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Abreviaturas

E2 — estrogénio

IGF-1 — fator de crescimento insulina-simile

IL-1 — interleucina 1

IL-4 — interleucina 4

IL-6 — interleucina 6

IL-12 — interleucina 12

IL-17A — interleucina 17A

IL-17R — receptor da IL-17

IL-22 — interleucina 22

IL-23 — interleucina 23

IL-33 — interleucina 33

IFN — vy — interferon gamma

JNK — quinase c-Jun N-terminal

M-CSF — fator estimulador de coldnia de macr6fagos
MMP - metaloproteinase

OPG — osteoprotegerina

PTH — paratorménio

Rank — receptor ativador do fator nuclear

Rankl — lingante do receptor ativador nuclear

TGF- B — fator de transformacéo do crescimento
Th1/ Th17 — perfil de linfocitos na resposta imunologica
TNF — fator de necrose tumoral

TIMPs — inibidores teciduais das metaloproteinases



Introducéo Geral

Osteoporose

A osteoporose ¢ uma doenga esquelética sistémica caracterizada por reducdo da
densidade mineral 6ssea e pela deterioragdo micro arquitetural do tecido, devido ao
desequilibrio da remodelagdo Ossea, que causa sua maior fragilidade e aumento na
susceptibilidade para fraturas (Assessment of fracture risk and its application to screening for
postmenopausal osteoporosis. Report of a WHO Study Group, 1994; DALLE CARBONARE
et al., 2009). Na osteoporose, ocorre alteracdo quantitativa e qualitativa nos componentes
desse tecido, havendo desmineralizagdo mais intensa e prolongada, com uma velocidade
maior ¢ mobilizagdo mais rapida dos minerais do que eles podem ser repostos (STAZI,
TRINTI, 2007).

A osteoporose pode ser subdividida em primdria e secundaria. A primaria pode ser
subdividida em tipo I (osteoporose pds-menopausa) e tipo II (osteoporose senil), segundo a
idade do paciente. A secundéria ¢ aquela decorrente de doencas, drogas ou outras condigdes
que possam contribuir para a osteoporose, aumentando o risco de fraturas (DOBBS;
BUCKWALTER; SALTZMAN, 1999).

E a doenga osteometabélica mais comum entre os idosos, devido a alta incidéncia e a
elevada prevaléncia de fraturas por fragilidade 6ssea (MORAES et al., 2014). Hoje, no
mundo, a osteoporose representa nao s6 um problema social, mas também economico, pelos
altos custos gerados com os cuidados que essa enfermidade exige. Atualmente, acomete
aproximadamente 7% dos homens e 17% das mulheres em todo o mundo; destas, 70% estao
na faixa etaria de 80 anos ou mais. Na Europa, Estados Unidos e Japdo, a osteoporose
acomete aproximadamente 75 milhdes de pessoas e calcula-se que irdo ocorrer mais de 8
milhdes de fraturas de quadril nos proximos 50 anos (PINHEIRO MDE; EIS, 2010).

No Brasil, estima-se que a osteoporose acometa 10 milhdes de pessoas, sendo que
maior a prevaléncia esta entre as mulheres (7 versus 1,3% dos homens). Quando se estratifica
pela idade, a prevaléncia tende a aumentar: na populacdo com > 65 anos, a prevaléncia ¢ de
22% para ambos os sexos (32,7% para mulheres e 5,1% para homens) (PINHEIRO MDE;
EIS, 2010).

Atualmente, a incidéncia da osteoporose vem aumentando em fun¢do da maior
longevidade alcangada pela populagdo feminina em todo o mundo, podendo acometer até 70%
das mulheres acima de 80 anos (COMPSTON, 1997). A partir dos 40 anos, o volume de

massa 0ssea comega a diminuir lentamente, mas, por volta dos 49 anos, na mulher, a queda ¢



acelerada pelo hipoestrogenismo, responsavel pela perda de massa dssea num percentual que
atinge cerca de 2 a 3 % ao ano, nos 10 primeiros anos ap6s a menopausa. Em algumas
mulheres, a queda ¢ mais acentuada, levando, dentre outras alteragcdes, a osteoporose
(CLAASSEN et al., 2006; TALWAR et al., 2006), uma das comorbidades do climatério mais
temidas por médicos e pacientes, em fun¢do do risco de fraturas e diminui¢do da qualidade de
vida (COMPSTON, 1997).

Segundo o Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas, recomenda-se para o
diagnostico clinico a adogdo dos critérios densitométricos da Organizagdo Mundial da Satde,
com base na classificacdo do 7-score: normal (7-score > -1), osteopenia (7T-score < -1 ¢ > -
2,5) e osteoporose (7-score < -2,5). Para o tratamento, recomenda-se a suplementacdo com
calcio e vitamina D, estrogénios, bisfosfonatos (alendronato, risedronato e pamidronato),
raloxifeno e calcitonina (Assessment of fracture risk and its application to screening for

postmenopausal osteoporosis. Report of a WHO Study Group, 1994).

Fatores de risco

Varios fatores de risco estdo associados ao desenvolvimento de osteoporose.
Entretanto, os fatores de risco associados a fraturas sdo considerados os mais importantes, os
principais sdo reducdo da massa Ossea, idade avancgada, historia de fratura prévia, histéria
materna de fratura, ser da raga branca, usar glicocorticoide, fumar ou ter fumado. A atividade
fisica regular e o uso de estrogénios sao fatores protetores contra a osteoporose (SIRIS et al.,
2001) (FONTES et al., 2012). Outros fatores associados estdo Densidade Mineral Ossea -
DMO (baixa), estilo de vida (auséncia de atividade fisica regular), envelhecimento, historia
materna de fratura e historia de quedas (ROUZI et al., 2012).

No Brasil, o risco de fraturas ¢ de 15,1% nas mulheres acima de 40 anos. Os principais
fatores de risco para fraturas (com baixo trauma) nas mulheres sdo idade avancada, historia
familiar de fratura de fémur, menopausa precoce, sedentarismo, baixa qualidade de vida,
maior ingestdo de fosforo, diabetes mellitus, uso de benzodiazepinicos e quedas recorrentes
(PINHEIRO et al., 2009).

Na menopausa aumenta a renovacdo e diminui a formacao 6ssea em cada unidade de
remodelagdo, o que conduz a uma perda de massa 0ssea. O risco de osteoporose depende
tanto da massa 6ssea maxima alcancada nos anos da idade adulta jovem quanto do indice de
perda da massa nas épocas posteriores (LANZILLOTTI et al., 2003). Dentre os fatores de
risco esta a auséncia de atividade fisica regular e de terapia de reposi¢do hormonal, bem como
fatores genéticos e os relativos a dieta (HALLBERG et al., 1992).
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Formagao 0ssea e osteoimunologia

Nos ultimos anos muitos estudos estdo sendo conduzidos para entender o processo de
regulacdo fisioldgica e patologica da remodelagdo dssea, evidéncias encontradas mostram que
ha uma relagdo entre o sistema imune e o osso (DEAL, 2012; SIGL; PENNINGER, 2014).

Os osteoclastos sao originados de células tronco hematopoéticas. M-CSF (macrofage
colony-stimulating factor), derivados de osteoblastos, conduzem a proliferacdo e
sobrevivéncia desta células progenitoras para se ligarem ao receptor, cFms (KIM; KIM,
2014). Na presenca do fator de crescimento M-CSF, a ativagdo do receptor RANK na
superficie da célula precursora de osteoclastos maduros constituem um sinal essencial para
diferenciagdo e ativacao destes e consequentemente na reabsorcao ossea (JABBAR et al.,
2011). A diferenciacao dos osteoclastos ¢ iniciada pela ligagdo de RANKL, uma citocina da
familia de TNF, ao receptor ativador de NF-kB (RANK). Osteoblastos sdo a principal fonte de
RANKL, mas a citocina também € expressa por ostedcitos, fibroblastos ou células do sistema
imune, incluindo células T e células dendriticas maduras (KIM; KIM, 2014).

Uma das principais vias de diferenciacdo e ativacdo osteoclastogénica envolve um
sistema recentemente identificado, 0 RANK (receptor ativador do fator nuclear NFkB)-
RANKL (receptor ativador do fator nuclear NFkB ligante)-OPG (osteoprotegerina)
(KHOSLA, 2001). O RANKL é uma molécula importante para a diferenciacdo das células
hematopoiéticas progenitoras que se transformam em osteoclastos maduros e exercem seus
efeitos por meio de sua ligacdo ao receptor RANK. Por outro lado, a osteoclastogénese é
blogueada na presenca da OPG, um receptor soltvel que ao se ligar ao RANKL impede a sua
ligacdo ao seu receptor RANK, inibindo assim a diferenciacdo destas células (HOFBAUER,;
KUHNE; VIERECK, 2004). O RANKL é também um regulador da interacdo células
dendriticas no sistema imune e um fator crucial no desenvolvimento inicial de linfdcitos e na
organogénese dos nodulos linfaticos (BERNSTEIN; LESLIE, 2003).

Entre os fatores estimuladores positivos da funcéo e sobrevivéncia osteoblastica estdo
as proteinas morfogenéticas do osso, TGF-B, Wnt, insulina, neurotransmissor, fator de
crescimento do fibroblasto, e horménio da paratireoide (ARRON; CHOI, 2000; HOEPPNER,;
SECRETO; WESTENDORF, 2009; PIETSCHMANN et al., 2009; RAUNER et al., 2013).
Apds a ligacdo e sinalizagdo intracelular, essas moléculas ativam diversos fatores de
transcricdo. Um fator chave para diferenciacdo dos osteoblastos € o Runt (Related

Transcription fator-2). Consequentemente, a proteina da matriz 6ssea como colageno tipo |
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(COL 1I). Além disso, osteoblastos produzem os reguladores positivos e negativos da
osteoclastogénese como o ligante para receptor ativador do fator nuclear (NF)-kB (RANKL) e
0 natural receptor lagco para RANKL, osteoprotegerina (OPG), respectivamente (RAUNER,;
SIPOS; PIETSCHMANN, 2007).

Entre os reguladores negativos da formacdo dos osteoblastos incluem Dickkopf-
related protein 1 e esclerostina, que é produzido principalmente pelos ostedcitos e interfere no
caminho de sinalizacdo de Wnt. Além disso, algumas citocinas como IL-6 e TNF-a inibem a
funcdo osteoblastica (ROY, 2013).

Interessantemente, células do sistema imune, principalmente linfocitos T ativados e
células apresentadoras de antigeno, também podem expressar RANKL, e assim influenciar a
remodelagdo Ossea através da producéo de citocinas (WEITZMANN; PACIFICI, 2006). Por
exemplo, IL-6, IL-17, TNF-o e IFN-y promovem perda 6ssea por meio do favorecimento da
producdo de osteoclastos e pela inibicdo da diferenciagdo em osteoblastos (DAVID,;
SCHETT, 2010; MCLEAN, 2009). Outras citocinas como IL-4, IL-12 e IL-33 sdo inibidoras
da diferenciacdo dos osteoclastos e diminuem a perda déssea (FUJII et al., 2012; SALEH et
al., 2011). O TNF-a induz a osteoclastogénese direta e indiretamente, por meio do aumento da
producdo de M-CSF pelas células estromais da medula 6ssea ou pela diminuicdo de OPG
pelos osteoblastos, respectivamente (LEE, 2013).

A IL-31 estimula a secre¢do de citocinas pro-inflamatorias, quimiocinas e matriz de
metaloproteinase (KASRAIE; NIEBUHR; WERFEL, 2010; ZHANG et al., 2008). Além
disso, tem sido observado que IL-31 pode afetar positivamente e negativamente a
diferenciacdo em Thl e Th17 em um sistema livre de células apresentadoras de antigeno
(ZHANG et al., 2008).

A IL-17 é uma importante mediadora da artrite inflamatdria e outras doencas que
afetam o o0sso (YUAN et al., 2012), esta diretamente relacionada com a estimulacdo da
diferenciacdo dos osteoclastos e inibicdo da diferenciacdo dos osteoblastos, promovendo a
perda 6ssea, mas na presenca do estrogénio esse efeito é antagonizado (DESELM et al., 2012;
TYAGI et al., 2012). Em osteoblastos, a IL-17 inibe a mineralizacdo da matriz 6ssea e a
producdo de citocinas osteoclastogénicas, mas esse efeito também é antagonizado pelo
estrogénio (TYAGI et al., 2012).

Estudo in vivo com a neutralizacdo sisttmica de IL-17 em camundongos
ovariectomizados previne a perda 6ssea, através da deterioracdo da microarquitetura 6ssea,

aumento de marcadores da reabsorcdo e mudanca em parametros celulares e moleculares da
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célula 6ssea, sugerindo um papel crucial da IL-17 na mediagdo da perda 6ssea induzida pela
deficiéncia de estrogénio (TYAGI et al., 2012).

Estudo utilizando blogueador de TNF-a, foi observada inibigdo do efeito da IL-17 na
osteoclastogénese, sugerindo que a IL-17 induz a produgdo de TNF-a em osteoblastos, os
quais podem ser responsaveis pelos efeitos mediados pela IL-17 (YAGO et al., 2009).
Também foi observada que a IL-17 mediou a inibicdo da diferenciagdo dos osteoblastos e
aumentou a expressdo de RANKL em osteoblastos da calvaria (TYAGI et al., 2012).

Estes efeitos de IL-17 mediada foram blogueados por E2, que é conhecido para
reprimir a transcricdo de genes alvo de NF-kB expressos por osteoblastos. E2 também anulou
a expressao induzida de 1L-17, IL-17R e de receptor de NF-kB translocagédo em osteoblastos,
inibindo assim a sinalizacéo a jusante mediadas por ligacdo da IL-17 ao seu receptor.

A IL-33 pertence a familia de citocinas IL-1 que sdo conhecidas principalmente por
suas fungdes pro-inflamatérias (AREND; PALMER; GABAY, 2008; SCHMITZ et al.,
2005), estudos sugerem que a IL-33 desempenha a fungéo de estimular citocinas do perfil
Th2, como a IL-4 mediando um efeito osteoclastogénico independente de RANKL numa
forma dependente de STAT 6 (SCHULZE et al., 2011; TOWNSEND et al., 2000).

Experimentos in vitro e in vivo mostraram que a IL-33 age como um potente inibidor
da osteoclastogénese (KELLER et al., 2012; SCHULZE et al., 2011). No estudo in vitro,
usando uma analise molecular, foi demonstrado que a IL-33 aumenta a diferenciacdo de
osteoblastos primarios e inibe a formacdo de osteoclastos, o que pode ser relevante para o
tratamento de desordens de perda 0ssea (SCHULZE et al., 2011).

Os efeitos da IL-33 sdo mediados através da interagio com um receptor
heterodimérico consistindo de ST2 ligado a membrana (ILIRL1) e IL-1RACcP, induzindo
ativagdo de NF-kb e MAPK (CHACKERIAN et al., 2007; KUROWSKA-STOLARSKA et
al., 2008; SCHMITZ et al., 2005).

A IL-33 é capaz de induzir significativamente a expressdo Tnfsf11l em osteoblastos
murino primarios sem causar liberacdo sRankl para o meio, em contraste com PTH
(KOLLMANN et al., 2013), estudos mostraram que apenas o tratamento com PTH de
osteoblastos primarios resultou em concentracfes médias detectaveis de sRankl (HECKT et
al., 2016).

A maior prevaléncia de osteoporose na doenca celiaca esta associada, sobretudo, a mé
absorcdo de célcio e vitamina D com efeito direto no metabolismo 6sseo, provavelmente
secundarias as lesdes da mucosa intestinal. Porém, alteracdes do IGF-1 (fator de crescimento

insulina-simile-1) e da leptina em pacientes celiacos com perda de peso e baixo indice de
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massa corpérea, podem ser fatores que contribuem para a reducdo da densidade mineral 6ssea,
pelas alteracBes imunologicas que desencadeiam (KUNG; HUANG, 2007). Além disso, 0s
niveis elevados de IL-1B, IL-6 e o receptor de TNF-1 desequilibram o sistema RANK
(receptor ativador do fator nuclear Kappa B)-RANKL (ligante do receptorativador de NF«kB,
RANK)-osteoprotegerina, aumentando a perda de massa d6ssea associada & doenca celiaca
(HOFBAUER et al., 2004; KHOSLA, 2001; TILG et al., 2008).

Metaloproteinase e seus inibidores

As Metaloproteinases da Matriz (MMPs) constituem-se de um grupo de enzimas
(endopeptidases) responsaveis pela degradacdo dos componentes da matriz extracelular
(MEC) e das membranas basais (GROSS; LAPIERE, 1962).

A atividade das MMPs tem sido relacionada a importantes doencas, como destrui¢ao
de articulacBes nos casos de artrite reumatdide, osteoartrite, aneurisma adrtico abdominal,
infarto agudo do miocardio e cancer. As MMPs também participam de processos de
remodelacdo normais, como no desenvolvimento embrioldgico, na involucdo pos-parto do
Gtero, na remodelacdo 0ssea, na ovulacédo e na reparacdo de feridas (BRECKON et al., 1999).

As MMPs séo enzimas que participam ativamente na reabsorcao 0ssea que ocorre na
doenga periodontal e nas lesdes periapicais cronicas. Os osteoblastos expressam FIB-CL
(fibroblast-type collagenase)-(MMP-1) quando estimulados. Portanto, hipoteticamente, a
reabsorcdo Ossea osteoclastica é iniciada por uma resposta osteoblastica a sinais de
reabsorcdo, como a liberacdo de MMP, resultando em dissolucdo da camada ostedide nédo
mineralizada, sendo os osteoclastos recrutados para essa regido, 0S quais parecem n&o
produzir MMP (HILL et al., 1994).

A familia das metaloproteinases é indispensavel para o recrutamento dos osteoclastos
em metatarsos em desenvolvimento, e esta funcdo é diferente da sinergia com proteinases de
cisteina em matriz solubilizante calcificada na zona de reabsor¢cdo. A MMP especifica
responsavel pela atividade dos osteoclastos e o seu modo de acdo ainda ndo foram
determinados. Entretanto, alguns estudos mostraram que concentra¢fes no soro de MMP-2 e
MMP-3 sdo mais elevados em alguns pacientes com espondilite anquilosante (ENGSIG et al.,
2000; UCHIBORI et al., 2004). Devido esses dados, a MMP-2 e MMP-3 foram utilizadas
para avaliar a eficécia clinica de bifosfonatos no tratamento secundario de osteoporose. Em
conclusdo, o bifosfonatos demonstraram papel importante no metabolismo 6sseo, por meio da
diminuicdo de MMP-2, MMP-3 em pacientes com espondilite anquilosante secundaria a
osteoporose (XIAO etal., 2012).
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As MMPs derivadas de osteoblastos também tém sido mostradas por desempenhar um
papel no metabolismo 6sseo, devido sua participacdo na degradacdo da matriz Gssea. A
reabsorcdo 6ssea é dependente da atividade de MMP-3, que degrada o colageno desnaturado
tipo 1l e outros componentes da matriz organica 6ssea (HALL et al., 1999). Evidéncias tém
sido acumuladas para uma participacgdo ativa de MMP derivada de osteoblastos na iniciagdo
da reabsorcdo éssea e formacdo dssea acoplada atraves da degradacdo da camada de
superficie ostedide desmineralizada do osso permitindo que os osteoclastos ataquem a matriz
mineralizada (BRECKON et al., 1999; HUANG et al., 2004).

As atividades das MMPs sdo controladas também por meio dos inibidores especificos,
conhecidos como inibidores teciduais de MMPs (TIMPs). As TIMPs sdo proteinas pequenas e
multifuncionais que regulam ambas as funcGes das MMPs, o nivel de sua ativagcdo e sua
habilidade de hidrolisar um determinado substrato. O equilibrio entre a producdo de MMPs e
a de TIMPs representa um ponto principal para manter a homeostase da matriz extracelular
(BIRKEDAL-HANSEN, 1993).

Alguns estudos sugerem que TIMP-3 esta associada com o aumento da formacao de

0ss0, enquanto diminui a reabsorgéo 0ssea in vivo (SHEN et al., 2010).

Fatores hormonais e osteoporose

Cerca de 50% das mulheres pOs-menopausicas com artrite reumatdide sofrem de
osteoporose generalizada, com causas multifatoriais, envolvendo a deficiéncia de estrogénio,
corticoterapia a longo prazo e inflamagdo sisttmica (FORSBLAD D'ELIA et al., 2003;
SINIGAGLIA et al., 2000). A reabsor¢do 6ssea em osteoporose induzida por ovariectomia é
impulsionado por TNF produzido por células T (ROGGIA et al., 2001).

Os osteoblastos, células formadoras de 0ssos, surgem de células-tronco mesenquimais
(MSCs), que séo capazes de dar origem a um numero de linhagem celular, como adipdcitos,
mioblastos ou condrécitos (WANG, C. et al., 2015).

Quando exposto ao meio de diferenciagcdo osteogénica suplementado com 17-f-
estradiol (E2), as MSCs aumenta a expressao da proteina morfogenética dssea e osteocalcina,
e aumenta significativamente a deposicdo de célcio (FAWELL et al., 1990; HONG;
COLPAN; PEPTAN, 2006). O estrogénio (E2) também estimula a expressdo do gene
osteogénico para fosfatase alcalina e o colageno tipo | para MSCs (ZHOU et al., 2001). Em
relacdo ao papel do estrogénio na diferenciacdo osteogénica de MSCs, ha evidéncias de que o

E2 suporta o crescimento e diferenciagao principalmente através do receptor a de estrogénio
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(WANG, Q. et al.,, 2006). Estas observacdes sugerem que o estrogénio poderia afetar
profundamente a fisiologia dos osteoblastos. O estrogénio promove a saude dos 0ssos, em
parte, através da reducdo da apoptose dos osteoblastos devido a quinase regulada por sinal
extracelular, via de sinalizagéo e regulagédo negativa da quinase c-Jun N-terminal (JNK), que
altera a atividade de um nimero de fatores de transcricdo (KHOSLA; OURSLER; MONROE,
2012; KOUSTENI et al., 2001; KOUSTENI et al., 2003).

Foi especulado que o E2 promove a diferenciacdo osteoblastica principalmente no
estagio inicial (GUI et al., 2016). O estrogénio inibe potencialmente a producdo e a funcéo
dos osteoclastos, e esse € o mecanismo principal pelo qual esse horménio conserva o
esqueleto durante a idade reprodutiva de mamiferos fémea (BURGER, 2001).

Em mulheres p6s-menopausa, a deficiéncia de estrogénio esta intimamente associada
com aumento da incidéncia e a gravidade de osteoporose, e os dados clinicos demonstraram
que mulheres pds-menopausicas tendo terapia de reposicdo estrogénica tiveram um risco
reduzido de fratura patoldgica comparados com aqueles que ndo tomam reposi¢do hormonal
(FAN et al., 2014). O estrogeno melhorou a diferenciacdo de células hBMSCs osteoblasticas
através de ER-a (HONG et al., 2006) ou pela ativacdo de Wnt/b-catenina (BHUKHAI et al.,
2012).

As células T sdo os principais indutores de osso reabsorvido sob a deficiéncia de
estrogénio, porque a ovariectomia aumenta a producao de fator de necrose tumoral-alfa (TNF-
a) por células T a um nivel suficiente para aumentar osteoclastogénese (CENCI et al., 2000),
através do aumento do ativador de receptor de nuclear kappa B ligante (RANKL)
(WEITZMANN; PACIFICI, 2006). A deficiéncia de estrogénio aumenta producdo de IL-1
(HU; MITCHO; RATH, 1988).

Niveis baixos de testosterona s&o comuns em homens mais velhos e estdo associados
com resultados adversos, tais como diabetes, obesidade, eventos cardiovasculares, sarcopenia,
osteoporose e diminuicdo da libido (MATSUMOTO, 2002; TRAVISON et al., 2007). Idosos
do género masculino com deficiéncia de testosterona total ou de estradiol tém maior
probabilidade de ter osteoporose. Os homens mais velhos com deficiéncia de testosterona
total sdo mais propensos a ter rapida perda 6ssea (FINK et al., 2006).

Devido ao aumento de casos de osteoporose na populacdo causado pelo aumento da
expectativa de vida, surgiu a necessidade de se estudar mais a doencga. Visto isso, o trabalho
de dissertacdo aqui apresentado, teve como objetivo avaliar niveis hormonais de niveis de

citocinas em pacientes jovens e pacientes idosos com osteoporose.
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O artigo referente a dissertacdo, apresentado a seguir, sera enviado para publicacdo na
revista BONE (Anexo 1).
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Capitulo 01: Redac&o do artigo cientifico

Abstract: Osteoporosis has become more and more common these days. With an
increase in life expectancy, the impact of this disease on the quality of life of elderly people is
increasingly relevant. The effect of inflammatory cytokines and hormones on bone
metabolism plays a key role. For a better understanding of this relationship, the cytokines IL-
6, 1L-22, IL-23, IL-33, IL-17A, IL-17R, metalloproteinase-3 (MMP-3), and hormones
testosterone, estradiol, parathyroid hormone (PTH), leptin, calcitonin and D vitamin. Using a
blood sample from 30 patients with Osteoporosis and 30 patients without Osteoporosis,
cytokines, MMP-3 and leptin were dosed by the ELISA method, and hormones, calcitonin
and vitamin D by the chemiluminescence method. Statistical analysis was considered
significant when p <0.05. In the group of patients with osteoporosis, the mean age of the
female gender was 80.05 + 9.47 years and the male gender was 74.9 = 9.18 years. Women
with osteoporosis presented a significant decrease in estradiol and vitamin D levels (p = 0.047
and p = 0.0275), respectively, as well as significantly higher levels of IL-6 and IL-33 (p =
0.045 and p = 0.0121), respectively. Men with Osteoporosis showed significantly higher
levels of PTH and MMP-3 (p = 0.0065 and p = 0.0379), respectively, and significantly
decreased levels of IL-33 (p = 0.0228). Therefore, hormonal and cytokine alterations are
associated differently in Osteoporosis between men and women. The increase in MMP-3 and
PTH and the decrease in the protective effect of 1L-33 in men, could play an important role in

osteoporosis, whereas in women the disease appears to increase with IL-6.

Key words: Osteoporosis, hormones, cytokines, 1L-33, IL-6.
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Resumo: A Osteoporose tem se mostrado cada vez mais frequente nos dias atuais.
Com elevacdo da expectativa de vida, o impacto dessa doenca na qualidade de vida das
pessoas idosas é cada vez mais relevante. O efeito de citocinas inflamatérias e horménios no
metabolismo 6sseo tem papel fundamental. Para um melhor entendimento dessa relagéo,
foram avaliados os niveis de citocinas IL-6, I1L-22, IL-23, IL-33, IL-17A, IL-17R,
metaloproteinase-3(MMP-3), e horménios: testosterona, estradiol, paratorménio (PTH),
leptina, calcitonina e vitamina D. Através de amostra sanguinea, de 30 pacientes com
Osteoporose e 30 pacientes sem, as citocinas, a MMP-3 e a leptina foram dosadas pelo
método do ELISA, ja os hormoénios, calcitonina e a vitamina D pelo método de
quimioluminescéncia. Apos anélise estatistica, a diferenga foi considerada significante quando
o valor de p < 0,05. No grupo de pacientes com Osteoporose, a média de idade do género
feminino foi de 80,05 + 9,47 anos e do género masculino foi de 74,9 £ 9,18 anos. Mulheres
com Osteoporose apresentam diminuicdo significativa nos niveis de estradiol e vitamina D
(p=0.047 e p=0.0275), respectivamente, além de niveis significativamente maior de IL-6 e IL-
33 (p=0,045 e p=0.0121), respectivamente. Homens com osteoporose demonstraram niveis
significativamente maiores de PTH e MMP-3 (p=0.0065 e p=0.0379), respectivamente, e
niveis significativamente diminuidos de IL-33 (p=0.0228). Desta forma, altera¢cdes hormonais
e de citocinas estdo associadas de maneira diferente na Osteoporose entre homens e mulheres.
O aumento de MMP-3 e do PTH e a diminuigéo do efeito protetor da IL-33 em homens pode
ser fator importante na Osteoporose, enquanto, nas mulheres, a doenca parece cursar com

aumento de IL-6.

Palavras-chaves: Osteoporose, horménios, citocinas, IL-33, IL-6.
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1. Introducdo

A osteoporose é causada por um desequilibrio no metabolismo 6sseo normal entre 0s
osteoblastos e osteoclastos (ZAIDI, 2007), sendo que no processo de reabsorcdo 0ssea 0
osteoclasto parece ter um papel mais ativo em relagdo ao osteoblasto (CHARLES et al., 2012;
UDAGAWA et al., 2000). Estudos apontam que hormdénios podem ter um papel importante
no desequilibrio de formacao dssea (BRECKON et al., 1999), visto que o PTH parece induzir
0 ostedcito a diferenciar em osteoclasto (SILVA; BILEZIKIAN, 2015). Da mesma forma,
hormdnios como o estradiol e a testosterona parecem ser importantes (DAMIEN; PRICE;
LANYON, 2000; GUI et al., 2016; KOUSTENI et al., 2003), uma vez que, a testosterona
age inibindo a apoptose de osteoblastos (WIREN et al., 2006). Ja o estrogénio parece ter um
papel importante na remodelacdo Gssea, tanto em homens quanto em mulheres, uma vez que,
esse hormodnio parece estimular a liberacdo de calcitonina aléem de ativar receptores de
vitamina D no intestino, permitindo sua funcdo enddcrina e imunoldgica no processo do
metabolismo 6sseo (ADAMS, 2006; CHEN et al., 2011). A calcitonina e a vitamina D
ajudam a manter concentra¢Ges adequadas de calcio no soro para permitir a mineralizacao
normal do osso, além disso, a vitamina D € necessaria para O crescimento 0sseo e
remodelacdo 0ssea por osteoblastos e osteoclastos (WEAVER et al., 2016). A leptina também
€ um hormdnio que age na reabsorcdo Gssea, ela ativa os receptores adrenérgicos -2 nos
osteoblastos atraves do sistema nervoso simpdtico e diminui a diferenciacdo e ativacdo dos
osteoblastos enguanto aumenta a reabsorcdo 6ssea (CHAUVEAU et al., 2008).

O sistema imune tem papel de relevancia na atividade osteoclastica da osteoporose
(TAKAYANAGI, 2007). A IL-6 € uma citocina pro-inflamatéria que tem propriedades
estimuladoras da osteoclastogénese, o processo de diferenciacdo de osteoclastos por meio de
IL-6 ocorre porque essa citocina induz a expressdo do receptor ativador do ligante NF-jB
(RANKL) na superficie de osteoblastos (PALMQVIST et al., 2002). O aumento de IL-6 foi
associado com a presenca de osteoporose em mulheres com deficiéncia de estrogénio, pois
esse hormdnio ativa uma cascata de sinalizagéo de citocinas (SCHEIDT-NAVE et al., 2001).
Ja a IL-33 é conhecida por sua funcdo pro-inflamatéria (AREND et al., 2008; SCHMITZ et
al., 2005), e age como uma potente inibidora da osteoclastogénese, reduzindo a expressao do
gene dependente de Nfatcl no precursor de osteoclastos mononucleares (KELLER et al.,
2012; SCHULZE etal., 2011).

Ainda a IL-17 parece ter papel importante na remodelacéo 6ssea (DAVID; SCHETT,
2010; MCLEAN, 2009). A IL-17, por meio de uma regulacdo positiva de RANKL em

osteoblasto e fibroblastos sinoviais, estimula a osteoclastogénese (KOTAKE et al., 1999), e
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no osteoblasto, especificamente a IL-17A, parece inibir a diferenciagdo destas células por
meio da regulacdo da via de sinalizacdo de Wnt (SHAW; MAEDA; GRAVALLESE, 2016).
A IL-22 e IL-23 tém sido estudadas na diferenciacdo e manutencédo do perfil Th17 (TALAAT
et al., 2015), entretanto ndo foi encontrado descrito o papel destas citocina na osteoporose.

As metaloproteinases de matriz tém sido estudadas na osteoporose. Estudos mostram
que as MMPs sdo responsaveis pela degradacdo da matriz dssea, resultando em perda déssea
(JONITZ-HEINCKE et al., 2016). A MMP-3 produzida pelo osteoblasto estimula o
osteoclasto a degradar a matriz dssea mineralizada (BRECKON et al., 1999).

Com o aumento da expectativa de vida, doencas associadas com a mudanga hormonal,
como a osteoporose, estdo aumentando em quantidades consideraveis, por isso, a importancia
do foco em estudos com a finalidade de tornar esta interacdo mais clara. Este estudo tem
como objetivo associar niveis hormonais e de citocinas em pacientes com fraturas por

osteoporose e pacientes do grupo controle.
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2. Materiais e métodos

O projeto foi aprovado pelo Comité de etica da Universidade de Uberaba com
protocolo de nimero: 51827515.4.0000.5145 (Anexo2).
2.1. Grupo de Estudo

Foram coletadas amostras de sangue de 30 pacientes idosos, com fratura atribuida a
osteoporose (T-score < -2,5) (grupo com osteoporose) e 30 amostras de sangue de pacientes
jovens que tiveram fraturas decorrentes de acidentes de alto impacto (grupo controle). A
coleta do material foi realizada na disciplina de ortopedia do Hospital das Clinicas da
Universidade Federal do Triangulo Mineiro e no Hospital Universitario Mario Palmério.
Foram excluidos os pacientes com outras doencgas ésseas, com fraturas ndo causadas por
osteoporose, pacientes imunossuprimidos, com neoplasias malignas ou alteracGes hepaticas e
gue ndo concordaram participar da pesquisa. O soro coletado desses pacientes foi utilizado
para dosagem hormonal e de citocinas.

2.2. Coleta de sangue

A coleta de sangue venoso foi realizada sempre no periodo matutino, um dia apds a
cirurgia de reconstrucdo éssea indicada pelo médico ortopedista. A amostra de sangue foi
obtida por pungdo venosa, com a utilizacdo de quatro tubos de coleta a vacuo contendo
ativador de coagulo e gel separador. Apds 30 minutos da coleta foi feita a centrifugacdo a
5000 rpm por 10 minutos para obtencdo de soro, sendo que, quatro tubos contendo 1 mL de
soro cada foram encaminhados ao laboratério Hermes Pardini para dosagem hormonal e 1
tubo foi imediatamente armazenado no freezer -70°C para posterior dosagem das citocinas
pela técnica do ELISA.

2.3. Anélise hormonal

Apo6s a centrifugacdo das amostras de sangue coletadas, quatro tubos de soro foram
encaminhados ao laboratério Hermes Pardini, para andlise hormonal. Foram realizadas
dosagem de 1,25-hidroxivitamina D (Kit Diasorin), Calcitonina (Kit Siemens), Testosterona,
Estradiol e Paratormdnio (Kit Beckman Coulter) pela técnica de quimiluminescéncia, uma
reacdo quimica, que ao se processar gera energia luminosa. Durante a reagdo, 0s reagentes se
transformam em estados intermediarios eletronicamente excitados, e a0 passarem para um

estado de menor excitagéo, liberam a energia absorvida na forma de luz.
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2.4. Andlise de citocinas — ELISA

Placas de poliestireno de alta afinidade (Costar, Half Area) foram sensibilizadas
com 50uL de solugéo de anticorpos monoclonais anti-IL-17A, IL-23 (2ug/mL, Mabtech AB —
Stockholm, SW), IL-17R, IL-22, IL-6 e leptina (4pg/mL, R&D Systems), 1L-33 e MMP3
(0,8ug/mL, R&D Systems) diluidos em tampdo PBS pH 7,2 e incubadas por 18 horas
(“overnight™) a 4°C. Apos este periodo, as placas foram lavadas 4 vezes com PBS acrescido
de Tween 20 (Sigma) e incubadas com 100uL de solucdo de PBS contendo 1% de albumina
bovina — BSA (Sigma), para o bloqueio dos sitios ativos, por 18 horas (“overnight”) a 4°C.
Apos, foram lavadas quatro vezes com PBS-Tween 20. Passou-se entdo a adigdo de 50 uL do
soro, diluidos em 1:2 (IL-17A, IL-23, IL-17R, IL-22, IL-6 e IL-33) e em 1:40 (MMP-3 e
leptina) em BS-BSA 2%. Incubaram-se as placas a temperatura de 4°C por 18 horas
(“overnight™). As placas foram lavadas novamente por 4 vezes com PBS-Tween 20 e em
seguida incubadas a 37°C com 50ulL de solucdo do respectivo anticorpo monoclonal
conjugado a biotina anti-IL-17A (500ng/mL, Mabtech AB - Stockholm, SW), IL-23
(1pg/mL, Mabtech AB — Stockholm, SW), IL-17R, IL-22, IL-6 e IL-33 (200ng/mL, R&D
Systems), MMP-3 (150ng/mL, R&D Systems) e leptina (25ng/mL, R&D Systems). Apoés
duas horas as placas foram lavadas e novamente incubadas por duas horas com 50uL
estreptoavidina conjugada a fosfatase alcalina (Sigma) diluida 1:250 em PBS-BSA 1%. Em
seguida a atividade enzimatica foi determinada pela adicdo de 50uL por poco de tampéo
tetrametilbenzidina-TMB (BD Biosciences). A absorbancia determinada em leitor de
microplacas (BIORAD 3550 MICROPLATE READER) com filtro de 450nm. Os resultados
foram expressos em pg/mL, obtidos por regressdo linear a partir de uma curva padréo
estabelecida com concentragfes conhecidas de cada uma das citocinas, metaloproteinase e
leptina recombinantes.

2.5.Andlise estatistica

Os dados foram inseridos em uma planilha de dados no programa MS-Excel
(Microsoft) e analisados pelo programa de estatistica Statview. Os resultados que
apresentaram distribuicdo ndo normal foram analisados com métodos ndo paramétricos. Para
analise de variaveis comparando-se dois grupos, aplicou-se o teste Mann Whitney. Foi
utilizado teste de correlacdo de Spearman para a correlacionar 0s niveis citocinas, vitamina D

e horménios. Foi considerado significante quando o valor de p < 0,05.
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3. Resultados

No presente estudo, foi realizada a dosagem hormonal de 60 pacientes, sendo 30 de
pacientes com osteoporose e 30 do grupo controle.

A média de idade dos pacientes foi de 58,8 + 22,61 anos, sendo, a idade minima do
grupo de pacientes com osteoporose de 60 anos e a maxima de 98 anos (Tabela 1) e do grupo
controle, a idade minima foi de 18 anos e a maxima de 58 anos. No grupo de pacientes com
osteoporose, a média de idade do género feminino foi de 80,05 + 9,47 anos e do género
masculino foi de 74,9 + 9,18 anos. E no grupo controle, a média da idade género feminino foi
de 39,5 £ 15,85 anos e género masculino foi de 39,6 £ 13,19 anos.

Média idade Numero de Idade minima | Idade maxima
(anos) pacientes (n) (anos) (anos)

Controle 39,5 08 18 58
feminino

Controle 39,6 22 19 58
masculino

Osteoporose 80,05 18 64 98
feminino

Osteoporose 74,9 12 60 88
masculino

Total 58,8 60 18 98

Tabela 1: Distribuicdo da media de idade dos pacientes (minima e maxima) em
numeros absolutos, de acordo com o género feminino e masculino do grupo controle e grupo
com osteoporose.

Todas as analises foram feitas comparando género, grupo de pacientes com
osteoporose e grupo controle.

Os niveis séricos de vitamina D foram significativamente maiores no género feminino
do grupo controle quando comparados com género masculino do grupo controle (Mann
Whitney; p=0.0169). Ao comparar 0s nhiveis sericos de vitamina D entre os dois grupos
(controle e osteoporose) observou-se niveis significativamente maiores no género feminino do
grupo controle, quando comparadas com o género feminino do grupo com osteoporose
(p=0.0275). Nao houve diferenca significativa entre os géneros masculinos e femininos do

grupo com osteoporose (Figura 1A).
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Figura 1: Dosagem hormonal por quimioluminescénia de pacientes do sexo feminino e

masculino diagnosticados com osteoporose e pacientes do grupo controle. A, Vitamina D1,25,
sendo *p=0,0169 e **p=0,0275; B, Testosterona, sendo *p=0,0023 e **p=0,0046; C,
Estradiol, sendo p=0.047; D, Paratormdnio, sendo p=0.0065; E, Calcitonina (Mann Whitney).

Na analise de testosterona livre, foram observados niveis significativamente maiores

no género masculino quando comparado com género feminino em ambos os grupos, controle
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e osteoporose (Mann Whitney; *p=0.0023 e **p=0.0046). Nao houve diferenca significativa
nos niveis de testosterona livre entre o género masculino do grupo controle e grupo com
osteoporose (Figura 1B).

Os niveis de estradiol foram significativamente menores nas mulheres grupo com
osteoporose comparados com o grupo controle (Mann Whitney; p=0.047). N&o houve
diferenca significativa nos niveis de estradiol, entre homens e mulheres do grupo controle e
grupo com osteoporose (Figura 1C).

Os niveis de paratorménios foram significativamente maiores nos homens com
osteoporose quando comparados com o grupo controle (Mann Whitney; p=0.0065). Nao
houve diferenca significativa entre as mulheres do grupo controle com as mulheres do grupo
com osteoporose. Ainda ndo foi observado diferenca significativa, nos niveis de
paratormonios, quando comparado os géneros masculino e feminino em ambos 0s grupos,
controle e osteoporose. (Figura 1D).

N&o houve diferenga significativa nos niveis de calcitonina entre o grupo controle e o
grupo com osteoporose, independentemente do género. Também ndo houve diferenca
significativa quando comparado homens e mulheres independentes dos grupos, controle e
osteoporose (Figura 1E).

Os niveis séricos de citocinas foram realizados por ELISA, e os niveis de IL-6 foram
significativamente maiores nas mulheres com osteoporose, quando comparados com aquelas
do grupo controle (Mann Whitney; p=0,045). Entretanto, ndo houve diferenca significativa
nos homens do grupo controle comparados com os homens do grupo com osteoporose. Ainda,
os niveis de IL-6 foram significativamente maiores nos homens do grupo controle quando
comparados com as mulheres deste mesmo grupo (Mann Whitney; p=0.0199). Ndo houve
diferenca significativa entre o género masculino e feminino no grupo com osteoporose
(Figura 2A).
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Figura 2: Dosagem de citocinas pelo método de ELISA do soro de pacientes do sexo
feminino e masculino diagnosticados com osteoporose e pacientes do grupo controle. A, IL-6,
sendo *p=0,0045 e **p=0,0199; B, IL-33, sendo *p=0,0228, **p=0,0121 e ***p=0,0010; C,
IL-17A; D, IL-17R; E, IL-22; F, IL-23 (Mann Whitney).
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Os niveis de 1L-33, foram significativamente maiores nos homens do grupo controle
comparados com 0s homens do grupo com osteoporose (Mann Whitney; p=0.0228). De
maneira antagonica, as mulheres do grupo com osteoporose apresentaram niveis
significativamente maiores quando comparadas com aquelas do grupo controle (p=0.0121).
Ainda, os niveis de IL-33 no género masculino foram significativamente maiores no género
feminino do grupo controle (Mann Whitney; p=0.001), essa diferenca néo foi observada no
grupo com osteoporose. (Figura 2B).

Os pacientes agrupados por género ou pela existéncia ou ndo de osteoporose como
analisados acima ndo apresentaram diferencas significativas nos niveis séricos de IL-17A, IL-
17R, IL-22 e IL-23 (Figura 2C; 2D; 2E e 2F) dados ndo mostrados.

Os niveis séricos de MMP-3 foram significativamente maiores nos homens com
osteoporose quando comparados com aqueles do grupo controle (Mann Whitney; p=0.0379).
N&o houve diferenca significativa entre as mulheres do grupo controle e do grupo com
osteoporose. Ainda, 0s niveis de MMP-3 nos homens com osteoporose foram

significativamente maiores do que nas mulheres com osteoporose (p=0.0116) (Figura 3A).
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Figura 3: Dosagem de metaloproteinase e leptina pelo método de ELISA do soro de
pacientes do sexo feminino e masculino diagnosticados com osteoporose e pacientes do grupo
controle. A, MMP-3, sendo *p=0,0379 e **p=0,0116; B, Leptina, sendo *p=0,0056 (Mann
Whitney).

Os niveis de leptina foram significativamente maiores nas mulheres do grupo controle
quando comparados com os homens deste grupo (Mann Whitney; p=0.0056). Nao houve
diferenca significativa nos niveis de leptina quando comparados grupo controle e grupo com
osteoporose independente do género, assim como, ndo houve diferenca significativa quando

comparados os géneros masculino e feminino no grupo com osteoporose (Figura 3B).
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Foram realizados testes de correlacdo entre os niveis de estradiol e os niveis de IL-6,
porém ndo houve correlacdo significativa. Da mesma forma, ndo houve correlacdo
significativa entre os niveis paratorménio e IL-33. Ainda, ao correlacionar os niveis de
estradiol com a IL-17, ndo houve correlagédo significativa. E da mesma forma, ndo houve

correlacdo significativa entre os niveis paratormonio e IL-23 e IL-6.
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4. Discusséo e concluséo

A osteoporose é causada por um desequilibrio da remodelacdo 0ssea, que pode ser
causada por fatores hormonais, além disso, estudos mais recentes mostram que fatores
imunolégicos também influenciam na fisiopatogénese da doenca. Neste estudo, foi avaliada a
presenca de hormonios, vitamina D, citocinas e MMP-3 em pacientes com osteoporose
comparando também a diferenca entre os géneros.

No presente estudo, diferencas significativas foram encontradas nas dosagens de
vitamina D, estradiol, testosterona, paratormonio, 1L-6, 1L-33, MMP-3 e leptina. Mulheres
com osteoporose e homens jovens apresentaram niveis significativamente menores de
vitamina D comparados com mulheres jovens. Estudos mostram que a deficiéncia de vitamina
D esta associada com fraqueza muscular, perda dssea, quedas e fraturas (BISCHOFF-
FERRARI et al., 2003). Semelhante a literatura, nossos dados sugerem que a diminuicdo de
vitamina D em mulheres de maior idade pode contribuir na predisposicdo a osteoporose. Esse
estudo mostra também que niveis reduzidos de estradiol estdo relacionados com o
aparecimento da osteoporose em mulheres a partir de 60 anos, condizente com outros estudos
gue mostram que a salde Ossea esta inversamente relacionada com niveis reduzidos de
estradiol (GUI et al., 2016; KOUSTENI et al., 2001; KOUSTENI et al., 2003). A deficiéncia
de estradiol também foi associada com a presenca de osteoporose em homens com mais de 64
anos, (FINK et al., 2006), embora nos resultados obtidos ndo tenha sido encontrada essa
associacao.

A remodelacdo dssea também tem sido estimulada pelo PTH, um estudo feito com
mulheres idosas mostra que houve um aumento significativo de PTH em mulheres com
osteoporose (AL-DAGHRI et al., 2017). Em nosso estudo, niveis significativamente maiores
de PTH foram encontrados em homens com osteoporose, mostrando que a presenca do
paratormonio contribui para o aparecimento da doenga em homens com mais de 60 anos, ao
contrario das mulheres que néo tiveram diferencas nos niveis de PTH.

A testosterona ndo foi um fator limitante para o aparecimento da doenca nos pacientes
de nosso estudo, esse hormdnio parece estar mais relacionado com as diferencas entre 0s
géneros masculino e feminino. Mas, estudo mostra que a deficiéncia de testosterona em
homens com mais de 64 anos estd associada com a rapida perda 0ssea e consequentemente
com o desenvolvimento de osteoporose (FINK et al., 2006). Embora dados da literatura
mostrem que a calcitonina age inibindo a reabsor¢do 6ssea (MARTIN; SIMS, 2005), nao
foram encontradas diferencas significativas nos niveis de calcitonina entre 0s grupos e

géneros estudados.
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A leptina foi associada com ativacdo de osteoclastos elevando a reabsorcdo déssea e
diminuindo a diferenciacdo de osteoblastos (HE; JIANG; DAI, 2011; MAKKI; FROGUEL,;
WOLOWCZUK, 2013). Ao contrario do que foi mostrado na literatura, a leptina ndo esta
associada com a osteoporose nos pacientes do nosso estudo, niveis baixos de leptina foram
encontrados apenas em homens jovens comparados com mulheres do mesmo grupo.

Entre as citocinas, a IL-6 esta relacionada com a presenca de osteoporose, pois é um
regulador positivo na osteoclastogénese (O'BRIEN et al., 1999; YOSHITAKE et al., 2008).
Semelhante ao nosso estudo, niveis elevados de IL-6 foram encontrados em mulheres com
osteoporose, sugerindo que a presenca desta citocina torna mulheres com mais de 60 anos
mais propensas a desenvolver a doenca, embora em homens essa diferenca nédo foi
encontrada.

Em nosso estudo niveis significativamente menores 1L-33 foram encontrados em
homens com osteoporose. Acreditamos que esta citocina, possa estar exercendo um papel
protetor na osteoporose nos homens. Esses mesmos resultados condizem com a literatura que
mostram que a IL-33 € forte supressora da diferenciacdo em osteoclastos e inibindo a
reabsorcao dssea (FUJII et al., 2012; SALEH et al., 2011).

Algumas metaloproteinases parecem ter um papel importante no inicio da reabsor¢ao
0ssea. A MMP-3 tem sido estudada em modelo in vitro com cultura de células derivadas de
pacientes com osteoartrite que mostra uma producdo consideravel de citocinas pro-
inflamatorias e de MMP-3 que induz a degradacao de matriz 6ssea (BONDESON et al., 2006;
BRECKON et al., 1999; HUANG et al., 2004). Nossos resultados confirmam a participacéo
da MMP-3 na remodelacéo 6ssea, niveis elevados de MMP-3 foram encontrados em homens
com osteoporose comparados com mulheres do mesmo grupo e homens jovens, sugerindo sua
participacdo na degradacdo de matriz éssea maior nos homens.

Apesar da IL-17 estar associada com a inibi¢cdo da diferenciacdo de osteoblastos e
conhecida por estimular a osteoclastogénese (DESELM et al., 2012; TYAGI et al., 2012),
ndo foram encontradas diferencas significativas de IL-17A e IL-17R entre 0S grupos
estudados. Assim como a IL-22 e 1L-23, ndo houve associacdo com a osteoporose em nosso
estudo, e nenhum trabalho foi encontrado relacionando essas citocinas com fatores associados
a diferenciacéo 0ssea.

Entdo, nosso estudo sugere que o efeito protetor da IL-33 em homens esta diminuido e
a presenca do PTH e da MMP-3 estimulam a osteoclastogénese, enquanto em mulheres ha o
aumento de IL-6 que esta associada com a estimulacdo do processo de reabsor¢do 0ssea, junto

com a diminuicdo da vitamina D e do estradiol.
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Considerac6es Finais

Existem diferencas hormonais entre os géneros masculino e feminino.

Mulheres com osteoporose apresentaram niveis significativamente menores de
estradiol e vitamina D comparadas com mulheres jovens sem osteoporose, j& homens com
osteoporose apresentaram niveis significativamente maiores de PTH comparados com homens
sem osteoporose, isso mostra a importancia dos horménios e da vitamina D no
desenvolvimento da doenga.

J& a testosterona, apesar de niveis menores estarem associados com a osteoporose,
nosso estudo ndo demonstra uma associacdo com a doenga, hd uma diferenca significativa
apenas em relacao ao género, independente da idade e da presenca da osteoporose.

Em relacdo as citocinas, um aumento significativo de IL-6 em mulheres com
osteoporose e uma diminui¢do de IL-33 em homens com osteoporose mostraram uma relacédo
destas com o desenvolvimento da doenca. Além da IL-33, um aumento significativo de
MMP-3 em homens com osteoporose também foi encontrado e associado a doenca.

As outras citocinas, IL-17A, IL-17R, IL-22 e IL-23, a calcitonina e a leptina ndo

tiveram diferencas significativas entre pacientes com e sem osteoporose.
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Anexo 2: Aprovacio do Comité de Etica

UNIVERSIDADE DE UBERABA -
UNIUBE

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DaD0s DO PROJETO DE PESGUISA
Thule da Pesquisa; Avallagio da OstEcimnologa 43 Csteoponss & sua Relagdo com Falones Hormmonals

Pesquisador: DEMISE BERTULLCC ROCHA RODRIGUES

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAFE: 51827515.4.0000.5145

Insfttulcao Proponents: SOCIEQADE EDUCACIONAL USERAEENSE
Patrocinador Princpal; Financlamsmo Proprio

DADDS D0 PARECER

Homers do Parecer: 1.375.217

Aprassntagdo do Projsto;

Trata-se da segunda apresentagdo do projeto "Avallacdo da Csteolmunciogla 43 Osteoporose & U3
Relapao com Falores Hommonals”, da profa Denlse Berulucs] Rocha Rodiguees, da Universidade de
Uberaba. Mo projeso, prelente-6e coletar fragmentos 06580 & 5angue de 120 pacientes atendkdos na sebor
de onopedla da Universidade Federal do Tranguio Mnein, aendidos devido a Tralura, sendo 60 Individuos
COPT DEIE000MEs & 50 52m oslecpornss. Messe matsnal s2ra avalado 3 sxpressdo 02 VAros mantasones
moleculanes, N30 Navera reirada de fragmenios Gssecs motivada apenas pela pesguisa, mas sim seran
uilizados fragmenios que |3 serlam removios como parts do fratamento da lesSo.

O projeto fol colocado “em pendéncla na reunldo do CER-UNIUBE de 1711272015 com a seguinte
recmmendacdoct necessano alerar o TCLE exclulindo 3 lepomansa &a UFTM e dados do CEP dessa
Insittuic3o & menclonar a Universidade de Uberaba coma Instiulgdo que reallza a pesquisa. Alnda no TCLE,
Irs2rir o telefone & emall do CER-UNIUBE & da pesquisadora responsavel pek projelo (Prafa Denlse
Bartuluco! Rocha Rodrigues). Se for o cas0, considersr Inciulr ainda no TCLE o benafich) que representa as
dosagens que serio realzadas no sangue dos pantkdpantss (vismina D, homonlos, i), £350 550 de fain
E&i3 UM benaficio para eies.”

Enclreg: e Mae Sabre 1807

Badiie  Univamiirs CEP: 33 (550
LIF: W3 Bunspla: UBERESA
Tebefore: | SarEsiiogdt Fax: [34)3314-8070 E-mail: coofunute Ly
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UNIVERSIDADE DE UBERABA -
UNIUBE

Confmengie 42 Pemcar 1. 375097

Dbjefivo da Peagulsa:
Apresantia-se o seguirte objetivo primark: “Avallar moduladones da resposta Imune & do balango da
ativagdo de ostepblastorostenciastio na osteopoross.”

svallagao dos Riscos & Seneficlos:

Comio |& relatado no parecer anienor, M3o havera riscos na paricipagdo da pesqulsa, posto qus a
pesquisadon relata que “A coleta de fragmentios Gese0s serd emibasada, em fratura iniclal, cuja a retirads
faz parte da estaléga e reconstruglo dininglca do ces0 a%tado. A retirada do fragmentio ndo Impilca em
riscD 30 PACieni=s ouU 30 prOcessD d8 regeneracin 05583 A colela do material tesen ndo mudard em nada
a rotina dos culdados de atengdo 3 sace dispensatos 306 pacikente portadores de fraburas, ou seja, estes
[E

recebsado o ralamento dningico Indgependaniemeants de aceitar ou ndo, particpar da pesquisa™

Mao mendona-se beneficies dirstos a0 padentz, mas para 3 coletividade 05 Derefiches 08 exstugdn desta
pesquisa residem na possiolidads de contribulr na euckiacio das dienentes dividas que ainda existam
quanto 206 Tatores Imunologicos envolidos no processd de reabsorgdo 4553 & comd Interfersm no
processn da osleoponss”

Comentarios & Consldaraghes sobre a Peaquisa:

& pesquisa @ pertinenta, tam valor cientifco & esta multo bem apresaniada. Os criténos de incleslo &
exciusa0 530 clars. A protecdo a0 participants & assegurada

Conslderaghes s0bre os Termos de apressntaq3o obrigatoria:

Apresenta-se uma folha e rosio assinada pela pesquisadon & pelo pro-neitor de pesguisa, pis-gracuaio
& EniEnsan &3 Universidade de Uberana, bem como o projeto detainado. Apresenia-se a autonzagan do
gerante de ansing & Pesquisa do HC-UFTM (Dalmo Comela Fhe) concandandd com o deservoiimenio oo
projeto. Apresenta-se um TCLE agora cormetaments Indicando o confato do CEP-UNIUSE & da
pesgulsadora responsdvel.

RECOMenEalas:

Mao ha

Conclusdes ou Pendéncias & Lista de Inadequagias:

rdo ha

Conslteraiias Finala a critério do CEP:

Conforme autonzacio da plenana do CER-UNIUBE, o projeln & aprovaco "ad refersndum’”.,

Endanst:  &e Mane Salbne, 1801

Bairro.  Urivemsidris CEP: 33 (5500

LiF: B Mundpla: UBERASS

Tebefore:  (Sarssfadt Fax: [34)F91a-8000 E-mall. cecfunute by
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UNIVERSIDADE DE UBERABA - c
UNIUBE

Conimasgie 4z Pemear: 1. 75047

Eatepuemml Haborads kasaado Nog documenios abalxo relacionamog:

Tipo Documento Amulvo Postagem ALRDr
Tiormactes Bascas| Po_IF ORMALES_BASICAS_D0_F | TTiZals
0o Projstn ROUETD 627924, polf 23708
TCLE! Termos de | TCLE.doC 171122045 | DEMISE
Azzeriimenta § 2315 | BERTULUCCI
Justifcathva de ROCHA
| RODRIGUES
e panecer pdf 10122045 | Danila Maihelms
Insat g 165628 |SouEa
 Infraesineura
Projefo Detahado ! | projetoeticansieoponose. pdl 10122045 | Danila Maihelms
Brochura 1E51:53 | Sous=
Folha de Rostn foihaCeRosho pdl 10122045 | Danila Maihelms
1E46:07 | Souss
SIfUSG0 00 Parecer
Aprovado
Mecsssita Apreciagio da CONEP:
Mo

UBERASA, 18 de Dezemibm de 2015

Assinade por:
Garalde Thadal Junlor
(| Cinondenamon)
Ercurege: Ay Mo Sabire 18D
Bakie:  Unvamibis CEP: g (55500

LiF: W Bunicipla:  UBERARS
Telefone  {Siresilansid Fax: [34j3%14-8090 E-mall: oot iy
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