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RESUMO
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AVALIACAO DAS CONCENTRACOES PLASMATICAS DE STWEAK NO
DIABETES MELLITUS E FRATURAS OSSEAS EM MULHERES NA POS
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AUTORA: JULIANA WISPEL
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CO-ORIENTADORA: MELISSA ORLANDIN PREMAOR
Local da Defesa e Data: Santa Maria, 08 de Maio de 2015.

A osteoporose € um transtorno osteometabdlico caracterizado pela diminuicdo da densi-
dade mineral 6ssea (DMO) e deterioracdo de sua microarquitetura com o consequente aumento
da fragilidade do osso e suscetibilidade a fraturas. A fisiopatologia dessa doenga tem a infla-
macao cronica como importante mecanismo no aumento da reabsor¢do e reducdo da formagao
Ossea. Entre os marcadores inflamatérios associados a osteoporose destacam-se aqueles do
grupo dos fatores de necrose tumoral, em particular, o fator de necrose tumoral alfa (TNF«).
Evidéncias recentes da literatura observaram que um outro membro da mesma familia, o TNF-
like weak inducer of apoptosis (TWEAK), em sua forma solivel (sSTWEAK), foi relacionado
com a presenca de outros distirbios enddcrino metabdlicos, tais como diabetes mellitus (DM)
e sindrome metabdlica. Com base nisso, testamos a hipétese de associacdo entre STWEAK e
fraturas ésseas maiores, e também DM, em mulheres na pds menopausa.

Este é um estudo transversal que partiu de uma coorte de 1057 pacientes na pds me-
nopausa que consultam nas Unidades Basicas de Satide da cidade de Santa Maria-RS. Foram
recrutadas 52 pacientes com histérico de fraturas dsseas maiores e, para o grupo controle, es-
colhidas aleatoriamente 110 pacientes sem histéria de fraturas 6sseas. Todos os individuos do
estudo responderam a um questiondrio padronizado sobre a sua historia clinica além de serem
submetidos a avaliacdo antropométrica e exames bioquimicos (glicose de jejum, colesterol to-
tal, triglicerideos, HDL, LDL, creatinina, albumina, célcio e fésforo). Os niveis plasmdticos de
sSTWEAK foram avaliados pelo método de ELISA. As varidveis com distribuicdo assimétrica
foram submetidas a transformacao para o seu logaritmo natural e entdo comparadas. Para a ané-
lise estatistica entre dois grupos foi feita a utilizacdo dos testes T de Student ou Mann-Whitney.
Para mais de dois grupos foram empregados ANOVA ou os testes de Chi Quadrado ou Fisher.

Foi observada reducdo significativa (p=0.002) dos valores do sSTWEAK (transformado
para logN) nos individuos com DM em comparagdo com os sem DM. Nao houveram diferencas
quando analisado somente o histérico de fraturas. Estratificando a populagdo em subgrupos de
acordo com o critério de existéncia de fratura reportada ou de diagnéstico de DM, permaneceu
somente a diferenca entre os grupos com DM sem fratura e sem DM sem fratura (p<0.01).

Os achados indicam que na populacdo de mulheres na pds menopausa com e sem his-
toria de fraturas dsseas maiores, os niveis plasmaticos de STWEAK ndo tem associacdo com a
fragilidade 6ssea. Entretanto, niveis baixos deste biomarcador estdo associados com o diagnds-
tico de DM, como reportado na literatura.

Palavras-chave: TNF-like weak inducer of apoptosis. Fraturas Osseas. Diabetes Mellitus.
Osteoporose. Menopausa.
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Osteoporosis is defined as an osteometabolic disease characterized by the reduction of
bone mineral density (BMD) and micro-architectural deterioration, leading to enhanced bone
fragility and increased susceptibility to fractures. Chronic inflammation affecting bone resorp-
tion and/or bone formation is an important mechanism in the hystopathology of osteoporosis. In
this regard, several inflammatory markers are associated in special, tumor necrosis factor alpha
(TNFa). Recent evidence from the literature pointed out that other members of the TNF super-
family, the tumor necrosis factor TNF-like weak inducer of apoptosis (TWEAK), in its soluble
bioactive form (STWEAK), has been related with diverse endocrine metabolic disarrangements
such as diabetes mellitus or metabolic syndrome. Thus, we hypothesized a possible association
between STWEAK plasma levels and bone fractures and diabetes mellitus in post menopausal
women.

This was a cross sectional study nested in a cohort of 1057 post menopausal women
outpatients attending the UBS, Unidades Bdsicas de Saiide, of Santa Maria. We used data
from 52 individuals recruited who reported major bone fractures. For the control group, we
aleatory recruited 110 individuals without the history of major bone fractures. All subjects
in this study proceeded to a standard questionnaire about clinical data and were submitted to
anthropometry evaluation. Blood samples were obtained for the biochemical profile consisting
in fast glucose, total cholesterol, TG, HDL, LDL, creatinine, albumin, calcium and phosphorus
in serum. sSTWEAK concentration was established by ELISA. Assimetric variables were logN
transformed. Student T test or Mann-Whitney test were used to comparison of data between
two groups. For statistical analysis that form more than two groups were employed ANOVA or
Chi quadrate and Fisher’s test.

An statistical significant reduction (p=0.002) of STWEAK (log transformed) was ob-
served in diabetes mellitus (DM) subjects in comparison to non-diabetics. There was no differ-
ences in the plasma levels of STWEAK when the history of major bone fractures was analysed.
Even when stratified for DM and fractures, Ln sSTWEAK remained consistently reduced in the
group of individuals with DM without fractures against non-diabetics no-fractures women (p
<0.01).

Findings from this study indicated that plasma levels of STWEAK was not related with
bone fragility in post menopausal women population. Nevertheless, low plasma levels of this
biomarker were associated with diabetes mellitus, as previously described in the literature.

Keywords: TNF-like weak inducer of apoptosis, Bone Fractures, Diabetes Mellitus, Osteo-
porosis, Menopause.
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1 INTRODUCAO

A osteoporose € um transtorno osteometabdlico caracterizado pela diminui¢ao da den-
sidade mineral 6ssea (DMO) e deterioragdo da microarquitetura do tecido ésseo com o conse-
quente aumento da fragilidade do osso e suscetibilidade a fraturas (NETO et al., 2002; VASI-
KARAN et al., 2011; KANIS, 1994). De acordo com Brown et al. (2009), a osteoporose €
a causa mais comum de fraturas por fragilidade. O risco durante a vida de apresentar fratura
por osteoporose, nos EUA, é estimado em 39,7% para mulheres e 13,2% para homens, sendo
também associado com considerdveis indices de morbidade e mortalidade em adultos idosos
(SPONHOLTZ et al., 2013).

Essa doenca é de importancia crescente, tendo-se em vista 0 aumento da expectativa de
vida populacional, que no Brasil é de aproximadamente 72 anos para as mulheres (COSTA-
PAIVA et al., 2003). Somente em 1990, o nimero de fraturas por osteoporose estimadas na
Europa foi de 2,7 milhdes, com um custo estimado em 2004 de €36 bilhdes, sendo que €24,3
bilhdes foram gastos unicamente com fraturas de quadril. Nos EUA, o custo anual com fratu-
ras incidentes devidas a osteoporose ou perda de massa Gssea foi de aproximadamente $16,9
bilhdes em 2006 esperando-se que o mesmo atinja cerca de $25,3 bilhdes no ano de 2025 (VA-
SIKARAN et al., 2011).

A reducgdo da massa 6ssea ocorre em razdo de um desequilibrio entre formacao e re-
absor¢do dssea. No esqueleto adulto jovem a reabsorcdo e a formagdo dssea sdo balanceadas,
favorecendo o acimulo mineral até os 35 anos de idade. Na menopausa, ha tanto acelera-
cdo do remodelamento 6sseo, quanto um aumento da reabsor¢c@o em relacao a formacgao dssea
(BROWN et al., 2009).

O impacto individual desse problema se deve ao risco aumentado de complicacdes que
vém associadas apds a ocorréncia de fraturas, como hospitalizagdo, institucionalizagdo, fraturas
e morte. Esses fatores podem ser cumulativos agravando ainda mais o problema j4 estabelecido
(PINHEIRO; EIS, 2010). Dados mostram que cerca de 15% a 30% dos pacientes com fratura
de quadril morrem durante o primeiro ano apds o evento, principalmente devido a complica¢des
como infeccao, trombose venosa e tlceras de pressdo, ou a outras condi¢des associadas como
doencas cardiovasculares. Além disso, esses pacientes t€m grande risco de se tornarem depen-
dentes ou institucionalizados ap6s a fratura. Na América Latina, incluindo Sao Paulo, os custos

diretos por pessoa devido a fratura de quadril sdo estimados em torno de 4,5 a 6 mil dolares
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(PINHEIRO; EIS, 2010).

Apesar da prevencdo de osteoporose e de fraturas ésseas ser de baixo custo e fécil exe-
cucdo e implementagdo (PINHEIRO et al., 2010), além da disponibilidade de tratamentos para
preven¢do e manejo da osteoporose, com redugao efetiva de fraturas vertebrais (50% a 65%), e
ndo vertebrais (25% a 40%), a maioria da populagdo brasileira ainda nao tem acesso ao diag-
ndstico precoce e as terapias apropriadas para a doenca. Com base nisso, pesquisas cientificas
sobre a fisiopatologia, métodos diagndsticos e tratamentos para osteoporose sao necessdrias.
Essas pesquisas t€m um importante papel para o conhecimento cientifico, clinico e minimiza-
cdo das complicacdes associadas a essa doenca.

Estudos com animais in vitro suportam a hipétese de que citocinas pré inflamatorias,
como a interleucina-6 (IL-6) e fator de necrose tumoral alfa (TNFq) influenciam, juntamente
com o fator idade e fator estrogénio, na diminui¢do da DMO. Eles promovem proliferacao e
a maior atividade e sobrevivéncia de osteoclastos, enquanto estimulam a apoptose de osteo-
blastos (SPONHOLTZ et al., 2013). Entre essas citocinas pré-inflamatorias, poderia também
estar envolvida na patogénese da osteoporose a citocina ‘“TNF-like weak inducer of apoptosis”
(TWEAK).

O sTWEAK, forma solivel do TWEAK, é uma citocina inflamatdria pertencente a su-
perfamilia do fator de necrose tumoral alfa (TNF«). Ele modula multiplas respostas biolégicas
associadas a danos e reparacao tecidual, como proliferacao, diferenciacdo, inflamacao, apoptose
e angiogénese. Age principalmente associado ao fator indutor de crescimento de fibroblasto, o
receptor 14 (Fnl14) (JASIEWICZ et al., 2014). Essa citocina foi descoberta recentemente, sendo
descrita pela primeira vez em 1997, por Chicheportiche et al (CHICHEPORTICHE et al., 1997).

O TWEAK pode ser expresso em uma variedade de 6rgaos, tecidos e tipos celulares,
com altos niveis no coracdo, cérebro, pancreas, tecido musculo esquelético e adiposo. Nos
tltimos anos, alguns estudos investigaram a associacao entre o STWEAK e doencas ou transtor-
nos metabodlicos. Nesses transtornos, recentemente, o TWEAK destacou-se como importante
regulador do equilibrio inflamatdrio e antiinflamatério que ocorre na resisténcia insulinica. As-
sociado ao DM do tipo 2, o sSTWEAK em niveis mais baixos tem sido descrito como fator de
risco (VENDRELL; CHACON, 2013). Difaz-Lépez et al (2013) confirmaram esses achados
em uma populacio de alto risco cardiovascular composta por homens e mulheres entre 55 e
80 anos, desenvolvendo um estudo comparando os niveis dessa citocina em 153 pacientes com

DM e 306 sem esse diagnéstico. O mesmo autor (DIAZ-LOPEZ et al., 2014), em um estudo
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mais recente, de delineamento transversal, avaliando 432 individuos nido diabéticos (homens e
mullheres entre 55 e 80 anos) buscou a associagdo entre os niveis de sSTWEAK e o diagndstico
de sindrome metabdlica, e também encontrou niveis reduzidos dessa citocina nessa patologia.

Desta forma, o sSTWEAK tem se apresentado na literatura como um marcador infla-
matdrio que também pode possuir um papel na sindrome metabdlica e no DM, e pode estar
relacionado ao desenvolvimento de osteoporose e fraturas Osseas.

A partir disso, constata-se a importancia de pesquisar sobre esse tema, visto que ainda
nao foi descrito na literatura se as concentracdes plasmaticas do sSTWEAK, geralmente alteradas
no diabetes mellitus e sindrome metabdlica e vinculados a um estado de inflamacgdo cronica,
podem estar ou ndo associados a fraturas por fragilidade indicativas de osteoporose. No que
concerne ao conhecimento cientifico, esta pesquisa serd a primeira a buscar a relagdo entre
fraturas 6sseas maiores e niveis plasmaticos de STWEAK, e a primeira no Brasil a avaliar a
relacdo entre STWEAK e DM. Além disso, contribuird com infomacdes sobre a relevancia dos
niveis plasmaticos deste marcador inflamatério nas patologias em estudo, como o seu valor na

fisiopatologia, no diagndstico, progndstico e tratamento delas.
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2 HIPOTESE OPERACIONAL

As concentragdes plasmaticas de STWEAK, marcador inflamatério associado ao DM,

podem encontrar-se alteradas em mulheres com histdria de fraturas dsseas por fragilidade.
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3 OBJETIVOS

* Objetivo Geral:

O objetivo principal do presente estudo € avaliar a associacdo entre as concentragdes
plasmaticas de STWEAK e o relato de fraturas 6sseas maiores € de DM em mulheres na
poés menopausa que consultam nas unidades basicas de satde da cidade de Santa Maria-

RS.

* Objetivos Especificos:
- Avaliar os niveis plasméticos de STWEAK utilizando o método de ELISA;

- Avaliar parametros bioquimicos da populag¢do em estudo.
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4 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A incidéncia de fraturas osteopordticas varia entre as diferentes regides do globo. Por
exemplo, dados prévios sobre a fratura de fémur nos anos 90 indicavam que a mesma ocorria
na taxa de 90 para cada 1000 pessoas na América Latina, ao passo que na Europa os mesmos
eram de 407 para cada 1000, dados ainda inferiores ao observados na Asia, que eram de 582
para cada 1000 individuos (SAMBROOK P; COOPER C, 2006). Na realidade, pouco se sabe
sobre a epidemiologia da osteoporose e das fraturas por fragilidade dssea na populacdo bra-
sileira, existindo poucos dados consistentes sobre a prevaléncia e a relevancia dos fatores de
risco (PINHEIRO; EIS, 2010; PINHEIRO et al., 2010, 2009). Nos trabalhos realizados, foi
observado que as fraturas por osteoporose, especialmente as fraturas de quadril, apresentaram
alta prevaléncia (cerca de 17%), estando associado a piora da qualidade de vida e aumento da
mortalidade (PINHEIRO et al., 2010). Entretanto, quando verificadas as taxas anuais de inci-
déncia de fraturas de quadril ajustadas para a idade em grandes cidades como Porto Alegre-RS
e Fortaleza-CE, estas foram aproximadamente 10 vezes menores do que as reportadas em po-
pulacdes caucasianas do hemisfério norte, o que pode ter sido ocasionado pelo sub-registro das
fraturas (PINHEIRO; EIS, 2010).

O estudo BRAZOS (PINHEIRO et al., 2010) foi o primeiro estudo epidemiolégico bra-
sileiro, de base populacional, idealizado para identificar os principais fatores clinicos de risco
associados a fraturas por baixo impacto em uma amostragem representativa da populacao bra-
sileira adulta. Os autores avaliaram um total de 2420 individuos provenientes das 5 regides
do pais, com mais de 40 anos de idade, buscando a prevaléncia de fatores de risco para fratu-
ras. Nao foram encontradas diferencas estatisticamente significativas da prevaléncia de fraturas
entre as 5 regides do pais, de acordo com sexo e classe social. Esse mesmo estudo estimou
que 15,1% das mulheres apresentam antecedentes de fraturas por osteoporose. Curiosamente, a
propor¢ao de quedas entre mulheres e homens variou conforme a regido. A prevaléncia entre as
mulheres no sul foi de 14,9%, enquanto no centro-oeste a prevaléncia foi de 35,7% (PINHEIRO
et al., 2010).
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4.1 Diagnostico de osteoporose

Apesar da importancia da massa dssea na avaliagdo, a osteoporose € definida como
uma doenga caracterizada por resisténcia dssea comprometida e risco aumentado de fraturas
(COSTA-PAIVA et al., 2003).

O diagnéstico clinico da osteoporose pode ser realizado na presenca de fratura dssea
por fragilidade, particularmente fraturas vertebrais, de quadril, punho, imero, costelas e pelve,
sem medida da DMO. As fraturas por fragilidade sdo aquelas que ocorrem apds quedas da
propria altura ou altura menor, sem trauma maior, como um acidente de automoével. Certos
locais do esqueleto dsseo incluindo coluna cervical, maos, pés e tornozelos ndo estao associados
com fraturas por fragilidade. Fraturas por estresse também nao sdo consideradas fraturas por
fragilidade, ja que s@o devidas ao esforco repetitivo (DREZNER; ROSEN, 2014).

Na falta de fratura por fragilidade, o acesso a DMO por densitometria dssea (DXA) é
o teste padrdo ouro para o diagnéstico de osteoporose (DREZNER; ROSEN, 2014). Apesar
da reducdo da massa dssea estar relacionada ao aumento do risco de fraturas, o aumento da
DMO em resposta ao tratamento ndo demonstra correlacdo direta com a reducdo das fraturas
(PEREIRA; DOMICIANO; SIMOES, 2011).

Os resultados da DXA devem ser interpretados pela comparacao da DMO da paciente
em questdo com a média da populagdo adulta jovem normal, para 0 mesmo sexo e raga corres-
pondente ao nimero de desvios padrdes acima ou abaixo da média da DMO para adultos jovens
normais (PEREIRA; DOMICIANO; SIMOES, 2011). Para a classificagdo da DMO sio utili-
zados os critérios definidos pela Organizacdo Mundial de Saide em valores de T-score (adulto
jovem) de acordo com as seguintes categorias: normal: valor de DMO dentro de 1 DP da média
do adulto jovem de referéncia; osteopenia: valor de DMO entre -1 e -2,5 DP da média do adulto
jovem de referéncia, e osteoporose: valor de DMO abaixo de -2,5 DP da média do adulto jo-
vem de referéncia (COSTA-PAIVA et al., 2003). Dessa maneira, a osteoporose € definida, pela
DXA, como um T-score menor ou igual a -2,5 DP (desvios padrdo) na coluna lombar, colo de
fémur ou fémur total (KANIS, 1994).

Recomenda-se a DXA como referéncia na avaliagio para o diagndstico da osteoporose,
mas devemos considerar a ultrassonografia ou tomografia dssea periférica, ambas avaliacdes
quantitativas, marcadores bioquimicos e o algoritmo da OMS para avaliar o risco futuro de

fraturas (FRAX), como ferramentas auxiliares no diagndstico (PEREIRA; DOMICIANO; SI-
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MOES, 2011).

4.2 Fatores de risco para osteoporose e fraturas osseas

A osteoporose é reconhecida como uma doenca multifatorial, sendo 70% desses fatores
nao modificdveis, isto é, definidos pela carga genética, e 30% potencialmente modificaveis e,
assim, envolvidos com os aspectos ambientais (PINHEIRO et al., 2009). Diferencas genéticas,
raciais e antropométricas, bem como da composicado corporal, densidade dssea, dieta, atividade
fisica e outros hébitos de vida contribuem para explicar as divergéncias na incidéncia e na pre-
valéncia de baixa densidade 6ssea e fraturas nas diversas regides do mundo (SIQUEIRA; FAC-
CHINI; HALLAL, 2005). Dados sobre fatores de risco clinicos para osteoporose encontrados
nos estudos brasileiros foram similares aos observados no cendrio internacional. Baixos niveis
de atividade fisica, idade, tabagismo e fatores dietéticos t€ém sido associados com aumento do
risco de osteoporose e fraturas no nosso pais (PINHEIRO; EIS, 2010).

Fatores de risco associados a fraturas, que contribuem independentemente da DMO, in-
cluem: idade avancada, sexo feminino e fratura prévia por fragilidade (PINHEIRO; EIS, 2010).
Estudos como o de Cauley et. al (2007) mostraram significancia estatistica quanto a maior
frequéncia de fatores de risco, como raca branca e sexo feminino, entre as pessoas que sofreram
fraturas por osteoporose. Com relacdo ao fator de risco idade, a mulher tem uma perda aproxi-
mada de 35% de seu osso cortical durante a vida. A principal causa dessa perda éssea associada
a idade € provavelmente devida a um decréscimo de formagao 6ssea em nivel celular, resultado
da acdo diminuida dos osteoblastos (COSTA-PAIVA et al., 2003). Corroboram esses achados,
dados que afirmam que partir dos 50 anos, 30% das mulheres e 13% dos homens poderdo sofrer
algum tipo de fratura (NETO; et al., 2002).

Os estudos envolvendo a populagdo brasileira e que avaliaram fatores de risco associados
a fraturas destacaram como os principais: idade avancada, histdria de fratura prévia, histéria fa-
miliar de fraturas dsseas, menopausa precoce, baixos niveis de atividade fisica, baixa qualidade
de vida, diabetes mellitus, baixa ingestao de fosfato, baixa densidade mineral éssea, uso de ben-
zodiazepinicos e quedas. Além disso, entre os principais fatores de risco associado a quedas no
Brasil estdo: deméncia, delirium, uso atual de bloqueadores de canais de cdlcio, benzodiazepi-
nicos, idade avancada e consumo de dlcool (PINHEIRO; EIS, 2010). Nas mulheres brasileiras,
de acordo com Pinheiro et al. (2010), os fatores de risco mais importantes para fraturas de

baixo impacto foram a idade avancada, menopausa precoce, sedentarismo, pior qualidade de
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vida, maior consumo de f6sforo, diabetes mellitus, quedas, uso cronico de benzodiazepinicos e
histéria familiar de fratura de fémur apds os 50 anos em parentes de primeiro grau.

A contribui¢do independente de diferentes fatores de risco pode ser estratificada, per-
mitindo o célculo do risco absoluto para fraturas com a ferramenta FRAX, que surgiu de um
estudo colaborativo no Reino Unido. Desde a validagdao do FRAX, as decisdes terapéuticas
no manejo da osteoporose tém sido crescentemente baseadas na probabilidade do paciente em
apresentar fratura por fragilidade 6ssea (VASIKARAN et al., 2011).

O estudo GLOW (2012), que acompanhou uma coorte de mulheres no periodo da pds
menopausa, avaliou a associa¢do entre comorbidades e risco de fraturas dsseas e concluiu que
todas as comorbidades recordadas pelos pacientes, estiveram significativamente associadas com
fraturas, exceto as altas taxas de colesterol, a hipertensdo, doenca celiaca e neoplasias. A as-
sociacdo mais forte foi com a doenca de Parkinson. Essa forte associa¢do provavelmente seja
devida ao maior risco de quedas nessa populagdo, assim como também as drogas dopaminérgi-
cas utilizadas e a baixa ingesta de célcio e exposicao solar, resultando em niveis mais baixos de
vitamina D.

Outro fator de risco de importancia da populagao de mulheres na pés menopausa € a de-
ficiéncia de estrogénio. Ela, associada com a menopausa, resulta no aumento do remodelamento
dsseo e em um desbalanco entre a formacao e a reabsor¢do 6ssea. Esse resultado se mantém por
varias décadas antes da menopausa e € associado com a acelerada perda 6ssea (VASIKARAN
etal., 2011).

Um dos principais fatores de risco para fraturas dsseas associada a osteoporose € a
queda. A fratura de quadril na osteoporose pode ocorrer em 90% em virtude de quedas e o
restante em virtude de movimentos de tor¢do do fémur com queda conseqiiente. Se conseguir-
mos evitar a queda, evitaremos 90% das fraturas de quadril (NETO; et al., 2002).

As fraturas dsseas podem ser também preditas por altos niveis de marcadores de turno-
ver 0sseo, independentemente da DMO em mulheres na pds menopausa. Esses marcadores t€ém
sido propostos na prética clinica por anos, mas ainda sdo necessdrias evidéncias que sustentem
o uso deles. Eles fornecem informagdes da farmacodinamica na resposta ao tratamento da os-
teoporose e, dessa forma, sdo usados para acompanhamento do tratamento. Exemplos desses
marcadores sdo: s-P1NP (procollagen type 1 N propeptide), um marcador de formagao 6ssea,
e 0 s-CTX (serum carboxy-terminal cross-linking telopeptide of type 1 collagen), um marcador

de reabsorcdo dssea. Outros exemplos sdo a osteocalcina e a fosfatase alcalina. Os marcadores
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de turnover 6sseo nao fazem parte do escore FRAX® devido a escassez de estudos prospectivos
envolvendo-os (VASIKARAN et al., 2011).

Finalmente, doengas inflamatdrias também representam fatores de risco para osteopo-
rose, como a doencga celiaca e doenca pulmonar obstrutiva cronica. Entretanto, outros fatores
de risco para osteoporose também estdo presentes nesses pacientes com doencas inflamatorias,
que devem ser observados e corrigidos. Sdo eles: diminui¢cdo da atividade fisica, perda mus-
cular ou dor articular, imobiliza¢cdo, pobre estado nutricional secunddrio a m4 absor¢do ou ao
aumento do gasto energético basal, além da diminui¢do da ingesta de cdlcio e do uso de me-
dicacdes, como glicocorticéides, que também representam um importante fator de risco para
diminuicdo da DMO (LACATIVA; FARIAS, 2010). Sao outros exemplos de doencas associa-
das com osteoporose: AVC, asma, esclerose multipla, doenga cardiovascular e diabetes mellitus
(DENNISON et al., 2012). Estudos em animais e in vitro suportam a hipétese de que citocinas
pro-inflamatorias, como a interleucina-6 (IL6) e fator de necrose tumoral alfa (TNFq) influen-
ciam na DMO, além da idade e da deficiéncia de estrogénios, que € um importante determinante
de inflamacdo entre as mulheres. A diminuic¢io de estrogénios em mulheres na pds menopausa
também tem sido relacionado com o aumento de marcadores inflamatorios (SPONHOLTZ et

al., 2013).

4.3 Fisiopatologia da inflamacao 6ssea

Todas as doengas envolvendo perda dssea tem uma base em comum: 0s osteoclastos
sdo células exclusivamente responsaveis pela reabsor¢do dssea e a osteoporose ocorre quando a
atividade dos osteoclastos supera a atividade dos osteoblastos (LACATIVA; FARIAS, 2010).

Os osteoblastos sinalizam a diferenciacio e a maturacdo de precursores de osteoclastos,
e determinam o recrutamento de osteoclastos maduros, levando a reabsorcdo. Além disso, apos
um periodo de vida de cerca de 2 a 3 semanas, ocorre apoptose dos osteoclastos € os osteoblastos
sd@o movidos para o local de reabsorc¢ao, sintetizando uma nova matriz (BROWN et al., 2009).

A Inflamagao tem um papel importante na modulacio da reabsor¢ao éssea, o que ocorre
basicamente por meio de dois mecanismos:

— Receptor ativador do fator nuclear B (RANK), também conhecido como TRANCE
(TNF-relacionado a ativacao induzida por citocinas), e seu ligante funcional (RANKL).

— Fator estimulador de colonias de macrdfagos (M-CSF), que regula a osteoclastogé-

nese.



22

@ pTH (@ RANK/RANKL
1,250H vitamina D IL-1
- IL-1 IL-6
SRST IL-11 IL-11
.) FNT FNT
® 3 @ RANKL
@ l ©) OSTEOCLASTOS (3)RANK/RANKL
® “ RANK IL-1
PRECURSOR DE - IL-15
OSTEOCLASTO 1/ )
6'- IL-17

OSTEOCLASTO RANKL V \ FNT
ot b
o "‘s P> -b & 0
) | ‘f. ™ OSTEOPRO

AR '
I A
e, 7 R
LRSI

TEGERINA
OSTEOCLASTO
ATIVADO

Figura 4.1 — A¢do dos marcadores inflamatérios, hormonios e ligantes na reabsor¢do dssea

Adaptado de LACATIVA; FARIAS, 2010.

O RANKL ¢ um receptor do fator de necrose tumoral (TNF), que reconhece o RANK
na superficie do osteoclasto por uma interacdo direta célula-célula. O RANKL € uma proteina
chave na osteoclastogénese que, por meio da ligacdo RANK-RANKL estimula varios fatores
de transcri¢cao e mitose (LACATIVA; FARIAS, 2010).

O fator estimulador de colOnias de macrofagos (M-CSF) € produzido por células do
estroma da MO, sendo essencial para a proliferacio e sobrevivéncia dos macréfagos. Liga-se
ao seu receptor c-Fms em células precursoras de osteoclastos, promovendo sua diferenciagao,
via acdo do RANKL. Estudos tém mostrado que as populagdes puras de osteoclastos in vitro
sdo conseguidas por cultivo de macréfagos da MO apenas na presenca do RANKL e do M-CSF
(LACATIVA; FARIAS, 2010).

Na cadeia inflamatdria que age na patogé€nese da osteoporose, além do RANK/RANKL
e M-CSF, também tem-se a acdo de citocinas pro-inflamatdrias, que sdo fatores produzidos por
leucdcitos ativados e induzem a formacdo e ativagdo de osteoclastos. Algumas das principais
citocinas relacionadas a reabsor¢do dssea pelos osteoclastos sao: TNF alfa, IL-1, IL-11, IL-15,
IL-17. Também hé a acdo do fator de necrose tumoral alfa (TNFc«), que é expresso por linf6-
citos T. Ele promove a perda dssea em condi¢des tais como ostedlise associada a inflamagao,

perda 6ssea alveolar na inflamacgdo periodontal e na osteoporose pés menopausa. E provavel-
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mente a citocina chave na perda dssea periarticular em algumas doencas inflamatdérias, como a
artrite reumatoide. A a¢do do TNFa sobre os osteoclastos ocorre quando células da medula s@ao
expostas a ele. Estas celulas produzem RANKL (que tem acdo sinérgica ao TNFa), M-CSF e
IL1, promovendo a formagdo de osteoclastos e sua ativagdo. Além disso, o TNF« prolonga a
vida util do osteoclasto com uma ac¢do anti apoptose (LACATIVA; FARIAS, 2010). Novas pes-
quisas também tém mostrado que o TNFa desempenha uma acao direta sobre os osteoclastos,
independentemente da a¢do sinérgica do RANKL (CAULEY et al., 2007).

Outra citocina pré-inflamatdria envolvida € a interleucina 1 cuja principal fonte sdo os
macréfagos. Sua produgdo € estimulada pelo TNFa que, por sua vez, tem seu efeito osteo-
clastogénico mediado pela propria IL1. Esta ultima também estimula a acdo dos osteoclastos
aumentando a produ¢do de M-CSF e inibindo a apoptose dessas células (LACATIVA; FARIAS,
2010). A interleucina 6 também € uma citocina multifuncional que parece exercer um grande

nimero de efeitos no osso (CAULEY et al., 2007).

4.4 Marcadores inflamatorios

H4 um aumento do entendimento e do reconhecimento do papel do sistema imune no
desenvolvimento da osteoporose. Muiltiplas citocinas (pré-inflamatdrias e anti-inflamatorias)
interagem com hormonios para regular a diferenciacdo e a atividade de osteoclastos e osteo-
blastos (BARBOUR et al., 2012; CAULEY et al., 2007). Entretanto, estudos relacionando
DMO e citocinas pro-inflamatdrias t€ém mostrado resultados conflitantes (SPONHOLTZ et al.,
2013).

Virios marcadores inflamatérios, quando em niveis elevados, tém sido associados a di-
versos tipos de doengas, inclusive doengas com acometimento §sseo, como artrite reumatoéide.
Interleucina-6 (IL-6), intereucina 1 (IL.1) e fator de necrose tumoral alfa (TNF«) sao citocinas
que exercem um grande papel no remodelamento 6sseo. Muitos estudos t€m mostrado o envol-
vimento de marcadores inflamatdrios na patogénese da osteoporose. Eles atuam na superficie
de células mesenquimais e nos precursores de osteoclastos aumentando a reabsor¢ao dssea me-
diada pelos osteoclastos (BARBOUR et al., 2012). As concentragdes séricas de interleucina 6
sR se mostram significativamente mais altas em mulheres com osteoporose, havendo uma rela-
cdo inversa entre interleucina 6 e DMO na coluna lombar, como podemos constatar no estudo
de Cauley et al (2007).

A PCR € um marcador inflamatério que tem sido estudado com mais detalhe, princi-
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palmente com relacdo as doengas cardiovasculares. Estd envolvido tanto na imunidade inata
quanto na remocao de células necréticas e apoptdticas. Seus niveis elevados t€m sido obser-
vados em pacientes hospitalizados com fraturas, refletindo o evento agudo traumatico. Esse
marcador tem sido inversamente relacionado com a DMO em mulheres na pré ou na pés meno-
pausa (CAULEY et al., 2007).

Marcadores de remodelamento dsseo também estdo emergindo como ferramentas pro-
missoras no manejo da osteoporose na pds menopausa, ja que eles fornecem uma informacgao
dindmica sobre o esqueleto que € independente de, ou complementar as medidas da DMO. No
passado, esses marcadores eram reservados para uso em pesquisas. Entretanto, como clinica-
mente eles tém sido relacionados com risco de fraturas, seu uso vém aumentando na pratica
clinica. Entre esses marcadores, alguns envolvidos na formacao dssea sdo: PINP e fosfatase
alcalina osso especifica. Alguns exemplos de marcadores envolvidos na reabsor¢cdo dssea sao:
N-telopeptide e C-telopeptide (BROWN et al., 2009).

Ainda ndo € bem clara a associacdo entre marcadores pré-inflamatorios e fraturas de
quadril (BARBOUR et al., 2012). O estudo de Barbour et al. (2012) avaliou 400 casos de
fraturas de quadril e comparou com 400 controles, pareados para idade, raca e data da coleta de
sangue, € mostrou que niveis elevados de marcadores inflamatorios para os receptores soliveis
de 3 citocinas pré-inflamatérias (IL-6; TNF SR1; TNF SR2), dosados por meio da utilizagdo
de kits ELISA, foram associados com o aumento do risco de fraturas de quadril em mulheres
1dosas.

O estudo transversal de Sponholtz et al (2013) avaliou, por meio do método de ELISA,
os niveis séricos de IL-6, TNFa e PCR em uma populacdo de 1293 homens, 231 mulheres
na pré menopausa, 498 mulheres na pds menopausa em uso de terapia de reposicao hormonal
e 893 mulheres na poés menopausa sem uso de hormonioterapia. Esse estudo encontrou uma
associacdo inversa entre IL-6 e DMO no trocanter, assim como PCR e DMO na cabeca do
fémur e trocanter em mulheres na pré-menopausa. J4 em mulheres na p6s menopausa, em
uso de terapia hormonal, a PCR esteve associada positivamente com a DMO na cabeca do
fémur, e ndo houve associacdo entre esses marcadores € DMO no grupo de mulheres na pds
menopausa sem uso de terapia hormonal. Por fim, esse estudo sugere que concentracdes séricas
de marcadores inflamatérios podem nao estar associadas a baixa DMO (SPONHOLTZ et al.,
2013).

Por outro lado, o estudo de Cauley et al (2007) avaliou uma populacdo de 2985 mulhe-
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res e homens entre 70 e 79 anos e foram dosados os marcadores inflamatérios IL-6, TNF, PCR,
e seus receptores soluveis (IL-2 sR, IL-6 sR, TNF sR e TNF sR2). As dosagens das citocinas
e seus receptores soliveis também foram realizadas utilizando-se o método de ELISA. Além
disso, também foi avaliada a DMO do quadril total. Ap6s acompanhamento por 5.8 + 1.6 anos,
fraturas incidentes foram confirmadas em 268 pessoas, e o risco de fraturas foi comparado entre
0s sujeitos que tiveram os mais altos niveis de marcadores inflamatdrios (4° quartil) e entre os
que apresentaram niveis mais baixos (quartis 1, 2 e 3). Como resultado, constataram que os
niveis séricos de marcadores inflamatérios eram maiores nas pessoas que apresentaram fratu-
ras incidentes, concluindo que a elevacdo desses marcadores sao fatores associados a fraturas
osteoporoéticas. Nesse estudo, os participantes que tiveram niveis de, no minimo, 3 marcadores
inflamatdrios no quartil superior e os que apresentaram niveis mais altos de TNFe, tiveram risco
aumentado de fraturas em 33%. E importante destacar que essas associa¢des foram indepen-
dentes de baixos niveis de atividade fisica, condicdes clinicas associadas que possam aumentar
o risco individual de fraturas, e uso de medica¢des, como antiinflamatdrios ndo esteroidais (Al-
NES) e estatinas, que podem diminuir os niveis de marcadores inflamatdérios. Estes achados
reforcam a hipétese do importante papel da inflamacao nas fraturas osteoporéticas.

Ainda ndo € possivel afirmar se a resposta inflamatdria € fator de risco para fraturas ou

um indicador de um processo subclinico que predispoe a fraturas (CAULEY et al., 2007).

4.5 TWEAK e sTWEAK

O TNF-like weak inducer of apoptosis (TWEAK) é uma molécula membro da superfa-
milia de citocinas do TNF, produzida por macréfagos (DHARMAPATNI et al., 2011; DIAZ-
LOPEZ et al., 2013), descrita pela primeira vez em 1997, por Chicheportiche er al (CHICHE-
PORTICHE et al., 1997). Assim como os outros membros da superfamilia TNF, o TWEAK
apresenta-se em multiplas formas: mTWEAK, que € ligado a membrana, e sSTWEAK, que é
uma variante solivel. Essas duas formas sido biologicamente ativas (ATES et al., 2014). O
TWEAK ¢ sintetizado como uma glicoproteina transmembrana tipo II e, apds, atinge a circula-
cdo sanguinea na sua forma bioativa solivel (STWEAK) (DfAZ—L()PEZ etal., 2013).

Recentemente, o TWEAK tem aparecido como um novo fator de importancia no pro-
cesso inflamatdrio crénico, assim como o seu receptor, também membro da familia do TNF, o
fator indutor de crescimento de fibroblastos 14 (Fnl14) (DfAZ—L()PEZ et al., 2013). Quando o

TWEAK ¢ ligado ao seu receptor, ocorre a ativagdo da via do fator nuclear kB (NF-kB) dando
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inicio uma variedade de atividades bioldgicas, incluindo a estimulagcdo de células de cresci-
mento, angiogénese, migracao celular e diferenciagdo, indugdo de citocinas pré inflamatorias,
resposta imune, estimulacdo da apoptose e regulacdo do tecido de regeneracdo e reparagdo
(2,4,3,6). O TWEAK ¢ capaz de aumentar a expressdo de vdrias moléculas envolvidas na re-
posta inflamatdria, tais como secrec¢do de interleucina-8 e interleucina-6 (HOSOKAWA et al.,
2006).

Outro receptor do TWEAK também foi recentemente identificado: o receptor CD163
(DIAZ-LOPEZ et al., 2013). Esse é um receptor scavenger exclusivamente expresso por mo-
nécitos e macréfagos. E considerado um marcador da populacdo de macréfagos e de atividade
antiinflamatoria. A expressdo do CD163 € aumentada durante a fase de resolucdo da resposta
aguda inflamatéria e também em doengas inflamatorias cronicas, possivelmente refletindo um
mecanismo de regulacdo, adaptacdo e homeostasia. Este receptor tem aparecido como um re-
ceptor especifico do sSTWEAK em mondcitos e macréfagos, ao contrario do receptor Fnl4, que
raramente € expresso na superficie de macrofagos. A interacdo do STWEAK com o CD163
pode ser o mecanismo que regula as reagdes antiinflamatérias (JASIEWICZ et al., 2014).

O TWEAK mRNA ¢ expresso em uma grande variedade de tecidos e células, entre eles o
coragdo, o cérebro, o sistema musculo-esquelético, o pancreas, o célon, os pulmdes, 0s ovérios,
a prostata, os rins, os testiculos e o figado. Sua expressdo também foi observada em vérias
linhagens celulares tumorais humanas. Ademais, o TWEAK exerce um papel importante na
formacgao angiogénica de novos vasos durante o crescimento tumoral primdrio € em metédstases
(BROWN et al., 2009; SPONHOLTZ et al., 2013). Os efeitos pré-inflamatérios do TWEAK
sdo vistos também em vdrios tipos celulares incluindo células mesangiais glomerulares, células
endoteliais da veia umbilical, fibroblastos da gengiva humana e pele, sinovidcitos e condrécitos
(DHARMAPATNI et al., 2011).

Altos niveis de TWEAK, TNF« e interleucina-6 t€ém sido observados em pacientes com
artrite reumatdide quando comparados com controles saudaveis. O TWEAK tem demonstrado
promover a destruicdo Ossea e cartilaginosa na artrite reumatéide. Essa a¢do ocorre por meio da
inibicao da condrogénese, osteogénese e pela indugdo da produgdo de metaloproteinase (MMP)-
3. Além disso, recentemente foi demonstrado uma relacio significante entre niveis séricos de
TWEAK e marcadores de erosdo 6ssea em pacientes com doenca dssea associada ao mieloma
multiplo. O TWEAK, sozinho ou associado ao TNFq, induz a expressdo por meio de osted-

citos e osteoblastos in vitro e no 0sso in vivo, de esclerostina, um inibidor da formacao 6ssea,
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sugerindo uma forma como o0 TWEAK pode inibir a formagao 6ssea durante o remodelamento
6sseo na inflamacao (DHARMAPATNI et al., 2011).

Niveis séricos altos de TWEAK tém demonstrado uma correlacdo com uma boa resposta
ao uso de etanercept (Enbrel) em pacientes com artrite reumatédide, assim como uma correlagdo
com a atividade da doenca. Também, altos niveis de TWEAK té€m sido encontrados no liquido
sinovial em pacientes com artrite reumatdide, quando comparado com o liquido sinovial em
pacientes com artrite psoriatica (DHARMAPATNI et al., 2011).

Virios autores buscam a associacdo entre os niveis séricos de STWEAK e outras pato-
logias. Estudos recentes t€ém demonstrado um importante papel do STWEAK na patogénese da
aterosclerose, assim como fator prognéstico dessa citocina na insuficiéncia cardiaca e infarto
agudo do miocardio. A via TWEAK/Fnl14 exerce um importante papel na regulacio cardiaca,
particularmente de ventriculo direito, hipertrofia e fibrose (NOVOYATLEVA et al.,2013). Além
disso, Karadurmus et al.(2012), avaliando pacientes com hipertensiao priméria ndo tratada, ob-
servou que eles apresentavam niveis mais baixos circulantes de STWEAK, comparados com
o grupo controle, destacando, assim, o possivel papel do sSTWEAK na disfun¢do endotelial e
envolvimento na fisiopatologia da aterosclerose.

Estudos transversais t€ém mostrado que as concentragdes séricas de STWEAK sao dimi-
nuidas em pacientes com diabete melito tipo 1 e diabete melito tipo 2 (DIAZ-LOPEZ et al.,
2013). O estudo de caso-controle de Diaz-Lépez et al. (2013), que avaliou, por meio do teste
ELISA, as concentracoes séricas de sSTWEAK em uma populagdo com alto risco cardiovascular
de 153 pacientes que desenvolveram DM2 em 5 anos e 306 pacientes sem DM2, demonstrou
que menores niveis séricos de STWEAK estdo independentemente associados com o desenvol-
vimento dessa doencga. Entretanto, o autor ressalta que mais estudos se fazem necessarios para
elucidar os mecanismos que possam explicar esses achados (DIAZ-LOPEZ et al., 2013). Este
mesmo autor, no ano de 2014, avaliou uma populacdo de 452 idosos com alto risco cardiovas-
cular, e concluiu que baixos niveis de STWEAK estiveram associados com o diagndstico de
sindrome metabdlica (DIAZ-LOPEZ et al., 2014).

Da mesma forma, comparando 60 pacientes com doenca renal em estagio final e 60
pacientes sem perda da fun¢do renal, sendo que 30 do grupo controle e 32 do grupo de ca-
sos apresentavam diagndstico de DM2, Kralish er al. (2008) concluiu que o sSTWEAK esteve
inversamente relacionado com DM?2 em ambos os grupos. Além disso, os menores niveis esti-

veram presentes nos pacientes que apresentavam concomitantemente as duas patologias (DM2
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e insuficiéncia renal).

Jasiewicz et al. (2014) avaliou a concentracdo sérica de STWEAK e de seu receptor sca-
venger sCD163 utilizando o método ELISA, e também a relacdo sSTWEAK/sCD163 em paci-
entes com hipertensao arterial pulmonar. Seus resultados mostraram achados consistentes com
estudos prévios: diminui¢ao da concentracdo dessa citocina e da relacio sSTWEAK/sCD163 em
pacientes com hipertensao arterial pulmonar.

Doengas auto imunes também tem sido relacionadas aos niveis de STWEAK, como po-
demos observar no estudo transversal de Kowal-Bielecka et al (2013), que incluiu 89 pacientes
com esclerodermia sem uso de drogas imunossupressoras ou corticoesterdides nos ultimos 6
meses € que tinham no minimo 48 anos. Avaliou as concentracdes séricas de sSTWEAK e
sCD163, concluindo que a relacdo sCD163/TWEAK pode desempenhar um papel importante
na patogénese da esclerodermia, mostrando niveis mais altos nestes pacientes, enquanto altos
niveis de CD163 poderiam proteger contra o desenvolvimento de ulceras digitais.

Também Wang et al. (2012), avaliou o sSTWEAK em 62 pacientes com Lupus Eritema-
toso Sistémico, e mostrou niveis aumentados dessa citocina nos pacientes, em relacdo ao grupo
controle. Os niveis de STWEAK também foram ainda maiores nos pacientes com vasculite e
vdrias manifestacdes clinicas do lipus, indicando que o TWEAK pode desempenhar um papel

complexo também nessa doenca.

4.6 Possivel papel do TWEAK e do sSTWEAK no desenvolvimento da osteoporose e risco

para fraturas dsseas

Nao ha estudos na literatura que buscaram a relacio entre osteoporose € niveis séricos
de STWEAK ou a expressdo de seus receptores Fn14 ou CD163. Entretanto, existem estudos
que avaliaram as concentracdes séricas do sSTWEAK e outras doengas que cursam com acome-
timento 4sseo.

Polek et al. (2003) relatou que o TWEAK exerce acdo sobre a diferenciagdo de mono-
citos e macréfagos em osteclastos, aumentando a acdo dessas células. J4 Ando et al. (2006)
analisou a influéncia do TWEAK e seu receptor Fn14 na funcdo dos osteoblastos e concluiu que
ainteragdo TWEAK/Fn14 leva a uma maior expressdo do RANKL. Ambos os autores acreditam
que o TWEAK provavelmente tem importante papel na fisiopatologia dssea.

O estudo de Dharmapatni ef al. (2011), analisou, pelo método de ELISA, o liquido si-

novial de 17 pacientes com artrite reumatdide ativa e 16 pacientes com osteoartrose, com uma
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idade média de 66,4 anos no grupo com osteoartrose € 63,19 anos no grupo com artrite reuma-
téide. Houve expressao significativamente mais alta de niveis de TWEAK no liquido sinovial
dos paciente com artrite reumatoide ativa, artrite reumatdide inativa e osteoartrose, quando
comparado com o0s controles normais. Da mesma forma, foi encontrado niveis significativa-
mente mais altos de TWEAK no liquido sinovial em pacientes com artrite reumatéide ativa em
comparag¢ao com 0s pacientes com artrite reumatéide inativa.

Esse mesmo estudo mostrou uma alta expressao do receptor Fnl4 na sindvia de paci-
entes com artrite reumatdide, quando comparado com os outros grupos. Houve uma diferenca
estatisticamente significativa entre a expressao do Fn14 em tecidos normais quando comparados
com grupos doentes, mas nao entre os grupos de artrite reumatoide ativa e inativa (DHARMA-
PATNI et al., 2011).

Tendo em vista que o TWEAK e seu receptor Fn14 sinalizam vias de varios mecanismos
inibitérios que induzem ostedlise, incluindo indugdo de citocinas pré-inflamatdrias, estimulagao
de angiogénese e aceleragcdo da erosdo de cartilagens e ossos, Liu Yu-Ping et al. (2010) acre-
ditam que a administracdo intrarticular de anticorpos e proteinas contra TWEAK/Fn14 poderia
ser um tratamento promissor, seguro, simples e de baixo custo para a ostedlise inflamatoria
periprotética.

J4 o estudo de Wako et al. (2007) buscou a relagdo entre o TWEAK e a histologia
de discos intervertebrais, sendo o primeiro estudo a confirmar a expressio do TWEAK e seu
receptor Fn14 em tecidos de discos intervertebrais normais. Concluiu que o TWEAK pode ser
um novo mediador de degradacdo de proteoglicanos na degeneracdo do disco intervertebral.

O mesmo estudo de Dharmapatni et al. (2011) descreve que a habilidade do TWEAK
em induzir a expressao do RANK na superficie celular por osteoblastos e a possivel inducao da
ativacdo de linfdcitos B nas células plasmaéticas sugerem que o TWEAK pode ser proosteoclas-
togenico e contribuir para a perda éssea associado com doenca inflamatéria cronica, neste caso,
a artrite reumatoide.

Além disso, Vincent et al. (2009) sugere que o TWEAK € um fator potencialmente anti-
anabolico para o osso. Na cadeia inflamatéria, o TWEAK ou TWEAK/TNF deve agir como
inibidor da atividade osteogénica dos osteoblastos, por meio da regulacdo do RUNX2, osterix
e expressao da esclerostina. Isso traz novas informacdes sobre o mecanismo fisiopatolégico de
remodelamento dsseo e da perda ssea e sobre a pobre reparacdo dssea que € observada em um

nimero importante de patologias que envolvem perda dssea, incluindo a osteoporose € a artrite
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reumatoide.

Os achados bibliograficos sdo consistentes com as crescentes evidéncias de que o TWEAK
¢ um mediador da destrui¢do articular na artrite reumatdide tanto em humanos quanto em ra-
tos, e que ele desempenha um papel fundamental na modulacdo da atividade da doenca 6ssea e

articular (DHARMAPATNI et al., 2011).

4.7 A relaciao entre DM e fraturas dsseas

Como exposto previamente, as fraturas 6sseas de baixo impacto estao entre as maiores
causas de morbidade e mortalidade no mundo. Da mesma forma, o DM € uma doenga que
também exerce grande impacto mundial. Varios estudos t€m investigado a relacdo do DM com
fraturas 6sseas e com osteoporose e t€ém mostrado resultados conflitantes.

Uma metandlise, de Janghorbani et al. (2007), avaliou 16 estudos que relacionavam DM
tipo 1 e 2 e fraturas 6sseas. Os resultados mostraram que DM esta significativamente associado
com o aumento do risco de fraturas de quadril, sendo essa associagdo maior nos casos com
DM do tipo 1, ndo havendo diferenca para o sexo. Nessa metandlise o DM do tipo 2 esteve
fracamente associado com fraturas em outros sitios, nao mostrando resultados estatisticamente
significativos.

Liefde et al. (2004), compararam homens e mulheres com e sem diagnostico de DM.
Eles avaliaram a DMO, por meio de DXA, e risco de fraturas nesses individuos, e encontraram
um risco aumentado de fraturas naqueles com DM, apesar de uma maior DMO nesses mesmos
sujeitos, concluindo que ha associacdo do DM com risco de fraturas independente do aumento
da DMO. Estes achados foram concordantes com os do estudo SOF (Schwartz et al, 2001),
que concluiu que DM ¢ fator de risco para fraturas de quadril, Gmero proximal e de pés entre
mulheres i1dosas.

O estudo transversal de Gerdhem et al. (2005), que avaliou 1132 mulheres com idade
igual ou superior a 75 anos, encontrou DMO 11% maior na cabega do fémur e 8% maior na co-
luna lombar nos individuos com DM quando comparadas aos individuos sem esse diagndstico.
Apesar desse estudo ndo ter poder para avaliar o desfecho fraturas, pois apenas 74 mulheres
apresentavam diagnoéstico de DM, os pesquisadores encontraram um furnover 6sseo diminuido
nessas participantes.

Outros estudos também encontraram uma diminui¢do do marcador de reabsorcdo dssea

s-CTX em sujeitos com DM2 (ACHEMLAL, 2005; MAGGIO, 2010; REYES-GARCIA, 2013).
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Ademais, alteracdes de osteocalcina, um peptideo que possui agdes tanto na formagdo Gssea
quanto na secrecao de insulina também foram descritas em sujeitos com DM (ACHEMLAL,
2005; MAGGIO, 2010; SHU, 2012; YAMAMOTO, 2012).

Interessantemente, Dobnig et al.(2006) descreveram uma correlagdo negativa entre o s-
CTX e osteocalcina e a hemoglobina Alc em individuos com diabetes, sugerindo que outros
fatores , tais como o mau controle do DM, possam estar implicados no mecanismo das fraturas
nesses pacientes.

Além da hiperglicemia, alteracdes no metabolismo da vitamina D e hormonio da para-
tireoide também podem contribuir para o risco aumentado de fraturas em individuos com DM
(PREMAOR; COMPSTON, 2013). Em individuos com DM tipo 2 a presenca de obesidade é
associada a inflamacao sistémica e a um aumento na producdo de citocinas, entre elas o TNF e
a IL-6 (PREMAOR; COMPSTON, 2013). Nao se sabe se o sSTWEAK alterado nos pacientes

com diabetes teria alguma associagdo com as fraturas nesses individuos.
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5 METODOLOGIA

5.1 Delineamento do estudo
Estudo transversal
5.2 Sujeitos de pesquisa
Mulheres com 55 anos ou mais.

5.3 Critérios de inclusao

Mulheres com idade maior ou igual a 55 anos que tenham consultado nas UBS de seu
bairro em Santa Maria, pelo menos uma vez nos tltimos 24 meses e que estejam no periodo pos

menopausa.

5.4 Critérios de exclusao

* Pacientes que ainda menstruam;

* Pacientes com déficit cognitivo que as impecam de responder o questiondrio;

* Pacientes institucionalizadas;

* Pacientes cujas fraturas relatadas tenham sido por mecanismo de alto impacto ou antes

dos 45 anos de idade.

5.5 Consideracdes éticas

Para a realizacio deste estudo foram seguidos os principios éticos da Resolugdo 466,
versdo 2012, que regulamenta a pesquisa com seres humanos no Brasil.

O projeto foi submetido a0 Comité de Etica e Pesquisa do Hospital Universitario de
Santa Maria (HUSM) e demais instancias da institui¢do (CAAE 11166012.6.0000.5346).

As participantes do projeto foram devidamente esclarecidas sobre os propdsitos da pes-
quisa e assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, assim como foram devida-
mente informadas sobre o0s riscos e beneficios da pesquisa.

Aquelas que tiveram diagnostico de DM durante o estudo, foram encaminhadas para seu
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médico assistente para confirmacdo diagndstica.

5.6 Coleta de dados

5.6.1 Fator em estudo

Niveis plasmaéticos de sSTWEAK

5.6.2 Desfecho

- Fraturas maiores auto reportadas. Sido elas: fratura de quadril ou fémur, costelas,
antebracgo, imero, tornozelo, ou fratura vertebral com repercussoes clinicas.

- Diagnéstico de diabetes mellitus.

5.6.3 Variaveis coletadas

- Questionario em anexo (ANEXO A);

- Andlise bioquimica: dosagem sérica de glicose de jejum, colesterol total, triglicerideos,
HDL, LDL, creatinina, albumina, calcio total, fésforo, STWEAK;

- Peso;

- Estatura;

- Histéria familiar de fraturas 6sseas;

- Tabagismo;

- Abuso de alcool;

5.6.4 Co-variaveis

- Comorbidades (descritas no questiondrio no ANEXO A): Asma, Doen¢a Pulmonar
Obstrutiva Cronica (DPOC), Osteoartrite, Artrite reumatéide, histéria de AVC, Doenca de
Crohn, Doenca Celiaca, Doenca de Parkinson, Esclerose Multipla, Cancer, Hipotireoidismo,
Dislipidemia;

- IMC;
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5.6.5 Questionarios

O questiondrio aplicado nestas mulheres foi o do estudo GLOW (2014), no qual os di-
agnosticos prévios de DM e fraturas foram auto-reportados pelas préprias entrevistadas. Esse
instrumento pode ser facilmente aplicado em pessoas com baixo nivel de instru¢do, e foi apro-
vado pelo Comité de Etica da UFSM (CAAE 11166012.6.0000.5346). As informacdes auto-
reportadas tém sido demonstradas, na literatura, como informacdes confidveis (CHEN et al.,

2004; HONKANEN et al., 1999).

5.6.6 Procedimentos

5.6.6.1 Identificacdo das participantes e recrutamento

Este estudo é aninhado a um estudo de coorte prévio, que estd, atualmente, em anda-
mento.

Foram identificadas as participantes do estudo de Copés et al.(2014), que sdo mulheres
que consultam nas UBS dos bairros da cidade de Santa Maria-RS e foram reconhecidas por
meio de listas da prefeitura. Assim, também foram identificadas as UBS de todos os bairros da
cidade de Santa Maria-RS e, entdo, sorteados os bairros a serem incluidos no estudo.

Essa sele¢do, que ocorreu no ano de 2013, recrutou um total de 1057 mulheres. A partir
dessas voluntdrias, todas as mulheres com histdrico de fraturas §sseas maiores (aquelas localiza-
das em quadril ou fémur, costelas, antebrago, imero, tornozelo, ou vértebras com repercussoes
clinicas), com e sem diagndstico de DM, foram convidadas, por telefone, para coletar, em lo-
cais previamente combinados ou no domicilio, 20 ml de sangue para as posteriores dosagens
sanguineas necessarias.

Foram recrutadas, por telefone, aleatoriamente, 52 pacientes para o grupo de fraturas 6s-
seas maiores, com e sem diagndstico prévio de DM. Além disso, também foram recrutadas, por
telefone e aleatoriamente, 57 pacientes com DM e sem fraturas dsseas maiores e 53 pacientes

sem DM e sem fraturas.

5.6.6.2 Procedimentos para afericdo das varidveis e co-varidveis clinicas

Para avaliar/aferir as medidas antropométricas, foram utilizadas as medidas de peso e

altura. O peso foi verificado com balanca antropométrica digital com capacidade de 0 a 150 kg e
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precisdo de 100g. Todas as escalas utilizadas no estudo foram validadas pelo Instituto Nacional
de Metrologia, Qualidade e Tecnologia INMETRO, 2013). A aferi¢do ocorreu com o peso do
corpo igualmente distribuido em ambos os pés e os calcanhares unidos. Além disso, também
o participante apresentava-se descal¢co e usando roupas leves (HEYWARD; STOLARCZYK,
2000).

A altura foi estimada com a fita métrica inextensivel com medida méxima de 150 cm e
exatidao de 0,1 cm e fixada em uma parede sem rodapés e ao piso nao acarpetado. De acordo
com Heyward e Stolarczyk (2000), o individuo deve posicionar-se descalco em uma superficie
plana que estd em angulo reto com a fita métrica. O peso igualmente distribuido em ambos os
pés, e os bragos soltos dos lados do corpo com as maos voltadas para as coxas. Os calcanhares
devem estar proximos, os pés formando um angulo de aproximadamente 60° e, a cabeca ereta
com os olhos fixos a frente.

A partir do peso e da altura, foi obtido o Indice de Massa Corporal (IMC), calculado
pela equacgdo: peso (kg) dividido pela altura (m) ao quadrado (P/A%) (WORLD HEALTH OR-
GANIZATION, 1998).

5.6.6.3 Procedimentos para afericao das varidveis bioquimicas

Foram obtidas amostras de sangue, colhidas (jejum minimo de 8 horas) através da téc-
nica padrdo de puncdo venosa recomendada pelas Recomendacdes da Sociedade Brasileira de
Patologia Clinica/Medicina Laboratorial (2010). Para as coletas de sangue foram utilizados
tubos a vdcuo com ou sem anticoagulante para a obtencdo de plasma ou soro. Esses foram
obtidos com a centrifugacdo das amostras a 2500 rpm por 15 minutos, apés 1 a 2 horas das
coletas. O plasma fluoretado foi empregado para a mensuragdo dos niveis de glicose, enquanto
que o soro foi utilizado para a avaliagdo dos niveis de colesterol total, HDL colesterol, LDL
colesterol, triglicerideos, creatinina, albumina, célcio, fésforo, fosfatase alcalina e 25(OH)D.
Os niveis destes biomarcadores, com excecao da 25(OH)D foram determinados no analisador
Cobas MIRA® (Roche Diagnostics, Basel, Suica) através de métodos espectrofotométricos pre-

viamente padronizados. Essas dosagens ocorreram no LabClin, localizado no CCS na UFSM.

* Determinag@o da concentracdo plasmética do sSTWEAK pelo método ELISA
A determinacdo da concentracdo plasmética do STWEAK (cddigo SK00577-06, Avis-
cera Inc, EUA) pelo método ELISA foi realizada no Labotardrio de Virologia da UFSM, se-
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gundo as instrucdes do fabricante. Para a leitura das abscissas dos testes foi utilizado o equipa-
mento Multiskan FC Absorbance Plate Reader (THERMO-LABSYSTEMS, EUA). A sensibi-

lidade do kit é de 10 pg/ml, a variag@o intra-ensaio 6-8% e a inter-ensaio 10-12%.

* Determinac¢do do diagnéstico de Diabetes Mellitus

Com base nas Diretrizes da Sociedade Brasileira de Diabetes (2014), atualmente sdo trés
os critérios aceitos para o diagndstico de DM com utilizacdo da glicemia:

- Sintomas de politria, polidipsia e perda ponderal acrescidos de glicemia casual > 200
mg/dl. Compreende-se por glicemia casual aquela realizada a qualquer hora do dia, indepen-
dentemente do hordrio das refeig¢oes.

- Glicemia de jejum > 126 mg/dl (7 mmol/l). Em caso de pequenas elevagdes da glice-
mia, o diagndstico deve ser confirmado pela repeticao do teste em outro dia.

- Glicemia de 2 horas pds-sobrecarga de 75 g de glicose > 200 mg/dl.

Além da glicemia de jejum, as recomendacdes atuais para o uso da hemoglobina glicada
como critério diagndstico para DM sdo as seguintes:

- HbAlc > 6,5% a ser confirmada em outra coleta. Dispensédvel em caso de sintomas ou
glicemia > 200 mg/dl.

Com base nas recomendagdes presentes nas Diretrizes da Sociedade Brasileira de Dia-
betes (2014) e com base nas limitacdes do estudo, optou-se como critérios definidores para DM
nas participantes deste estudo:

1. DM auto reportado e/ou

2. alteracdes laboratoriais, sendo elas:

- glicemia de casual > 200mg/dl e/ou

- glicemia de jejum > 126mg/dl e HbAlc > 6,5%.

5.7 Calculo da Amostra

O n do estudo foi calculado para uma varidvel continua, com controles independentes
dos sujeitos. Fazendo-se a média da diferenca entre os niveis de STWEAK entre casos e contro-
les de 2 estudos prévios, o de Diaz-Lopez et al (2013) e de Dharmapatni ef al (2011), esperou-se
uma diferenca de 100pg/ml entre os grupos, com desvio padriao de 180 pg/ml, com poder esta-
tistico de 80%, totalizando um n de 52 pessoas para cada grupo. Para o cdlculo da amostra foi

utilizado o software Power and Sample.
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5.8 Analise estatistica

As varidveis com distribuicdo assimétrica foram submetidas a transformagao para o seu
logaritmo natural e entdo comparadas. Para a andlise estatistica entre dois grupos foi feita
a utilizacdo dos testes T de Student ou entdo Mann-Whitney. Para mais de dois grupos foram
empregados a analise de variancia simples (Oneway ANOVA) ou entdo o teste de Chi Quadrado.

O nivel de significancia foi de 5%. Utilizou-se o pacote estatistico SPSS/PC para Windows.
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6 RESULTADOS

Ao todo foram avaliadas 162 pacientes, subdivididas de acordo com a presenga ou nao

de DM ou o relato prévio de fraturas maiores por fragilidade.

6.1 Resultados sSTWEAK e DM

Nesta subandlise, foram incluidos 69 individuos com DM contra 93 sem este diagnds-
tico. A idade média (média + DP) do grupo sem DM, estabelecido pela histéria e/ou exames
laboratoriais, foi de 68,7 + 7,3 anos, similar ao grupo com DM que correspondeu a 67,4 + 7,1
anos. Como esperado, houve um maior valor para glicemia de jejum e IMC entre as mulheres
com DM (Tabela 6.1). Neste grupo o IMC foi 32,8 + 6,5 kg/m2 em comparagao com os contro-
les onde o IMC foi de 28,5 + 5,2 kg/m2, com P <0,001. Todas as demais varidveis bioquimicas,
incluindo perfil lipidico, cédlcio, fésforo, albumina e creatinina, assim como a histéria familiar de
fraturas e uso de dlcool ou tabagismo, ndo mostraram disferenca estatisticamente significativa

(Tabela 6.1).

Tabela 6.1 — Caracteristicas da populagdo de acordo com a presenca ou auséncia de DM

Caracteristicas Com DM Sem DM p
n=69 n=93
Idade (anos) 67.4(7.1) 68,7 (7,3) 0,231
IMC (kg/m®) 32,8 (6,5) 28,5 (5,2) =0,0001
Historia familiar de fraturas 10/69 12/93 0,481
Tabagismo 7/69 10/93 1.0
Abuso de dlcool Zero Zero MNA
Comorbidades G63/66 56/85 =0,0001
Bioquimica
Glicemia de jejum {mg/dl) 136,09 (34.2) 07,8 (13,1) =0,0001
Colesterol total (mg/dl) 218 (55) 217 (50) 0,970
Triglicerideos {mg/dl) 161 (76) 163 (80) 0,860
HOL (mg/dl) 57 (18) 54 (16) 0.210
LDL {calculado eq. Friedrich) 127 (46) 128 (47) 0,824
Creatinina (mg/dl) 0,7(0,2) 0,7 (0,2) 0,760
Albumina (mg/dl) 4,6 (0,7) 4,4 (0,9) 0,118
Calcio (mg/dl) 8.4(14) 7.9(1.2) 0,019
Fdsforo (mg/dl) 3,5(0.8) 340100 0,270

Os niveis de STWEAK, trasformados para o seu logaritmo natural, por apresentarem
distribui¢do assimétrica, foram significativamente reduzidos nas pacientes com DM (p=0,02)

(Figura 6.1).
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Figura 6.1 — Valores de sSTWEAK em relacdo a presenca e auséncia de Diabetes Mellitus (A) e
relato de fraturas maiores (B). Valores expressos em média e erro padrio.

6.2 Resultados STWEAK e historia de fraturas maiores e estratificacao adicional pelo

diagnostico de DM

De uma maneira geral, individuos com histdria de fraturas maiores (n=52) apresentaram
maior idade que aqueles sem histéria de fraturas (n=110), sendo, respectivamente (média +
DP), 71,9 + 7,2 anos versus 66,4 + 6,5 anos, p<0,0001. Tanto albumina quanto cdlcio sérico
total foram menores no grupo com fraturas. A albumina foi (média + DP) 4,1 + 0,8 (mg/dl) e
o célcio total 7,6 + 1 (mg/dl) no grupo com fraturas contra 4,6 + 0,7 (mg/dl) para albumina e
8,3 + 0,2 (mg/dl) para o cdlcio nas mulheres sem fraturas (p<0,0001). Os valores de glicemia
de jejum foram menores no grupo de fraturas (média + DP) 108 + 23,5(mg/dl) em comparagao
com 117 + 33,8 (mg/dl), p<0,03. Os demais parametros (IMC, histéria familiar de fraturas,
tabagismo, abuso de dlcool, e medi¢des séricas de creatinina, fésforo e colesterol total, HDL,
LDL e trigliceridios) foram semelhantes entre os dois grupos.

Estratificando os individuos com e sem fratura e com e sem DM obteve-se os resultados
expostos na Tabela 6.2. Nesta, permaneceu a influéncia da idade avancada na ocorréncia de
fraturas (grupo sem DM e com fraturas e grupo com DM e com fraturas tiveram as mais elevadas
idades) (p<0,0001). Em relacao ao IMC, verificou-se a maior elevacdo nos individuos com DM
e sem fraturas em relagao aos demais grupos (p<0,0001). Comparando os individuos com DM
com fraturas, os valores de cdlcio foram significativamente menores em relacdo aqueles com
DM e sem fraturas, respectivamente (média + DP) 7,3+ 0,9 (mg/dl) versus 8,5 + 1,4 (mg/dl)
p<0,0001.
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A andlise do Ln sSTWEAK mostrou uma diferenca somente entre as mulheres com di-

abetes e sem fraturas em compara¢do com aquelas sem diabetes e sem fraturas (Tabela 6.2).

Desta forma, confirmou-se o achado anterior destacado na Figura 6.1.

Tabela 6.2 — Caracteristicas de acordo com a presenga ou ndo de DM e fraturas

Caracteristicas Com DM e Com DM e Sem DM e Sem DM e Ji]
sem fraturas com fraturas sem fraturas com fraturas
n=57 n=11 n=53 n=41
Ildade (anos) 66.4 (6,7) 73,0 (83)" 66,5 (6,3) 71.4 (7.0)# =0,0001
IMC (kg/m*) 33,3 (6,4) 31,0 (6.2)" 27.8 (4.6) 20.0(5,8) =0,0001
Histaria familiar de fraturas /a7 1411 383 9/41 0.439
Tabagismo 5/a87 111 T/53 4/41 0,951
Abuso de alcoal Zero Zero Zero Zero NA
Comorbidades§ 53/55 9/10 20/51 28/38 =0,0001
Bioguimica
Glicemia de jejum (mg/dl)  136,4 (35,2)y 135.0 (33.0) 96.4 (14,0) 101,7 (14.8) =0,0001
Colesterol Total (mg/dl) 215 (52) 232 (69) 217 (52) 217 (49) 0,805
Trigliceridens (mg/dl) 164 (80) 157 (45) 157 (88) 167 (61) 0,130
HOL (mg/dl) 57 (18) 57 (17) 54 (12) 55 (15) 0,517
LDL (calculado eq. Friedrich) 124 (42) 144 (63) 131 (47) 124 (47) 0,674
Creatinina (mg/di)& 0.8 (0,2) 0.6 (0,1) 0.7 (0,2) 0,8 (0.2) 0,042
Albumina (mg/dl) 4,6 (0,7) 4.6 (0,8) 4.6 (0,7) 3,9 (0,8)# =0,0001
Calcio (mg/dl) 85014 7.3 (09) 8,0(1.3) T.7(11)# 0,002
Fésforo (mg/dl) 3,6 (0.8) 3,3(09) 3,3 (0,7) 3.4(1.2) 0,554
STWEAK 2626 (160,00 359,2 (2975 325,0(120) 2904 (134) 0.105
LNSTWEAK 54(06)¢ 5.7 (0,5) 2,7(04) 5.6 (0.4) 0.010

Teste ANOWVA:

*Com DM e Com Fraturas versus Com DM Sem Fraturas;
# Sem DM e Com Fraturas versus Sem DM Sem Fraturas;
T Com DM & Sem Fraturas versus Sem DM Com Fraturas;
$ Com DM e Sem Fraturas versus Sem DM Sem Fraturas;

§ Teste Qui-quadrado;

& Teste de Bonferroni ndo foi capaz de indicar que grupos diferiram na analise complementar.
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7 DISCUSSAO

A osteoporose e o diabetes mellitus sdo causas reconhecidas de morbimortalidade e altos
custos financeiros para a sociedade. Embora constituam duas patologias distintas, ambas se
assemelham pela existéncia de um aumento do estado inflamatdrio, caracterizado pela alteragdo
de marcadores tais como a IL-6 e o TNFa.

Até o presente momento, inexistiam estudos que avaliassem a relacdo entre TWEAK
e/ou sSTWEAK, ou ainda a expressdo de seus receptores Fnl4 e CD163, e osteoporose. Este
estudo buscou, de forma inédita, a associagdo dessa patologia com os niveis plasmaticos de
sSTWEAK, sugerindo que este marcador poderia estar elevado em mulheres com histéria de fra-
turas 0sseas maiores prévias. Concluiu que ndo ha conexdo entre essa citocina € a presenca ou
ndo de fraturas 6sseas maiores auto-reportadas. O possivel papel do sSTWEAK (nio observado)
ocorreria por via da ativacdo de proteinas relacionadas a transcri¢do (NF-kB) que sdo alvo do
STWEAK e que poderiam atuar junto ao RANKL aumentando a atividade dos osteoclastos e
levando a fragilidade 6ssea. Além disso, o sSTWEAK também teria a capacidade de aumen-
tar a expressdo de vdrias moléculas envolvidas na resposta inflamatdria, tal como atuando na
secrecao de IL-8 e IL-6 (HOSOKAWA et al., 2006). Seria extremamente interessante avaliar
concomitantemente os niveis de IL-6 e TNF para poder demonstrar as diferencgas entre estes
marcadores inflamatérios e o STWEAK.

E possivel comparar esta pesquisa a outras pesquisas que também buscaram avaliar o pa-
pel de citocinas pré inflamatdrias em fraturas dsseas e na osteoporose. Dentre essas citocinas,
novamente, a IL-6 e TNF« sdo as que exercem maior papel no remodelamento dsseo, atuando
na superficie de células mesenquimais e nos precursores de osteoclastos, assim aumentando a
reabsor¢do 6ssea mediada por essas células. Essas citocinas se unem as células estromais e au-
mentam a ativagdo do RANKL, M-CSF e diminuem a producio da osteoprotegerina resultando
num aumento da ativa¢do dos osteoclastos (BARBOUR et al., 2012).

Cauley et al. (2007) observou que a elevacao dos marcadores inflamatérios (IL-6, TNF,
PCR) € fator associado a fraturas osteoporoticas, ap0s ter avaliado uma populagdo de 2985 ho-
mens e mulheres entre 70 e 79 anos, sendo 1537 mulheres. Esse mesmo autor ressaltou, que
ainda ndo era possivel afirmar se a resposta inflamatéria era fator de risco para fraturas ou um
indicador de um processo subclinico que predisponha as fraturas. Por outro lado, Sponholtz et

al. (2013), ao analisar uma populagdo de 1292 homens, 231 mulheres na pré menopausa e 1391
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mulheres na p6s menopausa, sendo 893 delas sem o uso de terapia de reposi¢ao hormonal, ob-
servou que marcadores inflamatdrios ndo estiveram associados com diminuicdo da DMO nesse
ultimo grupo, e nos homens. Assim, sugeriu que concentracdes sé€ricas de marcadores inflama-
térios podem ndo estar associadas a baixa DMO em mulheres na p6s menopausa. Isso vem ao
encontro dos resultados que mostraram que o STWEAK nido tem relacio com osteoporose, a
partir da avaliacao do histérico de fraturas 6sseas maiores.

Dois autores, Barbour e Cauley (2013), em uma revisdo bibliogréfica, concluiram que ha
evidéncias de que a inflamacdo estd relacionada com o risco aumentado de fraturas, sendo essa
associacdo mais forte quando vérios marcadores atuam conjuntamente, sugerindo que este seja
um importante fator de risco bioldgico para fraturas em mulheres idosas. Além disso, ressalta
que mais pesquisas nessa drea sdo necessdrias tanto avaliando homens quanto mulheres idosas.

Observa-se que esta pesquisa se diferencia dos estudos prévios analisados por Barbour
e Cauley (2013), ja que ndo foram observadas alteracdes nos niveis do STWEAK nas fraturas
Osseas. A partir disso, questiona-se o real mecanismo de atuagdo do sSTWEAK sobre o me-
tabolismo dsseo no caso de outras doencas que cursam com acometimento do 0sso, como na
artrite reumatéide. Conclui-se que estudos esclarecendo esses possiveis mecanismos de acao
do sSTWEAK ainda sdo necessdrios.

Por fim, ao ser levantada a hipétese do sSTWEAK ter relacdo com as fraturas por fra-
gilidade, aceitou-se a hipétese nula, ao concluir que ndo existem diferencas nas concentragdes
plasmaticas de sSTWEAK entre mulheres na pés-menopausa com e sem historia de fraturas.

Dados recentes de literatura tém apontado um possivel papel do sSTWEAK em outros
distirbios enddcrinos tais como DM e sindrome metabdlica (DfAZ-L()PEZ et al., 2014; VEN-
DRELL:; CHACON, 2013). Outros estudos t€ém mostrado a ac@o de citocinas pré-inflamatérias
no desenvolvimento do DM, como a IL6 e TNFa. Essas citocinas, provavelmente, apresentam-
se aumentadas no DM pelo fato de a maioria da populacdo com essa doenga apresentar maior
IMC. Elas sao produzidas pelos adipdcitos e, consequentemente, t€ém maior produgcdo quanto
maior a quantidade de tecido adiposo (DAY; BAILEY, 2011). Esta pesquisa se diferencia des-
ses, ao apresentar o marcador inflamatério STWEAK como possivel fator de risco para DM
quando em niveis plasméaticos menores.

Por outro lado, os resultados expostos nesta pesquisa sdo consistentes com achados re-
centes na literatura e confirmam que os niveis de sSTWEAK estdo inversamente associados ao

DM, independentemente de outras patologias, sendo um potencial biomarcador de importancia
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na patogénese do DM e para determinar o risco para esta doenca (DIAZ-LOPES et al., 2013;
KRALISCH et al., 2008; LLAURADO et al.,2012). Nao esta estabelecido qual o mecanismo
que atua nessa associacdo, sendo necessarios mais estudos que busquem essa resposta. Além
disso, levando em consideracdo que a obesidade € um dos principais mecanismos que atua no
aumento dos niveis de marcadores inflamatérios no DM, sugere-se que o STWEAK néo € au-
mentado pelo aumento do IMC.

Da mesma forma, o sSTWEAK tem sido descrito como importante citocina envolvida no
mecanismo da sindrome metabdlica, também quando em niveis mais baixos (DfAZ—LOPEZ et
al., 2014), dado este que podera ser confirmado por andlise em um estudo posterior com esta
mesma amostra de mulheres.

Em uma metanélise de De Laet er al. (2005), que teve o propdsito de quantificar o
efeito do IMC como fator de risco para fraturas ésseas, analisando dados de uma populacdo
de cerca de 60000 pessoas, entre homens e mulheres, de 12 estudos de coorte, concluiu que o
baixo IMC € fator de risco para fraturas, independentemente da idade e sexo, mas dependente
da DMO. Contrariando esses achados, a presente pesquisa ndo mostrou diferengas entre o IMC
nos grupos com fraturas e sem fraturas. O estudo de Copés et al. (2014) que trabalhou com a
populagdo de 1057 pacientes da qual partiu a amostra deste trabalho, avaliou o IMC de 987 delas
e mostrou que a prevaléncia de fraturas entre mulheres obesas € ndo obesas na pds menopausa
foi similar, suportando a hip6tese de que obesidade ndo € fator de risco para fraturas dsseas.
Além disso, os presentes resultados mostraram que os niveis de albumina e de célcio foram
significativamente diminuidos nas mulheres com fraturas, o que confirma o importante papel da
hipocalcemia e da desnutri¢ao energético-protéica como fatores de risco para esses eventos.

O DM naéo foi avaliado como fator de risco para fraturas sseas. A literatura tem apre-
sentado o DM como fator de risco independente da DMO, podendo isso ser justificado pelas
comorbidades associadas ao DM que aumentam o risco de fraturas (DE LIEFDE et al., 2005;
IVERS et al., 2001; JANGHORBANI et al., 2007), ou a outros fatores como hiperglicemia e
alteracdes no metabolismo da vitamina D, além da acdo da citocinas como IL6 e TNF (PRE-
MAOR; COMPSTON, 2013). Ainda outros estudos se fazem necessarios para melhor esclare-
cer essa associagao.

Este estudo apresenta algumas limitagdes que necessitam ser apontadas. Os estudos
transversais impossibilitam estabelecer relacdes causais por ndo provarem a existéncia de uma

sequéncia temporal entre exposi¢do ao fator e o subsequente desenvolvimento da doenga. O



44

fato de no delineamento transversal s6 se poder medir a prevaléncia, e ndo a incidéncia, torna
limitada a informacao produzida por este tipo de estudo no que diz respeito a histéria natural
das doencas e ao seu progndstico. Caso os resultados dessa pesquisa se mostrassem alterados,
ao relacionar fraturas 6sseas maiores com os niveis plasmaticos de STWEAK, questionar-se-ia
se 0s niveis seriam causa ou consequencia das fraturas, e se o tempo decorrido da fratura exer-
ceria alguma influéncia sobre eles. Essas observacdes sdo importantes para que, futuramente,
estudos prospectivos sejam desenvolvidos para avaliar esse mesmo fator de risco (STWEAK) e
os desfechos (fraturas dsseas maiores ou DM).

A populacao estudada foi retirada de uma amostra de 1057 mulheres, sendo representa-
tiva de pacientes atendidas nas UBS do municipio de Santa Maria. Foi uma amostra desenhada
para avaliagdo de fraturas e foi publicada recentemente por Copés ef al. (2014). E composta
unicamente por pessoas idosas e do sexo feminino, muitas com comorbidades associadas, o que
limita esse estudo ao ser extrapolado para populagdes mais jovens, do sexo masculino ou de
pessoas saudaveis.

Por fim, para a defini¢do do diagndstico de fraturas dsseas maiores auto reportadas, foi
empregado uma ferramenta validada, o questiondrio do estudo GLOW (2009). Esse tipo de
avaliacdo (auto reportada) tem algumas limitacdes, podendo constituir um viés de informagdo,
tendo em vista que os pacientes podem subestimar ou superestimar a verdadeira ocorréncia de
fraturas. Por outro lado, informagdes auto reportadas sobre fraturas maiores sdo mostradas na
literatura como informagdes acuradas e com boa correlagdo com achados radiolégicos, como no
caso das fraturas de punho. No estudo de Honkanen ez al. (1999), a sensibilidade para defini¢ao
de fraturas auto-reportadas foi de 78% , para todos os tipo de fraturas, e de 95% para fraturas de
punho, enquanto as especificidades foram de 96% e 99%, respectivamente. O estudo de Chen
et al. (2004), avaliou dados obtidos de uma populac@o na pds menopausa e confirmou que a
validade de informagdes auto reportadas sobre fraturas de quadril, punho e antebraco foi alta,
apoiando, assim, o uso dessas informagdes em estudos epidemiolégicos envolvendo mulheres

na ps menopausa.
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8 CONCLUSAO

Apesar de ndo ter sido demonstrada relacao entre os niveis plasmaticos de STWEAK e a
histéria de fraturas dsseas, o presente trabalho confirmou os resultados de outros estudos trans-
versais e de casos-controles que também haviam observado diminui¢ao dos niveis de STWEAK
em pacientes com DM. Em nosso conhecimento, este foi o primeiro estudo a explorar o papel
dos niveis de STWEAK (marcador cronico de inflamacao que atua pela via NF-kB) e o diagnds-
tico presumptivo de osteoporose. Outras pesquisas se fazem necessarias para confirmar esses
achados, inclusive por diferentes métodos diagndsticos (ex. densitometria ssea), ou em outras
populacdes, visando elucidar os possiveis mecanismos inflamatérios que atuam no DM e na

osteoporose.
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ANEXO A - Questionario para coleta de dados

IDENTIFICACAO

NUMERO DO CARTAO DO SUS

NOME:

TELEFONE:

ENDERECO:

Medida da cintura abdominal (em centimetros):

Pressao arterial:

Peso: Estatura:

INSTRUCOES

A sua participacio nesse estudo é voluntaria. Se vocé encontrar uma questio que nio
quiser responder, por favor, pule para a proéxima.

Responda as questdes pintando o circulo do lado esquerdo das respostas.

Por favor, pinte totalmente o circulo. Correto ® Incorreto 0% ;(D

7) Depois de vocé completar 45 anos, vocé quebrou algum dos ossos abaixo?

Clavicula ] Sium ] Nao
Ombro on antebraco 0 Sim @ Nio
Punho ou pulso Q Sim Q Nio
Coluna ou vértebras @] Sim ] Néao
Costelas ] Sim @] Nao
Quadril ou fémur 0 Sim O Nio
Pelve ou hacia @) Sim @) Nio
Tornozelo 0 Sim ) Nao
Coxa ] Sim O Nao
Perna )] Sim @] Néao




11)Para cada uma das medicagdes abaixo, por favor, marque se vocé esta tomando

agora, ou se Ja tomou no passado. ou se nunca tomou.

Nome do remédio

esta tomando agora

ja tomou no passado

nunca tomou

Actonel
(risedronato)
Aredia
(pamidronato)
Boniva (ibadronato)
Didronel
(etidronato)

Evista (raloxifeno)
Forteo (teriparatida)
Fosamax
(alendronato)
Livial (tibolona)
Miacalcin

Miacalcic
(calcitonina)

Protos

Protelos

Osseor ( ranelato de
estroncio)

Aclasta

Zometa

(acido zoledrdnico)
Calcio

Rocaltrol

Calcijex

O

O O OO0 00 O

)

O

O 0000 00 ©

O

O

O 0 000 00 O

©)

(calcitriol)
Vitamina D
Meticorten
(Cortisona,
Prednisona)

Depo Provera
Estrégenos ou
reposicio hormonal
Arimidex
(anastrozole)
Aromasin
(exemestane)
Femara (letrozole)
Tamoxifeno

oo 0O oo 0 O [0 O O

oo 0 OO0 O O | O O

ooo o 0o O O | O O
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13) A sua mie alguma vez quebrou ou fraturou o quadril ou o fémur?
OSim
ONio

(ONio sei

14) O seu pa1 alguma vez quebrou ou fraturou o quadril ou o fémur?
O Sim
O Nio

) Nio set

27) Algum médico ou profissional de satude alguma vez disse que vocé tem alguma
das doencas abaixo?

Asma O Sim O Nio
Bronguite crinica ou (@) Sim ) Niao
enfisema

Ostecartrite, artrite, doenca O Sum (@] Nio
degenerativa das

articulacdes ou das juntas

Artrite renmatoide O Sim (@) Nio
Derrame ou isquemia ] Sum O Nio
cerebral

Doenca inflamataria O Sim O Nio
intestinal ou doenca de

Crohn

Doenca celiaca (o] Sim O Nao
Mal de Parkinson O Sum O Nio
Esclerose Multipla O Sim O Nao
Cincer @) Sum (@] Nio
Diabetes em uso de insulina O Sim O Nio
Diabetes sem uso de insulina @] Sim Q Nio
Angina ou infarto do O Sim O Nao
coracio

Insuficiéncia cardiaca on (9] Sim O Nao

coracio grande

39)Vocé fuma?
) Sum. eu fumo todos os dias

O Sim. eu fumo alguns dias

¢ Nio, eu ndo fumo



40)Em média, quantas doses de bebida alcoolica vocé bebe por semana? (Uma dose
& uma latinha ou meia garrafa de cerveja, um copo de vinho, uma batidinha, um
martelinho ou equivalente em vodka, scoth, tequila, etc.)
(O Nenhum (zero)

O Menos de 7 por semana
© Entre 7a 13 por semana
O Entre 14 a 20 por semana

O Mais de 21 por semana
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