

Avaliação demográfica, clínica, laboratorial e terapêutica 
 

A idade, índice de massa corporal (IMC) e tabagismo foram 

sistematicamente analisados. O IMC foi calculado como o peso, em quilogramas, 

dividido pela altura, em metros, ao quadrado (kg/m2). Com intuito de determinar a 

atividade da doença nas pacientes com AIJ, os seguintes parâmetros foram 

analisados:  
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(1) o número de articulações ativas e afetadas, determinado pela presença de 

edema articular ou presença de pelo menos duas das seguintes situações: dor 

articular à movimentação, sensibilidade articular ou limitação articular, e (2) 

avaliação global da atividade da artrite pelo paciente e pelo médico usando uma 

escala visual analógica (EVA) horizontal de 10 cm, em que 0 indicava nenhuma 

atividade e, 10, atividade máxima. Os níveis de proteína C reativa (PCR) foram 

medidos por nefelometria e a velocidade de hemossedimentação (VHS) foi medida 

pelo método de Westergren. 

Para determinar a atividade da doença, foi utilizada a pontuação de 0 a 101 

medida pela Juvenile Arthritis Disease Activity Score (JADAS-71) em pacientes 

com até 18 anos de idade20 e a Disease Activity Score 28-Joint Counts (DAS 28) 

para aquelas maiores que 18 anos21. 

A utilização do MTX ou outra droga antirreumática ou modificadora da 

doença (DMARDs: leflunomida, sulfasalazina e hidroxicloroquina), 

glucocorticoides e agentes biológicos (etanercepte, adalimumabe, golimumabe, 

certolizumabe pegol, abatacepte e tocilizumabe) foram levados em consideração.  

Perfil metabolômico 
 

As amostras de soro armazenadas a -80ºC foram mantidas em gelo seco 

durante o transporte até o local da análise. A quantificação absoluta (µM/L) de 

metabólitos no sangue periférico foi realizada mediante identificação e 

quantificação de 186 metabolitos utilizando a ionização por “eletrospray” (ESI) 

acoplada à espectrometria de massas em tandem (MS/MS). As análises foram 

realizadas no equipamento SCIEX 5500 QTRAP (SCIEX, Darmstadt, Germany), 

desconsiderando qualquer informação fenotípica.  
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Para isso, foi utilizada a plataforma da BIOCRATES Life Sciences AG, 

Innsbruck, Áustria (https://biocrates.com/) de forma centralizada e independente. 

A patente US 2007/0004044 (disponível online em 

www.freepatentsonline.com/20070004044.html) apresenta uma descrição 

detalhada da abordagem experimental utilizada para as análises de metabolômica. 

Brevemente, um esquema de perfil direcionado foi utilizado para examinar 

quantitativamente os metabólitos anotados a partir de várias técnicas como o 

monitoramento de reações múltiplas, perda neutra e detecção de íons precursores. 

O pacote de software MetIQ (BIOCRATES Life Sciences AG, Innsbruck, Áustria) 

foi utilizado tanto para a quantificação da concentração de metabólitos quanto para 

a verificação de controle de qualidade, seguindo as recomendações do 21CFR 

(“Code of Federal Regulations” ou Código de Regulamentações Federais) Parte 

11, que garante a reprodutibilidade das análises dentro de limites de erro 

aceitáveis. Em seguida, foi gerado um arquivo do Excel (.xls) contendo a 

identificação das amostras junto com os nomes e concentrações de 186 

metabólitos apresentados em μM/L de soro (https://biocrates.com/). 

O presente estudo utilizou uma abordagem direcionada que incluiu quatro 

áreas metabólicas principais: aminoácidos (e aminas biogênicas), glicose, ácidos 

graxos (acilcarnitinas) e metabolismo lipídico (glicerofosfolipídios e esfingolipídios). 

Um total de 186 metabólitos anotados foram quantificados utilizando o kit 

AbsoluteIDQ® p180 (BIOCRATES Life Sciences AG, Innsbruck, Áustria): 21 

aminoácidos (Aas); 19 aminas biogênicas (BAs); 40 acilcarnitinas (ACs); 1 soma 

de hexoses (Hex), que são principalmente representadas por glicose (até 95%); 76 

fosfatidilcolinas (PCs);14 liso-fosfatidilcolinas (LPCs) e 15 esfingomielinas (SMs).  

 

 

 

https://biocrates.com/
http://www.freepatentsonline.com/20070004044.html
https://biocrates.com/


Materiais e Métodos 10 
 

Os glicerofosfolipídios foram diferenciados com base no tipo de ligação presente 

na porção do glicerol, especificamente éster (a) ou éter (e). Para a anotação, duas 

letras foram utilizadas para indicar que duas posições do glicerol estavam ligadas  

a um resíduo de ácido graxo (aa = diacil, ae = acil-alquil), enquanto que uma única 

letra indica a presença de somente um resíduo de ácido graxo (a = acil ou e = 

alquil) (https://biocrates.com/). Assim, as análises bioquímicas forneceram 

resultados referentes a ao menos 5 classes de metabólitos com suas estruturas, 

funções e concentrações sanguíneas, previamente estabelecidas para indivíduos 

saudáveis, o que é amplamente e rotineiramente utilizado em laboratórios clínicos 

ao redor do mundo, como uma ferramenta consolidada para o diagnóstico de erros 

inatos do metabolismo22 . 

 Análise de enriquecimento do conjunto de metabólitos (MSEA) 
 

Os dados obtidos a partir das análises quantitativas direcionadas de 

espectrometria de massas com ionização por “eletrospray” (ESI-MS/MS) foram 

carregados para o MSEA, uma ferramenta não supervisionada disponível em 

www.metaboanalyst.ca, que auxilia na identificação das alterações bioquímicas 

observadas em pacientes com AIJ. 

 

Análise estatística 
 

As análises estatísticas foram realizadas utilizando o programa Statistical 

Package for the Social Sciences, versão 24.0 para Windows. Os resultados das 

variáveis contínuas são apresentados como mediana (com valores mínimos e 

máximos) ou como média  desvio padrão (SD), enquanto as variáveis categóricas 

são apresentadas como frequência (porcentagem). Para avaliar a homogeneidade  

 

 

 

https://biocrates.com/
http://www.metaboanalyst.ca/
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das variâncias, foi utilizado o teste de Levene. Valores com distribuição normal 

foram comparados a partir do Teste t de Student, enquanto que os que 

apresentaram distribuição não-normal foram analisados pelo teste de Mann-

Whitney. Diferenças nas variáveis categóricas foram calculadas utilizando o teste 

exato de Fisher ou o teste Chi-quadrado de Pearson, onde apropriado. 

Para a análise dos dados de metobolômica, foi realizada transformação log 

para normalizar as distribuições das concentrações dos metabólitos quantificados. 

Estes dados transformados foram então carregados no site de análise de dados 

metabolômicos do software MetaboAnalyst 5.0 (www.metaboanalyst.ca)23. A 

análise de variância (ANOVA) foi utilizada para comparar as variáveis entre os três 

grupos, seguida pela análise post hoc com o teste de comparação múltipla de Dunn 

para identificar diferenças específicas entre os grupos. A análise “r” de Pearson foi 

realizada para verificar a extensão da correlação linear entre variáveis 

quantitativas. O nível de significância para todas as análises foi definido em 5%. 

http://www.metaboanalyst.ca/


 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

4. RESULTADOS 
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Avaliação demográfica, clínica, laboratorial e terapêutica 
 

A idade média dos indivíduos com AIJ e do grupo controle foi similar 

(23,15 ± 6,34 vs. 26,14 ± 6,03 anos, p=0,065). Também não foi constatada 

diferença no IMC (23,04 ± 3,18 vs. 23,26 ± 3,27 kg/m2, p=0,797) e frequência 

de tabagismo (12% vs. 3%, p=0,363) entre os grupos (Tabela 1). 

 

Tabela 1 - Parâmetros clínicos, laboratoriais e tratamentos concomitantes em 

pacientes com AIJ com e sem uso atual de MTX 

Variáveis Com MTX 
(n=12) 

sem MTX 
(n=21) 

p 

Parâmetros clinicos e laboratoriais    

Número de articulações ativas 0,5 (0-10) 0,5 (0-10) 0,868 

Número de articulações limitadas 4 (0-32) 6 (0-43) 0,427 

EVA global do paciente (0-10) 3 (1-9) 1 (0-6) 0,027 

EVA global do medico (0-10) 1 (0-2) 1 (0-5) 0,449 

VHS, mm/1h 11,25 ± 7,67 11,67 ± 9,42 0,897 

PCR, mg/L 4,17 ± 4,98 6,76 ± 16,51 0,602 

JADAS-71 5,00 ± 0,00 1,57 ± 2,63 0,123 

DAS-28 2,40 ± 1,17 2,36 ± 1,00 0,924 

Tratamento atual    

Prednisona 2 (16,7) 4 (19) 1,000 

Leflunomida 2 (16,7) 7 (33,3) 0,429 

Hidroxcloroquina 1 (8,3) 0 (0) 0,364 

Agente biológico 7 (58,3) 12 (57,1) 1,000 

Tipo de agentes biológicos    

Etanercept 4 (33,3) 4 (19%) 0,420 

Adalimumabe 1 (8,3) 1 (4.8) 1,000 

Golimumabe 1 (8,3) 0 (0) 0,364 

Certolizumab pegol 0 (0) 1 (4,8) 1,000 

Abatacept 0 (0) 2 (9,5) 0,523 

Tocilizumabe 1 (8,3) 4 (19) 0,630 

Valores expressos em n (%), mediana (valores mínimo e máximo) ou média ± desvio padrão; EVA - escala visual 
analógica; VHS - velocidade de hemossedimentação; PCR - proteína C reativa; JADAS-71 - Juvenile Arthritis Disease 
Activity Score; DAS-28 - Disease Activity Score 28-Joint Counts 

 

 
De acordo com os subtipos, a AIJ poliarticular ocorreu em 21/33 (63,7%) 

dos pacientes, a sistêmica em 7/33 (21,2%), a oligoarticular em 4/33 (12,1%) e 

a artrite relacionada com entesite em 1/33 (3%) dos pacientes. 
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Os parâmetros clínicos e laboratoriais associados aos tratamentos com 

ou sem MTX dos pacientes com AIJ estão descritos na Tabela 1. O EVA geral 

dos pacientes com AIJ em terapia com MTX foi significantemente maior do que 

o observado nos pacientes que não receberam o tratamento [3 (1-9) vs. 1 (0-6), 

p=0,027]. Os parâmetros clínicos e laboratoriais da doença, como articulações 

ativas ou limitadas, e valores de EVA, VHS, PCR, JADAS-71 e DAS-28 foram 

similares entre os grupos (p>0,05). Também não foi observada diferença 

significativa entre os grupos AIJ sem e com MTX em relação ao uso de 

prednisona, leflunomida, hidroxicloroquina e agentes biológicos (p>0,05) (Tabela 

1). 

Condições que apresentaram fenótipos bioquímicos semelhantes à  

AIJ 

Os resultados quantitativos dos metabólitos foram inseridos em um software 

de bioinformática específico para análise metabolômica disponível pela Universidade 

de Alberta (Canadá) em www.metaboanalyst.ca. O estudo foi iniciado utilizando a 

ferramenta de enriquecimento funcional quantitativo (MSEA) em que, de forma não 

supervisionada, os resultados bioquímicos obtidos foram comparados com um banco 

de dados metabolômico que possui informações bioquímicas sobre centenas de 

condições metabólicas humanas.  

Em caso detecção de similaridades com alguma disfunção, os resultados 

foram organizados em ordem decrescente de significância estatística na Figura 1. 

Assim, o enriquecimento funcional apresentado em vermelho indica as diferenças 

que foram mais associadas aos valores gerados pela espectrometria de massas 

quantitativa realizada em amostras de pacientes com AIJ. Os resultados mais 

significativos, considerando um corte altamente exigente de 10e-52, revelaram cinco  
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condições com altas chances de estarem envolvidas em vias metabólicas, que no 

presente estudo parecem se sobrepor em sua origem. As cinco condições que 

apresentaram fenótipos bioquímicos semelhantes à AIJ foram: defeitos no transporte 

de carnitina, síndrome do intestino curto, deficiências em acil-CoA desidrogenases 

de cadeia muito longa, doença celíaca e deficiências em acil-CoA desidrogenases 

de cadeia média. 

Análise de enriquecimento do conjunto de metabólitos (50 principais) 
 

 

 
Enriquecimento funcional 

 

Figura 1 - Análise de enriquecimento funcional quantitativo após o upload dos 

metabólitos quantitativos de pacientes com artrite idiopática juvenil (AIJ) para a 

análise de enriquecimento do conjunto metabólico com as 50 principais condições 

com fenótipos bioquímicos semelhantes aos da AIJ. A intensidade da cor (branca 

à vermelha) indica significância estatística crescente 
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O uso atual de MTX em pacientes com AIJ está associado a um 

aumento das concentrações de carnitina livre, sugerindo uma melhora do 

metabolismo mitocondrial e da função absortiva intestinal. 

Os valores de carnitina livre (C0) detectados em pacientes com AIJ 

tratadas ou não com MTX são mostrados na Figura 2. Pacientes com AIJ sem 

tratamento com MTX obtiveram menores níveis de C0 quando comparados com 

as pacientes com AIJ em uso de MTX [21,74 µM/L (12,7-35,2) vs. 27,49 µM/L 

(14,5-41,3), p=0,02]. É importante mencionar que os níveis de C0 descritos na 

população saudável são de 25 a 50 µM/L24. Os defeitos no transporte da carnitina 

são desvios bioquímicos com causas primárias (mutações hereditárias nos 

transportadores intestinais, como erros inatos do metabolismo) ou secundárias, 

particularmente relacionados a deficiências de absorção intestinal de outras 

origens, como a síndrome do intestino curto e a doença celíaca25-27. As 

disfunções nas desidrogenases mitocondriais fazem parte de um distúrbio 

secundário por baixas concentrações de C0, levando à baixa formação de 

acilcarnitinas com consequente diminuição da função mitocondrial em pacientes 

com AIJ sem MTX. 
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Figura 2- Comparação dos níveis de C0 (eixo Y) em pacientes com AIJ sem e 

com uso atual de MTX (eixo X). FDR (análise de correlação de Pearson) 

 
A utilização atual de MTX nas pacientes com AIJ está associada a um 

aumento nas concentrações de acilcarnitinas. 

Sabe-se que pacientes com deficiência na absorção de carnitina livre 

possuem quantidades menores de acilcarnitinas27,28. Devido às alterações 

bioquímicas encontradas nas deficiências de carnitina, é sabido que essas 

alterações metabólicas levam a uma diminuição do perfil sanguíneo de todas 

as acilcarnitinas, sejam elas transportadoras de ácidos graxos de cadeia 

pequena, média ou grande. As análises das acilcarnitinas que foram realizadas 

nos três grupos estão representadas nas Figuras 3, 4, 5 e 6. 

AIJ sem 
MTX 

(n=21) 

AIJ com 
MTX 

(n=12) 
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Figura 3- Comparação dos níveis molares de tiglilcarnitina (C5:1) (eixo Y) em 

pacientes com AIJ com e sem uso atual de MTX (eixo X). FDR (análise de 

correlação de Pearson)  

 
 

 

 

Figura 4- Comparação dos níveis molares de octanoilcarnitina (C8) (eixo Y) em 

pacientes com AIJ com e sem uso atual de MTX (eixo X). FDR (análise de 

correlação de Pearson) 

AIJ sem 
MTX 

(n=21) 

AIJ com 
MTX 

(n=12) 

AIJ sem 
MTX 

(n=21) 

AIJ com 
MTX 

(n=12) 
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Figura 5- Comparação dos níveis molares de decanoilcarnitina (C10) (eixo Y) em 

pacientes com AIJ com e sem uso atual de MTX (eixo X). FDR (análise de 

correlação de Pearson) 

 
 
 

 
Figura 6- Comparação dos níveis molares de tetradecenoilcarnitina (C14:1) (eixo 

Y) em pacientes com AIJ com e sem uso atual de MTX (eixo X). FDR (análise de 

correlação de Pearson) 

AIJ sem 
MTX 

(n=21) 

AIJ com 
MTX 

(n=12) 

AIJ sem 
MTX 

(n=21) 

AIJ com 
MTX 

(n=12) 

C14:1 
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Os níveis das diferentes acilcarnitinas foram menores nos pacientes com 

AIJ que não utilizaram MTX quando comparados àqueles em terapia com MTX. 

Entre estas acilcarnitinas, se encontraram o tiglilcarnitina (C5:1; p=0,008), 

octanoilcarnitina (C8; p=0,01), decanoilcarnitina (C10; =0,02), 

tetradecenoilcarnitina (C14:1, p=0,02), isto é, acilcarnitinas curtas, médias a 

longas (Figuras 3, 4, 5 e 6). 

 

Pacientes com AIJ apresentaram disfunções bioquímicas, indicando 

distúrbio no metabolismo de lipídios estruturais, dimetilarginina 

assimétrica e arginina desmetilada. 

A possível associação entre a disfunção absortiva e baixos níveis lipídicos 

foi estudada. Na Figura 7, a análise de correlação “r” de Pearson indicou 

metabólitos positivamente (rosa) e negativamente (azul) correlacionados com 

os fenótipos dos três grupos: AIJ sem MTX, AIJ com MTX e controles saudáveis. 

Lipídios estruturais como fosfatidilcolinas diacil (PC aa)  e acil-alquil (PC ae) 

(setas vermelhas) foram positivamente correlacionados, mostrando maiores 

níveis no grupo AIJ com MTX comparado aos grupos   controle. 
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Figura 7- Análise de correlação do tipo “r” de Pearson ilustra metabólitos 

positivamente (rosa) e negativamente (azul) correlacionados com os fenótipos 

envolvendo AIJ sem MTX, AIJ com MTX e controles saudáveis. Correlações 

positivas com concentrações elevadas de lipídios estruturais, como PC aa e PC 

ae (setas vermelhas), foram observadas em controles em comparação com AIJ 

com e sem uso atual de MTX 

 

Os níveis de Fosfatidilcolina com soma de resíduo de acil-alquil C36:1 (PC 

ae C36:1) e Fosfatidilcolina com soma de resíduo acil-alquil C38:0 (PC ae C38:0) 

foram significativamente maiores em controles saudáveis em comparação com 

AIJ com ou sem MTX (p=4,11E-04 ep=1,45E-04, respectivamente) (Figura 8). 

Coeficientes de correlação 
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Figura 8- Fosfatidilcolina com soma de resíduo de PC ae C36:1 e Fosfatidilcolina 

com soma de resíduo de PC ae C38:0 níveis molares (eixo Y) na AIJ pacientes 

com e sem uso atual de MTX e Cnt (eixo X). FDR; AIJ sem MTX - AIJ sem uso 

atual de MTX; AIJ com MTX - AIJ com uso atual de MTX (ANOVA) 

 

Por outro lado, foram identificadas diminuições nos níveis de dimetilação 

sistêmica de resíduos de arginina (ADMA e DMA) (setas azuis) no grupo  controle 

saudável, quando comparado com pacientes com AIJ com e sem MTX. Os níveis 

séricos de ADMA foram maiores em AIJ sem MTX versus AIJ com MTX versus 

controles saudáveis (p=5,87E-06; FDR=9,86E-04). Os níveis de DMA também 

foram maiores em AIJ sem MTX versus AIJ com MTX versus controles (p=4,58E-

04; FDR=1,92E-02) (Figura 9). 

 

Teste post-hocFDRValor de pMetabólito

Cnt > AIJ sem MTX
Cnt > AIJ com MTX

1.92E-024.11E-04PC ae C36:1

Cnt > AIJ sem MTX
Cnt > AIJ com MTX

1.22E-021.45E-04PC ae C38:0

AIJ sem 
MTX 

(n=21) 

AIJ com 
MTX 

(n=12) 

AIJ sem 
MTX 

(n=21) 

AIJ com 
MTX 

(n=12) 
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Figura 9- Níveis molares de ADMA e DMA (eixo Y) em pacientes com AIJ com 

e sem uso atual de MTX e Cnt (eixo X) FDR; AIJ sem MTX - AIJ sem uso atual 

de MTX; AIJ com MTX - AIJ com uso atual de MTX (ANOVA) 

AIJ sem 
MTX 

(n=21) 

AIJ com 
MTX 

(n=12) 

AIJ sem 
MTX 

(n=21) 

AIJ com 
MTX 

(n=12) 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

5. DISCUSSÃO 
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Mediante uma abordagem metabolômica quantitativa direcionada, 

demonstramos um perfil metabólico sérico distinto em pacientes com AIJ. Este 

padrão metabolômico foi caracterizado por menores níveis molares de carnitina 

livre, acilcarnitinas e lipídios, com maiores concentrações de dimetilarginina 

assimétrica e arginina dimetilada em pacientes sem terapia com MTX. 

O principal ponto forte do presente estudo foi o uso de uma ferramenta 

metabolômica direcionada em mulheres pós-púberes com AIJ e controles 

saudáveis, com a padronização da coleta de sangue após 8 a 12 horas de jejum. 

Todas as amostras foram coletadas na fase folicular do ciclo menstrual, pois 

alterações metabólicas já foram demonstradas entre as diferentes fases do ciclo29. 

Outra vantagem deste estudo foi o uso de uma abordagem metabolômica 

direcionada que permite a correta identificação dos metabólitos e o cálculo preciso 

de suas concentrações, diferenciando-se com um estudo anterior que utilizou um 

método não direcionado em pacientes com AIJ19. Foram selecionadas mulheres 

com AIJ e mulheres controle com menos de 40 anos e com frequência de 

tabagismo e IMC similares, uma vez que o sexo, idade, tabagismo, sobrepeso e 

obesidade podem influenciar nos níveis de biomarcadores metabólicos30,31. Ainda, 

excluímos paciente que possuía difícil acesso venoso, necessitando coletas em 

momentos diferentes, o que levou à degradação do material coletado e possíveis 

erros na quantificação dos metabólitos32. Uma possível limitação deste estudo 

pode ser o pequeno número amostral devido à baixa frequência da doença, e ao 

desenho transversal, impossibilitando a generalização dos resultados. 

O presente trabalho está de acordo com estudos anteriores identificando 

novos biomarcadores séricos e assinaturas metabólicas com expressão de 

carnitina livre e acilcarnitinas em pacientes com AIJ sob terapia com MTX17,19.  
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Nossos achados mostraram a presença de distúrbios metabólicos 

semelhantes a distúrbios mitocondriais como condições subjacentes. A carnitina 

possui papel essencial na transferência de ácidos graxos de cadeia longa através 

da membrana mitocondrial interna, onde são metabolizados via β-oxidação33. 

Apesar de servir como teste crítico de triagem para erros inatos do metabolismo 

em recém-nascidos, a dosagem de carnitina livre não é usual na população 

adulta34. Além de serem conhecidas por participarem da β-oxidação de ácidos 

graxos (FAO) em mitocôndrias e peroxissomos, a carnitina livre e acilcarnitinas são 

consideradas potenciais biomarcadores para doenças e resposta a drogas28. A 

interrupção da função mitocondrial está relacionada a inúmeras doenças agudas e 

crônicas como câncer, sepse, doenças cardiovasculares e imunológicas35. 

O MTX continua sendo o principal DMARD convencional utilizado e é o 

agente não biológico mais eficaz para pacientes com AIJ36. Este medicamento é 

reconhecido principalmente por sua potente inibição do metabolismo do folato, 

afetando vários alvos envolvidos no metabolismo de um carbono, síntese de 

nucleotídeos e biossíntese de aminoácidos37. O MTX atua inibindo a 

aminoimidazol-4-carboxamida ribonucleotídeo (AICAR) transformilase, levando ao 

acúmulo de adenosina no interior das células, que se liga aos receptores da 

superfície celular e suprime inúmeras respostas inflamatórias e imunes38. É 

importante ressaltar que as concentrações de metabólitos específicos diferiram 

entre pacientes com AR recebendo tratamento com MTX e aqueles sem o 

tratamento, concordando com achados anteriores sugerindo uma correlação 

potencial entre eventos metabólicos e a resposta ao MTX nos adultos com AR16 

livre e acilcarnitinas em pacientes com AIJ sem MTX podem refletir uma disfunção 

na absorção intestinal de carnitina, com consequente piora da função mitocondrial  
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e FAO. Portanto, levantamos a hipótese de que os valores de carnitina livre que se 

aproximam dos níveis normais24 que observamos em pacientes com AIJ em uso 

de MTX sejam provavelmente consequência de uma melhora do quadro 

bioquímico por meio dos efeitos anti-inflamatórios e imunomoduladores dessa 

droga38. De fato, níveis mais elevados de acilcarnitinas em pacientes em uso de 

MTX corroboram com o conceito de melhor função mitocondrial em pacientes com 

AIJ em uso deste medicamento. Pacientes com AIJ podem apresentar 

anormalidades no metabolismo energético, provavelmente devido à disfunção 

mitocondrial39-41. 

No presente estudo, demonstramos que pacientes com AIJ apresentam 

disfunções bioquímicas, indicando distúrbio no metabolismo de lipídios estruturais, 

de acordo com alterações lipídicas descritas anteriormente em pacientes com AIJ 

e lúpus eritematoso sistêmico42-44, que estão associadas ao maior risco 

cardiovascular nesses pacientes45. 

As enfisgomielinas (SM) são compostas por uma ceramida conectada a um 

ácido graxo simples e a uma fosfocolina ou fosfoetanolamida. Junto às 

fosfatidilcolinas (FC), estes fosfolipídios são os maiores componentes das 

membranas celulares e podem participar da sinalização da transdução46. 

Constituem uma grande proporção do lipidoma encontrado no plasma humano por 

serem altamente abundantes nas lipoproteínas47. O metabolismo dos fosfolipídios 

possui um papel importante na regulação de lipídios, lipoproteínas e produção 

energética mitocondrial, e está associado à progressão de doenças48. De fato, 

dentre as vias metabólicas que a terapia com MTX inibe nos pacientes com AIJ, 

encontra-se o metabolismo lipídico, inibindo o metabolismo do ácido araquidônico, 

além das mudanças na composição lipídica celular descritos in vitro.  
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Estes achados sugerem que o MTX influencie na homeostase lipídica 

celular, resultando na diminuição dos lipídios contendo ácidos graxos saturados e 

ésteres de colesterol e aumentando os níveis de lipídios contendo ácidos graxos 

insaturados49. Estes efeitos levam a um efeito benéfico cardiovascular, e por isso, 

a terapia com MTX nos casos de artrite autoimune está associada a uma 

diminuição do risco cardiovascular50. 

Além disso, assinaturas metabólicas circulantes pró/anti-inflamatórias 

indicando atividade da doença e estado inflamatório foram relatadas em pacientes 

com AR15 em nossas pacientes com AIJ, possivelmente porque a maioria das 

pacientes estava utilizando DMARDs e agentes biológicos, o que mantinha a 

doença sob controle. 

Concentrações séricas aumentadas de ADMA, um inibidor endógeno da 

óxido nítrico sintase (NOS), foram relatadas em várias doenças reumatológicas, 

como lúpus eritematoso sistêmico, artrite psoriática, síndrome de Sjogren, doença 

de Behçet, espondilite anquilosante e esclerose sistêmica, indicando um potencial 

papel patogênico para o acúmulo de ADMA na ocorrência e progressão da 

disfunção endotelial, enrijecimento arterial e aterosclerose51. No presente trabalho, 

foram verificados níveis mais elevados de ADMA no grupo AIJ sem MTX, o que 

pode estar relacionado ao efeito anti-inflamatório e cardioprotetor do MTX38,52. 

Novos estudos longitudinais são necessários para definir se o perfil 

metabolômico da AIJ sob MTX aqui identificado é um biomarcador valioso para a 

resposta ao tratamento em pacientes com essa condição. 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

6. CONCLUSÕES 
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Pacientes com AIJ apresentam fenótipos bioquímicos de metabólitos que sugerem 

disfunção mitocondrial e alteração na função absortiva intestinal, assemelhando-se a 

defeitos no transporte da carnitina, síndrome do intestino curto, deficiências nas acil-CoA 

desidrogenases de cadeia muito longa e média e doença celíaca. Ainda, o uso de MTX 

em pacientes com AIJ possui potencial de melhorar a função mitocondrial. 
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