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RESUMO

A osteoporose é a doenca osteometabdlica mais frequente na mulher pos-
menopausada e de incidéncia crescente na populagédo mundial devido ao aumento da
longevidade. Produz comprometimento na qualidade e na densidade mineral 6sseas
gue podem levar a fraturas por fragilidade em locais como fémur, coluna vertebral e
punho. Devido as fraturas, a doenca apresenta elevada morbimortalidade nos
individuos acometidos. Apesar do surgimento de novas classes terapéuticas para o
tratamento da osteoporose, as drogas de primeira linha sédo representadas pelos
bisfosfonatos que tém como alvo as células osteoclasticas responsaveis pela
reabsorcdo Ossea. Por outro lado, a atividade anabdlica dos osteoblastos, células
formadoras de 0sso0, é determinada pela atividade da via Wnt de sinaliza¢do. Sabendo
gue modificacdes na funcdo das proteinas que compdem esta via podem gerar
alteracdes na massa 0ssea, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar a expressado dos
genes SOST, LRP5, DKK1, WNT2, WNT16 e BMP2 da via Wnt de sinalizagdo em
pacientes osteoporéticos em uso de bisfosfonato oral, alendronato de sédio. O grupo
amostral foi composto por 695 mulheres em periodo de p6s-menopausa atendidas na
Divisdo de Reumatologia do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de
Pernambuco no periodo de 2011 até 2017. Deste total, 90 mulheres foram
selecionadas para os ensaios de expressdo. Os individuos avaliados foram divididos
em 03 subgrupos: 30 osteopordticos, 29 osteopénicos e 27 individuos saudaveis. O
perfil de expressdo dos genes da via Wnt, SOST, LRP5, DKK1, WNT2, WNT16 e
BMP2, foi avaliado pelo método de PCR em tempo real quantitativa (qQPCR) utilizando
primers ou sondas Tagman em equipamento ABI 7500 (Thermo Fisher). Os resultados
mostraram aumento da expresséo génica do DKK1 com Fold Change (FC) = 31 nos
pacientes osteopénicos, enquanto que nos pacientes osteoporéticos em uso de
bisfosfonatos ndo houve aumento relevante da expressao (FC=1,25), quando ambos
0s subgrupos foram comparados com os controles. Também observamos aumento da
expressdo dos genes WNT2 e WNT16 (FC= 5,89 e 90,32 respectivamente) no
subgrupo de pacientes osteoporéticos quando comparados com o0s controles. Da
mesma forma, no subgrupo osteopénico, a expressao desses genes WNT2 e WNT16
também se mostrou aumentada em relacdo aos controles (FC= 2,72 e FC= 20,
respectivamente). Quando o0s subgrupos osteopénico e osteoporético foram

comparamos, observamos que os genes WNT2 e WNT16 mostraram-se reprimidos



(FC =-2,17 e FC = -4,54) e o gene DKK1 mostrou-se induzido (FC = 24,8). Nossos
resultados sugerem que o alendronato de sodio parece apresentar acao anabdlica
sobre o0s osteoblastos reprimindo a expressao da proteina inibitéria Dickkopftl na via
Wnt, bem como aumentando a expressdo de proteinas ativadoras da via, como a

WNT2 e WNT16, favorecendo a formacao Ossea.

Palavras-chave: osteoporose. gene. via de sinalizagdo Wnt. alendronato.



ABSTRACT

Osteoporosis is the most frequent osteometabolic disease in postmenopausal women
and the incidence is increasing in the world population due to longevity. The disease
compromises the bone quality and mineral density which can lead to fragility fractures
as the hip, spine and wrist. Due to fractures, osteoporosis presents high morbidity and
mortality in affected individuals. Despite the development of new drugs,
bisphosphonates are the first-line osteoporosis treatment and they target the
osteoclastic cells responsible for bone resorption. On the other hand, the anabolic
activity of osteoblasts, bone-forming cells, is determined by the activity of the Wnt
signaling pathway. Modifications in the function of the proteins in this pathway can
generate changes in the bone mass, so our objective was to evaluate the expression
of the SOST, LRP5, DKK1, WNT2, WNT16 and BMP2 genes of the Wnt signaling
pathway in osteoporotic patients using oral bisphosphonate, alendronate sodium. The
sample group consisted of 695 postmenopausal women attending the Rheumatology
Division of the Hospital das Clinicas of the Federal University of Pernambuco from
2011 to 2017. Of this total, 90 women were selected for the expression tests. The
individuals evaluated were divided into three subgroups: 30 osteoporotics, 29
osteopenics and 27 healthy individuals. The expression profile of the Wnt pathway
genes: SOST, LRP5, DKK1, WNT2, WNT16 and BMP1 was evaluated by quantitative
real-time PCR (gPCR) technology using primers or Tagman probes in ABI 7500
(Thermo Fisher) equipment. The results showed increased gene expression of DKK1
Fold Change (FC) = 31 in osteopenic patients, whereas in osteoporotic patients using
bisphosphonates there was no significant increase in expression (FC = 1,25) when
both subgroups were compared to controls. In the subgroup of osteoporotic patients,
the results showed increased expression of the WNT2 and WNT16 genes (FC = 5,89
and 90,32, respectively) when compared to controls. In the osteopenic subgroup,
WNT2 and WNT16 gene expression also increased in relation to the healthy
individuals (FC = 2,72 and FC=20, respectively). When we compared the osteopenic
and osteoporotic subgroups in the expression analysis, we observed that the WNT2
and WNT16 genes were repressed (FC = -2.17 and FC = -4.54) and the DKK1 gene
was induced (FC = 24.8).Our results suggest that alendronate sodium appears to
present anabolic action on osteoblasts by repressing the Dickkopftl inhibitory protein



in the Wnt pathway, as well as increasing the expression of pathway activating

proteins, such as WNT2 and WNT16, favoring bone formation.

Keywords: osteoporosis. gene. Wnt signaling pathway. alendronate.
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1 INTRODUCAO

A osteoporose é a doenca osteometabdlica mais prevalente na populacéo e
acomete especialmente mulheres apds a menopausa. Sua principal caracteristica
clinica € a fratura por fragilidade de elevada morbimortalidade nos individuos
acometidos. A doencga apresenta uma patogénese multifatorial, na qual o fator
genético desempenha um papel chave.

Atualmente a terapéutica anabdlica com alvo nos osteoblastos, células
formadoras de o0sso, vem ganhando destaque inclusive com o surgimento de novos
agentes terapéuticos. Por outro lado, os bisfosfonatos representam ainda a primeira
linha de tratamento antiosteoporético de acdo classicamente antiosteoclastica.

Segundo a literatura, o sistema de sinalizacdo Wnt, representa a via de
estimulacdo das células formadoras de 0sso — 0s osteoblastos — 0s quais se
apresentam em menor numero ou com funcdo deficiente no osso osteoporotico.

Sendo assim, o objetivo desse trabalho foi avaliar o perfil de expresséo génica
de proteinas da via Wnt em mulheres pés-menopausadas com osteoporose em uso
de bisfosfonato, alendronato de sodio, em relacdo ao das mulheres osteopénicas e

individuos saudaveis do estado de Pernambuco.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 OSTEOPOROSE

A osteoporose (OP) tem sido reconhecida como um dos maiores problemas de
saude publica do mundo, devido a alta taxa de morbimortalidade relacionada a
fraturas, particularmente entre mulheres idosas (PAIVA, et al., 2002). E considerada
uma doenca esquelética sistémica caracterizada por diminuicdo da massa 0ssea e
deterioracdo microarquitetural do tecido 6sseo, com consequente aumento da
fragilidade 6ssea e suscetibilidade a fratura (RENNO, et al., 1993). Conforme os
critérios estabelecidos pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS), o individuo
portador de osteoporose apresenta T-Score igual ou menor que -2,5. Por outro lado,
os individuos com T- score entre -1,0 e -2,5 sdo classificados como osteopénicos; e,
0s com T-score maiores que -1,0 apresentam densidade normal da massa Ossea
(Kanis, et al., 2008).

Representa uma doenca de importancia crescente tendo em vista o aumento
da expectativa de vida populacional, que no caso do Brasil é de aproximadamente 75
anos para as mulheres (OLIVEIRA, 2017). Estima-se que uma em cada duas
mulheres; e, um em cada cinco homens acima de 65 anos de idade apresentaréo pelo
menos uma fratura relacionada a osteoporose em algum momento da vida (PAIVA, et
al., 2002).

A doenca acomete mais de 75 milhdes de pessoas na Europa, Japdo e nos
Estados Unidos, com um risco estimado de fraturas em torno de 15% (KAI,
ANDERSON, LAU, 2004). Dados norte-americanos mostram que as fraturas devido
a osteoporose sao mais graves, letais em 12 a 20% dos casos, e geram despesas
médicas de aproximadamente dez bilhdes de dolares /ano (QUEIROZ, PEREIRA,
FIGUEIREDO, 2014).

No Brasil, h4 escassez de dados referentes a populacdo acometida pela
osteoporose. Estima-se que 10 milhdes de brasileiros sejam portadores da patologia,
dos quais 2,4 milhdes anualmente sofram fraturas; e destes, cerca de 200 mil
morrerdo em decorréncia direta dessas fraturas. Calcula-se que a osteoporose atinja
cerca de 35% das mulheres acima de 45 anos de idade em nosso pais (MORAES,
SILVA, SILVA, 2014).
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Também denominada “"epidemia silenciosa”, a perda de tecido 0sseo
geralmente é assintomatica e em muitos casos s6 é diagnosticada quando ocorre a
primeira fratura, ou seja, quando a doenca ja se encontra estabelecida (ANDRADE,
2015).

A perda de massa 6ssea é uma consequéncia inevitavel do processo de
envelhecimento (MORAES, SILVA, SILVA, 2014). Entretanto, no individuo com
osteoporose a perda € tdo importante que a massa 6ssea cai abaixo do limiar para
fraturas, principalmente em determinados locais, como quadris, vértebras e
antebracos (MORAES, SILVA, SILVA, 2014; ANDRADE, 2015).

Os locais de maior ocorréncia de fratura sdo punhos, coluna e quadril
(KANIS, et al., 2011).

As fraturas na coluna sao as mais comuns e geralmente sdo causadas por
atividades do cotidiano, devido ao esforco de levantar, empurrar ou puxar objetos.
Cerca de 70% dessas fraturas sado consideradas assintomaticas e em apenas 30%
seus portadores apresentam dor de moderada a grave. Em mulheres, a incidéncia de
fraturas vertebrais clinicamente sintomaticas aumenta em torno dos 55 a 60 anos; e
nos homens, em torno de 75 anos (HARRISON, et al., 2007).

Com relacdo ao surgimento de novas fraturas, a fratura vertebral pode ter o
efeito “cascata”, e, cerca de 1 a cada 5 mulheres que tiveram fratura na coluna, terdo
outra fratura dentro do periodo de 1 ano. O risco de futuras fraturas nessa regiao tende
a aumentar de acordo com o numero de fraturas ocorridas. Se compararmos as
mulheres sem fratura na coluna com mulheres que tiveram 2 ou mais fraturas, esse
namero aumentara em 7 vezes o risco de nova fratura de coluna no periodo de 12
meses (KLOTZBUECHER, et al., 2007).

As fraturas na coluna vertebral causam grande impacto na populacdo. Nos
idosos, os custos médicos associados a essas fraturas incluem despesas hospitalares
e de reabilitacdo. E, se, em individuos ativos, os custos também se relacionam com a
perda de dias de trabalho. O surgimento de fraturas vertebrais eleva em 8 vezes o
indice de mortalidade na populagdo acometida. Essas fraturas podem gerar dor e
deformidade na coluna, diminuicdo da estatura, imobilidade, depressao, diminui¢cdo
da funcéo pulmonar, alteracdo da funcdo gastrica e morte prematura nos individuos
acometidos (KLOTZBUECHER, et al., 2000).
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As fraturas de quadril sdo as mais complexas, sendo responsaveis pela
reducdo da qualidade de vida e pelo aumento da mortalidade. Representam a
segunda fratura osteoporotica mais comum com as mais sérias consequéncias em
termos de morbidade e mortalidade, pois apresenta uma taxa de 20-30% de morte no
primeiro ano ap0s o seu evento. Além disso, 20% dos individuos fraturados
apresentam uma mobilidade severamente comprometida ap0s o primeiro ano,
requerendo longo tempo de cuidados médicos; e 50% das mulheres que fraturam o
quadril se mantém com algum grau de comprometimento da mobilidade
(ROSENGREN, KARLSSON, 2014).

Em mulheres, a incidéncia de fraturas do quadril aumenta por volta dos 65 anos
de idade e cresce exponencialmente. Em homens, a incidéncia de fraturas do quadril
aumenta em torno dos 70 anos. Como marcador de risco para novas fraturas, um
individuo portador de fratura do quadril, apresenta um risco relativo de 2,5 para
fraturas vertebrais e de 2,3 para uma nova fratura de quadrii (ROSENGREN,
KARLSSON, 2014). Por ano, no mundo, ocorrem em torno de 1,6 milhdes de casos
de fraturas de quadril. Em 2050, este nimero podera aumentar para cerca de 6,3
milhdes. Na Asia e na América Latina ocorrem as maiores incidéncias de fraturas por
fragilidade relacionadas a osteoporose (PINHEIRO, CICONELLI, JACQUES, 2010).

As fraturas de punho ocorrem em grande parte das mulheres, antes mesmo
das fraturas de colo do fémur e de coluna. A incidéncia dessas fraturas comeca a
aumentar em torno dos 50 anos. Representa o terceiro tipo de fratura osteoporética
mais comum. ApGs sua ocorréncia, cerca de 30-40% das mulheres queixam-se de dor

e/ou fraqueza crénicas no membro acometido (KHAN, et al., 2001).

No Brasil, de acordo com dados do Sistema Unico de Satde do triénio 2008-
2010, foram utilizados cerca de 300 milhdes de reais com gastos relacionados a
osteoporose. Nesse valor incluem-se exames, medicamentos, procedimentos
clinicos, cirurgicos e proteses. Cerca de 76% desse valor foi empregado em mulheres
osteoporéticas (MORAES, SILVA, SILVA, 2014).

2.2 CICLO DE REMODELAMENTO OSSEO

Durante a vida, o tecido 0sseo passa por um processo de modelagem e

remodelacdo com o objetivo de crescer ou alterar a sua forma. A modelagem Ossea é
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0 processo pelo qual os ossos mudam a forma ou o tamanho em resposta a influéncias
fisiolégicas ou forcas mecanicas, enquanto a remodelacdo 6ssea ocorre para que 0
0SSO possa manter sua forga e a homeostase mineral. O processo predominante na
infancia € a modelagem, enquanto que na idade adulta a remodelagdo Ossea
predomina (KOBAYASHI, et al., 2003).

As forcas biomecanicas estimulam os ossos a mudarem sua forma atraves
da acdo dos osteoblastos e dos osteoclastos que adicionam ou removem tecido 6sseo
na superficie apropriada (KATSIMBRI, 2017).

O remodelamento 0sseo envolve a remocgao de 0sso antigo e a substituicao
por uma matriz 0ssea recém-formada (chamada osteoide) que sofrerd por um
processo de mineralizacdo para a formacdo de um novo o0sso. O processo de
remodelagao inicia-se antes do nascimento e continua ao longo da vida de modo a
evitar o acumulo de microlesdes no esqueleto (KOBAYASHI, et al., 2003; KATSIMBRI,
2017).

Embora a remodelacéo ocorra em locais que necessitem de reparo, a maioria
dos seus sitios sdo aleatorios. Reabsorcéo e formacédo 6sseas estdao bem acoplados
no processo de remodelamento, um desequilibrio entre esses dois mecanismos pode
gerar doencas minerais 6sseas como a osteoporose, quando ha excesso de perda
0ssea; ou a osteopetrose, quando ha excesso de formacédo 6ssea (KOBAYASHI, et
al., 2003; KATSIMBRI, 2017).

As principais células envolvidas na remodelagdo 6ssea sdo 0s osteoblastos
e 0s osteoclastos. A funcdo dessas células esta fortemente acoplada uma a outra,
realizando reabsorcédo de osso danificado e formacéo de novo 0sso sequencialmente.
Outras células envolvidas na remodelacdo 6ssea sdo as células de revestimento
0sseo e 0s ostedcitos, que além de derivados dos osteoblastos, atuam como células
endocrinas e apresentam a funcdo de mecanossensores. A remodelacdo Ossea
aumenta com o envelhecimento. Na perimenopausa e na pdés-menopausa inicial a
remodelacdo encontra-se aumentada, diminui sua atividade com o envelhecimento,
mas permanece mais elevada em mulheres pos-menopausadas idosas do que em
mulheres pré-menopausadas (BONEWALD, JOHNSON, 2008; KARSENTY,
KRONENBERG, SETTEMBRE, 2009) (Figura 1).
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Figura 1 - Representacéo do ciclo de remodelamento 6sseo. Fases do ciclo de remodelamento e
atuacao das células 6sseas.
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Fonte: Lajeunesse, D.; Martel-Pelletier, J.; Pelletier, J.P. Disponivel
em:<https://www.medicographia.com/2011/05/osteoporosis-and-osteoarthritis-bone-is-the-
common-battleground/>. Acesso em: 11 dez. 2017.

2.2.1 Células do remodelamento 6sseo

2.2.1.1 Osteoblasto

O osteoblasto, célula formadora de osso, desenvolve-se a partir das células
mesenquimais pluripotentes. Essas células podem se diferenciar em uma variedade
celular (adipdcitos, midcitos, condrocitos e osteoblastos) a depender dos fatores de
transcricdo regulatérios que atuam sobre elas, conforme visualizado na figura 2
(CROCKETT, et al., 2011).
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Figura 2 - Desenvolvimento dos osteoblastos e osteoclastos. Origem das células osteoblasticas a partir
de precursores mesenquimais e das células osteoclasticas a partir de precursores hematopoiéticos.
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Fonte: Arai, F.; Miyamoto, T.; Ohneda, O., 1999.

O osteoblasto produz osso por sintese e secrecao do colageno tipo I, principal
proteina da matriz 6ssea, e auxilia a mineralizacdo do osso recém-formado (ou
osteoide). A mineralizacdo ocorre com a deposicdo dos cristais de hidroxiapatita
formados pela juncdo do fosfato liberado das vesiculas dos osteoblastos no osteoide
com o calcio do fluido extracelular. A proporcao correta entre as matrizes organica e
mineral é crucial para assegurar o equilibrio entre rigidez e flexibilidade do esqueleto.
O osso humano adulto cortical contém cerca de 60% de minerais, 20% de material
organico e 20% de agua (CROCKETT, et al., 2011).

Vérias proteinas e vias de sinalizacdo sdo importantes na regulacao,
diferenciacao e fungéo dos osteoblastos. (CAO, CHEN, 2005).

A via de sinalizacdo Wnt esta envolvida na formagéo dos ossos de varias
maneiras: seja durante a esqueletogénese, ou através dos seus efeitos nos
osteoblastos maduros. Essa via Wnt candnica controla a diferenciacéo e funcdo dos
osteoblastos através da ativagédo de Bcatenina a qual atua em fatores de transcricao
cruciais para a diferenciagédo osteoblastica. Por outro lado, a via Wnt ndo candnica

by

blogueia a expressdo de receptores necessarios a diferenciagdo das células
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mesenquimais em adipocitos. A reducdo dos estrogénios circulantes e o surgimento
da osteoporose estdo associados a uma diminuicdo da atividade dessas vias, a
diminuicdo da atividade dos osteoblastos e a uma maior formacao de adipdcitos (CAO,
CHEN, 2005; DAY, et al., 2005).

A sinalizacdo Wnt também estd associada aos mecanismos envolvidos nos
efeitos anabolizantes do paratorménio (PTH) na formacéo éssea. A principal funcéo
do PTH é regular os niveis de célcio plasmético através de sua a¢ao nos osteoclastos.
Por outro lado, seus efeitos anabolizantes englobam a diminuicdo da apoptose dos
osteoblastos e dos ostedcitos através da ativacdo de receptores especificos nessas
células que leva a estabilizacdo de Bcatenina com consequente diferenciacao celular
(DAY, et al., 2005; GUO, et al., 2010).

Além disso, a sinalizagdo Wnt possui proteinas inibidoras como a Dickkopfl
(DKK1) que impede acdes excedentes do PTH sobre a via. A sinalizacdo Wnt
canbnica também estimula a expressdo de osteoprotegerina (OPG) e do ligante
ativador do receptor NF-kB (RANKL) pelos osteoblastos, regulando a atividade dos
osteoclastos. Finalmente, a funcdo dos osteoblastos também é regulada através do
sistema nervoso simpatico: os osteoblastos possuem receptores B-adrenérgicos em
suas superficies que, quando estimulados, inibem a formacdo 6ssea (GUO, et al.,
2010).

2.2.1.2 Osteoclasto

Osteoclastos séo grandes células multinucleadas derivadas de precursores
celulares mononucleares da linhagem dos macrofagos e mondcitos. S8o as Unicas
células conhecidas capazes de reabsorver osso. A diferenciacdo, expansdo e
sobrevivéncia dessas células tanto in vitro como in vivo sdo dependentes das acoes
de citocinas como fator estimulador de colénia 1, (também conhecido como fator
estimulador de colénia de macrofagos (MCSF) e do RANKL (Figura 2). A OPG é um
receptor soltvel para RANKL, ligando-se a ele com alta afinidade e inibindo sua acao
no receptor RANK do osteoclasto. A razdo da expressdo RANKL / OPG determina o
grau de diferenciacdo e funcdo dos osteoclastos. Quanto mais RANKL, maior a
atividade osteoclastogénica de reabsorcédo 6ssea; quanto mais OPG, menor essa
atividade (HADJIDAKIS, ANDROULAKIS, 2006; CROCKETT, et al., 2011) (Figura 3).
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Figura 3 - Modulacéo da atividade osteoclastica pelos osteoblastos. A producdo de RANKL e OPG
modula a atividade e a diferenciacdo dos osteoclastos.
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Fonte: Lewiecki, E.M., 2011.

A quantidade e a atividade dos osteoclastos aumentam em condicdes
inflamatérias, como artrite reumatoide, doenca inflamatéria intestinal, e outras, através
da acdo sinérgica de citocinas pré-inflamatérias circulantes, como o RANKL, e das
células dendriticas sobre os osteoclastos (WEITZMANN, PACIFICI, 2007).

Para que os osteoclastos sejam ativados e a reabsorcéo 0ssea se inicie, as
células maduras devem se unir a matriz éssea, tornando-se polarizadas com a
formacao de podosomas. Os podosomas sdo formados por um nucleo de actina
rodeado por um anel de integrinas e de proteinas do citoesqueleto. Nos dominios da
membrana dos osteoclastos, temos zona de vedacédo (ZV), borda pregueada (BP) e
dominio funcional secretor (DFS). A BP forma-se entre o osteoclasto e a regido da
matriz 6ssea mineralizada, local bem delimitado que sera reabsorvido. Se a BP ou a
ZV estiverem comprometidas, a reabsorcdo é6ssea serd blogueada. Vesiculas
acidificadas contendo metaloproteinases e catepsina K (catK) sédo transportadas
através de microtibulos para se fundirem com a membrana e, posteriormente,
sofrerem exocitose na borda pregueada (LUXENBURG, et al., 2007; COXON,
TAYLOR, 2008).
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Quando o osteoclasto entra em contato com a matriz 0ssea, 0 citoesqueleto
de actina organiza-se formando uma zona de vedacao, que isola 0 compartimento de
reabsorcéo acidificado da superficie 6ssea circundante. ApGs a reabsorcao 6ssea, 0s
fragmentos de colageno, bem como o céalcio e o fosfato, sdo endocitados pelos
osteoclastos, transportados através da célula e lancados no DFS antes de serem
liberados para a corrente sanguinea. Durante esse processo de transcitose, 0S
fragmentos de colageno sofrem degradacgdo por enzimas proteoliticas como a catK.
Os processos envolvidos na reabsorcao 0ssea séo regulados por pequenas GTPases,
gue para serem funcionais, devem ser submetidas a uma modificacdo pés-traducéo
por isoprenilacdo. Se as enzimas envolvidas na isoprenilacdo forem comprometidas
pela acdo de drogas antiosteoporéticas como os bisfosfonatos, a reabsorcéo 6ssea é
inibida (LUXENBURG, et al., 2007; COXON, TAYLOR, 2008).

2.2.1.3 Ostedcito

Os ostedcitos sdo o tipo celular mais abundante no osso, representando
cerca de 95% de todas as células 6sseas. Sao originarios dos osteoblastos que
sofreram diferenciacdo terminal durante a formacdo Ossea e posteriormente foram
envolvidos pela matriz osteoide; sendo encontrados dentro do osso mineralizado. Os
ostedcitos apresentam uma morfologia diversa da dos osteoblastos. Apés a célula
osteoblastica ser envolvida pela matriz éssea, ela perde mais de 70% de suas
organelas e o citoplasma adquire prolongamentos dendriticos, conferindo-lhe uma
aparéncia em estrela. Os processos dendriticos se estendem por todos 0s canais
dentro da matriz 6ssea, interagindo com outros ostedcitos ou com os osteoblastos na
superficie 6ssea, formando uma rede lacunar-canalicular. Esse sistema transmite
sinais do ponto de origem ao local efetor (BONEWALD, JOHNSON, 2008).

Forcas mecéanicas que atuam no 0sso podem produzir microdanos 0sseos
(fraturas microscopicas dentro do osso mineralizado) que sdo detectados pelos
ostedcitos, os quais respondem inicializando o processo de remodelacdo naquele
local. Além de estimulos mecénicos, os ostedcitos também sdo sensiveis a alteracdes
metabdlicas. A perda de estrogénio e o envelhecimento aumentam a apoptose dessas
células, desequilibrando a remodelacdo com consequentemente perda de massa
ossea. Por outro lado, as células osteociticas exercem agao sobre os osteoblastos

seja estimulando-os através da producdo de oxido nitrico e de prostaglandina E2 ou
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inibindo-os através da secrecdo de esclerostina (HADJIDAKIS, ANDROULAKIS,
2006; BONEWALD, JOHNSON, 2008; DALLAS, BONEWALD, 2010) (Figura 4).

Figura 4 - Comunicacao entre as células 6sseas. Os prolongamentos celulares dos ostedécitos
estabelecem uma rede de comunicacdo entre eles e as células de revestimento 6sseo, osteoblastos
e osteoclastos.
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Fonte: Khosla, S.; Oursler, M.J.; Monroe, D.G., 2012.

2.2.2 Fases do ciclo de remodelamento 6sseo

O ciclo de remodelamento 6sseo consiste em cinco estagios: ativacao,
reabsorcéo, reversao, formacao e finalizacdo do ciclo, que ocorrem ao longo de varias
semanas (Figura 5). Os aglomerados de osteoclastos e osteoblastos envolvidos na
reabsorcdo e na formacdo do o0sso, estdo dispostos em estruturas anatdmicas
temporarias conhecidas como "unidades multicelulares béasicas" (BMU). Cada BMU
esta recoberta por células 6sseas de revestimento que criam um ambiente Unico para
a reabsorcdo acoplada a formacdo. Durante o remodelamento 6sseo fisiologico, o
volume 0sseo néo se altera (CROCKETT, et al., 2011; KATSIMBRI, 2017).
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Figura 5 - Fases do ciclo de remodelamento Osseo. Reabsorcdo com intensa atividade
osteoclastica. Reversdo com recrutamento de pré-osteoblastos. Formacédo com sintese da matriz
osteoide pelos osteoblastos. Repouso onde ocorre o processo de mineralizacao.
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Fonte: Biology of Bone Disease in Cancer. Medscape. Disponivel em
<https://www.medscape.org/viewarticle/520178 2>. Acesso em: 17 fev. 2018.

A BMU ativa consiste em osteoclastos que recobrem a superficie 0ssea
recém exposta, preparando-a para a deposicdo de 0sso de reposicdo; e em
osteoblastos segregando e depositando 0sso ndo-mineralizado osteoide. O arranjo
ordenado das células dentro da BMU é importante para assegurar a sequéncia correta
das fases da remodelagéo 6ssea (KATSIMBRI, 2017).

2.2.2.1 Ativacao

A ativacdo é o estagio inicial da remodelacdo 6ssea. Antes disso, 0 0SSO
encontra-se em um estado quiescente. O sinal inicial para a remodelagéo é detectado
pelo 0sso e pode ser hormonal ou mecanico. As forgas fisicas que produzem tensao
mecanica e microdano no esqueleto sdo traduzidas em sinais biologicos pelos
ostedcitos. Iniciada a sinalizacdo, as células do revestimento 6sseo se retraem, a
membrana endosteal é digerida pela acdo das colagenases e 0s precursores dos

osteoclastos sdo recrutados da circulacdo e ativados, tornando-se grandes células
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multinucleadas. Os osteoclastos ativos migram e se ligam a superficie 6ssea para
gue a reabsorcéao se inicie através da liberacdo de ions de hidrogénio e enzimas, em
particular catk de modo a degradar a matriz 6ssea (BONEWALD, JOHNSON, 2008).

O PTH é secretado pela paratireoide em resposta a niveis reduzidos de calcio
sérico e atua diretamente sobre 0s 0ssos e 0s rins, e indiretamente no intestino. Nos
0sso0s, 0 PTH liga-se ao seu receptor na superficie dos osteoblastos e das células
estromais, as quais ativam a expressao de MCSF e RANKL, induzindo a diferenciacéo
e a ativacdo dos osteoclastos que favorecem a reabsorgédo 6ssea. Nos rins, aumenta
a absorcéo de calcio e estimula a producéo de 1,25-dihidroxivitamina D3 (1,25(0OH)2D)
ou calcitriol. Nos intestinos, o calcitriol aumenta a absorcéo de célcio através do seu
receptor de vitamina D (VDR), (HADJIDAKIS, ANDROULAKIS, 2006; GUO, et al.,
2010).

O estrogénio atua como um hormonio poupador de 0SSO no processo de
remodelacdo. Os receptores de estrogénio estdo expressos nos osteoclastos e nos
osteoblastos. E um importante hormdnio no controle da vida Gtil dessas células, pois
aumenta a apoptose de células osteoclasticas e inibe a apoptose de osteoblastos e
ostedcitos. Assim, evita-se uma reabsorcdo 6ssea excessiva. O estrogénio, através
da inibicdo do RANKL e do aumento da OPG, diminui a formacao e a diferenciacao
dos osteoclastos. Dessa forma, apds a menopausa, quando os niveis de estrogénio
caem, ha um aumento na atividade das células reabsortivas e uma reducédo das
células formadoras de o0sso, com incremento da reabsorcdo 0ssea (WEITZMANN,
PACIFICI, 2007).

2.2.2.2 Reabsorcéao

Mediada pelos osteoclastos a reabsor¢cao 6ssea dura aproximadamente de 2
a 4 semanas para cada ciclo de remodelacdo. A célula osteoclastica secreta ions
hidrogénio que reduzem o pH até 4,5 dentro do compartimento de reabsorcao para
mobilizar o mineral 0sseo; e secreta enzimas como metaloproteinases e catk que
degradam o componente organico da matriz 6ssea. Essa atividade dos osteoclastos
produz a formacéao de cavidades conhecidas como lacunas de Howship na superficie
ossea. Os osteoclastos multinucleados sofrem apoptose e se encerra essa fase
(CROCKETT, et al., 2011).
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2.2.2.3 Reversao

ApoOs a reabsorcdo O0ssea, as cavidades contém uma variedade de células,
incluindo mondcitos, ostedcitos e pré-osteoblastos os quais sdo recrutados para
comecar uma nova formacdo 6ssea. Os sinais de acoplamento que unem o fim da
reabsorcéo e o inicio da formagéo ainda ndo sdo bem esclarecidos. Uma variedade
desses sinais foi proposta. Porém, os fatores derivados da matriz 6ssea, como o fator
de transformacéao do crescimento beta (TGF() parece ser um dos mais importantes.
As concentragdes de TGFB na matriz éssea correlacionam-se com os indices de
remodelamento e com os marcadores do metabolismo ésseo (osteocalcina, fosfatase
alcalina e com os pro-peptideos de colageno tipo 1). O TGF também inibe a produgéo
de RANKL pelos osteoblastos, diminuindo a reabsorcdo osteoclastica. Os
osteoclastos sdo substituidos por células da linhagem osteoblastica que iniciardo a
formacao 6ssea (HADJIDAKIS, ANDROULAKIS, 2006; CROCKETT, et al., 2011).

2.2.2.4 Formagao

A fase de formacdo de novo osso compreende um periodo de 4 a 6 meses.
Os osteoblastos sintetizam uma nova matriz proteica, chamada de osteoide, que
preenche as cavidades deixadas pelos osteoclastos. Essa matriz 6ssea, formada por
proteinas como o colageno tipo I, sera lentamente mineralizada e responde por cerca
de 50% do volume 6sseo e 40% do peso 6sseo. Os osteoblastos continuam com sua
funcdo até se transformarem em células de revestimento quiescente que recobrem a
superficie 6ssea recém-formada. Outros osteoblastos permanecem dentro da matriz
Ossea tornando-se ostedcitos, cujas expansdes citoplasméaticas formam uma rede
canalicular que se conecta com as células de revestimento da superficie 6ssea, outros
osteoblastos e ostedcitos. Apos o término da fase de formacgéao, entre 50% e 70% dos
osteoblastos sofrem apoptose e o remanescente transforma-se em ostedcitos ou em
células de revestimento 0sseo. Essas células de revestimento mantém a capacidade
de se tornarem osteoblastos (“de novo”) sob certos estimulos, além de regulamentar
a troca de material ibnico dentro e fora do liquido extracelular do osso atuando como
uma barreira cérebro espinhal (BONEWALD, JOHNSON, 2008; DALLAS,
BONEWALD, 2010; CROCKETT, et al., 2011).
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2.2.2.5 Finalizac&o do ciclo

A finalizal¢ao do ciclo de remodelacao € caracterizada pela mineralizagéo (ou
calcificacédo) e se inicia 30 dias apdés a formacdo da matriz osteoide. Nos 0sSso0s
trabeculares, esse processo se conclui 90 dias apos a deposicdo do osteoide;
enguanto nos 0Ssos corticais, completa-se aos 120 dias. Apés a mineralizacdo, o 0Sso
entra numa fase quiescente (HADJIDAKIS, ANDROULAKIS, 2006).

O conteudo mineral 6sseo € composto principalmente pelos cristais de
hidroxiapatita [Caio(PQO4)s(OH)z], bem como por quantidades menores de carbonato,
magnésio e fosfato. Tal composi¢éo fornece a rigidez e a forca mecanica necessarias
enquanto que a matriz organica colagenosa confere flexibilidade e elasticidade. O
processo de mineralizacéo é regulado pelas fosfoproteinas quinases e pela fosfatase
alcalina. A vitamina D estimula indiretamente a mineralizacdo da matriz osteoide
(ANDERSON, 2003).

O remodelamento 6sseo € importante para preservar a forca mecéanica dos
0Ss0s, substituindo-os por elementos mais novos e saudaveis, bem como é essencial
para preservar a homeostase do célcio e do fosfato. O remodelamento do osso cortical
adulto ocorre a um percentual de 2% a 3% ao ano, considerado adequado para manter
a forca 6ssea biomecéanica. A taxa de remodelamento do osso trabecular é maior,
indicando que é o0 mais importante para 0 metabolismo mineral. O osso trabecular € o
mais metabolicamente ativo, uma vez que apresenta maior quantidade de células
Osseas por superficie quadrada. Quando as solicitacbes de calcio ou fésforo
aumentam, h& incremento do numero de unidades de remodelacdo Ossea
especialmente nos 0ssos trabeculares (ANDERSON, 2003; CROCKETT, et al., 2011).

O osso recém-formado tem um baixo contetdo mineral e é capaz de trocar
ions mais facilmente com o fluido extracelular. O balanco 6sseo periosteal (quantidade
de novo osso formado menos 0 0sso reabsorvido) € levemente positivo, enquanto que
0 balanco 6sseo endosteal e trabecular sdo levemente negativos na vida adulta;
levando a um desgaste cortical e trabecular com o envelhecimento. Essas alteragbes
ocorrem porgque a reabsor¢cao endosteal excede a formacéo periosteal (KATSIMBRI,
2017).
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A Figura 6 representa a interacdo entre as células 6sseas e as diversas

proteinas presentes durante o ciclo de remodelamento dsseo.

Figura 6 - InteracBes entre células 6sseas e proteinas envolvidas no ciclo de remodelamento.
Participagéo das proteinas da via Wnt e da via OPGRANKRANKL. Hormdnios como PTH, estrogénio,
calcitonina e vitamina D controlam o ciclo. Sintese do colageno tipo | pelos osteoblastos. Acdo da
catepsina K, importante enzima na reabsorcao osteoclastica do tecido 6sseo.
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Fonte: Riancho, J.A.; Hernandez, J.L, 2012.

2.3 VIA DE SINALIZACAO WNT E CELULAS OSSEAS

A familia Wnt, formada por 19 glicoproteinas, tem um papel fundamental na
formacdo do ser humano e ao longo da vida. Em particular, a sinalizacdo Wnt é
necessaria ao desenvolvimento esquelético, a homeostase 6ssea adulta e a
remodelacdo 6ssea. As proteinas Wnt participam de diversas vias de sinalizagéo.
Porém, a via de sinalizagdo Wnt Bcatenina canbnica é responsavel pela maior parte
dos efeitos da sinalizagdo Wnt no esqueleto. Nessa via, as proteinas axina,
adenomatosis polyposis coli (APC) e Bcatenina formam um complexo na auséncia da
proteina ativadora Wnt, levando a fosforilacdo e a degradacdo da Bcatenina por uma
protedlise mediada por ubiquitina com consequente diminuicdo da atividade dos
osteoblastos. Quando as proteinas Wnt ligam-se a receptores especificos
transmembrana frizzled (Fz) e ao correceptor da proteina receptora de LDL


https://en.wikipedia.org/wiki/Adenomatosis_polyposis_coli
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relacionado (LRP), LRP5 ou LRP6, a Bcatenina é liberada do complexo e ndo sofre
degradacéo proteolitica. A estabilizacdo da Bcatenina produz sua translocacéo para o
nacleo celular, onde se associa com o fator de transcricdo 4 (TCF4) ou com o fator
potenciador linfoide de ligacdo 1 (LEF1) que regulam a transcri¢cao de genes alvo, tais
como o WISP1 e o RUNX2 responsaveis pelo aumento da atividade osteoblastica
(KRAMER, HALLEUX, KELLER, 2010).

Em camundongos, a inativagdo do gene CTNNB1 (gene que codifica a
Bcatenina) em condrdécitos e nos seus precursores demonstra que a sinalizacdo da
via Wnt canbnica € necessaria para a maturacdo dessas células e para o
desenvolvimento adequado do esqueleto. Camundongos sem a [catenina
apresentam alteracdo do desenvolvimento esquelético e retardo na maturacéo dos
condrdcitos, gerando malformacdes craniofaciais, caixa toracica pouco desenvolvida,
fenda palatina e membros curtos (LIU, KOHLMEIER, WANG, 2008).

Por outro lado, em camundongos transgénicos com a expressao aumentada
de Bcatenina, observa-se uma letalidade pré-natal, indicando que a sinalizacéo da via
Wnt deve ser rigorosamente controlada (OTERO, SHINOHARA, ZHAO, 2012).

A sinalizacdo Wnt promove a osteogénese por aumentar a expressao de
RUNX2 e osterix, fatores de transcricdo necessarios a osteoblastogénese e ao
desenvolvimento do esqueleto. Além disso, a atividade da via Wnt inibe fatores
adipogénicos suprimindo a formacdo de células gordurosas. Essas observagbes
indicam que a atividade Wnt orienta a diferenciacdo de precursores mesenquimais
para a formacao de osteoblastos, reduzindo simultaneamente o potencial adipogénico
(LIU, KOHLMEIER, WANG, 2008).

A sinalizacdo Wnt também inibe a osteoclastogénese e a reabsorcdo éssea.
Tal acdo é em parte favorecida pela producao de osteoprotegerina, proteina secretada
pelos osteoblastos e ostedcitos, que se liga ao RANKL, impedindo a ligagdo deste ao
seu receptor nos osteoclastos e, assim, bloqueando a osteoclastogénese. A regulacéo
negativa da PBcatenina em precursores dos osteoblastos, osteoblastos maduros e
ostedcitos gera um decréscimo na expressdo da osteoprotegerina provocando
osteopenia (KRAMER, HALLEUX, KELLER, 2010).

A via Wnt interage com outras vias de sinalizacdo no ambiente dsseo celular.
Um desses sinais é o fator de crescimento semelhante a insulina 1 (IGF-1), que

aumenta a estabilizagéo da Bcatenina. Noutra via, a atividades dos receptores Notch,
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uma familia de receptores transmembranares, impede a sinalizacdo Wnt por aumentar
a disponibilidade ou a atividade da quinase3 do glicogénio sintase (GSK3B) que
fosforila e degrada a Bcatenina e o TCF4. Além disso, a atividade de sinalizagdo Wnt
também é modulada por fatores intracelulares e extracelulares que se ligam as
proteinas Wnt ou a varios componentes da via de sinalizacdo (LIU, KOHLMEIER,
WANG, 2008; KRAMER, HALLEUX, KELLER, 2010).

O estimulo mecanico ativa a sinalizacdo Wnt em células da linhagem
osteoblastica, sugerindo que a atividade da via responda pelo acoplamento entre as
forcas mecanicas e a resposta anabdlica no esqueleto. O mecanismo que envolve a
regulacdo negativa da esclerostina, um antagonista da via Wnt, é sobretudo expressa
pelos ostedcitos mecanossensores; e ocorre principalmente em zonas de tenséo
elevada do osso, locais onde ha aumento da sinalizacdo Wnt e formacao éssea. Por
outro lado, a esclerostina é regulada positivamente ap6s uma “descarga do esqueleto”
(quando uma pessoa passa muito tempo deitada), o que provoca a perda O0ssea
devido ao aumento da reabsorcdo e diminuicdo da formacdo Osseas. Esses
mecanismos podem ser relevantes para a patogénese da osteoporose de desuso, em
gue a imobilidade associada ao repouso prolongado geram uma perda de massa
0ssea. A osteoporose de desuso esta relacionada com o0 aumento significativo no risco
de fratura (BONEWALD, JOHNSON, 2008).

A atividade da via Wnt é modulada por proteinas que interagem diretamente
com as da via Wnt ou com seus receptores. Além disso, a sinalizacdo Wnt é regulada
por moduladores transmembranares, tais como a proteina Kremen e LRP1 e proteinas
qguinases intracelulares, tais como GSK3B e o dominio intracelular do Notch. A
regulacdo da atividade celular das proteinas Wnt pelos seus antagonistas previne o
excesso de exposicdo celular a sinalizagéo da prépria via (LIU, KOHLMEIER, WANG,
2008; KRAMER, HALLEUX, KELLER, 2010).

Os antagonistas que interagem com as proteinas Wnt incluem o fator de
inibicdo da Wnt 1 (WIF1) e as proteinas secretadas frizzled relacionadas (sFRPs).
Tais antagonistas atuam alterando a capacidade das proteinas Wnt em ligarem-se ao
receptor do complexo Wnt. WIF1 é expresso na interface da cartilagem mesénquima
e se opOe aos efeitos da WNT3a na condrogénese. Além disso, WIF1 € expresso
durante a maturacgao e a diferenciagéo dos osteoblastos, possivelmente para regular

a atividade da via enquanto que o0s osteoblastos completam sua diferenciacéo.
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Curiosamente, WIF1 é hipermetilado e consequentemente epigeneticamente
silenciado em 75% do osteosarcoma humano, o que reforca a sinalizacdo Wnt e o
acumulo intracelular de Bcatenina. Adicionalmente, em ratos nos quais o gene WIF1
é inativado ha desenvolvimento de osteosarcoma (LIU, KOHLMEIER, WANG, 2008;
KRAMER, HALLEUX, KELLER, 2010; CRUCIAT, NIEHRS, 2013) (Figura 7).

Figura 7 - Via Wnt ativada e nédo sinalizada. Via Wnt ativada pelo seu ligante com a amplificacdo
da Bcatenina e a via Wnt n&o sinalizada com a degradagéo da Bcatenina.

A Ausénciade sinalizagdo canodnica B Ativagdo da sinalizagao canonica

1. Bloquear a sianalizacao extracelular:

- Anticorpos monoclonais: Wnt! , FZD7, FZD1/2/5/7/8,
- Inibidores soltveis: «F 71 , sFRP1, i

- Pequenas moléculas:

Whnt ligand
Lrp5/6 4 FZD Lrp5/6
c qf\ O 2 R
2 OO
@' &,
5

qf\ \ FZD

3. Estabilizar o complexo destrutivo:
IWR2, JW55, XAV939, DIFs,

4. Vl_nduzir degradagao proteasomal de B-catenina:

Nicleo

FH535, PKF115-584, PKF118-310, CGP049090

SO
D 1CG-001, PRI-724

Fonte: Pez, F.; Lopez, A.; Kim, M.; et al., 2013.

As proteinas sFRP1-sFRP5 podem interagir com as proteinas Wnt ou com o
receptor frizzled para inibir a sinalizagdo da via. Em ratos, sFRP1 é um regulador
negativo da formacdo 0ssea e a expressdo transgénica excessiva de sFRP4 em
osteoblastos provoca osteopenia (LIU, KOHLMEIER, WANG, 2008; KRAMER,
HALLEUX, KELLER, 2010; CRUCIAT, NIEHRS, 2013).
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Os antagonistas que interagem com o correceptor Wnt LRP5-LRP6 incluem a
esclerostina, a proteina Dickkopf-relacionada 1 (DKK1) e a ectodina. A esclerostina,
codificada pelo gene SOST, é preferencialmente expressa por ostedcitos e a sua
funcdo primaria é a de inibir a sinalizagdo Wnt por ligagéo ao correceptor LRP5-LRP6.
Como consequéncia, a esclerostina inibe a osteoblastogénese e a formacéo éssea in
vitro e in vivo. A expressao da esclerostina é regulada negativamente pela tenséo
mecanica e pelo PTH em ostedcitos e osteoblastos (LIU, KOHLMEIER, WANG, 2008;
KRAMER, HALLEUX, KELLER, 2010; CRUCIAT, NIEHRS, 2013).

O bloqueio total da atividade do gene SOST em ratos aumenta o numero de
osteoblastos, melhora a formacéo 6ssea e as propriedades biomecanicas dos 0ssos
corticais e trabeculares. Inversamente, a hiperexpressdao desse gene causa
osteopenia secundaria a diminuicdo do numero de osteoblastos e reducdo da
formacgéo 6ssea (OTERO, SHINOHARA, ZHAO, 2012; CRUCIAT, NIEHRS, 2013). A
ectodina apresenta estrutura semelhante a esclerostina e interage com LRP6. A
ectodina € expressa durante o desenvolvimento 6sseo, mas pouco se conhece sobre
sua funcéo. A familia de glicoproteinas Dickkopf inclui DKK1, DKK2, DKK3 e DKK4 e
a proteina relacionada Dickkopf-like 1 (DKKL1; também conhecida como proteina
SOGGY1). Todas apresentam sequéncias semelhantes e sdo estruturalmente
relacionadas, além de terem dominios ricos em cisteina e capacidade de se ligarem
aos correceptores LRP5 e LRP6 (CRUCIAT, NIEHRS, 2013). Alguns estudos tém
avaliado o DKK1 no desenvolvimento 0sseo e nas manifestacfes esqueléticas de
algumas doencas. DKK1 interage com o correceptor Wnt LRP5 -LRP6, bem como
com as proteinas Kremen 1 e 2, formando um complexo ternério que prejudica a
sinalizacdo Wnt. Em ratos, a hiperexpressao de DKK1, no ambiente esquelético, inibe
a sinalizacdo Wnt e causa osteopenia. Ademais, a insuficiéncia de DKK1, em ratos,
aumenta o numero de osteoblastos, a formacao 6ssea e o volume do o0sso. O bloqueio
de esclerostina ou de DKK1 utilizando anticorpos neutralizantes esta associado com
0 aumento da densidade mineral 6éssea, do volume de osso trabecular, do nimero de
osteoblastos e da formacdo 6ssea em roedores, sugerindo que a regulacdo negativa
da atividade dessas duas proteinas pode constituir uma abordagem anabdlica para o
tratamento da osteoporose (GLANTSCHNIG, et al., 2010).
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2.4 GENETICA DA OSTEOPOROSE

Muitos fatores contribuem para o desenvolvimento da osteoporose. A idade, 0
sexo e a raga estao entre os principais determinantes da massa 6ssea e do risco de
fraturas (HARRISON, et al., 2007; ROSENGREN, KARLSSON, 2014).

A osteoporose acomete preferencialmente individuos idosos, mais
frequentemente mulheres acima de 45 anos de idade, embora o sexo masculino
também possa ser acometido (KLOTZBUECHER, ROSS, LANDSMAN, 2000). As
mulheres sdo mais suscetiveis a doenca do que homens, pois apresentam menor pico
de massa 6ssea, importante perda 6ssea durante a menopausa e, expectativa de vida
crescente, portanto estdo mais tempo sob risco para o desenvolvimento da patologia
(SZEJNFELD, 2001).

Fatores genéticos também sao responsaveis pelas variagbes na massa 6ssea
em diferentes grupos étnicos e raciais. Individuos da raga negra possuem maior pico
de massa 6ssea e, portanto, estdo menos predispostos a osteoporose do que brancos
e asiaticos (SZEJNFELD, 2001). Estima-se que 30% de todas as mulheres brancas
pés-menopausadas terdo pelo menos uma fratura osteoporética durante a vida. A
incidéncia de fraturas de fémur em mulheres brancas é duas vezes maior do que em
mulheres negras (KLOTZBUECHER, ROSS, LANDSMAN, 2000). A suscetibilidade a
osteoporose também €, em parte, devida a hereditariedade. Mulheres jovens, filhas
de pais ou maes com fratura vertebral associada a osteoporose possuem menor
quantidade de massa 6ssea (ROSENGREN, KARLSSON, 2014).

A densidade mineral 6ssea (DMO) é uma caracteristica quantitativa que parece
ser geneticamente controlada, em 50 a 90% dos casos, de acordo com estudos em
gémeos e em familias. Ao longo dos ultimos 20 anos, a abordagem do gene candidato
e 0s estudos de associacdo do genoma (GWAS) identificaram polimorfismos de
nucleotideo Unico (SNPs), que estdo associados com baixa densidade mineral 6ssea,
osteoporose e fraturas osteoporéticas. Estes SNPs foram mapeados préximo ou
dentro de genes, incluindo aqueles que codificam receptores nucleares e proteinas de
sinalizacdo Wnt/Bcatenina (URANO, INOUE, 2014).

Variacbes na DMO estdo associados com polimorfismos em varios genes.
Entre os varios candidatos, o gene do receptor de vitamina D (VDR), que codifica o
receptor do hormonio, foi em 1994 o primeiro a ser proposto como um locus principal

para o controle genético da DMO. O VDR desempenha um papel importante na
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regulacdo da homeostase do calcio através da ligacdo da 1,25(OH)2D, com
consequente aumento da absorcdo desse mineral pelos intestinos (MORRISON, et
al., 1994; THAKKINSTIAN, et al., 2004; GENNARI, et al., 2009).

A deficiéncia de estrogénio é outro fator de risco para osteoporose pos-
menopausa. Dois receptores de estrogénio (ESRs), denominados ESR1 (ERa) e
ESR2 (ERDb), codificados por genes diferentes foram descritos. O receptor ERa é
responsavel principalmente pela acdo do estrogénio no 0sso. A avaliagcdo genética do
locus do gene ESRL1 revelou a existéncia de varios locais polimorficos (GENNARI, et
al., 2005). Em 1995 e 1996, confirmou-se a correlacdo entre DMO e os polimorfismos
desse gene (SANO, et al., 1995; KOBAYASHI, et al., 1996; IWASHITA, KOYAMA,
NAKAMURA, 2001; HERRINGTON, et al., 2002; GENNARI, et al., 2007).

Metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR), uma enzima importante no ciclo da
metionina, que participa da remocédo da homocisteina da circulacéo, € codificada em
uma regido de ligacdo no cromossomo 1p36 que esta associada com a regulacédo da
DMO (HERRMANN, et al., 2007; REILLY, et al., 2014). Um polimorfismo funcional foi
identificado no exon 4 do gene MTHFR que resulta em niveis de homocisteina
moderadamente elevados, fator de risco significativo para fraturas (LUBEC, et al.,
1996; MCLEAN, et al., 2004).

2.4.1 As proteinas da via WNT

A importancia da via Wnt de sinalizacdo canbnica na formacdo éssea é
ressaltada pela observacao de que varios disturbios esqueléticos estdo associados a
alteracdes genéticas em componentes desta via. Por exemplo, as mutagcdes no gene
SOST resultam na esclerosteose e na sindrome de van Buchem, ambas
caracterizadas por grande aumento da massa 6ssea. A esclerosteose € uma condi¢cao
autossdmica recessiva que ocorre principalmente na populacéo africander da Africa
do Sul. Seus portadores apresentam grave displasia esquelética com grande
crescimento 0sseo, levando a desfiguracdo facial, alargamento do cranio com
comprometimento neuroldgico e mortalidade elevada devido ao aumento da pressao
intracraniana. Portadores heterozigéticos de mutagbes genéticas associadas com
esclerosteose apresentam aumento da DMO. A Sindrome de van Buchem é
prevalente em familias holandesas e caracteriza-se por hiperostose endosteal do

cranio e dos 0ssos longos. Pacientes acometidos tém queixo protuberante, testa alta,
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e paralisia do nervo facial. Essa condi¢do é provocada pela delecdo de uma regido de
52 kb que contém o elemento nao-codificante ECR5, 35 kb ajusante da regido
esclerocodificante do SOST. A delecdo de ECR5 em osteoblastos de ratos provoca
uma regulacdo negativa da esclerostina e aumento da massa 6ssea (PITERS, et al.,
2010; BHADADA, et al., 2013).

Mutacbes ativadoras em LRP5 resultam em aumento da massa 0ssea,
enquanto que mutagdes inativadoras no mesmo gene causam perda 0ssea. Elevada
massa Ossea € frequentemente secundaria a mutacbes em LRP5 em locais que
codificam o primeiro dominio Bpropeller de LRP5. Essas mutacbes em LRP5
produzem diminuicdo na afinidade para DKK1 ou esclerostina. Dessa forma, o
correceptor LRP5 em individuos acometidos é refrataria as acoes inibidoras desses
antagonistas da via Wnt. Consistente com essas observagdes, os camundongos
transgénicos que albergam mutacfes de ativacdo em LRP5 exibem um elevado
namero de osteoblastos e aumento de massa 0ssea (WILLIAMS, INSOGNA, 2009).

LRP4, que também é expressa por osteoblastos, pode se ligar a esclerostina e
ao DKK1. Estudos de associacao identificaram que o locus LRP4 relaciona-se com a
DMO e que mutacBes em LRP4 estédo vinculadas com a sindactilia Cenani-Lenz, uma
desordem caracterizada por desenvolvimento anormal do membro distal (LI, PAWLIK,
ELCIOGLU, 2010).

Osteogénese imperfeita, uma doenca hereditaria caracterizada por fragilidade
0ssea, € frequentemente associada a muta¢des nos genes COL1A1 ou COL1A2, que
codificam as cadeias al e a2 do colageno tipo |I. Mutacdes em WNT1 que resultam
em proteinas ndo funcionais ou mesmo com fun¢do diminuida causam uma forma
autossémica recessiva de osteogénese imperfecta associada ao inicio precoce da
osteoporose e fraturas por fragilidade na infancia (FAHIMINIYA, et al., 2013). Essas
observacdes confirmam a importancia da sinalizacdo Wnt na manutencdo da
homeostase dos 0ssos e na integridade do esqueleto (LI, PAWLIK, ELCIOGLU, 2010;
FAHIMINIYA, et al., 2013).

Em 2001, Gong e colaboradores demonstraram que a via de sinaliza¢cdo Wnt /
Bcatenina desempenha um papel fundamental na regulacédo da densidade 6ssea por
meio de LRP5. Os autores mostram que mutacdes que inativam o gene LRP5
diminuem a massa 0ssea e causam uma doenca autossémica recessiva chamada de
sindrome osteoporose-pseudoglioma. Por outro lado, em 2008, Ezura e colaboradores

demonstraram que mutacdes ativadoras no LRP5 geram tracos autossdmicos
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dominantes de massa 0ssea elevada, sugerindo que LRP5 controla o metabolismo do

0SSO in Vivo em seres humanos.

Além do SNP A1330V no gene LRP5, duas variantes ndo sinbnimas, Q89R e
V667M, estdo também relacionadas ao metabolismo O6sseo. Na populacéo
caucasiana, o polimorfismo V667M esta fortemente associado com a DMO. Estudos
do V667M na populagéo asiatica nunca foram relatados, possivelmente devido a baixa
frequéncia do alelo menor deste SNP nesta populacéo. Por outro lado, o polimorfismo
Q89R foi estudado apenas na populacéo Asiatica, provavelmente devido a sua baixa
frequéncia em outros grupos étnicos. Q89R estd associado a DMO do colo femoral
em jovens coreanos e de mulheres chineses na pds-menopausa. Na populacdo
coreana e chinesa, foi observada forte desequilibrio de ligacdo entre os SNPs Q89R
e 0 A1330V. Por outro lado, ndo se observou desequilibrio de ligacédo entre estes dois
SNPs na populacéo japonesa (DO = 0,65, r2 = 0,08) (KOH, et al., 2004).

Os resultados de procedimentos in vitro e in vivo sugerem que a ativacdo da
via de sinalizacdo Wnt can6nica acomete toda a linhagem osteoblastica e aumenta a
formacgéo de 0sso. A sinalizacdo Wnt / Bcatenina em osteoblastos e em ostedcitos
reprime indiretamente a diferenciacdo de osteoclastos e consequentemente a
reabsorcdo 0ssea. Estes dados sugerem que a variagcdo A1330V no gene LRP5 pode
atuar na patogénese da osteoporose através da diminuicdo da atividade Wnt (KOH,
et al., 2004).

Estudo por meta-andlise avaliou os efeitos da mutacao do correceptor LRP5 da
via Wnt e identificou que os portadores de rs3736228 C> T no gene LRP5 foram
associados com um risco aumentado de desenvolver osteoporose e fraturas em
guatro modelos genéticos, mas ndo sob o modelo dominante (OR = 1,19, 95% CI =
0.97~1.46 e P = 0,103). Andlise do subgrupo de etnia implicou que os portadores
asiaticos e caucasianos da mutacdo LRP5 rs3736228 C>T apresentam maior

probabilidade de desenvolver osteoporose e fraturas (XU, QIU, MAO, 2014).

Avaliacdo de 425 mulheres mexicanas pés-menopausadas investigou a
associacdo de SNPs localizados nos genes da via Wnt com a massa 0ssea. O SNP
rs752107 do gene codificante da WNT3A foi fortemente associado com a diminui¢ao
da DMO em quadril total (VELAZQUEZ-CRUZ, et al., 2014).

Andlise realizada em 399 mulheres coreanas pos-menopausadas sugere que

polimorfismos do gene codificante da proteina relacionada ao receptor frizzled (sFRP),
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SFRP3 ¢c.970C> G e sFRP4 ¢.958C> A podem ser fatores genéticos associados com
a prevaléncia de osteoporose do colo femoral (LEE, et al., 2014). Estudo com 1.385
mulheres espanholas avaliou a relacdo entre massa Ossea e polimorfismos
relacionados ao gene que codifica a proteina relacionada ao receptor frizzled (sFRP)
e identificou associacéo entre o0 rs4666865 do gene sFRP e a DMO da coluna lombar
no subgrupo da regido de Cantabria (P = 0,008) (VALERO, et al., 2011).

As R-espondinas (Rspo's) sdo um recém-descoberto grupo de proteinas
compostas por 4 membros (Rspol-4). Recentemente, as Rspo's foram implicadas
como moduladores da via de sinalizacdo Wnt. Elas regulam positivamente a via Wnt
através da estabilizacdo citosoélica da Bcatenina. Isso € conseguido pela ligacado da
Rspo ao LRP6 que altera o complexo LRP6-DKK; e, consequentemente a sinalizacao
da via Wnt candnica. Todos os membros da familia Rspo tem organizacao estrutural
comum e compartilham cerca de 60% de sequéncia homdéloga. Recentemente, alguns
estudos relataram que Rspo modula a via de sinalizacdo Wnt através de receptores
acoplados a proteina G (KHAN, et al., 2012; SHARMA, et al., 2015).

Quatrocentas mulheres mexicanas pés-menopausadas foram incluidas em
estudo que avaliou a associacdo de SNPs na MEF2C, genes SOST e JAG1 com a
densidade mineral 6ssea. Na andlise de regressao linear ajustada por idade, indice
de massa corporal e ascendéncia, mostrou que cinco SNPs no gene SOST foram
significativamente associados com a DMO no quadril total e no colo do fémur
(p<0,0012). Nao foi estabelecida associacoes significativas entre a DMO e variantes
genéticas / JAG1 MEF2C [rs1366594 "A" alelo: B = 0,001 (IC 95% -0,016; 0,017), P =
0,938; rs2273061 "L" alelo: B IC = 0,007 (95% -0,007;0,023), p = 0,409] (VELAZQUEZ-
CRUZ, et al., 2014).

Embora a genética da osteoporose tenha sido avaliada através de varios
estudos de associagédo, 0s principais genes de suscetibilidade e os mecanismos
moleculares responsaveis por essa doenca permanecem pouco claros. A identificacao
de novos genes candidatos que contribuem para a suscetibilidade osteoporética tera
impacto sobre o diagnéstico e o tratamento dessa patologia. Os rapidos avancos
tecnoldgicos tém facilitado o desenvolvimento de estudos do genoma de associagéao.
Varios GWAS descobriram novos SNPs associados com doencas incluindo
osteoporose e a baixa DMO em populagBes caucasianas e asiaticas (RALSTON,
UITTERLINDEN, 2010).
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Para a osteoporose, o0s GWAS identificaram os seguintes genes candidatos na
via de sinalizagdo Wnt / Bcatenina: catenina bl (CTNNB1), esclerostina (SOST),
LRP4, LRP5, GPR177, WNT4, WNT5B, WNT16, Dickkopfl (DKK1), o gene para a
proteina secretada Frizzled relacionada 4 (sFRP4), Jagged 1 (JAGl), MEF2C e
AXINL1. Entre estes, a funcéo de ativadores para WNT4, WNT5B, e WNT16 enquanto
SOST, DKK1 e sFRP4 suprimem a via de sinalizagdo Wnt / Bcatenina, inibindo a
interacdo entre os membros da familia Frizzled, LRP5 e Wnt. MEF2C potencializa a
expressdo SOST; e JAG1 € alvo de controle da transcricdo Bcatenina (RALSTON,
UITTERLINDEN, 2010). Além desses genes descritos, outros, como demonstrado na
Figura 8 estédo relacionados com a densidade mineral 6ssea.

Figura 8 - Os mais importantes genes relacionados a densidade mineral 0ssea. Representam o0s
principais genes identificados nos estudos de genoma de associagéo relacionados com a DMO.
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Fonte: Karasik; Rivadeneira; Johnson, 2016.
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2.5 TRATAMENTO DA OSTEOPOROSE

Os medicamentos antiosteoporoéticos que atuam no metabolismo 6sseo séo
classificados como antirreabsortivos (anticatabdlicos) ou formadores de o0sso
(anabdlicos). As drogas antirreabsortivas atuam bloqueando a atividade osteoclastica,
reduzindo o remodelamento 6sseo. Por outro lado, as drogas formadoras estimulam
a osteoblastogénese, aumentando a formacdo da matriz dssea (KANIS,
MCCLOSKEY, JOHANSSON, 2013).

Os bisfosfonatos sédo considerados a terapéutica farmacologica de primeira
linha no tratamento da osteoporose para a maioria das mulheres na pés-menopausa
com alto risco de fratura. De acdo antirreabsortiva, sdo eficientes e acessiveis, e 0s
dados de seguranca a longo prazo estdo disponiveis para a maioria dos compostos
(MCCLUNG, et al., 2013; PAVONE, et al., 2017).

Essas drogas atuam interferindo em vias intracelulares especificas nos
osteoclastos que culmina na apoptose da célula. Nos 0ssos, ligam-se especificamente
a hidroxiapatita. (PAZIANAS, ABRAHAMSEN, 2016; PAVONE, et al., 2017).
Comprometem a reabsorcédo 6ssea osteoclastica de varias formas: produzem leséo
citotoxica nos osteoclastos maduros, impedem a ligacdo dos osteoclastos ao 0sso,
inibem a diferenciacdo ou recrutamento de osteoclastos e interferem na formacgéo dos
componentes do citoesqueleto necesséaria a reabsor¢cdo Ossea (NAYAK,
GREENSPAN, 2016).

Entretanto, estudos mais recentes tém demonstrado acéo dos bisfosfonatos
em linhagem de osteoblastos e ostedcitos. Estudos com culturas celulares
demonstraram que os bisfosfonatos induzem a ativagéo por fosforilacdo de quinases
regulatérias de sinal extracelular (ERKs), de células osteociticas e osteoblasticas
inibindo a apoptose celular. O aumento dos niveis das ERKs fosforiladas também foi
encontrado em 0ssos de animais que receberam uma Unica inje¢do de zolendronato.
A acdo antiapoptética dos bisfosfonatos ndo requer fatores de transcricdo
dependentes da ERK, mas sim, a atividade quinase do alvo citoplasmatico da ERK, a
pP90RSK: que por sua vez fosforila a proteina pr6-apoptoética BAD e C / EBPB. A
forforilagdo da BAD torna-a inativa, enquanto que a fosforilagdo de C / EBP leva a
ligagéo de pro-caspases, que inibem a apoptose celular. No caso dos bisfosfonatos,
nenhum receptor, até o momento, foi identificado. Portanto, essas drogas ativam

ERKs por alteracao da permeabilidade de canais formados pela conexina (Cx) 43. Os



47

hexameros de conexina formam canais na membrana plasmatica, chamados
hemicanais, os quais podem se alinhar para formar um canal de “juncédo gap”. A
comunicacao intercelular entre ostedcitos e osteoblastos é realizada através dessas
juncbes, cuja abertura permite a troca de conteddo citoplasmatico com o fluido
extracelular. Possivelmente, os bisfosfonatos, devido ao seu pequeno tamanho
molecular, penetram nas células osteoblasticas apds induzir a abertura dos
hemicanais de conexina de acordo com a figura 9 (BELLIDO, PLOTKIN, 2011; SADR-
ESHKEVARI, et al., 2014; XU, et al., 2015).

Figura 9 - Bisfosfonatos evitam a apoptose de osteoblastos e ostedcitos. Os bisfosfonatos mantém
0s canais de Cx43 abertos favorecendo a fosforilacdo das ERKs e a sobrevida celular.

osteoclasto osteoblasto/ostedcito
N-BPs néo N-BPs todo BP
Cxdd
hemicanal .
Src 4
B-arrestina
fa analogo
pirofi intase  toxico do ATP .
¥
pg.nrsh
(R
p-CIEBPB  p-BAD
inibigdo da reabsorgéo sobrevivéncia celular

Fonte: Bellido, T.; Plotkin, L., 2011.

Existem duas subclasses de bisfosfonatos (BPs): bisfosfonatos contendo
nitrogénio (BPNs), como o alendronato, o ibandronato, o pamidronato, o risedronato
e o zoledronato ou acido zoledrénico, que sdo os bisfosfonatos mais comuns; e os
gue nado contém nitrogénio (BPNNSs), como o etidronato. Os BPNs inibem a via do
mevalonato, uma via metabdlica importante na formacao do colesterol e na funcéao da
membrana celular. Por outro lado, os BPNNs atuam através da formacdo de
metabdlitos que geram andalogos tdxicos de ATP e induzem a apoptose celular
(PAZIANAS, ABRAHAMSEN, 2016).
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A primeira escolha de terapia com bisfosfonatos € geralmente um regime oral
de alendronato ou risedronato, tomado uma vez por semana. E por serem pobremente
absorvidos, devem ser ingeridos com o estdmago vazio, na primeira hora da manha
com pelo menos 240 mL de &gua. Apos a administracéo, o paciente deve ficar em pé
por pelo menos 30 a 45 minutos e abster-se de consumir alimentos, bebidas,
medicamentos ou suplementos durante esse periodo. Assim, a assimilacdo da droga
no trato gastrointestinal € potencializada (MCCLUNG, et al., 2013; NAYAK,
GREENSPAN, 2016).

A dosagem tipica € de 70 mg de alendronato sédico ou 35 mg de risedronato
sbdico, semanalmente, ou 150 mg de ibandronato sédico, uma vez por més, em forma
de comprimido para o tratamento e prevencdo da osteoporose. A administracao
intravenosa de acido zoledrénico realizada a cada 12 meses e a de ibandronato sédico
venoso, a cada 3 meses, € sugerida em pacientes nos quais o0 uso de bisfosfonato
oral é contraindicado, como naqueles individuos com baixa tolerancia ou doenca
gastrointestinal (PAZIANAS, ABRAHAMSEN, 2016).

Os eventos adversos mais comuns, particularmente para os bisfosfonatos
orais, sdo os distlrbios gastrointestinais, como dispepsia, esofagite e ulceracdes
gastricas. Raramente pode ocorrer fibrilacdo atrial ou insuficiéncia renal, e ndo devem
ser utilizados em pacientes com doenca renal crébnica ou com taxa de filtracao
glomerular estimada <30 a 35 mL / min (MCCLUNG, et al., 2013).

Além disso, as fraturas atipicas do fémur, especialmente as fraturas
subtrocantéricas e diafisarias, foram associadas ao uso de bisfosfonatos,
provavelmente devido a uma excessiva supressdo do remodelamento 0sseo que
acarreta acumulo de microfissuras. Tais microfissuras representam uma caracteristica
normal do tecido 6sseo, surgem em consequéncia do estresse e atuam como estimulo
para a remodelacéo 6ssea (JIN, et al., 2017).

A osteonecrose da mandibula, uma complicagdo oral que pode surgir em
pacientes, especialmente naqueles com cirurgia maxilo-facial ou oral recentes,
também esta relacionada ao uso de bisfosfonatos (CONSOLARO, 2014).

Um elevado numero de individuos recebe terapia com bisfosfonatos. Em 2008,
pelo menos 4 milhdes de mulheres americanas trataram de osteoporose com essa
classe de drogas. Além disso, muitos homens com osteoporose e individuos que
utilizam glicocorticoides também receberam essa terapéutica. Com uma quantidade

significativa de pacientes recebendo tal tratamento e com duragbes cada vez mais
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longas, ha um crescente questionamento sobre seu uso a longo prazo e o surgimento
de efeitos indesejaveis; de forma que, em individuos com menor risco de fratura, a
suspensao temporéria da droga tem sido utilizada em alguns protocolos de tratamento
(RO, COOPER, 2014).

Outras medicacdes para o tratamento da osteoporose também se destacam. O
denosumabe, primeiro anticorpo monoclonal totalmente humano, liga-se
especificamente ao RANKL, inibindo a formacao e a ativagcao dos osteoclastos. De
acado antirreabsortiva, foi aprovado para o tratamento da osteoporose pos-menopausa
devido a sua forte eficacia na reducéo das fraturas da coluna vertebral e do quadril.
Pode ser administrado uma vez a cada 6 meses e suprime a reabsorcao 6ssea entre
80 e 90% (TAKEUCHI, et al., 2016; BONANI, et al., 2017; SUZUKI, NAKAMURA,
KATO, 2017).

Os moduladores seletivos do receptor de estrogénio (SERMs) sdo compostos
estruturalmente diferentes que interagem com receptores de estrogénio intracelular
em Orgaos alvo como agonistas ou antagonistas. Essas drogas tém sido intensamente
estudadas na ultima década e provaram compor um grupo altamente versatil para o
tratamento de diferentes condicfes associadas a saude da mulher pés-menopausada,
incluindo cancer responsivo a terapéutica hormonal e osteoporose. Dentre esses,
destacam-se o raloxifeno e novas moléculas como o ospemifeno, lasofoxifeno,
bazedoxifeno e arzoxifeno, com maior eficacia e poténcia do que o primeiro SERM
(SILVERMAN, et al., 2012; MAXIMOV, LEE, JORDAN, 2013; ELLIS, et al., 2014,
TABATABAEI-MALAZY, et al., 2017).

A teriparatida € um horménio recombinante da paratireoide, Unico agente
anabdlico aprovado para o tratamento da osteoporose que estimula a formacao éssea
através da ativacdo dos receptores do PTH (PTHrP) nos osteoblastos. Induz a
formacdo Ossea em locais ativos de remodelacdo e em superficies Osseas
previamente inativas, além de iniciar novos sitios de remodelagcdo. Um outro anélogo
sintético de PTHrP 1-34 humano (abaloparatida) estd em avaliacdo como um novo
tratamento para a osteoporose. Seus resultados demonstram uma atividade anabolica
potente e rapida com efeitos reduzidos na reabsor¢cdo 6ssea em comparagdo com a
teriparatida, além de uma melhor estabilidade a temperatura ambiente (AUGUSTINE,
HORWITZ, 2013; TAMURA, KAJI, 2013; GONNELLI, CAFFARELLI, 2016;
HATTERSLEY, et al., 2016; JIANG, et al., 2017).
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O anticorpo antiesclerostina romosozumabe, € um anticorpo monoclonal
humanizado que se liga a esclerostina e impede que a mesma exerca seus efeitos
inibitérios na via de sinalizagdo Wnt, levando a formacgéo éssea e ganho de DMO (LI,
et al., 2008; LI, et al., 2009; OMINSKY, et al., 2010; LIM, BOLSTER, 2017).

Na via de sinalizacdo Wnt, o DKK1 forma um complexo ternario com os
receptores LRP5, LRP6 e Kremen, resultando na supressao da sinalizacdo Wnt e na
diminuicdo da formacao éssea. O anticorpo monoclonal antiDKK1 mostrou acelerar a
formacdo do osso e aumentar a DMO em varios modelos animais e esta em
desenvolvimento como um agente anabolizante 6sseo (BUTLER, et al.,, 2011,
AHMED, FOUDA, ABBAS, 2013; TAI, INOUE, 2014; JIN, et al., 2015).

Odanacatib € um inibidor de catepsina K desenvolvido para o tratamento da
osteoporose pos-menopausa. Os osteoclastos expressam varias enzimas para a
degradacdo da matriz 6ssea, incluindo a catK, uma proteinase de cisteina lisossomal.
Essa enzima exibe uma alta atividade de colagenase, especialmente no pH &cido,
necessario a dissolugdo da matriz 6ssea. O uso de odanacatibe demonstrou aumento
da DMO no quadril e na coluna lombar ao longo de 5 anos. A microarquitetura e a
forca 6sseas também foram melhoradas em ensaios clinicos utilizando tomografia
computadorizada quantitativa (QCT) para avaliacao da coluna lombar e do quadril; e
QCT periférica de alta resolucéo, para avaliacdo do raio distal e da tibia. Entretanto,
seus estudos foram descontinuados em setembro de 2016 devido ao aumento de
incidéncia de acidente vascular cerebral (CHAPURLAT, 2015; MULLARD, 2016).

Na Tabela 1 esta descrita a eficacia de alguns agentes antiosteoporoticos.
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Tabela 1 - Eficacia de varios agentes antiosteoporoticos na prevencao de fraturas e ganho de DMO
na coluna vertebral.

Ganho de DMO na coluna (%)

SHEHIEEMETIES Reducéao de Fratura (%)

Bisfosfonatos:

-Alendronato 5-7/30-45

-Ibandronato 4-6/32-43

-Risedronato 5-7/30-45

-Zoledronato 6-9/~70
Denosumabe 3-6/55-70
Raloxifeno (SERM) 1-3/30-40
Estrogénio 3-5/35
Calcitonina 1-1,5720-30
Anabdlicos:

-Teriparatida 10u-15/50-65

-Ranelato de Estroncio 2-4/20-35

Fonte: Khajuria, D.K.; Razdan, R.;Mahapatra, D.R., 2011.

2.6 FRAX® - FRACTURE RISK ASSESSMENT TOOL

A fratura por fragilidade, consequéncia da osteoporose, € a principal causa de
diminuicdo da qualidade de vida, morbidade e mortalidade na p6s-menopausa. Por
isso, a sele¢éo de mulheres com risco de fratura e que se beneficiaréo do tratamento
farmacoldgico é de grande importancia. A definicdo da probabilidade de fratura em

termos absolutos, utilizando fatores de risco clinicos e a avaliagdo da DMO, com
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auxilio o de ferramentas clinicas, é a forma atual mais utilizada na selecdo de
individuos para tratamento da osteoporose (GEHLBACH, et al., 2012).

Os principais fatores de risco associados a perda de massa 0ssea sao: idade
avancada, sexo feminino, periodo de poOs-menopausa, baixo indice de massa
corporea (IMC), fratura por fragilidade prévia, histéria familiar de fratura, vida
sedentaria, fumo e uso de glicocorticoides. Esses fatores de risco podem indicar a
possibilidade de fratura de forma independente ou parcialmente dependente da DMO.
Alguns fatores podem ser usados para a avaliagdo do risco de fratura mesmo na
auséncia de valores da DMO. Dessa forma, a determinacao criteriosa e a validacao
dos principais fatores de risco para a osteoporose podem melhorar a predicdo de
fraturas e permitir uma melhor selecéo de pacientes para tratamento (ZERBINI, et al.,
2015).

Com o objetivo de aperfeicoar a identificacdo dos individuos com risco de
fratura, foram criadas ferramentas clinicas que combinam a idade e o género com
fatores de risco clinico para estimar o risco de fratura futura (JARVINEN, et al., 2015).
Dentre as ferramentas, foi desenvolvido pela OMS o Fracture Risk Assessment Tool
(FRAX) (KANIS, 2008). Esse modelo, disponivel na internet, estima a probabilidade
de fratura de quadril e de “fraturas maiores” (fraturas clinicas vertebrais, antebraco,
quadril e ombro) num periodo de 10 anos. E individualizado e pode ajudar a identificar
candidatos a farmacoterapia (KANIS, et al. 2011).

Os dados utilizados no FRAX séo: idade ou data do nascimento, sexo, peso,
altura, fatores de risco clinicos (Tabela 2) e o valor da DMO do colo femoral se
disponivel. Os modelos do FRAX séo especificos para cada pais e baseados em

estudos epidemioldgicos nacionais (ZERBINI, et al., 2015).

Diversos paises utilizam essa ferramenta para decidir a conduta terapéutica
(DAWSON-HUGHES, et al.,, 2008; ASCO, 2010; COMPSTON, et al.,, 2009;
CZERWINSKI, et al., 2009; BADURSKI, et al., 2011; FUJIWARA, et al., 2008). Nos
Estados Unidos, por exemplo, a National Osteoporosis Foundation indica tratamento
farmacoldgico para mulheres com T-score inferior a -1,5 DP e superior a -2.5 DP
(osteopenia) se a probabilidade de fratura nos préximos dez anos, determinada no
FRAX, for igual ou superior a 3% no quadril ou; igual ou superior a 20% para “fraturas
maiores”. Esses valores de corte indicativos de tratamento sdo baseados em analises

de farmacoeconomia e nas taxas de fratura e mortalidade daquele pais (COSMAN, et
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al., 2014). A concepcao dessa ferramenta e dos valores de corte terapéutico devem
ser baseados em dados epidemiolégicos préprios da populacdo de cada pais
(PINHEIRO, et al., 2009).

No Brasil, 0 FRAX esta disponivel para uso clinico desde 2013 (ZERBINI, et
al., 2015) e tem como base dados de prevaléncia de fratura de quadril e mortalidade
de quatro estudos clinicos epidemiolégicos realizados em Porto Alegre (SCHWARTZ,
et al, 1999), Sobral (CASTRO DA ROCHA, RIBEIRO, 2003), Marilia (KOMATSU,
RAMOS, SZEJNFELD, 2004) e Fortaleza (SILVEIRA, et al.,, 2005). Existem, no
entanto, questionamentos epidemioldgicos relacionados sobretudo ao tamanho e a
heterogeneidade dos quatro estudos que serviram como banco de dados para a sua
concepcao; ndo estando definido, até o momento, o valor da probabilidade no qual
haveria indicagdo de intervencdo, o que diminui a relevancia dessa ferramenta na
pratica clinica em nosso pais (ZERBINI, et al., 2015; URBANETZ, 2013). Por outro
lado, deve-se considerar que a formatacdo do FRAX é dinamica e evolutiva, sendo
possivel a posterior inclusdo de novos estudos epidemioldgicos ou fatores de risco
que melhorem sua acurdcia. H4 ainda a expectativa de definicdo do valor de
intervencao especifico para a populacao brasileira. Ressalta-se que o FRAX tem a
funcao primordial de auxiliar e ndo de abolir ou se sobrepor ao julgamento clinico na
decisédo terapéutica (ZERBINI, et al., 2015).
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Tabela 2 - Fatores de risco clinico utilizados na ferramenta FRAX.

Idade

Género

Peso

Altura

Pais com fratura de quadril
Tabagismo atual

DMO do colo do fémur (g/cm?2)

Artrite reumatoide

Osteoporose secundaria: ocorre quando o paciente tem uma doenga fortemente
associada a osteoporose, como o diabete tipo | (insulina dependente), a osteogénese
imperfeita, o hipertireoidismo néo tratado, o hipogonadismo ou a menopausa precoce (< 45

anos), a ma nutri¢cdo crénica, as sindromes de ma absorcao ou a doenca hepatica cronica.

Uso de alcool (ingesta de 3 ou mais doses/dia): uma unidade de alcool varia pouco entre
os diferentes paises e esté entre 8 e 10 g de &lcool. Isso equivale a um copo de cerveja (285
ml), uma medida de drinque (30 ml), um copo médio de vinho (120 ml) ou uma medida de

aperitivo (60 ml).

Uso de glicocorticoides: como a prednisolona em dose diaria igual ou maior a 5 mg (ou

outros glicocorticoides em doses equivalentes) por mais de 3 meses.

Observagédo: Ha fatores de risco como o tabagismo, o uso de alcool ou de glicocorticoides,
gue parecem ter um efeito dose dependente, ou seja, maior a exposi¢do, maior o risco. Tais
fatores ndo sé@o considerados e a ferramenta assume a média de exposi¢cdo. Portanto, o

julgamento clinico deve ser utilizado para alta ou baixa exposicéo a esses fatores.

Fonte: Adaptado de Universidade de Sheffield, Reino Unido. Disponivel em
<https://www.sheffield.ac.uk/FRAX/>. Acesso em 10 jan. 2018.


https://www.sheffield.ac.uk/FRAX/
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3 HIPOTESE

As proteinas que comp8em a via de sinalizacdo Wnt apresentam importante
papel na modulagdo da resposta metabdlica éssea, na formacdo e homeostase do
tecido 6sseo. Sabendo-se que modificacdes na funcdo dessas proteinas podem gerar
alteracdes na massa 0ssea e que a terapéutica de primeira linha no tratamento da
osteoporose € representada pelos bisfosfonatos de acdo classicamente
antiosteoclastica, investigamos a possibilidade de atuacdo do alendronato de sédio
na expressao dos genes SOST, LRP5, DKK1, WNT2, WNT16 e BMP2 da via Wnt de

sinalizacdo em pacientes osteoporéticos.

4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o perfil de expresséo génica de proteinas da via Wnt codificadas pelos
genes SOST, LRP5, DKK1, WNT2, WNT16 e BMP2 e sua relagdo com o uso oral de
alendronato de sddio em pacientes portadores de osteoporose e de osteopenia no
estado de Pernambuco.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Estabelecer caracteristicas socio epidemioldgicas da populacdo estudada
(como idade, idade de menarca, idade de menopausa, informacdes sobre tabagismo
e comorbidades, consumo de alcool, pratica de exercicios fisicos, peso, IMC, uso de
medicacfes, diagnostico de osteoporose em parentes de primeiro grau) e suas

possiveis relagcdes com a baixa DMO.

2. Estabelecer parametros laboratoriais do metabolismo 6sseo da populacéo
estudada (como dosagens de calcio, fosforo, magnésio, fosfatase alcalina, PTH, 25-
hidroxivitamina D3 (25(OH)D), calciuria de 24H) e suas possiveis relacées com a baixa
DMO.



56

3. Avaliar o perfil de expressao dos genes SOST, LRP5, DKK1, WNT2, WNT16
e BMP2 em pacientes com osteoporose e com osteopenia, comparando com

mulheres p6s-menopausadas saudaveis.

4. Avaliar uma possivel funcdo anabdlica do alendronato de sodio através da

sua atuagdo na expressao de proteinas da via Wnt.

5 MATERIAL E METODOS

5.1 POPULACAO DE ESTUDO

Neste trabalho, foram selecionadas 695 mulheres em periodo de pés-
menopausa atendidas na Divisdo de Reumatologia do Hospital das Clinicas da
Universidade Federal de Pernambuco (HC-UFPE) no periodo de 2011 até 2017. Esse
conjunto é denominado Grupo Clinico, cujos individuos foram classificados em 3
subgrupos: portadoras de osteopenia (OPN), portadoras de osteoporose (OP) e
controle saudavel (CT), de acordo com os critérios da Organizacdo Mundial de Saude
(KANIS, et al., 2008).

Para a realizacédo dos ensaios de expresséao, foram selecionadas 30 mulheres
de cada subgrupo do Grupo Clinico: OP, OPN e CT. Esse novo conjunto foi
denominado Grupo Expresséao, cujas pacientes deveriam estar, por pelo menos 1 ano,
em uso regular de alendronato de sodio (70 mg por semana) e sem uso (continuado

ou intermitente) de suplementos de calcio e/ou vitamina D.

Foram excluidas do estudo mulheres portadoras de doencas reumatolégicas
autoimunes e as que nao concordaram em participar da pesquisa. As participantes
assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (Apéndice A) e,
posteriormente, o formulario de acompanhamento de pacientes (Apéndice B) foi
preenchido para registro de dados clinicos, laboratoriais e das caracteristicas socio
epidemioldgicas. O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica do Centro de
Ciéncias da Saude da UFPE - parecer numero 1.888.047 (Anexo A) e encontra-se de
acordo com a Declaracéo de Helsinki. A analise genética das amostras coletadas (5
ml de sangue das pacientes e controles) foi realizada no Laboratorio de

Imunopatologia Keizo Asami — LIKA.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kanis%20JA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18266020
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5.2 ISOLAMENTO DE RNAm E SINTESE DE cDNA

Para os ensaios de expressao, foi inicialmente realizada a extragdo do RNA
total a partir de 1-5 x10° linfécitos de 30 pacientes de cada subgrupo estudado (CT,
OPN e OP), com o uso de Trizol® de acordo com as instrucfes do fabricante. Apenas
as amostras que exibiram os fragmentos 28S e 18S no gel de agarose e valores de
absorbancia OD 260/280 (1000 spectrophotometer - Nanodrop Technologies Inc,
Delaware, USA) entre 1,8 a 2,0, foram incluidas na andlise. O cDNA foi sintetizado a
partir de 1 ug de RNA total para cada tubo de 40 pl de reacéo, padronizando assim, a
concentracdo de RNA para a quantificacdo da expressao génica. O kit SuperScript™
Il Reverse Transcriptase (Invitrogen, USA) foi utilizado para a conversdo do RNA em
cDNA de acordo com as instru¢des do fabricante.

5.3 ENSAIOS DE EXPRESSAO

Os ensaios de expressao génica foram realizados em triplicata, para os genes
LRP5, DKK1, SOST, WNT2, WNT16 e BMP2, selecionados por expressarem as
proteinas chaves e regulatérias da via Wnt de sinalizacdo. A tecnologia utilizada foi o
sistema de deteccdo Real-Time PCR ABI 7500 (Thermo Fisher, Foster City, USA). O
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH), proteina ribossomal PO (RPLPO) e
beta-2-microglobulina (B2M) foram utilizados como genes de referéncia previamente
validados para normalizacdo dos dados. O numero do ciclo em que a transcricdo dos
genes passou a ser detectada (Cq) foi normalizada com o niumero do ciclo de deteccao
dos genes de referéncia, gerando o denominado delta Cq (ACq). A diferenca de
expressao do gene de interesse em relagédo aos subgrupos estudados foi expressa
em 244C4 na qual AACq corresponde ao ACq dos subgrupos OPN e OP menos ACq
do subgrupo controle saudavel. Dessa forma, conseguimos detectar quantas vezes o
gene de interesse se encontra mais ou menos expresso em relagdo ao grupo controle

estudado.
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5.4 ANALISE ESTATISTICA

Para a andlise das varidveis categoéricas, seja das caracteristicas sécio
epidemiologicas, seja das clinicas e laboratoriais, foi utilizado o teste de regressao
logistica binaria com correcdo para os fatores estudados, quando necessario. Na
analise da diferenca de médias dos parametros avaliados foram realizados os testes
T ou Mann Whitney (comparacdes pareadas), ANOVA ou Kruskall-Wallis
(comparac6es multiplas). Os testes de Tukey ou Dunn foram utilizados como post hoc.
Para amostras de correlacédo, foram realizados os testes de Pearson ou Spearman,
qguando apropriado. Em todas as analises, foram utilizadas o Software estatistico
SPSS 18.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) e os respectivos graficos foram gerados no
GraphPad Prism (versao 7.00 para Windows, GraphPad Software, La Jolla California

USA). As diferencas foram consideradas significativas quando p-value < 0,05.

6 RESULTADOS

6.1. CARACTERIZACAO SOCIO EPIDEMIOLOGICA

Das 695 mulheres em pds-menopausa estudadas (Grupo Clinico), 120 (17,3%)
foram classificadas como subgrupo controle saudavel (CT), 44 (6,3%) como
osteopénicas (OPN) e 531 (76,4%) como osteoporoéticas (OP) de acordo com os
critérios estabelecidos pela OMS (Kanis, et al., 2008).

Os parametros de idade, idade de menarca e idade de menopausa das
mulheres, no subgrupo controle saudavel, foram de (média de anos + DP): 61,11 +
5,13; 13,52 + 1,81; e 44,48 £ 7,49 respectivamente. Para o subgrupo osteopénico, as
idades foram de 62,33 + 7,77; 13,30 £ 1,86 e 47,51 £+ 5,94 respectivamente. E no
subgrupo osteoporaotico, as pacientes apresentaram as idades de 66,83 + 9,80; 13,62
+ 2,20 e 45,26 + 0,10 respectivamente.

No subgrupo controle saudavel, 106 (88,3%) mulheres declararam-se como
nao consumidoras de bebidas alcoolicas e 28 (23,3%) como praticantes de atividade
fisica. No subgrupo de mulheres osteopénicas, 42 (95,5%), declararam-se como nao
consumidoras de bebidas alcodlicas e 22 (50%) como praticantes de atividades
fisicas. Ja no subgrupo de mulheres com osteoporose, 0os numeros foram de 481

(84,2%) nao consumidoras de alcool e 334 (62,9%) praticantes de atividades fisicas.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kanis%20JA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18266020
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Embora as caracteristicas analisadas tenham apresentado diferenca de
frequéncia entre os subgrupos, apenas o fator realizacdo de atividade fisica
apresentou diferenca estatisticamente significativa, com maior frequéncia no
subgrupo de pacientes com baixa DMO - osteopénicos e osteoporoticos (p=0,02)
(Figura 10). Todos os resultados da caracterizacdo socio epidemiolégica do Grupo
Clinico podem ser visualizados na Tabela 3.

Figura 10 - Realizagdo de atividade fisica no Grupo Clinico. Comparagdo entre os subgrupos
Controle, OPN e OP quanto a realizagc&o de atividades fisicas.

Atividade fisica

62,90%

35,50%

REALIZA NAO REALIZA

m Controles = Pacientes OPN Pacientes OP

Fonte: O Autor, 2017.
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Tabela 3 - Caracteristicas sécio epidemiolégicas do Grupo Clinico: idade, idade de menarca, idade de menopausa,
consumo de alcool e pratica de atividade fisica.

CARACTERISTICAS CONTROLES PACIENTES OPN PACIENTES OP
SOCIO N=120 N=44 N=531
EPIDEMIOLOGICAS

Média (anos) + DP Média (anos) + DP Média (anos) £ DP
IDADE 61,11+ 5,13 62,33+ 7,77 66,83+ 9,80
IDADE DE MENARCA 13,52 + 1,81 13,30 + 1,86 13,62 + 2,20

44,48 + 7,49 47,51 + 5,94 45,26 + 0,10
IDADE DE MENOPAUSA

SIM NAO NR SIM NAO NR | SIM NAO NR

N(%) N(%) N(%) | N(%) N(%) N(%) | N(%) N(%) N(%)
CONSUMO DE ALCOOL

106 6 2 42 41 481 9

(1 und alcoolsemana)* --

(6,7%) (88,3%) (5%) | (4,5%) (95,5%) (7,2%)  (84,2%) (1,6%)
PRATICA DE 28 86 6 22 22 334 188 9
ATIVIDADE FiSICA (23,3%) (71,7%) (5%) (50%)  (50%) (62,9%) (35,5%) (1,6%)

OPN: Osteopenia; OP: Osteoporose; DP: Desvio padrdo; N: Namero total; NR: N&o respondeu ao questionario. * Uma
unidade de alcool varia pouco entre os diferentes paises e esta entre 8-10 g de alcool. Isso equivale a um copo padréo
de cerveja (285 ml), uma medida de drinque (30 ml), um copo médio de vinho (120 ml) ou uma medida de aperitivo (60
ml) (Kanis, et al., 2011).

Fonte: O Autor, 2017.

Durante a realizagdo das andlises laboratoriais das 90 amostras do Grupo
Expressdo, uma amostra do subgrupo osteopenia e trés amostras do subgrupo
controle ndo expressaram, de forma que o Grupo Expresséo foi redimensionado para
27 mulheres (31,4%) classificadas como subgrupo controle saudavel, 29 (33,7%)
como osteopénicas (OPN) e 30 (34,9%) como osteoporaticas (OP) de acordo com o0s

critérios estabelecidos pela Organiza¢cdo Mundial de Saude (Kanis, et al., 2008). Os
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resultados da caracterizacdo socio epidemiolégica do Grupo Expressdo podem ser

vistos na Tabela 4.

Tabela 4 - Caracteristicas socio epidemiolégicas do Grupo Expressédo: idade, idade de menarca, idade de
menopausa, consumo de alcool e pratica de atividade fisica.

CARACTERISTICAS
SOCIO
EPIDEMIOLOGICAS

CONTROLES
N=27

PACIENTES OPN
N=29

PACIENTES OP
N=30

Média (anos) + DP

Média (anos) £ DP

Média (anos) + DP

IDADE 61,48+ 7,09 63,21+ 7,34 69,80+ 8,26
IDADE DE MENARCA 13,22 +1,91 13,41 + 1,52 13,80 + 2,04
51,63 + 1,88 50,57 + 2,03
IDADE DE MENOPAUSA 50,79 + 2,78
SIM NAO NR SIM NAO NR SIM NAO NR
N(%) N(%) N(%) | N(%) N(%) N(%) | N(%) N(%) N(%)
CONSUMO DE ALCOOL 1 26 2 27 29 1
. . -- -- 0
(1 und alcoolsemana) (3,7%)  (96,3%) (6,9%)  (93,1%) (96,7%)  (3,3%)
PRATICA DE 8 18 1 12 17 12 18
ATIVIDADE FiSICA (29,6%) (66,7%%) (3,7%) | (41,4%) (58,6%) (40%)  (60%)

OPN: Osteopenia; OP: Osteoporose; DP: Desvio padrdo; N: Namero total; NR: N&o respondeu ao questionario. * Uma
unidade de alcool varia pouco entre os diferentes paises e esta entre 8-10 g de alcool. Isso equivale a um copo padréo
de cerveja (285 ml), uma medida de drinque (30 ml), um copo médio de vinho (120 ml) ou uma medida de aperitivo (60

ml) (Kanis, et al., 2011).

Fonte: O Autor, 2017.

No subgrupo controle saudavel, a idade, idade de menarca e idade de

menopausa das mulheres foi de (média em anos + DP): 61,48 £ 7,09; 13,22 +191 e

51,63 + 1,88 respectivamente. Da mesma forma, para o subgrupo osteopénico, as

idades foram de 63,21 + 7,34; 13,41+ 1,52 e 50,79 + 2,78

respectivamente. E no
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subgrupo osteoporatico, as pacientes apresentaram as idades de 69,80 + 8,26;
13,80 £ 2,04 e 50,57 + 2,03 respectivamente.

Dentro do subgrupo controle saudavel, 26 mulheres (96,3%) declararam-se
como ndo consumidoras de bebidas alcoolicas e 8 (29,6%) como praticantes de
atividade fisica. No subgrupo de mulheres osteopénicas, 27 (93,1%) declararam-se
como nao consumidoras de bebidas alcodlicas e 12 (41,4%) como praticantes de
atividades fisicas. J& no subgrupo de mulheres com osteoporose, os numeros foram
de 29 mulheres (96,7%) nao consumidoras de &lcool e 12 mulheres (40%) praticantes
de atividades fisicas.

Embora as caracteristicas analisadas tenham apresentado diferenca de
frequéncia entre o0s subgrupos, apenas o fator idade demonstrou valores
estatisticamente significativos. O subgrupo OP apresentou a maior faixa etaria quando

comparado com o subgrupo controle (p = 6x10-4) e OPN (p = 0,02) (Figura 11).

Figura 11 - Média de idade do Grupo Expressdo. Comparacao entre as idades médias dos
subgrupos Controle, OPN e OP.

L

IDADE

m Controles PaciertesOPN Pacientes OP

Fonte: O Autor, 2017.
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6.2 CARACTERIZACAO CLINICA / LABORATORIAL

Dos 3 subgrupos estudados no Grupo Clinico, o subgrupo OPN foi o que
apresentou maior taxa de comorbidades (88,1%), presenca de tabagismo (40,9%) e
presenca de hereditariedade para osteoporose (34,1%). Para o consumo de outros
medicamentos, exceto os referentes aos de metabolismo 6sseo, 0 subgrupo controle
foi o que apresentou maior frequéncia (61,7%), bem como demonstrou maior
frequéncia de individuos ndo fumantes (87,5%). Os subgrupos OPN e controle
também apresentaram os maiores valores de peso (média + DP: 60,98 £ 11,46 e 60,73
+ 11,34 respectivamente) e de IMC (média £+ DP: 26,42 + 5,03 e 26,26 + 4,32
respectivamente).

Na verificacdo dos paradmetros bioquimicos, o subgrupo OP apresentou 0s
valores mais baixos de 25(OH)D (28,95 ng/mL £ 9,06) e de célcio (10,08 mg/dL + 7,18)
e 0Ss maiores valores de calciuria (138,13 mg/24h + 99,94). O subgrupo controle
saudavel demonstrou os menores valores para foésforo (3,85 + 2,50) e magnésio (2,05
mg/dL + 0,42) e registrou maiores valores de PTH (56,11 pg/mL; + 27,90), enquanto
gue o subgrupo OPN exibiu os menores valores para fosfatase alcalina (81,09 U/L £
39,24), sendo inclusive inferiores aos do subgrupo OP (83,07 U/L + 42,33).

A despeito das diferencas encontradas em relacéo as caracteristicas clinicas e
laboratoriais entre os subgrupos estudados, apenas os parametros 25(OH)D (entre os
controles e OP, p = 0,05); PTH (entre os subgrupos controle e OPN, p = 0,013) foram
estatisticamente significativos (Figura 12). Além disso, os fumantes apresentaram
8,455 mais chances de desenvolverem baixa DMO (p=0,001) (Figura 13). Todos os
resultados da caracterizacdo clinica e laboratorial do Grupo Clinico podem ser

visualizados na Tabela 5.



Figura 12 - Avaliacdo de parametros laboratoriais do Grupo Clinico. Comparacéo entre os valores médios de 25(OH)D, calcio,
fosfatase alcalina, PTH, calciuria, fésforo e magnésio entre os subgrupos Controle, OPN e OP.

359 3,83 4,12 2,05 1,98 2,11

25(0H)D (NGML)  CALCIO (MG/DL) FOSFATASE PTH (PGML)  CALCIURIA (MGI24H) FOSFORO (MG/DL) MAGNESIO (MG/DL)
ALCALINA (UIL)

= Confroles = Pacientes QPN Pacientes OF

Fonte: O Autor, 2017.
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Figura 13 - Avaliacdo de tabagismo no Grupo Clinico. Avaliacdo quanto a presenca de
tabagismo entre os individuos dos subgrupos Controle, OPN e OP.

Tabagismo

58,20%

36,20%

PRESENTE AUSENTE

m Controles = Pacientes OPN Pacientes OP

Fonte: O Autor, 2017.
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Tabela 5 - Caracteristicas clinicas/laboratoriais do Grupo Clinico: peso, IMC, parametros laboratoriais,
comorbidades, tabagismo, uso de outros medicamentos ndo associados ao metabolismo 6sseo e hereditariedade.

CARACTERISTICAS CONTROLES PACIENTES OPN PACIENTES OP
CLINICAS/LABORATORIAS N=120 N=44 N=531

Média + DP Média + DP Média + DP
Peso 60,73 + 11,34 60,98 + 11,46 61,29 + 12,03
IMC 26,26 + 4,32 26,42 + 5,03 25,89 + 4,76
25-hidroxivitamina Ds 32,87 + 13,15 32,47 + 10,81 28,95+ 9,06
(ng/dL)
Célcio (mg/dL) 9,50 + 0,81 9,46 + 0,58 10,08 + 0,7
Fosfatase alcalina (U/L) 78,36 + 32,72 81,09 + 39,24 83,07 + 42,33
PTH (pg/mL) 56,23 + 35,01 42,14 + 26,18 56,11 + 27,90

Calcidria (mg/24H)

105,37 + 54,44

140,00 + 64,61

138,13 + 69,94

Fosforo (mg/dL) 3,59 + 0,54 3,83 +0,62 4,12 + 0,99
Magnésio (mg/dL) 2,05+0,42 1,98 + 0,29 2,11 +0,24
SIM NAO NR SIM NAO NR | SIM NAO NR
N N N N N N |N N N
(%) (%) (%) (%) (%) (%) | (%) (%) (%)
COMORBIDADES 102 11 7 34 10 - 391 101 39
(85%)  (9,2%) (5,8%) | (88,1%) (11,9%) (73,6%) (19%)  (7,4%)
10 105 5 18 26 192 309 30
TABAGISMO (8,3%)  (87,5%) (4,2%) | (40,9%) (59,1%) (36,2%) (58,2%) (5,6%)
74 46 27 17 ~ 1290 204 37
OUTROS MEDICAMENTOS  (61,7%) (38,3%) (61,4%) (38,6%) (54,6%) (38,4%) (7%)
HEREDITARIEDADE 34 46 40 15 29 158 226 147
(28,3%) (38,3%) (33,4%) | (34,1%) (65,9%) (29,8%) (42,6%) (27,6%)

OPN: Osteopenia; OP: Osteoporose; DP: Desvio padrao; N: Namero total; NR: Nao respondeu ao questionario

Fonte: O Autor, 2017.
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Para o Grupo Expresséo, dos 3 subgrupos estudados, o subgrupo controle
registrou a maior taxa de comorbidades (88,9%) e de consumo de outros
medicamentos, exceto o0s referentes ao metabolismo 6sseo (100%); e maior
frequéncia de individuos ndo fumantes (96,3%). O subgrupo OPN apresentou maior
presenca de hereditariedade para osteoporose (31%). A frequéncia de tabagismo foi
semelhante entre os subgrupos OP e OPN (30% e 31% respectivamente). Os
subgrupos controle e OPN também apresentaram os maiores valores de IMC (média
+ DP: 27,68 + 3,40 e 26,42 + 5,28 respectivamente). Por outro lado, o subgrupo OPN

apresentou o menor peso (média + DP) (62,08 + 11,77).

Na verificacdo dos paradmetros bioquimicos, o subgrupo OP apresentou 0s
valores mais baixos de 25(OH)D (26,65 ng/mL; + 7,63), fosfatase alcalina (92,88 U/L
+ 60,53), fosforo (3,37 mg/dL + 0,56) e magnésio (2,05 mg/dL + 0,26), enquanto OPN
exibiu os menores valores para calcio (8,87 mg/dL + 0,66), maiores valores de PTH
(63,35 pg/mL + 20,25) e calciuria (227,8 mg/24h + 49,24).

Embora as caracteristicas analisadas tenham apresentado diferenca de
frequéncia entre os subgrupos, apenas os parametros niveis de 25(0OH)D, PTH e
calcitria demonstraram valores estatisticamente significativos (Figura 14).

O subgrupo controle (CT) apresentou os maiores niveis de 25(0OH)D quando
comparado aos subgrupos de baixa massa 6ssea (CT X OP, p =104 CT X OPN, p =
3x10%).

Para os niveis de PTH e calcilria, o subgrupo OPN exibiu 0s maiores valores
guando comparados com o subgrupo CT (p = 0.036) e com o subgrupo OP (p = 0.044)
respectivamente. Todos os resultados da caracterizacdo clinica e laboratorial do

Grupo Expresséo podem ser visualizados na Tabela 6.
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Figura 14 - Avaliacdo de pardmetros laboratoriais do Grupo Expressdo. Comparac¢do entre os valores médios de 25(0OH)D, calcio, fosfatase
alcalina, PTH, calciuria, fésforo e magnésio entre os subgrupos Controle, OPN e OP.

9,56 8,87 9,34 3,42 3,83 3,37 21 2,1 2,05
.3 s e .
25(0H)D (NGML) CALCIO (MG/DL) FOSFATASE PTH (PGML) CALCIURIA (MG/24H) FOSFORO (MG/DL)  MAGNESIO (MG/DL)

ALCALINA (UML)

= Confroles = Pacientes OPN Pacientes OF

Fonte: O Autor, 2017.
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Tabela 6 - Caracteristicas clinicas/laboratoriais do Grupo Expressao: peso, IMC, parametros laboratoriais,
comorbidades, tabagismo, uso de outros medicamentos ndo associados ao metabolismo 6sseo e hereditariedade.

CARACTERISTICAS CONTROLES PACIENTES OPN PACIENTES OP
CLINICAS/LABORATORIAS N=27 N=29 N=30

Média + DP Média + DP Média + DP
Peso 66,40 + 11,53 62,08 + 11,77 64,88 + 10,09
IMC 27,68 + 3,40 26,42 + 5,28 24,30 + 6,54
25-hidroxivitamina D3 39,89 + 9,97 29,37 + 9,31 24,75 + 7,62
(ng/dL)
Célcio (mg/dL) 9,56 + 0,61 8,87 + 0,66 9,34 + 0,70
Fosfatase alcalina (U/L) 85,64 + 34,02 95,20 + 50,47 83,43 + 39,93
PTH (pg/mL) 40,55 + 16,55 63,35 + 20,25 60,31 + 26,16
Calciuria (mg/24H) 141,5 + 40,56 227,8 + 49,24 98,41 + 66,35
Fésforo (mg/dL) 3,42 + 0,50 3,83 +0,62 3,37 + 0,56
Magnésio (mg/dL) 2,10 + 0,53 2,10+0,3 2,05+ 0,26

SIM NAO NR | SIM NAO NR | SIM NAO NR
COMORBIDADES 24 3 |18 11 |24 6 (20%) -

(88,9%) (11,1 %) (62,1%) (37,9%) (80%) 0

26 -- 9 20 -- 21 --
0, 0,
TABAGISMO LE7%) (96 30) (31%)  (69%) 9(30%) (7005
19 10 20 10
0, - _— _—

OUTROS MEDICAMENTOS ~ 2/(100%) (65,5%) (34,5%) (66,7%) (33,3%)
HEREDITARIEDADE o o 0 o o 12 12

7 (25,9%) 20(74,1%) 9 (31%) 20(69%) 6 (20%) (40%)  (40%)

OPN: Osteopenia; OP: Osteoporose; DP: Desvio padrédo; N: Namero total; NR: Nao respondeu ao questionario

Fonte: O Autor, 2017.

Em relacdo ao FRAX, uma vez que ndo o utilizamos em pacientes
diagnosticados e em tratamento para a osteoporose, os valores encontrados para os

individuos osteopénicos do Grupo Expressdo podem ser visualizados nas Figuras 15
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e 16. Um individuo osteopénicos com FRAX = 3% para fratura de quadril iniciou

tratamento com bisfosfonatos

Figura 15 - Valores do FRAX para fratura maior em individuos osteopénicos do Grupo
Expresséo. Considera-se para tratamento valores de FRAX = 20% (KANIS, 2008).

25
20

15

Osteopenia
10

Fonte: O Autor, 2017.

Figura 16 - Valores do FRAX para fratura de quadril em individuos osteopénicos do
Grupo Expresséo. Considera-se para tratamento valores de FRAX = 3% (KANIS, 2008).

3 Osteopenia

6.3

Fonte: O Autor, 2017.
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6.3 ANALISE DE EXPRESSAO GENICA

Entre os genes da via Wnt estudados, todos encontraram-se mais expressos
nos subgrupos OPN e OP em relag&o ao subgrupo controle (Figuras 17 e 18). Apenas
o0 gene SOST nao apresentou niveis de expressdo detectaveis em nenhuma das
amostras analisadas.

Quando comparada a expressao génica entre individuos osteopénicos e
controles, observou-se que os genes LRP5, DKK1, WNT2, WNT16 e BMP2 foram
mais expressos nos pacientes osteopénicos que nos controles, com destaque para 0s
valores de Fold Change (FC) dos genes DKK (FC = 31) e WNT16 (FC = 20) (Figura
17).

Quando comparada a expressdo génica entre pacientes osteoporéticos e
controles, também se observou que os genes LRP5, DKK1, WNT2, WNT16 e BMP2
foram mais expressos nos individuos osteoporéticos que nos controles, destacando-
se os genes WNT2 (FC =5,89) e WNT16 (FC = 90,32) (Figura 18).

Por outro lado, quando comparada a expressao génica entre pacientes
osteopénicos e osteoporéticos, observou-se que os genes WNT2 (FC = -2,17) e
WNT16 (FC = -4,54) estavam menos expressos nos individuos osteopénicos,
enquanto que os genes DKK1 (FC = 24,98), LRP5 (FC = 1,98) e BMP2 (FC = 1,03)
estavam mais expressos (Figura 19).
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Figura 17 - Expressao génica dos genes LRP5, DKK1, WNT2, WNT16 e BMP2 no subgrupo de
mulheres osteopénicas em relacao ao subgrupo controle saudavel. Destacando os genes DKK (FC=
31), WNT2 (FC = 2,72) e WNT16 (FC = 20).
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Fonte: O Autor, 2017.

Figura 18 - Expresséo génica dos genes LRP5, DKK1, WNT2, WNT16 e BMP2 no subgrupo de
mulheres osteoporéticas em relacdo ao subgrupo controle saudavel. Destacando os genes DKK
(FC=1,25), WNT2 (FC = 5,89) e WNT16 (FC = 90,32).
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Fonte: O Autor, 2017.
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Figura 19 - Expressao génica dos genes LRP5, DKK1, WNT2, WNT16 e BMP2 no subgrupo de
mulheres osteopénicas em relacdo ao subgrupo osteoporético. Destaque para o gene DKK1 que
apresentou FC = 24,8 mais expresso nos pacientes OPN do que nos pacientes OP. Ja os genes
WNT2 e WNT16 mostraram-se menos expressos nos pacientes OPN do que nos pacientes OP,
com FC =-2,17 e -4,54.
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Fonte: O Autor, 2017.

Ainda, foi realizada uma comparacdo entre 0s pacientes osteoporoticos ja
fraturados com os que nao tinham sofrido nenhuma fratura (ndo fraturados). Embora
possamos observar que os genes LRP5, WNT2 e WNT16 estavam reprimidos e 0s
genes DKK1 e BMP2 estavam induzidos nos pacientes osteoporéticos ja fraturados,
a analise ndo apresentou diferenca estatisticamente significante, o que torna os dados

nao confiaveis (Figura 20).
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Figura 20 - Expresséao génica dos genes LRP5, DKK1, WNT2, WNT16 e BMP2 entre os individuos
que sofreram fratura e os nédo fraturados do subgrupo osteoporético.
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Fonte: O Autor, 2017.

7 DISCUSSAO
7.1 CARACTERIZACAO CLINICA

As pacientes do Grupo Clinico apresentaram média de idade de menarca de
13,30 anos no subgrupo OPN e de 13,62 anos no subgrupo OP; enquanto que as do
Grupo Expresséo demonstraram idade média de menarca de 13,41 anos no subgrupo
OPN e de 13,8 anos no subgrupo OP. Um estudo de revisédo literaria mostra que a
faixa etaria em que ocorre a menarca no Brasil €, em média, dos 11 aos 12 anos
(BRETAS, et al., 2012). Entretanto, no periodo de 1960-1970, época de inicio da
puberdade das pacientes do estudo, a idade em que ocorria a menarca era em torno
dos 13-14 anos. A idade em que ocorre a menarca vem diminuindo ao longo dos anos
devido a alteracbes ambientais, socioeconémicas, nutricionais e prevaléncia
crescente de sobrepeso e obesidade (CARVALHO, FARIAS, GUERRA-JUNIOR,
2007).

As idades médias de surgimento da menopausa nas pacientes do Grupo
Clinico (47,51 anos nas osteopénicas e 45,26 anos nas osteoporéticas) e nas

pacientes do Grupo Expressao (50,79 anos nas osteopénicas e 50,57 anos nas
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osteoporéticas) encontram-se no padréo consensual da literatura cuja definicdo é a
auséncia de menstruacao por 12 meses em mulher com idade acima de 45 anos na
auséncia de outras causas biolégicas, em consequéncia da faléncia ovariana
fisiolégica (GIACOMINI, MELLA, 2006).

Quando avaliada a presenca de tabagismo no Grupo Clinico, os fumantes
apresentaram maior probabilidade de desenvolverem baixa DMO (p=0,001).
Resultados corroborados pelas publica¢cdes dos ultimos anos. O fumo esta associado
a fragilidade do tecido 6sseo, a baixa DMO, retardo na cicatrizacao de fraturas sendo
considerado um importante fator de risco para o desenvolvimento da osteoporose e
de fraturas por fragilidade (TRUNTZER, J.; et at., 2015). O RUNX2 é um importante
regulador transcricional na diferenciacdo das células formadoras de o0sso, 0s
osteoblastos. A ligagdo do RUNX: a elementos nucleares especificos nos
osteoblastos regula os genes que promovem o desenvolvimento do fenotipo
caracteristico dessas células e sua capacidade de sintetizar coldgeno. Muitas das vias
de sinalizacao e fatores transcricionais que influenciam a osteoblastogénese atuam
alterando a producdo ou a atividade do RUNXz2. O FOXO: representa um desses
fatores e atua como um regulador negativo do fator de transcricdo 6ssea RUNXz em
osteoblastos. Células osteoblasticas tratadas com extrato de nicotina apresentaram
aumento dos niveis de FOXO:1 e diminuicdo da atividade do gene RUNX2 com
consequente inibicdo da diferenciacédo de células osteoblasticas (SUNG, et al., 2015).
Além disso, a nicotina tem a capacidade de atuar diretamente sobre 0s precursores
de osteoclastos, através do aumento dos niveis de RANKL intensificando a
diferenciacdo osteoclastogénica (COSTA-RODRIGUES, ROCHA, FERNANDES,
2018). Em modelos animais, a exposicdo a fumaca de cigarro aumentou 0s niveis
séricos de fosfatase alcalina, diminuiu o volume Gsseo trabecular e induziu osteopenia
em sitio femoral (KO, et al., 2016).

Na avaliagdo do item prética de atividade fisica, os resultados foram
contraditorios, uma vez que os individuos do Grupo Clinico, portadores de baixa DMO,
apresentaram risco aumentado para o desenvolvimento de osteoporose. A pratica de
exercicio fisico € uma estratégia importante que minimiza a deterioracdo do sistema
musculo esquelético, melhora o desempenho fisico, a forca e o equilibrio prevenindo
contra quedas e sarcopenia (CHAN, et al., 2017). A atividade fisica bloqueia a

diferenciacdo adipogénica através da inibicdo de FOXO1 com consequente aumento
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dos niveis de Pcatenina. Dessa forma, a pratica de exercicios favorece a
osteoblastogénese, inibe a apoptose de ostedcitos e diminui a perda Ossea
relacionada a idade (SANTOS, ELLIOTT-SALE, SALE, 2017). Durante a realizacao de
exercicios fisicos, o tecido 6sseo sofre microdeformidades que desencadeiam uma
cascata de sinalizacdo inicializada pelos ostedcitos e complementada pelos
osteoblastos através da via Wnt / Bcatenina com a reparacéo final do dano 6sseo
(MCMILLAN, et al., 2017). Assim, possivelmente, as pacientes ndo realizam na pratica
diaria as atividades citadas nos formularios de avaliagdo, ou ndo as praticam

continuadamente.

No Grupo Expressdo, o fator idade registrou diferenca estatisticamente
significativa a favor do subgrupo osteoporotico em relagéo aos subgrupos osteopénico
e controle. Os componentes do 0sso sao mantidos em equilibrio para resistir a fratura
e otimizar o peso do corpo. Com 0 aumento da idade, ocorrem mudancas do contetdo
mineral que comprometem a rigidez 6ssea, bem como alteracdes na estrutura do
colageno que prejudicam a capacidade de absorver a energia das cargas de impacto.
Alteracbes Osseas dependentes da idade foram associadas com aumento na
porosidade cortical, alteracdes nas ligacées das proteinas de colageno e diminuicao
do contedudo de coldgeno e de proteinas nao-colagenas atuantes no processo de
mineralizacdo (Boskey; Coleman,2010). Além disso, hd aumento da apoptose dos
osteoblastos e ostedcitos e aumento de fatores ativadores da osteoclastogénese
como o estresse oxidativo. Com o avancar da idade, a quantidade de osso diminui
devido a reducdo do numero de precursores celulares de osteoblastos, reducdo do
namero de células-tronco a partir das quais esses precursores séo derivados, ou ainda
reducdo na vida Gtil dos osteoblastos. O resultado € uma diminuicdo da quantidade
de osso (DEMONTIERO; VIDAL; DUQUE, 2012).

Dentre as caracteristicas clinicas dos subgrupos avaliados no estudo, 0s
parametros 25-hidroxivitamina D3 e PTH apresentaram resultados significativamente
estatisticos: a 25(0OH) D com maior frequéncia nos controles dos Grupos Clinico e
Expressédo, e o PTH com maior frequéncia nos individuos de baixa massa 6ssea no
Grupo Expressédo. A vitamina D participa da regulacdo dos niveis plasmaticos de
calcio e fosforo, atuando nos intestinos, nos rins e nos ossos a fim de manter a
normocalcemia e a normofosfatemia, permitindo assim, uma adequada mineralizacao

ossea. No intestino, através do VDR, a vitamina D atua regulando a absorcéo
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intestinal de calcio. Quando h& diminuicdo dos niveis de calcio no soro, a secrecao de
PTH é estimulada e ativa a sintese de vitamina D ativa. Tanto o PTH quanto o calcitriol
estimulam a reabsorcao de calcio nos 0ssos, bem como a mobilizag&o renal de célcio
nos tubulos distais, diminuindo sua excrecao. Por outro lado, se 0s niveis séricos de
calcio aumentarem, a secrecdo de PTH diminui levando a uma diminuicdo da
mobilizacdo da vitamina D e do célcio. Entretanto, se 0s niveis séricos de calcio se
tornarem elevados, as células parafoliculares da tireoide secretam a calcitonina, que
blogueia a mobilizagédo de calcio a partir do osso a fim de manter os niveis de calcio
dentro do intervalo de normalidade. (GIL; PLAZA-DIAZ; MESA, 2018). No osso, o VDR
€ expresso, principalmente nos osteoblastos e nos ostedcitos, com a funcdo de
estimular a reabsorcao 0ssea através do RANKL e da osteoprotegerina para promover
a osteoclastogénese. E, assim, contribuir para a regulacao da homeostase do calcio.
A hipovitaminose D resulta em hipocalcemia, osteomalacia e estimula a secrecéo de
PTH levando a um hiperparatiroidismo secundario o qual representa o principal

raciocinio para o uso de vitamina D no tratamento da osteoporose (REID, 2017).

Apesar de termos encontrado frequéncia estatistica significativa no item
calcitria para os individuos OPN do Grupo Expresséo, ndo podemos considerar como
hipercalciuria, uma vez que esta entidade € definida como excrecao renal de célcio
igual ou maior que 4mgKg24H (CARVALHO; KULAK; BORBA, 2012). Baseado no
peso médio das pacientes do Grupo Expresséo temos 0s seguintes valores limites de
calcidria: 259,52 mg24H para OP; 248,32 mg24H para OPN e 265,60 mg24H para
CT. O aumento da excrecdo de calcio renal nos individuos OPN pode estar
favorecendo o aumento dos niveis de PTH para manter a normocalcemia (8,87 mg/AdL)
gue se encontra menor quando comparado com 0s niveis de calcio dos subgrupos
CT= 10,50 mgdL e OP 9,34 mgAdL.

7.2 EXPRESSAO DOS GENES DA VIA WNT

Nos ultimos anos surgiram novos modelos terapéuticos para o tratamento da
osteoporose baseados na inibicdo seletiva de proteinas regulatérias da via Wnt
(TABATABAEI-MALAZY, et al.,, 2017; LIM, BOLSTER, 2017; TAIl, INOUE, 2014).

Entretanto, drogas ja bem estabelecidas no tratamento da osteoporose, como 0s
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bisfosfonatos, parecem atuar também nesse sistema de sinalizacdo (BELLIDO,
PLOTKIN, 2011; SADR-ESHKEVARI, et al., 2014; XU, et al., 2015).

De acordo com os resultados obtidos de expressdao génica, nas pacientes
osteopordticas em uso de alendronato de sodio, as concentragdes do gene DKK1, de
acao inibitéria da via Wnt, foram menos expressos que no subgrupo osteopenia, 0
qual ndo utilizava essa classe de drogas. Os membros da familia DKK inibem a via
Wnt de sinalizacdo pela interacdo com os correceptores LRP5 e LRP6 prejudicando a
ativacdo do sistema e consequentemente comprometendo a atividade dos
osteoblastos (CRUCIAT; NIEHRS, 2013).

Na osteoporose induzida por glicocorticoides (Gcs), o0 aumento na
concentracdo de DKK1 representa, além do aumento das concentracdes da proteina
SOST, também inibitéria da via Wnt, uma das principais formas de atuacdo direta
dessas drogas sobre os osteoblastos. Em estudo de cultura celular e de avaliacdo
sorologica em humanos o DKK1 foi um dos genes mais estimulados pelos Gcs
(GUANABENS:; GIFRE; PERIS, 2015). Em outro trabalho, o uso de anticorpo antiDKK
suprimiu o efeito dos Gcs sobre os osteoblastos com menor expressao da proteina
DKK (FRENKEL; WHITE, 2015).

Entretanto os dados da literatura sobre o bloqueio da expressdo de DKK1
pelos bisfosfonatos sdo escassos e contraditérios. Estudo realizado por Gobel e
colaboradores em 2015 evidenciou que o bloqueio da via do mevalonato utilizando
amino-bisfosfonatos (acido zoledrdnico) e estatinas suprimiu DKK1 significativamente
a ponto de ndo poder mais inibir a diferenciagcdo de osteoblastos mediada pela via
Wnt em lesdes Gsseas induzidas por cancer de mama. Da mesma forma, em outro
estudo realizado por Anastasilakis e colaboradores em 2013, a analise de 92 mulheres
gregas pos-menopausadas e com baixa massa 0ssea que utilizaram acido
zoledrénico ou denosumabe, demonstrou que no grupo que utilizou &cido zoledrénico,
0s niveis de DKK1 também diminuiram.

Por outro lado, o estudo publicado por Gatti e colaboradores em 2014
analisou o uso de acido zoledrénico e clodronato (outro antirreabsortivo da classe dos
bisfosfonatos) em 74 mulheres com osteoporose pos-menopausadas que
participaram simultaneamente de dois ensaios multicéntricos controlados por placebo,
evidenciou um aumento dos niveis de DKK1 naquelas pacientes tratadas com

zoledronato.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=G%C3%B6bel%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26515701

79

N&o encontramos em nossa revisdo literaria dados sobre a atuacdo do
alendronato de sddio sobre a expressédo de proteinas da via Wnt.

Dessa forma, os resultados demonstram uma menor expressao do DKK1 em
pacientes osteoporéticas em uso de alendronato de sodio, contribuindo com o
entendimento de que essas drogas podem atuar na via Wnt de sinalizacéao e reduzir
a expressao de proteinas inibidoras como a DKK1, favorecendo a atuacdo dos
osteoblastos.

Outro gene importante da via de sinalizagdo Wnt € o que codifica a expressao
da proteina WNT16, a qual esta fortemente associada as caracteristicas especificas
do osso cortical (como espessura e porosidade) e a diminuicdo do risco de fratura
(GORI, LERNER, OHLSSON, 2015). O papel da WNT16 na regulacéo da massa e
forca do osso cortical foi confirmada em estudos de GWAS, os quais contribuiram para
esclarecer a funcdo dessa proteina na homeostase 6ssea, como também forneceram
novos conhecimentos sobre a biologia deste ligante e sua atuacdo na regulacao da
homeostase de osso cortical. (MEDINA-GOMEZ, et al., 2012; ZHENG, et al., 2012).
Apesar da sua atuagdo nesse tipo 6sseo, a supressao do gene WNT16 em estudo em
ratos ndo comprometeu a massa 6ssea trabecular, sugerindo que o WNT16 € um forte
determinante da massa Ossea cortical, mas ndo €& necessario a homeostase
trabecular; provavelmente devido ao fato de que outras WNTs podem compensar a
falta dele, sugerindo que a regulacdo 6ssea trabecular e cortical sdo diferentes.
Estudo em ratos com deficiéncia de WNT16 demonstrou o surgimento de fraturas
espontaneas como resultado da baixa espessura e alta porosidade cortical, sem
alteracéo do volume 6sseo trabecular (MOVERARE-SKRTIC, et al.,2014). Porém, em
outro trabalho com ratos transgénicos que hiperexpressaram a WNT 16, o volume
0sseo trabecular estava aumentado. (ALAM, et al., 2016). Dessa forma, poder-se-ia
justificar a atuacao diferente de drogas antiosteoporéticas sobre os 0ssos corticais e
trabeculares, e consequentemente, na prevencéo de risco de fraturas vertebrais e n&o
vertebrais (Caires, et al., 2017). As medicacfes antiosteoporoticas apresentam acoes
diferentes sobre esses tipos 6sseos. O ibandronato de sodio e a teriparatida possuem
indicacdo apenas para prevencao de fratura vertebral (sitio rico em 0sso trabecular).
Por outro lado, o alendronato, o risedronato de sédio e o acido zoledrdnico apresentam

indicacdo para prevencéo de fraturas tanto vertebrais como n&o-vertebrais, inclusive
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as de quadril (rico em osso cortical) (KANIS, et al., 2013; MCCLUNG, et al., 2013;
CAIRES, et al., 2017).

Nos resultados, encontrou-se aumento da expressdo do gene WNT16 em
individuos osteoporoéticos em uso de alendronato de s6do em relacéo aos individuos
osteopénicos quando comparados com os controles saudaveis (FC= 90,32 e 20
respectivamente).

Possivelmente essa acdo diferenciada no modo de atuacdo desses
medicamentos frente aos 0ssos trabecular e cortical estéa relacionada com a atuacao
dessas drogas na expressao de proteinas WNT16. Assim, os achados sugerem que
0 uso de bisfosfonatos, no caso alendronato de sodio, aumente a expressao do gene
WNTL16, fato esse que corrobora a acdo desse tipo de droga em sitio 6sseo cortical e
na prevencao de fraturas de quadril.

A proteina WNT2 ativa a sinalizacdo da via Wnt, aumenta a regulacdo dos
genes alvo de Bcatenina e participa de papéis importantes na autorrenovacao e
diferenciacéo de células-tronco mesenquimais em células miocérdicas, ou mesmo no
desenvolvimento de 6érgdos como os pulmdes; além de atuar na inibicdo da
adipocitogénese (SHEN, GLOWACKI, ZHOU, 2011; ONIZUKA, et al., 2012; HRYCAJ,
et al., 2015).

Os resultados demonstraram aumento da expressdo do gene WNT2 em
pacientes osteoporéticos em uso de alendronato de sodio em relacdo aos
osteopénicos quando ambos foram comparados com controles saudaveis (FC= 5,89
e 2,72 respectivamente). Possivelmente, a medicacdo favorece a expressao de
proteinas da via Wnt, como a WNT2, contribuindo ainda mais para a homeostase
mineral Ossea através da inibicdo da adipocitogénese e favorecimento da
osteoblastogénese a partir de células-tronco mesenquimais.

Por outro lado, o uso de alendronato sodio parece interferir na expressao dos
genes LRP5 e do BMP2, uma vez que esta diminuida a expressao nos pacientes
osteoporoticos em relagdo aos osteopénicos 1,98 e 1,03 vezes respectivamente.

O correceptor LRP5 juntamente com o correceptor LRP6 e receptor Frizzled
sdo responsaveis pela ativacdo da via Wnt e conduzem a estabilizacdo da Bcatenina
citoplasmatica (KRAMER, HALLEUX, KELLER, 2010). J& a proteina morfogénica
o0ssea 2 (BMP2) é um fator de crescimento que direciona a diferenciacdo dos

osteoblastos e a formacgéo 6ssea. A sinalizacdo de BMP2 induz células precursoras
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mesenquimatosas a se diferenciarem em osteoblastos maduros através da regulacao
de sinais que estimulam a expressdo de genes especificos necessarios a formacéo
0ssea. Ha uma interacdo entre a acao da BMP2 e o sistema de sinalizacdo Wnt, uma
vez que essa proteina regula a expressdo de fatores transcricionais comuns aos da
Bcatenina, favorecendo a expressdao de genes alvo relacionados com o
desenvolvimento e acdo dos osteoblastos (ZHANG,; et al., 2013).

Dessa forma, podemos inferir que medicacdes de uso j& bem estabelecido
dentro da terapéutica médica para o tratamento da osteoporose, como o alendronato
de sddio, pode exercer uma acdo anabdlica nos osteoblastos através do aumento da
expressao dos genes que codificam proteinas ativadoras da via Wnt, como a WNT2 e
WNT16; ou ainda, através da diminuicdo da expressdo de genes de proteinas
inibidoras dessa via, como a DKK1, favorecendo assim a osteoblastogénese e

consequentemente impedindo a perda de massa 6ssea.
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8 CONCLUSOES

- No Grupo Clinico, ndo foi observada associacao estatisticamente significativa entre
baixa DMO e parametros socio epidemiolégicos (como idade, idade de menarca,
idade de menopausa, comorbidades, consumo de alcool, peso, IMC, uso de
medicacfes e diagndstico de osteoporose em parentes de primeiro grau) nos
individuos pesquisados. Por outro lado, foi observada diferenca estatisticamente
significativa, com maior frequéncia no subgrupo de pacientes com baixa DMO (OP e

OPN) em relacdo aos controles para os parametros atividade fisica e tabagismo.

- No Grupo Expresséo, nao foi observada associagdo estatisticamente significativa
entre baixa DMO e parametros socio epidemiologicos (como idade de menarca, idade
de menopausa, tabagismo, comorbidades, consumo de alcool, pratica de exercicios
fisicos, peso, IMC, uso de medicacdes, diagnostico de osteoporose em parentes de
primeiro grau) nos individuos pesquisados. Por outro lado, foi observada diferenca
estatisticamente significativa, com maior frequéncia no subgrupo de pacientes com

osteoporose em relacdo aos outros subgrupos no parametro idade.

- No Grupo Clinico, néo foi observada associacdo estatisticamente significativa entre
0s parametros de calcio, fésforo, magnésio, fosfatase alcalina, calcidria nos individuos
analisados e baixa DMO. Por outro lado, foi observada diferenca estatisticamente
significativa entre os parametros 25-hidroxivitamina Dz com maior frequéncia nos
controles em relagcéo ao subgrupo OP; e PTH com maior frequéncia nos controles em

relacéo ao subgrupo OPN.

- No Grupo Expresséo, nao foi observada associacdo estatisticamente significativa
entre os parametros calcio, fosforo, magnésio, fosfatase alcalina nos individuos
analisados e baixa DMO. Por outro lado, foi observada diferenca estatisticamente
significativa entre os parametros 25-hidroxivitamina D3 com maior frequéncia nos
controles em relacdo aos portadores de baixa massa éssea; PTH com maior
frequéncia no subgrupo OPN em relagdo aos controles; e, calcidria com maior

frequéncia no subgrupo OPN em relagédo ao subgrupo OP.
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- Na analise de expressao, observamos um aumento da expressao dos genes LRP5,
DKK1, WNT2, WNT16 e BMP2 nos subgrupos OP e OPN, quando estes foram
comparados ao subgrupo controle. Além disso, o gene DKK1 apresentou maior nivel
de expressédo no subgrupo OPN em relagéo ao subgrupo controle; e, os genes WNT2
e WNT16 apresentaram maiores niveis de expressdo no subgrupo OP quando

comparado ao subgrupo controle.

- Na andlise da expressao génica entre pacientes osteopénicos e osteoporoticos,
observou-se que os genes WNT2 e WNT16 estavam menos expressos nos individuos
osteopénicos, enquanto que os genes DKK1, LRP5 e BMP2 estavam mais expressos

nesses mesmos individuos.

- Na analise de expressao entre os pacientes osteoporoticos ja fraturados com os nao
fraturados observamos que os genes LRP5, WNT2 e WNT16 estavam reprimidos e
0s genes DKK1 e BMP2 estavam induzidos nos pacientes fraturados. Entretanto essa

analise ndo apresentou diferenca estatisticamente significativa.

- A terapéutica com bisfosfonatos, no caso alendronato de sodio, para o tratamento
da osteoporose pode exercer uma acao anabdlica nos osteoblastos modulando a
expressao de genes envolvidos na ativagdo ou inibicdo da via Wnt, como WNTZ2,
WNT16 e DKK1.
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APENDICE A: TCLE PACIENTES E GRUPO CONTROLE

TCLE — PACIENTES COM OSTEOPOROSE

A Sra. esta sendo convidada a participar como voluntaria da pesquisa: " Polimorfismos dos
genes codificantes das proteinas da via Wnt: Associacdo com a suscetibilidade
ao desenvolvimento de baixa massa 6ssea e a osteoporose ". Apds ser esclarecida
sobre as informagdes a seguir e, no caso de aceitar fazer parte do estudo, assine ao final deste
documento, que estd em duas vias. Uma dessas vias sera do voluntario e a outra serd do
pesquisador responsavel. Em caso de recusa a Sra. ndo serd penalizada de forma alguma e suas
consultas no Hospital das Clinicas da UFPE néo serdo prejudicadas.

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA

Titulo do projeto de pesquisa: "polimorfismos dos genes codificantes das proteinas da via
wnt: associacdo com a suscetibilidade ao desenvolvimento de baixa massa Ossea e a
osteoporose”.

Pesquisador Responsavel: Alexandre Domingues Barbosa

Contato: - Alexandre Domingues Barbosa — Hospital das Clinicas da UFPE — Servigo de
Reumatologia, Av. Prof. Moraes Rego, 1235 - Cidade Universitaria, Recife - PE - CEP: 50670-
901 Fone: (81) 2126.3575 e-mail: domingues.reumato@gmail.com

Comité de Etica do CCS/UFPE - Av Engenharia s/n, 1° andar - Cidade Universitéria, Recife -
CEP: 50740-600 Fone (81) 2126.8588

Objetivos: Estamos realizando uma pesquisa sobre a presenca de uma alteracéo
genética em algumas proteinas de um sistema de sinalizacéo do tecido esquelético (chamado
sistema de sinalizacdo Wnt candnico) que sao responsaveis pela manutencdo da massa 6ssea
(salde Ossea). A alteracdo genética pode prejudicar a funcdo das proteinas desse sistema de
sinalizacdo do tecido 6sseo fazendo com que a pessoa fique com 0ssos mais fracos. Essa pessoa
pode ter massa 0ssea baixa ou osteoporose e pode também quebrar / fraturar os 0ssos com maior
facilidade devido a uma simples queda ou escorregdo. A pessoa pode também ter essa alteracdo
genética e ndo sentir nada.

Aspectos Eticos: O seu anonimato sera garantido de acordo com a resolucéo 196/96 do
Conselho Nacional de Etica em Pesquisa, ou seja, a sua participacdo tera sigilo completo,
através da identificacdo da sua amostra numerada por codigos e assim sua participacao estard
protegida de qualquer exposi¢do. Todo o material referente & pesquisa como resultado de
exames, questionarios e documentos ficardo armazenados no proprio ambulatério de
reumatologia do HC / UFPE em espaco destinado ao arquivamento de documentacdo de
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pesquisas clinicas realizadas pelo servigo, garantindo um adequado armazenamento de dados
bem como o sigilo de seus participantes.

Riscos e Beneficios: A Sra. sera submetida ao mesmo risco de se colher um exame de
sangue (roncha ou inchaco ou dor no local em que foi coletado o sangue). Com a sua
autorizacdo, gostariamos de utilizar uma pequena quantidade do seu sangue (5 mL) que sera
colhido hoje juntamente com seus exames de rotina que foram solicitados pelo seu médico, para
realizar a avaliacdo genética. Solicitamos também a sua autorizacéo para utilizar dados do seu
prontuario como idade, sexo, idade que iniciou a doenca, tempo de doenca e os resultados dos
ultimos exames de rotina que foram realizados para avaliar o controle da sua doenca. Caso seja
encontrada alguma alteracdo no exame, a Sra. sera comunicada e explicaremos os resultados
dos exames. Caso nao queira participar desta pesquisa, a Sra. continuard a receber o mesmo
atendimento que sempre recebeu neste hospital. Embora, o projeto ndo apresente um beneficio
direto para o participante, estamos tentando descobrir se as mulheres que tém alteracGes
genéticas dessas proteinas apresentam maior chance de ter baixa massa 0ssea ou osteoporose
(ossos fracos). O estudo, portanto, pretende entender as causas da doenca. E entender melhor
as causas do problema pode ajudar a desenvolver novos tratamentos para cuidar e tratar melhor
dos 0ssos, no futuro.

Custo/Reembolso: N&o havera nenhum gasto com a participacao da Sra. nesta pesquisa. A Sra
também ndo recebera nenhum pagamento com a sua participacéo.

CONSENTIMENTO

Eu, ,
RG/CPF declaro que entendi os objetivos da pesquisa e sem
ter sido pressionada ou constrangida concordo em participar da pesquisa. Tenho
consciéncia do meu direito de abandonar a pesquisa a qualquer momento e de que as
informacdes colhidas serdo mantidas em sigilo. Os resultados da pesquisa podem ser
apresentados em congressos ou publicados em revistas de cunho técnico, sem que seja
divulgado 0 meu nome.

Data: / /

Nome do doador
voluntario:

Endereco:
Telefone:
Assinatura:

Nome da 1° testemunha:
Assinatura da testemunha:
Nome da 2° testemunha:
Assinatura da testemunha:
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TCLE —PACIENTES COM OSTEOPENIA

A Sra. esta sendo convidada a participar como voluntaria da pesquisa: " Polimorfismos dos
genes codificantes das proteinas da via Wnt: Associacdo com a suscetibilidade
ao desenvolvimento de baixa massa 0ssea e a osteoporose ". Apds ser esclarecida
sobre as informagdes a seguir €, no caso de aceitar fazer parte do estudo, assine ao final deste
documento, que estd em duas vias. Uma dessas vias sera do voluntario e a outra serd do
pesquisador responsavel. Em caso de recusa a Sra. ndo serd penalizada de forma alguma e suas
consultas no Hospital das Clinicas da UFPE n&o serdo prejudicadas.

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA

Titulo do projeto de pesquisa: "polimorfismos dos genes codificantes das proteinas da via
wnt: associacdo com a suscetibilidade ao desenvolvimento de baixa massa 0ssea e a
osteoporose”.

Pesquisador Responsavel: Alexandre Domingues Barbosa

Contato: - Alexandre Domingues Barbosa — Hospital das Clinicas da UFPE — Servigo de
Reumatologia, Av. Prof. Moraes Rego, 1235 - Cidade Universitaria, Recife - PE - CEP: 50670-
901 Fone: (81) 2126.3575 e-mail: domingues.reumato@gmail.com

Comité de Etica do CCS/UFPE - Av Engenharia s/n, 1° andar - Cidade Universitaria, Recife -
CEP: 50740-600 Fone (81) 2126.8588

Objetivos: Estamos realizando uma pesquisa sobre a presenca de uma alteracdo
genética em algumas proteinas de um sistema de sinalizacdo do tecido esquelético (chamado
sistema de sinalizacdo Wnt can6nico) que sdo responsaveis pela manutencdo da massa Gssea
(salde Ossea). A alteracdo genética pode prejudicar a funcdo das proteinas desse sistema de
sinalizacdo do tecido 6sseo fazendo com que a pessoa fique com ossos mais fracos. Essa pessoa
pode ter massa Ossea baixa ou osteoporose e pode também quebrar / fraturar 0s 0ss0s com maior
facilidade devido a uma simples queda ou escorregdo. A pessoa pode também ter essa alteracdo
genética e ndo sentir nada.

Aspectos Eticos: O seu anonimato sera garantido de acordo com a resolucéo 196/96 do
Conselho Nacional de Etica em Pesquisa, ou seja, a sua participacdo tera sigilo completo,
através da identificacdo da sua amostra numerada por codigos e assim sua participacdo estara
protegida de qualquer exposi¢do. Todo o material referente & pesquisa como resultado de
exames, questionarios e documentos ficardo armazenados no proprio ambulatério de
reumatologia do HC / UFPE em espaco destinado ao arquivamento de documentagdo de
pesquisas clinicas realizadas pelo servigo, garantindo um adequado armazenamento de dados
bem como o sigilo de seus participantes.
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Riscos e Beneficios: A Sra. sera submetida ao mesmo risco de se colher um exame de
sangue (roncha ou inchaco ou dor no local em que foi coletado o sangue). Com a sua
autorizacdo, gostariamos de utilizar uma pequena quantidade do seu sangue (5 mL) que sera
colhido hoje juntamente com seus exames de rotina que foram solicitados pelo seu médico, para
realizar a avaliacdo genética. Solicitamos também a sua autorizacdo para utilizar dados do seu
prontuério como idade, sexo, idade que iniciou a doenca, tempo de doenca e os resultados dos
ultimos exames de rotina que foram realizados para avaliar o controle da sua doenca. Caso seja
encontrada alguma alteracdo no exame, a Sra. sera comunicada e explicaremos os resultados
dos exames. Caso ndo queira participar desta pesquisa, a Sra. continuara a receber 0 mesmo
atendimento que sempre recebeu neste hospital. Embora, o projeto ndo apresente um beneficio
direto para o participante, estamos tentando descobrir se as mulheres que tém alteragGes
genéticas dessas proteinas apresentam maior chance de ter baixa massa 0ssea ou osteoporose
(ossos fracos). O estudo, portanto, pretende entender as causas da doenca. E entender melhor
as causas do problema pode ajudar a desenvolver novos tratamentos para cuidar e tratar melhor
dos 0ssos, no futuro.

Custo/Reembolso: Nao haverd nenhum gasto com a participacdo da Sra. nesta pesquisa. A Sra
também ndo recebera nenhum pagamento com a sua participacao.

CONSENTIMENTO

Eu,

__, RGI/ICPF declaro que entendi os objetivos da pesquisa e
sem ter sido pressionada ou constrangida concordo em participar da pesquisa. Tenho
consciéncia do meu direito de abandonar a pesquisa a qualquer momento e de que as
informacdes colhidas serdo mantidas em sigilo. Os resultados da pesquisa podem ser
apresentados em congressos ou publicados em revistas de cunho técnico, sem que seja
divulgado 0 meu nome.

Data: / /

Nome do doador
voluntario:

Endereco:
Telefone:
Assinatura:

Nome da 1° testemunha:
Assinatura da testemunha:
Nome da 2° testemunha:
Assinatura da testemunha:
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TCLE - GRUPO CONTROLE

A Sra. esta sendo convidada a participar como voluntaria da pesquisa: " Polimorfismos dos
genes codificantes das proteinas da via Wnt: Associacdo com a suscetibilidade
ao desenvolvimento de baixa massa 0ssea e a osteoporose ". Apds ser esclarecida
sobre as informagdes a seguir e, no caso de aceitar fazer parte do estudo, assine ao final deste
documento, que estd em duas vias. Uma dessas vias sera do voluntario e a outra serd do
pesquisador responsavel. Em caso de recusa a Sra. ndo serd penalizada de forma alguma e suas
consultas no Hospital das Clinicas da UFPE néo serdo prejudicadas.

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA

Titulo do projeto de pesquisa: "polimorfismos dos genes codificantes das proteinas da via
wnt: associacdo com a suscetibilidade ao desenvolvimento de baixa massa 0ssea e a
osteoporose”.

Pesquisador Responsavel: Alexandre Domingues Barbosa

Contato: - Alexandre Domingues Barbosa — Hospital das Clinicas da UFPE — Servigo de
Reumatologia, Av. Prof. Moraes Rego, 1235 - Cidade Universitaria, Recife - PE - CEP: 50670-
901 Fone: (81) 2126.3575 e-mail: domingues.reumato@gmail.com

Comité de Etica do CCS/UFPE - Av Engenharia s/n, 1° andar - Cidade Universitaria, Recife -
CEP: 50740-600 Fone (81) 2126.8588

Objetivos: Estamos realizando uma pesquisa sobre a presenca de uma alteracdo
genética em algumas proteinas de um sistema de sinalizacdo do tecido esquelético (chamado
sistema de sinalizacdo Wnt can6nico) que sdo responsaveis pela manutencdo da massa Gssea
(salde Ossea). A alteracdo genética pode prejudicar a funcdo das proteinas desse sistema de
sinalizacdo do tecido 6sseo fazendo com que a pessoa fique com ossos mais fracos. Essa pessoa
pode ter massa Ossea baixa ou osteoporose e pode também quebrar / fraturar 0s 0ss0s com maior
facilidade devido a uma simples queda ou escorregdo. A pessoa pode também ter essa alteracdo
genética e ndo sentir nada.

Aspectos Eticos: O seu anonimato sera garantido de acordo com a resolucéo 196/96 do
Conselho Nacional de Etica em Pesquisa, ou seja, a sua participacdo tera sigilo completo,
através da identificacdo da sua amostra numerada por codigos e assim sua participacdo estara
protegida de qualquer exposi¢do. Todo o material referente & pesquisa como resultado de
exames, questionarios e documentos ficardo armazenados no proprio ambulatério de
reumatologia do HC / UFPE em espaco destinado ao arquivamento de documentagdo de
pesquisas clinicas realizadas pelo servigo, garantindo um adequado armazenamento de dados
bem como o sigilo de seus participantes.
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Riscos e Beneficios: A Sra. sera submetida ao mesmo risco de se colher um exame de
sangue (roncha ou inchaco ou dor no local em que foi coletado o sangue). Com a sua
autorizacdo, gostariamos de utilizar uma pequena quantidade do seu sangue (5 mL) que sera
colhido hoje juntamente com seus exames de rotina que foram solicitados pelo seu médico, para
realizar a avaliacdo genética. Solicitamos também a sua autorizacdo para utilizar dados do seu
prontuério como idade, sexo e os resultados dos ultimos exames de rotina que foram realizados.
Caso seja encontrada alguma alteragdo no exame, a Sra. sera comunicada e explicaremos 0s
resultados dos exames. Caso ndo queira participar desta pesquisa, a Sra. continuara a receber o
mesmo atendimento que sempre recebeu neste hospital. Embora, o projeto ndo apresente um
beneficio direto para o participante, estamos tentando descobrir se as mulheres que tém
alteracOes genéticas dessas proteinas apresentam maior chance de ter baixa massa 6ssea ou
osteoporose (ossos fracos). O estudo, portanto, pretende entender as causas da doenca. E
entender melhor as causas do problema pode ajudar a desenvolver novos tratamentos para
cuidar e tratar melhor dos 0ssos, no futuro.

Custo/Reembolso: N&o havera nenhum gasto com a participacao da Sra. nesta pesquisa. A Sra
também ndo recebera nenhum pagamento com a sua participacéo.

CONSENTIMENTO

Eu,

RG/CPF declaro que entendi os objetivos da pesquisa e sem
ter sido pressionada ou constrangida concordo em participar da pesquisa. Tenho
consciéncia do meu direito de abandonar a pesquisa a qualquer momento e de que as
informacdes colhidas serdo mantidas em sigilo. Os resultados da pesquisa podem ser
apresentados em congressos ou publicados em revistas de cunho técnico, sem que seja
divulgado 0 meu nome.

Data: / /

Nome do doador
voluntario:

Endereco:
Telefone:
Assinatura:

Nome da 1° testemunha:
Assinatura da testemunha:
Nome da 2° testemunha:
Assinatura da testemunha:
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APENDICE B: FORMULARIO DE ACOMPANHAMENTO DE PACIENTES

Servico de Reumatologia
Ambulatério de Osteometabolismo
Osteoporose

& Q—b:n'td desClinics Data atendimento __/__/__

Nome

Prontuario HC Data nascimento: __ [ / [dade ___ anos
Endereco Fone (__) -
Menarca aos anos. Menopausa aos anos. Tempo de menopausa anos

TRH  ()sim ( )néo
Medicamento(s) utilizado(s) e periodo de uso

Passado de cancer  ( )sim ( ) nédo Sitio

Cirurgias prévias /ano de realizagao () sim ()néo

() ooforectomia/ ( ) gastroplastia/___ método ( ) tiroidectomia/____

() vertebroplastia/_____locallis:

Comorbidades () sim ()néo

() DM () HAS( ) Hipertireoidismo () Hipotireoidismo () Hiperparatireoidismo
() Hiperprolactinemia () Hipogonadismo ( ) Sindrome de Cushing
() Epilepsia ( ) Deméncia () Trans. Humor

( )Gastrite/DRGE ()Dl () Sindr. ma absorcao
() Doenca Celiaca () Doenga auto-imune:

()AR ()Aps ()EA ()LES ()PM ()DPM ()EA ( )Sjogren ( )Vasculite
Medicamentos ( ) sim ( ) ndo

() corticoesteroies () horménio tireoideano( ) heparina () varfarina

() fenitoina () fenobarbita () ciclosporina ( ) hidréxido de aluminio
() resinas de troca ibnica () diuréticos do tipo tiazolidonas

Tabagismo ()sim ()ndo ( )ex-tabagista Periodo e qtd. média de cigarros ao dia

Alcodlicos () sim ( )ndo Tipo: Frequéncia: Periodo
Atividade Fisica ( ) sim ( ) nao Qual ? Média de horas por semana: h.

Inatividade / Restri¢ao ao leito ( ) sim ( ) ndo

Ingestao média diaria de célcio na dieta (ver Tabela)
No.de xicaras de café/dia

Quedas no ultimo ano? () sim Quantas? ( ) nao

Quedas nos ultimos 5 anos? ( ) sim Quantas? ( ) nédo
Fratura por fragilidade ( ) sim ( ) néo
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Sitio: () colodefémur ( )D ( )E ( ) coluna vértebra(s) () punho___
Baixa DMO Data diagnéstico /[
Medicamentos utilizados/ tempo de uso:

( )alendronato/ () risedronato/______ ( )ibandronato/____ ( ) acido zolendénico/______
( )raloxifeno/___ () estroncio/ ____ ( )denosumabe

( )outro/

()calcio/___ () colecalciferol/____

Historia familiar de osteoporose ou de fratura por fragilidade
(parente de primeiro grau / sitio / idade quando do evento)

Exame Fisico Peso:_ Kg Altura:__,_ m IMC

Altura médiaaos40anos: __,_ m Perdadeestatura: __,_ m
Presenca de alteragdes do eixo vertebral: ( ) escoliose ( ) hipercifose

() hiperlordose lombar ( )deformidades toracicas

Perda de estatura () sim () nédo

Densitometria Ossea Colapsol fraturas vertebrais
Equipamento RX Coluna Dorso Lombarem __/ |
g/sz T-SCOre Z-SCOre wedge biconcave crush
r—— . — S e I
L1 £Ted 47 e 2o
L2
._ " moderate
= So | A A e
L4 — 4 f‘;‘\_ - | §:: i a0
L'] -L4 b — S < - height loss)
Leve | Moderado | Acentuado
Anterior
Colo Média
Fémur Total Posterior
Réadio 1/3
Laboratorio /
Sumario de urina
Hemoglobina calcio
Leucocitos fosforo
Plaquetas magnésio Eletroforese de proteinas
TGO /TGP 25-0Hvit. D
Ur FA
Cr albumina Parecer CardiolégicoData__ /[
Calcitria 24H VSH
fosfatdria 24H PTH
colesterol total TSH _Dr. CRM
HDL-c/LDL-c CTX
triglicerideos NTX urina
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Lacteo mg Ca
Leite (Copo 240 ml) 300
logurte (Copo 240 ml) 400
Quesijo (Fatia 28,35 g) 200
Calcio de Outras Fontes 150
mg

Total Geral

Suplemento de Calcio Recomendado
(1200mg)
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Abstract Osteoporosis is a multifactorial and debilitating
disease resulting from decreased bone mineral density
(BMD) and loss of tissue microarchitecture. Ineffective
therapies may lead to bone fractures and subsequent death.
Single nucleotide polymorphisms (SNPs) in key immune
regulator genes have been associated with therapeutic
response to bisphosphonates, which are the first therapeutic
line of choice for osteoporosis. However, cytokine path-
ways and their relation with therapeutic adhesion remain to
be fully elucidated. Aimed at better understanding these
processes, we investigated the response to bisphosphonate
therapy in postmenopausal women and four SNPs in key
proinflammatory cytokines genes: TL23R +2284 (C>A)
(rs10889677), IL17A +672 (G>A) (rs7747909), IL12B
+1188 (T>G) (rs3212227) and INF-y —1616 (G>A)
(rs2069705). A total of 69 patients treated with bisphos-
phonate were followed for a period of | up to 4 years,
genotyped and compared according to their changes in
bone mineral density (BMD) and level of biochemical
markers during their treatment. The INF-y —1616 G/G
associated with increased BMD values in femoral neck

4 C.A.D.Lima

camilladelima @gmail.com

Department of Genetics, Federal University of Pemambuco
(UFPE), Recife, PE, Brazil

2 Laboratory of Immunopathology Keizo Asami, Federal
University of Pernambuco (UFPE), Recife, PE, Brazil
Division of Rh logy, Clinical Hospital, Federal
University of Pernambuco (UFPE), Recife, PE, Brazil

Department of Oceanography, Federal University of
Pernambuco (UFPE), Recife, PE, Brazil

Department of Genetics, Rural Federal University of
Pernambuco (UFRPE), Recife, PE, Brazil

Published online: 21 February 2017

A.D. Lima"? - N. R. Javorski"? - A. P. O. Souza® - A. D. Barbosa™
P. M. C. Valenca® - S. Crovella? - P. R. E. Souza®® - J. De Azevedo Silva? -

(GG/AA, p = 0.016) and decreased BMD values in total
hip (GG/GA. p = 0.019; GG/AA, p = 0.011). In relation
to biochemical markers, INF-y —1616 SNP associated with
increased alkaline phosphatase (GG/AA; p < 0.0001) and
parathyroid hormone levels (AA/GA; p = 0.017). Vitamin
D values changes were related to IL17A +672 (GG/GA,
p = 0.034) and to IL12B +1188 (TT/TG, p = 0.046)
SNPs. Besides, significant differences in changes of cal-
cium levels correlated with IL23R +2284 (CC/CA,
p = 0.016) genotypes. Altogether, we suggest that these
polymorphisms may play an important role for therapeutic
decisions in osteoporosis treatment.

Keywords Osteoimmunology - Osteoporosis therapy -
Bone mineral density - Bone biochemical markers -
Genetics of osteoporosis

Introduction

Osteoporosis (OP) is a systemic disease characterized by
the decrease of bone mineral density (BMD) and by loss of
tissue microarchitecture. OP main clinical manifestations
are fragility fracture and injuries related to bone break (Sun
et al. 2014; Tella and Gallagher 2014: Drake et al. 2015;
Tastan et al. 2016). According to World Health Organi-
zation (WHO), OP diagnosis is determined by BMD
measures with 7 scores less than —2.5 (Kanis 2008).
Despite being a major problem for global public health,
osteoporosis is considered under diagnosed and, conse-
quently, an undertreated disorder by health care systems
(Kerschan-Schindl 2016; Miller 2016). About half of
fractures diagnosed in OP patients are due to unspecific or
inefficient drug therapies, increasing morbidity and mor-
tality rates, since about 20% of patients die during the first
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ANEXO C: OSTEOPOROSE, SISTEMA IMUNE E GENETICA

Osteoporose, Sistema Imune e Genética

A Osteoporose é uma doenga osteometabdlica degenerativa e
multifatorial, caracterizada por redugdo da densidade mineral 6ssea e
deterioracdio da microarquitetura tecidual. Dos diversos fatores
isté e locais idos na da doenca, a associagdo
entre componentes do sistema imune e o background genético tem se
mostrado como pega chave na manutencio da homeostase do tecido
6sseo. Como doenga multifatorial, é fundamental que as suas principais
causas sejam identificadas pr indo assim a pr 5

da doenca. Citocinas tem sido relatadas como participantes dessa

homeostase atuando na alteragio da reabsorgao tecidual e controlando
a proliferagio das células 6sseas. Polimorfismos em genes dessas

citocinas, como os SNPs, podem interferir na suas estruturas e niveis de
expressio, modificando mecanismos bioldgicos nos quais estdo

envolvidas. Desta forma, este livro teve como objetivo verificar o papel
do IFN-y nesse processo, através da andlise do polimorfismo rs2069705,
niveis de expressio génica e atividade in vitro da proteina. Esperamos
assim contribuir para o preenchimento de lacunas ainda presentes na

area da O no estudo da O:
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