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RESUMO

LIRA, Daisy Anne Barbosa. Efeito da suplementacao vitamina D sobre adipocinas
em idosos obesos com osteoporose. Rio de Janeiro, 2016. Dissertacao (Mestrado em
Ciéncias Aplicadas ao Sistema Musculoesquelético) — Instituto Nacional de Traumatologia e
Ortopedia, Ministério da Saude, 2016.

Uma das principais consequéncias do envelhecimento populacional é o aumento dos
indices de osteoporose, que resulta em risco aumentado de fratura, sobretudo as fraturas
relacionadas com traumas de pequena intensidade. Similarmente, a obesidade esta sendo
diagnosticada em um percentual cada vez maior de individuos e, atualmente, acredita-se
que mais de meio bilhao da popula¢ao mundial seja obesa. A vitamina D, dentre as suas
funcdes, desempenha um papel central na homeostase do calcio e do fosforo e tem sua
acao reduzida em individuos obesos, possivelmente em consequéncia do seu sequestro no
tecido adiposo. O tecido adiposo é um orgao endécrino capaz de produzir e secretar
peptideos bioativos como leptina, fator de necrose tumoral o (TNF-a) e adiponectina que
atuam simultaneamente em algumas vias de regula¢ao do metabolismo energético e dsseo.
O objetivo do presente estudo foi avaliar a resposta ao tratamento com suplementagao de
calcio e vitamina D sobre marcadores sanguineos do metabolismo 6sseo e energético e do
estado inflamatorio cronico em 21 pacientes obesos e osteopordticos com hipovitaminose
D, em tratamento com bisfosfonatos durante 12 meses. A idade dos pacientes variou entre
63-86 anos e 20/21 eram mulheres em uso de acido zoledronico (47.6%) ou alendronato de
sodio (52,4%). Durante o periodo de acompanhamento nao houve alteracao do estado
nutricional dos pacientes, que permaneceram obesos. Apos os 12 meses de tratamento os
niveis  séricos de vitamina D, osteoprotegerina e adiponectina aumentaram
significativamente em relacao a medida basal. No mesmo periodo e nas mesmas condicoes,
os niveis séricos de C-telopeptideo, fosfatase alcalina 6ssea, leptina e TNF-a apresentaram
reducao significativa em relacao aos niveis basais pré-tratamento. Apesar da suplementacao
oral, os niveis de vitamina D mesmo tendo aumentado significativamente em relacao aos
valores pré-tratamento, permaneceram abaixo da faixa de referéncia de normalidade. O
efeito anti-reabsortivo dos bisfosfonatos foi confirmado e, aparentemente, foi
independente do estado de obesidade. A maior disponibilidade de reservatorios de gordura
e a alta liposolubilidade da vitamina D, favorecendo o seu sequestro neste sitio,
provavelmente resultou na reducao da sua biodisponibilidade que poderia explicar a
manutencao do estado de hipovitaminose D, a despeito da suplementacao durante 12 meses
com calcio e vitamina D. Nossos resultados estao de acordo com os relatos da literatura que
favorecem a hipotese de que leptina e adiponectina sao sensiveis a acao da vitamina D,
caracterizada por uma relacao direta entre vitamina D e adiponectina e inversa entre
vitamina D e leptina. A acao anti-inflamatoria da 25(OH)D, avaliada através da reducao dos
niveis circulantes de TNF-a também pode ser sugerida a partir dos resultados do presente
estudo. Estudos clinicos adicionais serao necessarios para tentar elucidar os mecanismos
sistémicos, as interacoes e niveis circulantes 6timos de vitamina D e adipocinas em obesos
e o seu papel na saude humana.

Palavras chave: Vitamina D. Obesidade. Adipocinas. Leptina. Adiponectina. TNF-a.
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ABSTRACT

LIRA, Daisy Anne Barbosa. Rio de Janeiro, 2016.  Effects of vitamin D
supplementation on adipokines in obese osteoporotic subjects. Master Thesis.
(Master’s Degree in Science Applied to the Musculoskeletal System) — National
Institute of Traumatology and Orthopedics, Ministry of Health, 2016.

One of the main consequences of population aging is the rising in osteoporosis
rates, resulting in increased risk of fracture, particularly fragility fractures.
Similarly, obesity is being diagnosed in an increasing percentage of individuals,
and currently it is believed that more than half a billion of the world population is
obese. Vitamin D, among its many functions, plays a central role in the homeostasis
of calcium and phosphorus and has an effect reduced in obese individuals possibly
in consequence of sequestration in adipose tissue. The adipose tissue is an
endocrine organ able to produce and secrete bioactive peptides such as leptin,
tumor necrosis factor a (TNF-a) and adiponectin that simultaneously act in some
pathways regulating energy and bone metabolism. The aim of this study was to
evaluate the response to treatment with calcium and vitamin D supplementation on
blood markers of bone and energy metabolism and a marker of chronic
inflammatory state in 21 obese and osteoporotic patients with hypovitaminosis D,
treated with bisphosphonates for 12 months. The patients' ages ranged from 63-86
years and 20/21 was women laking zoledronic acid (47.6%) or sodium alendronate
(52.4%). During the follow-up period there was no change in the nutritional status
of patients who remained obese. After 12 months of treatment serum levels of
vitamin D, osteoprotegerin and adiponectin increased significantly compared to
baseline values. In the same period and under the same conditions, C-telopeptide,
serum bone alkaline phosphatase, leptin and TNF-a showed significant reduction
compared to baseline levels. Compared to pre-treatment values, oral
supplementation with vitamin D increased significantly the circulating levels that,
however, remained below the normal reference range. The anti-resorptive effect of
bisphosphonates was confirmed and was apparently independent of the state of
obesity. The greater availability of fat reservoirs and the high lipid solubility of
vitamin D, favoring its sequestration on this site, probably resulted in reduced
bioavailability and thus, persistence of the state of hypovitaminosis D, despite the
12 months supplementation with calcium and vitamin D. Our results are in
agreement with most reports from the literature that favor the hypothesis that
leptin and adiponectin are sensitive to the action of vitamin D, characterized by a
direct relationship between adiponectin and vitamin D and a negative relationship
between vitamin D and leptin. The anti-inflammatory action of 25 (OH) D, as
measured by the reduction in circulating levels of TNF-a, can also be suggested
from the results of this study. Additional clinical studies are needed to try to
elucidate the systemic mechanisms, interactions and optimal circulating levels of
vitamin D and adipokines in obese and their role in human health.

Keywords: Vitamin D. Obesity. Adipokines. Leptin. Adiponectin. TNF-a.
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1 INTRODUCAO

1.1 Tecido Osseo

O osso ¢ um tipo de tecido conjuntivo especializado e metabolicamente ativo,
que desempenha inimeras fungoes fisiologicas vitais como suporte e protecao de
orgaos e estruturas nobres. Participa diretamente da producao de células
sanguineas, possui uma maltriz rica em fatores de crescimento e citocinas e ¢ o
principal reservatorio de minerais sendo responsavel pela homeostasia de diversos
tons em particular calcio e fosforo (LEIBBRANDT e PENNINGER, 2008; FENG e
MCDONALD:; 2011; TETI, 2011).

O tecido 6sseo tem duas origens embrionarias distintas. Os ossos chatos do
cranio e a clavicula sao formados por ossificacao intramembranosa. Este tipo de
formacao 6ssea ocorre diretamente a partir de um tecido conjuntivo especializado
preexistente, onde os osteoblastos depositam matriz organica rica em colageno tipo
I que, a seguir, sofre mineralizacao através da deposi¢ao de fosfato de calcio, dando
origem ao osso mineralizado. A ossificacio endocondral é responsavel pela
formacao da maioria dos ossos longos. Ela ocorre através da transformacao do
mesénquima primitivo em uma peca de cartilagem no formato do futuro osso, que
servira de molde para a deposicao guiada de tecido 6sseo em substituicio a
cartilagem, que ¢ gradualmente reabsorvida (ANDERSON, 2003; WAMBERG et al.,
2013).

Com base na sua organizacao estrutural o tecido osseo é classificado em

compacto ou cortical e trabecular ou esponjoso. O osso compacto ou cortical ¢é
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denso, solido, constituido por fibras colagenas flexiveis e cristais de hidroxiapatita e
tem como principal funcao resistir a cargas de compressao e de torcao. Nos 0ssos
longos o osso compacto circunda o espaco medular originando uma cavidade
central oca, denominada canal ou cavidade medular. A unidade basica do osso
compacto ¢ o osteon, que ¢ constituido por um canal central - canal Harvesiano —
que conltém vasos sanguineos e nervos e ¢ circundado por lamelas concéntricas
constituidas por matriz colagena impregnada por sais de calcio e fosforo onde se
localizam os ostedcitos, no interior de pequenas lacunas conectadas por
canaliculos. Os canaliculos sido responsaveis pela comunicacao e difusao dos
nutrientes e restos metabolicos de/para os osteocitos. Os canais Haversianos sao
conectados perpendicularmente pelos canais vasculares de Volkman. As lamelas
circunferenciais envolvem externamente os osteons e as circunferenciais internas
resultam da reabsorcao parcial de osteons durante o processo de remodelacao do
osso. Externamente, a superficie do osso cortical é recoberta pelo periosteo que ¢é
um tecido conjuntivo fibroso rico em vasos sanguineos, fibras nervosas,
osteoclastos, osteoblastos e que tem a funcao de proteger, nutrir, e auxiliar na
formacao d6ssea. O periosteo tem um importante papel na consolidacao das fraturas

e no crescimento aposicional. Internamente o osso compacto ¢ revestido pela

membrana endosteal (Figura 1) (STANDRING, 2015).
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Figura 1. Principais aspectos da microestrutura ossea. Os osteons sao estruturas
cilindricas distribuidas paralelamente em relacaio ao maior eixo do o0sso,
circundados pelas lamelas circunferenciais externas. No osteon as lamelas se
organizam de forma concéntrica em torno dos canais Haversianos que, por sua vez,
se comunicam através de canais vasculares perpendiculares (canais de Volkmann).
As lamelas circunferenciais internas representam osteons parcialmente
reabsorvidos e as lamelas intersticiais promovem a juncao entre osteons adjacentes.
As células 6sseas — osteocitos — se localizam no interior de pequenas lacunas e se
comunicam através de prolongamentos (canaliculos). O osso esponjoso ocupa a
posicao central dos ossos longos (cavidade medular) que ¢é totalmente circundada
por osso compacto. Adaptado de Standring, 2015.

O osso trabecular ou esponjoso ¢ composto por uma rede de laminas dsseas
irregularmente dispostas em varios sentidos e direcoes, que delimitam espacos
livres entre si e sao circundadas por tecido hematopoético altamente vascularizado,
com graus variaveis de associacao com células adiposas (CHIM ez al., 2013).

A porcao inorganica dos ossos (65%) ¢ constituida predominantemente por
calcio e fosfato sob a forma de cristais de hidroxiapatita Ca,;(PO,), e é responsavel
pelas propriedades de rigidez e resisténcia a compressao. A matriz organica (35%) é
constituida por colageno e proteinas estruturais nao colagenas, como

proteoglicanas e sialoproteinas que participam dos processos de estabilizacao da
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(LEIBBRANDT e PENNIGER, 2008; FENG e MC DONALD, 2011).

metabolismo

Os componentes celulares do osso sao os osteoblastos, os osteocitos e os

osteoclastos (Figura 2).
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Figura 2. Aspecto histologico dos elementos celulares do tecido osseo. (A)
Osteoclasto multinucleado localizado na superficie 6ssea, no interior de uma lacuna
de reabsorcao (lacuna de Howship). (B) Osteoblastos cuboidais, com nucleos
basofilicos, nucléolos evidentes, dispostos em “colar” na superficie do osso
esponjoso. (C) Osteocitos aprisionados no interior da matriz colagena mineralizada.
Coloragao Hematoxilina-Eosina (HE). Arquivo pessoal.

Os osteoblastos tém origem nas células mesenquimais indiferenciadas da
medula 6ssea. As células adultas sao altamente especializadas, estao diretamente
associadas a osteogénese e sdo responsaveis pela sintese dos componentes
organicos da maltriz 0ssea, particularmente colageno tipo I além da secrecao de
fatores de crescimento, glicoproteinas e proteoglicanas. Eventualmente os
osteoblastos sao completamente envolvidos e aprisionados pela matriz 6ssea recém-
sintetizada, originando os osteocitos. Os ostedcitos tém citoplasma escasso e
pequeno e nenhuma capacidade de sintese proteica. Eles possuem

prolongamentos que promovem a comunicacao entre células adjacentes que

proporcionam o fluxo de mensageiros bioquimicos e metabolicos com a circulacao
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sistémica, conferindo aos osteocitos papel fundamental na manutencao da
integridade da matriz 6ssea (TROUVIN e GOEB, 2010).

Além da participagao na formacao ossea, os osteoblastos desempenham
papel central na diferenciacao dos osteoclastos, que ocorre através da liberacao de
fatores derivados da matriz durante o processo de reabsorcao como as proteinas
morfogenéticas 6sseas (BMP), os fatores de crescimento insulinico I e I (IGF 1 e

IGF 1I), a osteocalcina e o colageno tipo | (KULAR ez al., 2012).

Os osteoclastos sdo células gigantes multinucleadas, formados pela fusao citoplasmatica de
precursores mononucleares (monéeitos), oriundos da linhagem mieléide, responsaveis pela
reabsor¢ao e remodelagao do tecido 6sseo (MC GREEVY e WILLIAMS, 2011).

A principal molécula reguladora da osteoclastogénese ¢ o ligante do receptor
ativador do fator Kappa B (RANKL). Ela é expressa por osteoblastos, células T e
células endoteliais e é essencial para a formacao de osteoclastos através da ligacao
com o receptor RANK presente nos osteoclastos e em seus precursores (KOHLI e
KOHLI, 2011; KULAR ez al., 2012).

A atividade de RANKL ¢ antagonizada pela presenca do receptor soluvel
osteoprotegerina (OPG). A OPG bloqueia a ligacio do RANKL com RANK,
imibindo a diferenciacao dos osteoclastos. A transmissao do sinal de RANKL ¢é
determinada pela rela¢ao entre RANKL e a OPG, juntamente com a expressao de
RANK em precursores de osteoclastos. Tal como RANKL, a OPG ¢é produzida pelos
osteoblastos, conferindo a essas células um papel central no controle da relacao

entre a formacao e reabsorcao 6ssea (MARTIN, 2013; WALSH e CHOI, 2014).

1.2 Remodelacao ossea
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O tecido 6sseo esta em processo de formacao até o final da segunda década
de vida. Na maturidade esquelética, quando ¢ atingido o pico da massa ossea,
inicia-se um lento processo fisiologico de perda gradual de massa oOssea
equivalente a cerca de 1,5% ao ano (YAZBEK e NETO, 2008; KINI e NANDEESH,
2012).

Através de um processo denominado de remodelagao, altamente regulado
por fatores sistémicos e locais, o organismo procura manter a massa 0ssea em niveis
proximos ao seu pico. Este processo dinamico se caracteriza pela remocao e
substituicao do osso antigo danificado e, portanto, com baixa qualidade de
sustentacao mecanica, por osso recém-sintetizado com melhor e maior resisténcia.
Através da remodelacao o esqueleto é renovado garantindo, desta forma, sua
integridade durante a vida (FENG e MCDONALD, 2011; KINI e NANDEESH, 2012;
DELAISSE, 2014). O processo de remodelacao ocorre da mesma forma no osso
compacto e no osso esponjoso (KOSLA ez al., 2008).

A remodelacao ossea pode ser dividida em seis fases: quiescéncia, ativacao,
reabsor¢ao, reversao, formacao e mineralizacdo. Em condicoes fisiologicas essa
sequéncia de eventos da remodelacao é regulada por hormonios, citocinas e fatores
de crescimento. Alteracoes no equilibrio entre a reabsorcao e a formacao resultam
na perda 6ssea que constitui a base da osteoporose (KULAR et al., 2012; CHIM et al.,
2013).

Na fase de quiescéncia a superficie 0ssea esta em repouso (Figura 3A). Em
resposta a uma tensao mecanica que resulte em uma microfratura ou sob a acao de

hormoénios em resposta a alteracao da homeostase do calcio e fosforo, tem inicio o
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recrutamento e ativacao de precursores dos osteoclastos: monocitos e macrofagos
circulantes. Como resultado da interacao com os precursores osteoblasticos, os
osteoclastos se diferenciam se fusionam e migram para a superficie Ossea
orientados por um gradiente de concentracao de mediadores quimicos
(quimiotaxia). Ao atingir a superficie O6ssea, onde se fixam firmemente, os
osteoclastos iniciam a reabsorcao 6ssea que tem uma duracao média de duas a
quatro semanas em cada ciclo de remodelacao (Figura 3B). A traducao histologica
da reabsor¢ao Ossea ¢ a presenca de pequenas cavidades concavas, com cerca de
Soum de profundidade, localizadas na superficie 6ssea. Durante a reabsor¢ao sao
liberadas enzimas hidroliticas e lisossomais aprisionadas na matriz dssea, em
especial catepsina K, que auxiliam na degradacao dos demais componentes da
matriz, inclusive do colageno (RAGGATT e PARTRIDGE 2010; KINI e
NANDEESH, 2012).

Embora a fun¢ao primaria dos osteoclastos na remodelacao ossea seja a
reabsor¢ao ossea da matriz mineralizada, é provavel que os osteclastos, além de
promoverem a reabsor¢ao, também atuem no controle da liberacao de fatores de

crescimento como BMP, IGF 1 e II e fator de crescimento transformante beta (TGF-

B), responsaveis por modelar a atividade osteoblastica (KINI e NANDEESH, 2012).
A fase reversa ¢ uma fase de transi¢ao entre a reabsorc¢ao e a formacao ossea

(Figura 3C). Células mononucleares da linhagem monocitica e macrofagos contidos

na cavidade de reabsorcao preparam a superficie oOssea para o acesso dos

progenitores osteoblasticos. Ao se diferenciarem, os osteoblastos iniciam a fase
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subsequente (formacao) do ciclo de remodelacao (KINI e NANDEESH, 2012;
DELAISSE, 2014).

Durante a fase de formacao (Figura 3D) os pré-osteoblastos sao atraidos para
o sitio de remodelacao por um gradiente de concentracao de fatores de crescimento
liberados da matriz recém-reabsorvida. Na superficie da cavidade de reabsorcao eles
depositam uma camada de matriz extracelular que expressa BMP, responsavel pela
diferenciacao dos pré-osteoblastos em osteoblastos. Estes, por sua vez, iniciam a
sintese da matriz 6ssea (TETIL, 2011; KINI e NANDEESH, 2012). Os osteoblastos
continuam a sintese da matriz osteoide até que ocorra o preenchimento completo
da lacuna de reabsorcao. A seguir, os osteoblastos se transformam em células
quiescentes terminalmente diferenciadas, que recobrem a superficie 6ssea recém-
formada (Figura 3E). Essas células de revestimento se conectam com os osteocitos
na matriz 0ssea através da rede de canaliculos para manter a comunicacao entre o
ambiente medular e o osso. A matriz ostedide recém depositada leva em média go
dias no osso esponjoso e 130 dias no osso cortical para completar a fase de

mineralizacao (KINI e NANDEESH, 2012).
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Figura 3. Traducao histologica das fases da remodelacao ossea. (A) Fase de
quiescéncia onde a superficie do osso esponjoso ¢ recoberta por lamina delgada
constituida pelo prolongamento citoplasmatico de osteoblastos terminalmente
diferenciados (células em repouso ou células de revestimento). Este recobrimento
tem como funcao promover uma barreira mecanica a acao dos osteoclastos. (B) Fase
da reabsorcao - osteoclastos multinucleados sao formados e promovem a
reabsor¢ao ossea, traduzida pela formacao de uma cavidade (Lacuna de Howship)
na superficie ossea. (C) A fase reversa se caracteriza pelo recobrimento da base da
cavidade de reabsorcao por matriz colagena nao mineralizada associada com o
afluxo de progenitores osteoblasticos e macrofagos. (D) A fase de formacao ossea
com deposi¢ao de matriz ostedide pelos osteoblastos visando o preenchimento da
cavidade de reabsorcao formada pela acao dos osteoclastos. (E) O final de um ciclo
de remodelacao completo. O quantum de tecido 6sseo removido durante o ciclo foi
reposto pelos osteoblastos e, apos a mineralizacao, apresenta uma interface (frente
de mineralizacao) bem demarcada (setas) com o osso nativo. Cortes histologicos de
0sso nao descalcificado incluido em resina. A-D: Tricromico Masson Goldner. E:
Azul de Toluidina. (A) 10X, (B,D.E) 20X, (C) 40X. Arquivo pessoal.

O evento mais dinamico da remodelacao ossea ¢ a fase de conversao do
catabolismo para o anabolismo, isto ¢, o processo de acoplamento da formacao

ossea com o final da atividade de reabsorcao (IKEDA e TAKESHITA, 2014). Em
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condicoes fisiologicas um ciclo de remodelacao tem a duragao total de seis a sete
meses e, idealmente, a quantidade de osso formado deve ser igual a quantidade de
osso que foi removido e, consequentemente, renovado (ERIKSEN, 2010; KINI e
NANDEESH, 2012). Como a fase de reabsorcao do ciclo de remodelagem ¢é curta e
o periodo de tempo necessario para a reposicao do osso reabsorvido ¢ longo,
qualquer aumento na frequéncia de ativacao da remodelacao resultara em perda de
massa ossea (RAISZ, 2005).

r.2.1 Regulacao da remodelacao ossea

1.2.1.1 Sistémica

A remodelacao o6ssea ¢ regulada por via sistémica através de acao hormonal.
Fisiologicamente, na segunda década da vida a massa dssea atinge o seu pico
maximo e ¢ mantida com pequenas variacoes até os 50 anos de idade, quando entao
a reabsorcao ossea predomina e tem inicio a perda dssea (KINI e NANDEESH,
2012). Ao longo do processo de envelhecimento, a remodelacao dssea desequilibra
de forma continua a favor da reabsorc¢ao, constituindo o principal mecanismo e a
base metabolica da osteoporose (TROUVIN e GOEB, 2010; CHIM ez al., 2013).

Na menopausa a diminuicao dos niveis de estrogénio é responsavel pelo
aumento da frequéncia de ativacao da remodelacao. Diversos sitios sao ativados
simultaneamente gerando um desequilibrio entre reabsorcao e a capacidade de
formacao ossea pelos osteoblastos. O aumento da atividade osteoclastica leva a
perda de grande parte de osso esponjoso com consequente perda da
microarquitetura tecidual e desenvolvimento da osteoporose (SEEMAN, 2003;
MCGREEVY e WILLIAMS, 201r; ZUPAN et al., 2013). O controle do estrogénio

sobre a atividade dos osteoblastos e osteoclastos é realizado através da mediacao da
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triade RANK/RANKL/OPG. O estrogénio modula a formacao osteoclastica tanto
através da diminuicao da expressao de citocinas osteoclastogénicas quanto pela
supressao direta de RANKL que, por sua vez, induz a diferenciacao osteoclastica
(LEGIRAN e BRANDI, 2012; WALSH e CHOI, 2014). Outros hormoénios, como o
paratormonio (PTH) e a 1,25 dihidroxivitamina D (1,25(OH),D) também atuam
diretamente sobre a remodelacao 6ssea (TROUVIN e GOEB, 2010; BANDEIRA ez
al., 2014).

1.2.1.2 Local

A OPG ¢é uma glicoproteina membro da super familia de receptores de fator
de necrose tumoral (TNF), envolvida no metabolismo 6sseo e que desempenha um
papel regulador nos sistemas imunologico, vascular e esquelético (BJERRE, 2013).
A OPG ¢ secretada pelas células do estroma da medula 6ssea e por progenitores
osteoblasticos e tem como principal funcao inibir a osteoclastogénese através do
bloqueio da interacao do RANKL com o RANK. A nao intera¢ao do RANK com o
seu ligante inibe o recrutamento, a proliferacio e a ativacao dos osteoclastos
(THEOLEYRE et al., 2004; KINI e NANDEESH, 2012). Por ser um fator primario na
diferenciacao e ativacao dos osteoclastos, o RANK funciona como um regulador
local do processo de reabsorcao (SIMONET ez al. 1gg7; KINI e NANDEESH, 2012).
Em condicoes fisiologicas, a OPG promove o equilibrio entre a formacao e
reabsorc¢ao d6ssea (MUNHOZ-TORRES et al., 2009).

O desequilibrio entre as funcoes dos osteoblastos e dos osteoclastos pode
resultar em alteracoes caracterizadas pelo aumento (osteopetrose) ou diminuicao
(osteoporose) da massa oOssea. Estudos em modelos animais demonstraram que a

delecao do gene que codifica a OPG resulta em aumento da remodelacao ossea e
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osteoporose; a sua super expressao resulta em osteopetrose (SIMONET ez al., 1997;
BUCAY ez al., 1998).

1.3 Osteoporose

1.3.1 Defini¢ao e epidemiologia

A osteoporose ¢ um disturbio osteometabolico causado pelo desequilibrio
entre a reabsor¢ao e formacao ossea, com predominio da atividade dos osteoclastos
sobre a dos osteoblastos. Em virtude do envelhecimento populacional houve um
aumento na sua prevaléncia, no Brasil a doenca atinge 10 milhoes de pessoas
(ABRASSO).

A osteoporose se caracteriza pela diminuicao da densidade mineral o6ssea
(DMO) que culmina com alteracoes da microarquitetura do tecido 6sseo, aumento
da fragilidade esquelética e do risco de fratura, sobretudo as fraturas de baixo
impacto (HOLICK, 2007; MCGREEVY e WILIIAMS, 201r; DRAKE er al., 2012;
DUQUET, 2014). Algumas situacoes como hereditariedade, etnia, envelhecimento,
consumo excessivo de alcool, baixa exposicao solar, Diabetes Mellitus (DM),
menopausa e obesidade predispéem a osteoporose (CARVALHO ez al., 2004;
PINHEIRO ez al., 2010; SOUSA, 2010; GALLAGHER e TELLA, 2014).

1.3.2 Diagnéstico clinico

O diagnostico clinico de osteoporose se baseia na presenca de fratura por
fragilidade e/ou quando a DMO, medida por densitometria 6ssea, ¢ inferior ou
igual a -2,5 desvios padrao (DP) do valor obtido em uma populagao de referéncia de
adultos jovens. Por convencao este valor ¢ descrito como T-Score (GALLAGHER e

TELLA, 2014). Baseado nos valores do T-Score a Organizacao Mundial da Saude
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(OMS) estabeleceu as seguintes diretrizes para o diagnostico densitométrico de
osteoporose: normal quando o T-Score esta acima de -1,0 DP; osteopenia para
valores entre -1,0 e -2,5 DP e osteoporose para valores de -2,5 ou menor.

A principal complicag¢ao da osteoporose ¢ a fratura. A prevaléncia de fraturas
osteoporoticas aumenta de 4% em mulheres com idade entre 50-59 anos para 52%
das mulheres com mais de 8o anos. Ha uma sequéncia temporal em fraturas
osteoporoticas que se inicia pelas fraturas do radio distal a partir de 50 anos de
idade, seguido de fraturas vertebrais entre 60-75 anos e fraturas do colo do fémur a
partir de 70 anos (GALLAGHER e TELLA, 2014).

Além das fraturas, outro problema frequentemente associado a osteoporose é
a reducao dos niveis séricos de vitamina D. A deficiéncia ou a insuficiéncia de
vitamina D esta intimamente associada a perda Ossea contribuindo,
consequentemente, para o aumento da fragilidade 6ssea. Além da associa¢ao com a
perda ossea, a vitamina D esta diretamente relacionada com o desenvolvimento e
progressao de fraqueza muscular (sarcopenia) que, por sua vez, potencializa o risco
de quedas (BUSSE et al., 2013).

1.3.3 Marcadores bioquimicos da fun¢ao ossea

A monitorizacao do metabolismo 6sseo pode ser feita através da medida dos
niveis séricos de diversas enzimas e proteinas liberadas durante o processo de
formacao ossea ou através da quantificacao dos produtos resultantes da degradacao
do osso durante a fase de reabsorcao (PAGANI ez al., 2005). Apesar do crescente
avanco tecnologico das técnicas e métodos de diagnostico laboratorial, que

permitem avaliar com alto poder de especificidade e sensibilidade os marcadores
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do metabolismo 6sseo, o diagnostico de osteoporose nao pode ser estabelecido
unicamente em bases bioquimicas. Existem relatos de que em pacientes
osteoporoticos, os niveis séricos de diversos marcadores sao semelhantes aos niveis
em individuos saudaveis (NIELSEN ez al., 19g1). A associacao entre o diagnostico
densitométrico e marcadores do turnover 6sseo pode, contudo, ser util para a
avaliacio do risco de fratura em pacientes com diagnostico estabelecido de

osteoporose (LEWIECKI ez al., 200q).

Se por um lado a utilizacdo de um painel bioquimico de marcadores do
metabolismo d6sseo nao ¢ adequada para estabelecer o diagnostico de osteoporose,
eles sao amplamente utilizados na monitorizacao da resposta terapéutica a
medicamentos que atuam sobre o metabolismo osseo. A fosfatase alcalina 6ssea
(FAO) e a osteocalcina sao marcadores classicos da formacao 6ssea e da reabsorc¢ao

os produtos resultantes da degradacao do colageno (RISTELL ez al., 1999).

A fosfatase alcalina sérica compreende diversas isoformas produzidas
principalmente no figado e ossos. A FAO isoforma especifica do osso, pode ser
medida através de imunoensaios utilizando anticorpos monoclonais direcionados
para esta isoforma (PAGANI er al, 2005). A osteocalcina também é um bom
marcador da funcao osteoblastica por mostrar boa correlacao com a formacao ossea.
Uma importante limita¢io do uso da osteocalcina como marcador da funcao
osteoblastica ¢ a sua rapida degradacao sérica resultando em por¢oes fragmentadas
e pela sua secre¢ao seguir um ritmo circadiano, variavel ao longo do dia

(GUNDBERG et al., 1985).
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Os marcadores da reabsorcao 6ssea sao uma classe de produtos derivados da
hidrolise enzimatica do colageno tipo I, que constitui go% das proteinas dsseas.
Fragmentos do colageno tipo 1, particularmente o telopeptideo do carboxiterminal-
X (CTX), ¢ um dos marcadores mais utilizados e pode ser detectado pela presenca

de anticorpos especificos (PAGANI et al., 2005).

1.4 Vitamina D

A vitamina D é a principal responsavel pela regulacao da homeostase do
calcio (Ca) e fosforo (P). Sua sintese ocorre através da pele pela acao de raios
Ultravioleta B (UVB) ou pode ser adquirida através da dieta. No entanto sua
deficiéncia/insuficiéncia no organismo ¢ considerada uma pandemia (HOLICK,
2007; BENDIK et al., 2014; ZABIHIYEGANHEH et al., 2014). As principais
consequéncias dos baixos niveis séricos de vitamina D sao o hiperparatireoidismo
secundario, aumento do turnover 6sseo, aumento da perda dssea e maior risco de
fratura por fragilidade (HOSSEIN-NEZHAD e HOLICK, 2013).

1.4.1 Sintese e metabolismo

A vitamina D compreende um grupo de vitameros ou polimeros com
atividade biologica similar no organismo sendo a principal forma presente nos
alimentos os colecalciferois (vitamina D;) e ergocalciferol (vitamina D,) (SANTOS e
FILHO, 2012; BENDIK et al., 2014).

A vitamina D ¢é unica pelo fato de ter como fonte a sintese na pele através da
acao da luz solar e pela ingestao através da dieta (HOLICK, 2007; CASTRO, 2011;
BENDIK et al., 2014). Na reacao fotoquimica entre 7-deidrocolesterol (7-DHC), um

precursor do colesterol localizado na membrana plasmatica dos queratinocitos e a
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UVB, ¢ gerada a pré vitamina D que ¢é rapidamente convertida na forma inativa da
vitamina D também chamada de colecalciferol ou vitamina D; (HOLICK, 2007).
Esta reacao fotoquimica ¢ mantida continuamente, durante toda a vida, em todas as
células quando expostas a ondas curtas (entre 2go-315nm) de UVB na presenca de
quantidades suficientes de 7-DHC (BOUILLON e SUDA, 2014). A exposicao
excessiva a luz solar degrada a pré-vitamina D; e a vitamina D, em fotoprodutos
inativos, o luminosterol e taquisterol, controlando a superproducao de vitamina D
(MARQUES ez al., 2010; SANTOS e FILHO, 2012).

As vitaminas D, e D; provenientes da ingesta sao incorporadas pelos
quilomicrons inicialmente no sistema linfatico e, a seguir, no sistema venoso. Ao se
ligar a proteina de ligacao da vitamina D (DBP), o composto segue para o figado
onde ¢ metabolizado. Neste 6rgao a vitamina D sofre a primeira hidroxilacao no
carbono 25 transformando-se em 25-hidroxivitamina D (25(OH)D), sob a acao da
enzima 25-hidroxilase (HOLICK, 2007). Este metabolito da vitamina D ainda é
inativo e necessita passar por um segundo processo de metabolizacao no rim,
regulado pela 25-hidroxivitamina D 1-a hidroxilase (1-OHase), e se transforma na
forma biologicamente ativa a 1,25-dihidroxivitamina D (1,25(OH),D) (Figura 4) (LIPS,

2006; HOLICK, 2007; CASTRO, 2011).

Fizzado Rim on
= —> :
HO o O

Vitamina D, 25(0H)D 1,25 (OH),D

Figura 4. Vias de ativacio metabolica da vitamina D; na forma hormonal
1,25(OH),D A forma inativa D, sofre hidroxilacaio hepatica através da acao da
enzima 25-hidroxilase e ¢ convertida na forma 25(OH)D, também inativa. A
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hidroxilacao renal do carbono 1-a,sob a acao da enzima 1-OHase origina o
composto metabolicamente ativo 1,25(OH),D. Adaptado de DE LUCA, 2004.

A acao classica da vitamina D em animais vertebrados e humanos é promover
a absorcao de calcio e fosforo e, assim, garantir a mineralizacao adequada do
esqueleto  (HOLICK, 2007; CASTRO, 20m; BUSSE et al, 2013; HOSSEIN-
NEZHAD e HOLICK, 2013). A 1,25(OH),D atua sobre os osteoclastos estimulando o
aumento na expressao de RANK e, consequentemente, a osteoclastogénese . Os
osteoclastos, por sua vez, mantém a homestasia do calcio e fosforo através da
mobilizacao 6ssea (HOLICK, 2007).

Varios estudos demonstraram a face hormonal da vitamina D na homeostase
sistétmica em parte devido a presenca do receptor da 1,25-dihidroxivitamina D
(VDR) em células de varios tecidos como mama, prostata, cérebro e células do
sistema imune. Além disso, alguns desses tecidos expressam a enzima 1-Ollase,
responsavel pela hidroxilacao renal da 25(OH)D (HOLICK, 2007; CASTRO, 2o011;
VANLINT, 2013).

1.4.2 Niveis gerais de vitamina D

Os niveis de VDR diminuem com a idade, o que provavelmente contribui
para a resisténcia a 1,25(OH),D observada em idosos (DE LUCA, 2004; MITHAL ez
al., 2009; MARQUES et al., 2010). Em condig¢oes fisioldgicas, os valores séricos da
vitamina D (25(OH)D) que correspondem a suficiéncia ficam entre 3o0-100 ng/mlL.
Valores entre 21-29 ng/ml. caracterizam um estado de insuficiéncia, abaixo de

2ong/mlL de deficiéncia e valores acima de 10ong/ml indicam intoxicacao

(HOLICK et al., 2om).
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As principais consequéncias da deficiéncia ou da insuficiéncia de vitamina D
sao o hiperpatireoidismo secundario, que esta relacionado diretamente com
maiores indices de fraturas. Outras condi¢oes clinicas que podem se associar a
reducao dos niveis de séricos de 25(OH)D sao a esquizofrenia, depressao, diabetes
tipo 1 e alguns tipos de neoplasias malignas e obesidade (HOLICK, 2007; BUSSE er
al., 2013; HOLICK ez al., 2011; VANLINT, 2013; VIMESWARAN et al., 2013).

Além do envelhecimento, a obesidade também pode estar relacionada com
niveis reduzidos de vitamina D em consequéncia do “sequestro” da vitamina D no
tecido adiposo. Outro mecanismo que pode estar relacionado com a menor
biodisponibilidade de vitamina D em obesos seria a menor capacidade de liberacao
sistémica de vitamina Dy dos depdsitos na pele (WORTSMAN ez al., 2000).

Com intuito de avaliar as consequéncias da deficiéncia ou da insuficiéncia de
vitamina D em obesos, foram realizados alguns estudos sobre a resposta a
suplementacao com vitamina D neste grupo especifico de pacientes. Os resultados
nao sao unanimes ao afirmar a necessidade de suplementacao em obesos com
maiores doses de vitamina D devido a uma possivel resisténcia periférica a acao da
vitamina D (RAJAKUMAR ez al., 2008; LEE et al., 2009; KAMYCHEVA ez al., 2013;

SALIBA et al., 2013).

a. Obesidade

A obesidade ¢ definida como uma doenca cronica de origem multifatorial. A
rotina da vida moderna que engloba a falta de atividade fisica adequada, estresse,

alimentacao desequilibrada aliada a fatores genéticos desencadeiam o
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desenvolvimento e o agravamento da obesidade e das suas comorbidades
(REPETTO et al, 2003).

Segundo a OMS a obesidade ¢ definida como “um actimulo excessivo ou
anormal de gordura que pode ser prejudicial a satide”. Sua classificacao ¢é realizada
através do caleulo do Indice de Massa Corporal (IMC), amplamente utilizado para
classificar sobrepesos e obesidade em adultos. O diagnostico de obesidade é
estabelecido quando o IMC é maior ou igual a 30 kg/m?. Segundo esses critérios,
uma estimativa mundial realizada pela OMS em 2014 revelou que dois bilhdes de
adultos estavam acima do peso e, destes, mais de meio bilhao sao obesos.

No passado a obesidade foi considerada benéfica para a integridade ossea
devido a alta DMO observada em individuos com excesso de peso (REID ez al.,1992)
Contudo, estudos recentes mostraram que o excesso de tecido adiposo, além de nao
favorecer o osso, ja foi identificado como fator de risco para fraturas (CAO, 201r;
GONNELLI e CAFFARELLL, 2014).

Numa visao mais atual o tecido adiposo deixou de ser considerado apenas
como reservatorio de energia, passando a ser visto como um 6rgao endocrino por
ser capaz de produzir e secretar varios peptideos bioativos denominados
adipocinas. Dentre estes se destacam a adiponectina, a leptina, a interleucina 6 (IL-

6), a resistina e o fator de necrose tumoral o (TNF-a) que ¢ uma citocina

inflamatoria também secretada por este tecido (STOKI('Z et al., 2013).

1.5.1 Adipocinas: adiponectina e leptina
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As adipocinas sao hormoénios com funcgoes pleiotropicas envolvidas com a
regulacao do metabolismo energético como o apetite e a sensibilidade a acao da
insulina (KHAN e JOSEPH, 2014, NIGRO et al, 2014). Elas regulam o
microambiente do tecido adiposo, promovendo a comunicacao com outros tecidos
e desempenham atividades como o controle da ingestao alimentar e a regulacao da
sensibilidade a acao da insulina. As altera¢oes na secrecao das adipocinas podem
ter um papel central na fisiopatologia da obesidade e das suas complicagoes
(GUIMARAES et al., 2007; NAKAMURA ez al., 2014).

1.5.1.1 Adiponectina

A adiponectina ¢ derivada do gene ADIPOQ localizado no cromossomo
3q27, que transcreve um peplideo de 224 aminoacidos com cadeia de peso
molecular de 30kDa. E produzida e secretada pelo tecido adiposo. Ela atua em
células de diversos tecidos (Figura 5) tendo uma fun¢ao bem definida como agente
antidiabético, anti-inflamatorio, antiaterogénico e cardioprotetor (CARVALHO et

al., 2004; GUIMARAES et al., 2007; KHAN e JOSEPH, 2014; NIGRO et al., 2014).
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Figura 5. Interacoes e efeitos sistémicos da adiponectina. A adiponectina liberada pelos
adipocitos atua pelas vias enddcrina e paracrina na modulacao da funcao e atividade dos
cadiomiocitos, células endoteliais (CE) e seus progenitores, macrofagos, leucocitos e
musculatura lisa dos vasos sanguineos. Adaptado de XU e VANHOUTTE, 2012.

A adiponectina possui uma caracteristica diferente da maioria das proteinas
secretadas pelos adipocitos, uma vez que a sua expressao diminui a medida que o
tecido adiposo aumenta. Ela age por meio de dois receptores, Adipo Ri, encontrado
no musculo esquelético e Adipo R2 amplamente encontrado no figado
(KADOWAKI e YAMAGUCHI, 2005). A adiponectina sintetizada no musculo
esquelético tem a func¢ao de aumentar o transporte de glicose e estimular a
oxida¢ao dos acidos graxos. No figado ela atua através da inibicao da expressao de

enzimas gliconeogénicas hepaticas e na producao de glicose (COMBS et al., 200r;

XU et al., 2003).
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1.5.1.2. Leptina

A leptina foi descrita em 1994 e ¢ considerado um marco importante na
pesquisa da obesidade por ter fornecido um novo cenario para o conhecimento dos
mecanismos que envolvem a homeostase energética. Ela age no sistema nervoso
central (hipotalamo) controlando a ingestao alimentar, aumentando o gasto
energético e regulando a funcao neuroendocrina, o metabolismo de glicose e de
gordura (LEGIRAN e BRANDI, 2012; FAROOQUI e O’'RAHLILLY, 2014; KHAN e
JOSEPH, 2014; MUNZBERG e MORISSON, 2015).

A leptina, (do grego Leptos que significa magro) é derivada do gene Lep,
localizado no eromossomo 7q31.3, que transcreve um peptideo de 167 aminoacidos
com cadeia de peso molecular de 16-kDa, membro da familia das citocinas de
cadeia helicoidal longa. A leptina é produzida e secretada predominantemente pelo
tecido adiposo branco e seus niveis circulantes sao proporcionais a extensao e ao
volume deste tecido (LEGIRAN e BRANDI, 2012; KHAN e JOSEPH, 2014;
MUNZBERG e MORISSON, 2015). GNACINSKA ez al (2010), avaliando a atividade
do tecido adiposo em relacao ao sobrepeso e a obesidade, constataram que
individuos com baixa ingesta calorica tem concentracao sérica de leptina
significativamente menor do que obesos.

A liberacao de leptina ocorre em picos de aproximadamente trinta minutos,
atingindo o maior nivel durante a noite e nas primeiras horas da manha (ROMERO
e ZANESCO, 2006; RIBEIRO ez al., 2007). Embora a leptina classicamente atue na
regulacao do peso através da ingestao dos alimentos, gasto energético e distribuicao
de gordura, ela também atua sobre o metabolismo 6sseo através de receptores

centrais e periféricos localizados no osso (LEGIRAN e BRANDI, 2012; CARTER et
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al., 2013; KHAN e JOSEPH, 2014; SHARMA ez al., 2014). Esta acao pode ser positiva
quando direcionada para a regulacao da formacao ossea através de acoes diretas
sobre o 0sso ou, negativa, quando estiver direcionada para a supressao da formacao
Ossea e aumento a reabsorcao através da via de transmissao hipotalamica (MOTYL e
ROSEN, 2012).

1.5.2 Adipocinas e tecido 6sseo

Além da expressao de neuropeptideos envolvidos com o aumento ou com a
diminuicao da ingestao alimentar, a leptina ao se ligar ao seu receptor Ob-Rb nos
nicleos hipotalamicos, ativa duas vias centrais diferentes que influenciam a
formacao o6ssea. Na primeira, através de sinalizacao simpatica via receptores B-
adrenérgicos, ela diminui a formacao 6ssea pelos osteoblastos e induz a secrecao de
RANKL, potencializando a reabsor¢iao dssea pelos osteoclastos (KIM ez al., 2010). O
segundo mecanismo envolve a modula¢ao do transcrito regulado pela cocaina e
anfetamina (CART), um neuropeptideo hipotalamico cuja expressao ¢ aumentada
pela leptina. A expressao diminuida do RANKL pelo CART inibe a diferenciacao
osteoclastica (THOMAS ez al., 1999; ELEFTERIOU ez al., 2004; TAKEDA, 2008;
KIM et al, 2010).

Na via de acao periférica da leptina os receptores presentes desta adipocina
nos osteoblastos estimulam a sua proliferacao e inibem a acao dos osteoclastos
favorecendo a formagao 6ssea (KAWAL ez al., 2012).

Em relacao a adiponectina, apesar de ja terem sido identificados receptores
em osteoclastos e osteoblastos, a sua acao sobre o osso ainda nao esta totalmente

esclarecida, sendo relatado efeitos controversos sobre o aumento da massa dssea
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(KAJIMURA ez al., 2013).  E possivel que a adiponectina possua uma acio direta
sobre as células estromais da medula e uma acao indireta, através da modulacao por
fatores de crescimento (WILLIAMS ez al., 200q). Kajimura ez al. (2013) mostraram
que camundongos deficientes em adiponectina tem menor massa 6ssea por inibicao
da proliferacao e por estimulacao da apoptose osteoblastica. Recentemente, um
estudo clinico realizado na Suécia, com 89 homens idosos mostrou que o aumento
dos niveis séricos de adiponectina podem estar relacionados com maior risco de
fraturas (JOHANSSON, 2014). Resultados de outros estudos (WU et al., 2014)
mostraram que a adiponectina ¢é capaz regular a massa Ossea através de um
mecanismo central, estimulando a diferenciacao osteoblastica e inibindo a
diferenciacao osteoclastica.

Os resultados de estudos experimentais em camundongos deficientes em
adiponectina demonstraram maior resisténcia a perda odssea vertebral apos
ooforectomia. Nos animais sem funcao ovariana e deficientes em adiponectina
houve aumento da expressao e dos niveis de FAO, indicando um aumento da
atividade osteoblastica em relacao aos animais do grupo controle (WANG et al.,
2013).

1.5.3 Fator de necrose tumoral alfa e tecido adiposo

O tecido adiposo ¢ local de sintese de diversas proteinas envolvidas com o
processo inflamatorio. O TNF-a esta entre as citocinas secretadas pelo tecido

adiposo e relacionada com a inflamacio (GNACINSKA ez al., 2010).

O TNF-a ¢ uma proteina transmembranar de 25 kDa produzida

principalmente por macrofagos ativados durante os processos inflamatorios
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(AGGARWAL ez al., 2013). Na obesidade, os macréfagos infiltrados no tecido
adiposo contribuem para a secrecio de grande parte desta citocina (LEE er al.,
2014). Atualmente ja esta bem estabelecido que o TNF-a ¢ um dos componentes do
estado inflamatorio ecronico da obesidade (KHAN e JOSEPH, 2014), esta
superexpresso no tecido adiposo e é encontrado em altas concentracoes séricas em
individuos obesos. A perda de peso em obesos acarreta reducao significativa dos
niveis séricos de TNF-a (ZICCARDI ez al., 2002; NICKLAS et al., 2005).

Além do papel no metabolismo energético, o TNF-a também participa de
processos que levam a destrui¢ao da cartilagem e do osso. Saidenberg-Kermanach
et al. (2004), relataram em pacientes com artrite reumatoide, a reducao do turnover
osseo quando era feita a associacao de osteoprotegerina com anti-TNF-a, indicando
o papel protetor sobre a perda 6ssea desta associacao. Este efeito ¢ dado pelo efeito
anti-reabsortivo do anti-TNF-a e pelo efeito anabolico da osteoprotegerina.

1.5.4 Regulacao metabodlica da vitamina D em obesos

Apesar da associa¢ao entre niveis reduzidos de vitamina D e obesidade ja
estar estabelecida, os mecanismos envolvidos nesta associacao ainda nao estao
totalmente elucidados. As principais hipoteses seriam a baixa ingestao de vitamina
D por individuos obesos, aumento da captacao da vitamina D pelo tecido adiposo,
aumento da depuracao metabdlica e estilo de vida sedentario com diminuicao de
atividades ao ar livre e consequente reducao da exposicao a luz solar (WORTSMAN
et al., 2000; BOLLAND ez al., 2007; VANLINT, 2013).

Os efeitos da suplementacao de vitamina D em individuos obesos foram

investigados esparsamente e os resultados permanecenn controversos. Rajakumar el
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al. (2008) nao observaram diferenca entre os niveis de vitamina D e a resposta a
suplementacao em pré adolescentes obesos e nao obesos. Ja Lee er al. (2009)
encontraram uma correlacao negativa entre as concentracoes de vitamina D e IMC,
concluindo que a eficacia da suplementacao de vitamina D depende do IMC.
Pacientes com sobrepeso e obesos necessitariam de doses maiores de vitamina D
para normalizar os niveis séricos em relacao aos individuos com peso normal.
Recentemente, Saliba et al.  (2013) demonstraram que o aumento dos niveis de
25(OH)D em resposta ao tratamento com suplementacao com vitamina D foi maior
em nao obesos em relacao a individuos obesos. Diferentemente, Kamycheva et al.
(2013), nao observaram relacao entre os niveis de vitamina D e IMC.

Wamberg et al. (2013) demonstraram que a 25(OH)D possui efeito anti-
inflamatorio sobre os adipocitos. Entretanto, neste estudo, nao foi observada
reducao dos marcadores inflamatorios sistémicos em um grupo de participantes
que recebeu 7000 Ul de vitamina D oral diaria durante 26 semanas.

1.6 Justificativa

A prevaléncia de doencas cronico degenerativas como a osleoporose
aumentou substancialmente nas ultimas décadas no Brasil e mundialmente,
sobretudo em virtude do aumento da expectativa de vida e do consequente
envelhecimento populacional. As fraturas por fragilidade ossea decorrentes de
traumas de baixo impacto sao a principal complicacao da osteoporose. O seu
tratamento tem um grande impacto economico para a sociedade e este custo é
particularmente maior em individuos obesos em virtude da maior morbidade e

mortalidade observada neste grupo de pacientes. A associaciao entre osteoporose e
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obesidade é ainda mais preocupante considerando-se os dados do Ministério da
Satide, que mostraram que entre 2006 e 2012 os indices de obesidade no Brasil
aumentaram em 54%. A doenca atinge 51% da populagao adulta e seu avanco esta
diretamente relacionado com habitos alimentares e sedentarismo.

O Instituto Nacional de Traumatologia e Ortopedia Jamil Haddad (INTO) no
Rio de Janeiro ¢ um orgao do Ministério da Sauide, voltado para a formulagao de
uma politica nacional sobre a prevencao, diagnostico e tratamento das doencas do
sistema musculoesquelético. Dentro deste contexto, propomos uma acao voltada
particularmente para a reposicao de vitamina D em osteopordticos obesos,
sobretudo naqueles com deficiéncia ou insuficiéncia da vitamina em tratamento
com medicamento anti-reabsortivo. Simultaneamente propomos avaliar se a
suplementacao com vitamina D tem uma acao positiva sobre alguns marcadores

bioquimicos relacionados com a obesidade.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito da suplementacao de vitamina D sobre as adipocinas leptina,

adiponectina e TNF-a em idosos obesos com hipovitaminose D e osteoporaticos.

2.2 Objetivos Especificos

* Avaliar os niveis de vitamina D por bioquimica sanguinea antes e um ano depois

do tratamento com doses diarias de 8oo Ul de vitamina D;e 1000 mg de calcio;

* Avaliar os niveis séricos dos marcadores da formacao (osteoprotegerina e fosfase
alcalina ossea) e da reabsorcao ossea (CTX) em resposta ao tratamento com

bisfosfonatos, calcio e vitamina D;
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3 PACIENTES E METODOS

3.1 Pacientes

3.1.1 Amostra inicial

Entre janeiro de 2012 e janeiro de 2014, 263 homens e mulheres com
mais de 6o anos, foram admitidos no INTO para participar do projeto
OSTEOPREV, uma pesquisa clinica que teve como objetivo avaliar a
resposta do tecido dsseo ao tratamento com quatro medicamentos anti-

osteoporoticos, associados a suplementacao com calcio e com vitamina D.

Para ingressar no projeto Osteoprev os voluntarios deveriam ter
historia confirmada por radiografia de fratura por fragilidade o6ssea e/ou
diagnostico radiografico de colapso vertebral. Constituiram critérios de
exclusao doenca esofagica sintomatica, niveis séricos de calcio >1omg/dL,
intolerancia aos medicamentos investigados (teriparatida, alendronato, acido
zoledronico e ranelato de estroncio), impossibilidade de permanecer em
ortostatismo durante 30 minutos, doen¢a neoplasica maligna, deficit
cognitivo grave, ulilizacao de qualquer medicamento anti-reabsortivo ou
anabolico nos ultimos seis meses, uso continuado de glicocorticoides e
recusa em assinar o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

(ANEXO 11).

O projeto Osteoprev, do qual foram recrutados os voluntarios para a
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investigacao especifica do presente estudo, foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa do INTO através do parecer n° 00050303-09 (ANEXO T).
Ao final do 12° més de tratamento todos os voluntarios foram submetidos a
avaliacao por microtomografia periférica de alta resolucao, densitometria
Ossea, exames clinicos e bioquimicos para comparacao com os valores basais

dos mesmos exames.

3.1.2 Amostra especifica (Obesos)

A partir da amostra geral (n=263) do projeto OSTEOPREV foram
selecionados 21 voluntarios. Constituiram critérios de inclusao: IMC > 30 Kg/
m”, uso de medicamentos antirreabsortivos para osteoporose, nivel de
vitamina D <29 ng/mlL e historia de fratura por fragilidade e/ou colapso
vertebral. Constituiram critérios de exclusao: voluntarios com IMC <30
Kg/m’, uso de medicamento osteoformador ou que apresentasse em conjunto
as acoes antirreabsortiva e osteoformadora para osteoporose, voluntarios
com doenca renal cronica ou hepatica e hiperparatireiodismo secundario.

3.2 Diagnostico de osteoporose

O diagnostico clinico de osteoporose foi estabelecido na fase de
admissao no projeto Osteoprev, durante consulta médica direcionada para a
investigacao de fratura por fragilidade. O voluntario que comprovasse através
de documenta¢ao radiografica de uma ou mais fraturas prévias por
fragilidade estava apto para ingressar no estudo. Pacientes sem
documentacao radiografica e/ou sem historia de fratura prévia eram avaliados

quanto a possibilidade de serem portadores de colapso vertebral. O
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diagnostico de colapso vertebral foi feito em radiografias digitais da coluna
toracica e lombar por um unico observador independente, com ampla
experiéncia no diagnostico e tratamento de doencas do sistema
musculoesquelético. Foi utilizado como critério diagnostico de colapso a
reducao da altura do corpo vertebral em relacao a uma vértebra normal do
paciente e/ou acunhamento vertebral traduzido por maior reducao da altura
na porcao anterior da vértebra em relacao a por¢ao posterior e/ou protusao
ou desvio do muro posterior do corpo vertebral.

O diagnostico densitométrico de perda 6ssea foi feito por Raios-X de
dupla energia (DEXA) em aparelho modelo Prodigy Advance Plus LUNAR
(GE, Madison, Wisconsin, USA). A interpretacao dos resultados

densitométricos seguiu as referéncias utilizadas pela OMS que considera
I
para o diagnostico de osteoporose valores de T-Score < -2,5 DP; para o

diagnostico de osteopenia T-Score entre -1,0 e -2,5 DP e como faixa de
normalidade valores de T-score >-1 DP.
3.3 Diagnéstico de obesidade

O diagnostico de obesidade foi estabelecido segundo os critérios e
recomendacoes da OMS através do IMC. O IMC foi calculado através da
razao entre o peso (kg) e o quadrado da estatura (m), sendo considerados
obesos os individuos com IMC > 30 kg/m”. Esta medida foi realizada no
inicio da investigacdo e em todas as consultas até completar 12 meses de

estudo.
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3.4 Analise da bioquimica sanguinea
A cada trés (03) meses foram coletadas amostras de 10 mL de sangue, em
tubo soro gel apos jejum de 8 horas. Apos a retracao do coagulo as amostras
foram centrifugadas por 10 minutos a uma rotacao 2200g. A seguir o soro foi
aliquotado e congelado a — 20°C alé o processamento para avaliacao dos
marcadores do metabolismo 6sseo e das adipocinas. As analises foram
realizadas em laboratorio terceirizado do INTO.

As avaliacoes bioquimicas dos niveis séricos de vitamina D, FAO e
CTX foram realizadas a cada trés meses até completar 12 meses de tratamento
com medicamento anti-osteoporotico associado a suplementagao com calcio
e vitamina D. A avaliacao desses marcadores fez parte do protocolo de
investigacao e acompanhamento laboratorial dos pacientes do projeto
Osteoprev.  As avaliagoes adicionais dos marcadores OPG, adiponectina,
leptina e TNF-q, foram feitas apenas nos 21 voluntarios obesos com
hipovitaminose D.

3.4.1 Vitamina D

A determinac¢ao dos niveis séricos de vitamina D foi feita por técnica
de eletroquimiluminenscéncia (ECLIA) sendo considerada como faixa de
normalidade valores de 25(OH)D entre 30-100 ng/mlL. O diagnostico de
deficiéncia ou de insuficiéncia de vitamina D, seguiu as recomendacoes da
Diretriz da Sociedade Americana de Endocrinologia (HOLICK et al., 2011),
sendo considerada insuficiéncia valores entre 21-29 ng/mL e deficiéncia de

vitamina D valores séricos abaixo de 20ng/mlL..
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3.4.1.1 Protocolo de suplementacdo com vitamina D,

Durante os 12 meses de duracao do Osteoprev e, independente dos
niveis séricos de vitamina D, os voluntarios foram tratados com 500 mg de
carbonato de calcio e 4oo Ul de vitamina D; administrada por via oral
(capsulas) em duas doses diarias correspondendo a 1000 mg de carbonato de
calcio e 800 Ul de vitamina D.

A partir do acompanhamento trimestral todos os voluntarios com
diagnostico laboratorial de deficiéncia ou insuficiéncia de vitamina D foram
suplementados adicionalmente com terapia em bolus com dose unica de
200.000Ul de vitamina D; por via oral (5o gotas contendo j4oooUl/gota)
também segundo as recomendacoes da Diretriz da Sociedade Americana de
Endocrinologia (HOLICK et al., 2011). A terapia em bolus era repetida sempre
que constatada hipovitaminose D na avaliacao bioquimica trimestral.

3.4.2 Marcadores do metabolismo 6sseo (C-telopeptideo, fosfatase
alcalina dssea e osteoprotegerina)

A metodologia empregada para a analise da FAO foi de imunoensaio
enzimatico e do CTX por ECLIA. Os niveis de osteoprotegerina foram
determinados por ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay, Boster
Immunoleader, Fremont, California, USA) seguindo as instrucoes do

fabricante.

3.4.3 Adipocinas : adiponectina, leptina e marcador do estado

inflamatorio cronico (TNF-a)
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As analises bioquimicas para a determinacao dos niveis séricos de
TNF-a, adiponectina e leptina foram realizadas por ELISA (Enzyme Linked
Immuno Sorbent Assay, Boster Immunoleader, Fremont, California, USA)
seguindo as instru¢oes do fabricante.

3.5 Analise estatistica

A analise de distribuicao de normalidade dos dados foi realizada pelo teste
de Shapiro-Wilk. As variaveis numeéricas foram expressas pela mediana,
amplitude interquartilica (AIQ) e os extremos minimo e maximo. A
comparac¢ao entre as variaveis basais e finais foi feita com o teste de Mann-
Whitney pareado para as variaveis que tiveram a hipotese de normalidade
rejeitada. A relacao entre valores basais e finais da mesma variavel e entre
os valores finais da vitamina D e das demais variaveis foi avaliada através de
regressao linear. Em todas as analises foi adotada a significancia de 5%. As
analises estatisticas foram feitas utilizando o software estatistico R, versao

3.2.2 (https://www.R-project.org).
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4 RESULTADOS

4.1 Distribuicao dos dados

Na comparacao entre os valores numéricos basais e finais das variaveis
estudadas, foi utilizado método nao paramétrico (Teste de Mann-Whitney), pois
se observou que os dados apresentavam distribuicio nao normal (nao

Gaussiana), devido a rejei¢ao da hipotese de normalidade avaliada pelo teste de

Shapiro-Wilk.

4.2 Caracteristicas dos pacientes
Dos 21 voluntarios que constituiram a amostra do presente estudo, 20

(95,2%) eram mulheres com idade mediana de 74 anos (faixa de variacao entre
63-86 anos). Durante os 12 meses de realizacao da pesquisa todos os
participantes permaneceram em tratamento clinico para osteoporose com
alendronato sodico (52,4%) ou acido zoledronico (47,6%) associado, em ambos os
casos, com suplementacao diaria com 1000 mg de calcio e 8oo Ul de Vitamina
D.
4.3 Diagnostico de osteoporose

4.3.1 Avaliacao densitométrica da perda ossea

A mediana, a amplitude interquartilica e os valores minimo e maximo do T-
Score basal da regiao do colo do fémur, utilizado como parametro diagnostico
de perda oOssea (osteopenia ou osteoporose), estao listados na Tabela 1. A

maioria dos pacientes (n=14) estava situada na faixa de osteopenia (valores de T
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Score entre -1,0 e -2,5 DP). O diagnostico densitométrico de osteoporose foi
estabelecido em trés pacientes (-2,8 DP) e nos demais (n=4) os valores do T
Score estavam dentro da faixa de normalidade (-0,2 a -0,8 DP). Os valores
individuais da avaliacao densitométrica por DEXA estao relacionados no
ANEXO III.

4.3.2 Diagnostico clinico-radiografico

Na avaliacao radiografica da coluna vertebral todos os pacientes foram
diagnosticados como portadores de osteoporose através da identificacao de
colapso de um ou mais corpos vertebrais da coluna toracica e/ou lombar. Em
dez pacientes houve associacao do colapso vertebral com historia de fratura por
fragilidade 6ssea no terco distal do radio (n=6), no terco proximal do timero
(n=3), no terco proximal do fémur (n=2) e no cotovelo (n=1) (ANEXO III).

4.4 Diagnostico de obesidade

Através da medida do IMC na avaliacao basal, todos os participantes foram
diagnosticados como portadores de obesidade por apresentarem IMC >3o0
kg/m”. Durante o periodo de acompanhamento do estudo nao houve alteracao
do estado nutricional dos pacientes, que permaneceram obesos (IMC basal 33

kg/m” e final 32,6 kg/m”, p=0,19) (Tabela 1).

4.5 Acompanhamento clinico da hipovitaminose D
O valor mediano dos niveis séricos basais de 25(OH)D foi 1,0 ng/mL
(variacao entre 4,0 — 29,7 ng/mL) confirmando o diagnoéstico de deficiéncia ou
insuficiéncia de 25(OH)D em todos os pacientes (Tabela 1). Além da

suplementacao diaria com 1000 mg de calcio e 8oo Ul de vitamina D, todos
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foram tratados com duas a quatro suplementacoes adicionais com 200.000 Ul
de vitamina D. Na avaliacao bioquimica final observou-se que embora os niveis
séricos de 25(OH)D tenham aumentado significativamente em relagao ao estado
basal (p<o,0001, figura 6), permaneceram abaixo (26 ng/mL) do valor minimo da
faixa de normalidade (3ong/mL). Nao houve correlacao entre os niveis basais e
finais de vitamina D (Figura 7). Os valores séricos individuais da 25(OH)D na
avaliacao basal e nas avaliacoes trimestrais e o numero de suplementagoes em

bolus com 200.000Ul de vitamina D; ministradas aos pacientes estao

discriminados no ANEXO V.

Tabela 1. Descritiva das variaveis numéricas dos pacientes obesos osteoporoticos
com o correspondente nivel descritivo (p valor) obtido pelo teste de Mann-Whitney.

Variavel n mediana AlIQ minimo maximo p valor
Idade (anos) 21 73,2 67,5 - 77,0 63 86 -
T-Score (basal) 21 -1,6 25 - -nLio  -2,80 -0,20 -
IMC kg/m? (basal) 21 33,3 32,0 - 36,2 30,1 43,7
IMC kg/m? (final) 21 32,6 30,6 - 354 28,7 45,9 0,19

25(OH)D (ng/mL) (basal) 21 11,0 7.8 - 154 4,0 20,7
25(OH) D (ng/mL) (final) 21 26,0 22,5 - 30,8 5.1 46,9 0,0001
ALQ: Amplitude Interquartilica: Qr- Q3; 25(OH)D: 25 hidroxi vitamina D; IMC: Indice de massa

corporal.
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Figura 6. Avaliagao bioquimica dos niveis de 25(OH)D em pacientes osteoporoticos
obesos antes e depois da suplementacao oral com calcio e vitamina D durante 12
meses. Bloxpot: mediana, quartis e outliers. Teste de Mann-Whitney.
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Figura 7. Correlacao entre os valores basais e finais de 25(OH)D em pacientes
osteoporoticos obesos apds suplementacao oral com calcio e vitamina D durante 12
meses. Teste de correlacao de Pearson.

4.6 Avaliacao dos marcadores de formacao (fosfatase alcalina ossea e

osteoprotegerina) e de reabsorcao ossea (C-telopeptideo)

Os niveis séricos basais de CTX e de FAO diminuiram significativamente
<0,0001 e p<0,008 respectivamente) em relacao a medida final realizada apos 12
5 s P ¢
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meses de tratamento com medicamento anti-reabsortivo associado a suplementacao

com vitamina D e calcio. Neste mesmo periodo e, nas mesmas condicoes, os niveis

séricos de osteoprotegerina aumentaram significativamente (p<o,ooo01) em relacao

aos niveis basais (Tabela 2 e Figura 8 A-C). Nao houve correlacao entre os niveis

basais e finais de CTX e de FAO (Figura 8 D e E). Os niveis finais de

osteoprotegerina mostraram relacao direta com o valor obtido na avaliacao inicial

(p<o0,0001) (Figura 8 I).

Tabela 2. Valores dos niveis séricos de C-telopeptideo (CTX), fosfatase alcalina ossea
(FAO) e osteoprotegerina (OPG) na avaliacao basal e final, apos tratamento com
medicamento antireabsortivo e suplementacao oral com calcio e vitamina D durante 12

meses.
Varidvel Basal Final py f,l lor
n mediana AIQ mediana AIQ
CTX (ng/ml.) o1 0,311 0,210 - 0,404 0,141 0,109 - 0,194 0,0001
FAO (ug/l) 21 33,5 25,1 - 37,0 22,0 16,4 - 284 0,008
OPG (pg/ml.) 21 2,70 2,0 2,00 2,90 2,75 3,60 0,0001

AlIQ: Amplitude Interquartilica: Qr- Q3; CTX: C-telopeptideo; FAO: fosfatase alcalina éssea; OPG:
Osteoprotegerina. * Teste de Mann-Whitney pareado.
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Figura 8. Avaliacao bioquimica dos niveis de C-telopeptideo (CTX), fosfatase alcalina
ossea (FAO) e osteoprotegerina (OPG) (A-C) e correlacao entre os valores basais e
finais dessas variaveis (D-F) em pacientes osteoporoticos obesos antes e apos a
suplementacao oral com calcio e vitamina D durante 12 meses. Bloxpot: mediana,

quartis e outliers. (A-C) Teste de Mann-Whitney e (D-F) Teste de correlacao de
Pearson.

inflamatorio cronico (TNF-a)

4.7 Avaliacao dos niveis de adipocinas adiponectina, leptina e marcador do estado

Os niveis séricos de leptina e de TNF-a reduziram significativamente
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(p<0,001 e 0,002 respectivamente) em relacao a medida final realizada apos 12 meses
de tratamento com medicamento anti-reabsortivo associado a suplementacao com
vitamina D e calcio. Neste mesmo periodo e, nas mesmas condicoes, os niveis
séricos de adiponectina aumentaram significativamente (p<o,0001) em rela¢ao aos

niveis basais (Tabela 3 e Figura g A-C). Os niveis séricos finais dos trés marcadores



se correlacionaram positivamente com os niveis iniciais (p<o,001 para leptina,

p<o0,0001 para adiponectina e p<o,002 para TNF-a) (Figura g D-I).

Tabela 3. Valores dos niveis séricos de leptina, adiponectina e TNF-a na avaliacao basal

e final, apos tratamento com medicamento antireabsortivo e suplementacao oral com
calcio e vitamina D durante 12 meses.

Basal Final p valor
Variavel "
n mediana AIQ mediana AIQ
Leptina (ng/ml.) 21 2,7 2.4 - 3.1 2 b - 2,8 0,001
Adiponectina (ng/ml.) 21 ) 12 - 20 26 20 - 33 0,0001
INI-a (pg/ml.) 21 4,80 4,00 - D45 3,60 3,20 - 4,60 0,002

AIQ: Amplitude Interquartilica: Qi- Q3. CTX: C-telopeptideo. FAO: fosfatase alcalina 6ssea. OPG: osteoprotegerina.
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Figura g. Avaliacao bioquimica dos niveis de leptina, adiponectina e TNF-a (A-C) e
correlacao entre os valores basais e finais dessas variaveis (D-F) em pacientes
osteoporoticos obesos antes e depois da suplementacao oral com calcio e vitamina
D durante 12 meses. Bloxpot: mediana, quartis e outliers. (A-C) Teste de Mann-
Whitney e (D-F) Teste de correlacao de Pearson.
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4.8 Avaliacao da relacao entre os valores finais da vitamina D com os valores
finais dos marcadores do metabolismo osseo e das adipocinas

Nao foi observada correlacao estatisticamente significativa entre os valores
finais da vitamina D com os valores finais de CTX (p=o,94), fosfatase alcalina
(p=0,24), osteoprotegerina (p=0,8¢9), adiponectina (p=0,61), leptina (p=0,58) e TNF-a

(p=0.,98) pelo teste de correlagao de Pearson.
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5 DISCUSSAO

No presente estudo avaliamos os niveis dos marcadores do metabolismo
osseo e energético e do estado inflamatorio cronico em resposta a suplementacao
com calcio e vitamina D durante 12 meses, em pacientes obesos e osteoporoticos
com hipovitaminose D em uso de bisfosfonatos. Apds a suplementacao oral, os
niveis de vitamina D aumentaram significativamente em relacao aos valores pré-
tratamento. Contudo, os valores finais permaneceram abaixo da faixa de referéncia
de normalidade. Embora nao seja possivel estabelecer a partir dos nossos
resultados uma relacao causal direta entre a elevacao dos niveis de vitamina D e a
reducao dos niveis séricos de leptina e TNF-a e aumento dos niveis de
adiponectina circulante, esta relacao ¢ sustentada por relatos da literatura (Zhu et
al. 2005; MALECKI, 2006; Nimitphong et al. 2009; KONG et al., 2013).

Estudo realizado por Wortsman et al. (2000) em individuos obesos e nao
obesos, mostrou que o estimulo pela radiacio UV e a suplementacao oral com
25(OH)D, acarretou em aumento de 57% nos niveis séricos da vitamina nos
individuos nao obesos. Considerando que os niveis séricos basais de 7-
dehidrocolesterol eram semelhantes entre os dois grupos, os autores concluiram
que a obesidade nao afeta a sintese cutanea de 7-dehidrocolesterol. A resposta
diminuida dos obesos as duas intervenc¢oes (suplementacao e exposicao a radiacao
UV), segundo estes autores pode estar relacionada com um defeito na liberacao
sistémica do 7-dehidrocolesterol e/ou com a baixa biodisponibilidade da vitamina D

que, nos obesos estaria sequestrada nos grandes depositos de gordura.
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A maior disponibilidade de reservatorios de gordura e o fato da vitamina D
ser uma molécula lipossoluvel rapidamente convertida no tecido gorduroso,
favorece o seu sequestro neste sitio induzindo o estado de deficiéncia/insuficiéncia.
Além disso, individuos obesos procuram evitar a exposicao solar (COMPSTON er
al., 1981) e produzem maiores quantidades de 1,25 (OH)D que promove uma alca de
regulacdo negativa sobre a producao hepatica de 25(OH)D (BELL er al., 1985).
Também ¢é possivel que os depositos gordurosos nos obesos tenham maior
capacidade de captacdo de vitamina D (LIEL er al, 1988). Este conjunto de
mecanismos atuando isoladamente ou em conjunto seria responsavel pelo
frequente estado de deficiéncia/insuficiéncia observado nos obesos.

Nossos resultados demostraram que, mesmo apos a suplementacao com
vitamina D e aumento significativo dos niveis séricos basais de 25(OH)D, eles
permaneceram abaixo do limite inferior da faixa de normalidade. No contexto deste
estudo nao foi possivel avaliar se a deficiéncia/insuficiéncia de vitamina D em
obesos resulta de uma altera¢ao primaria no metabolismo da vitamina D ou se ¢é
uma consequéncia direta da obesidade.

A reducao de mais de 50% da biodisponibilidade de vitamina D em obesos
(WORTSMAN et al, 2000) poderia explicar, pelo menos parcialmente, os
resultados encontrados no nosso estudo que mostraram que independentemente da
suplementacao oral, os pacientes permaneceram com niveis abaixo da faixa de
normalidade. Provavelmente, para promover a normaliza¢ao dos niveis séricos de
25(OH)D em obesos, seria necessario a adocao de protocolos terapéuticos

individualizados (SINGH e BONBAM, 2015).
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Os bisfosfonatos possuem a mesma estrutura quimica basica, com duas
moléculas de acido fosfonico ligadas a uma molécula de carbono e se caracterizam
pela alta afinidade com o fosfato de calcio presente nos cristais de hidroxiapatita
(HAMDY, 2010). Tanto o alendronado como o acido zoledronico atuam sobre o
turnover 6sseo reduzindo inicialmente a reabsorcao através da reducao do numero
de osteoclastos e, posteriormente reduzindo a formacgao dssea (P\AKEL el al., 2o1r;
NAYLOR e EASTELL, 2012). Nossos resultados mostraram que apos 12 meses de
tratamento com essa classe de medicamentos, os niveis séricos de CTX e FAO
reduziram em 54% e 31% respectivamente, confirmando a reducao do turnover 6sseo.
Esses resultados comprovam o efeito anti-reabsortivo do tratamento com os
bisfosfonatos que, aparentemente foi independente do estado de obesidade, que se
manteve inalterado durante o periodo de observacao do estudo (IMC basal 33,3

kg/m? e final 32,6 kg/m?, p=o.19).

Similarmente ao que foi observado com CTX e FAO, os niveis séricos de
OPG também estao de acordo com a acao anti-reabsortiva dos bisfosfonatos.
Conceitualmente existem trés mecanismos que, provavelmente atuam em conjunto
e potencialmente podem influenciar a producao de OPG pelos osteoblastos durante
o tratamento com bisfosfonatos: (1) alteracao da atividade osteoblastica em resposta
a reducao da atividade osteoclastica; (2) efeito direto especifico dos bisfosfonatos
sobre a producao de OPG; (3) alteracoes na diferenciacao dos osteoblastos
(DOBNIG et al, 2006). Independente do(s) mecanismo(s) envolvido(s) com a
regulacao da producao de OPG, esta bem estabelecido que os bisfosfonatos tém
uma ac¢ao antireabsortiva direta sobre os osteoclastos, e que esta acao resulta na
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regulacao negativa da atividade osteoblastica através da reducao da proliferacao e
da diferenciacdo dos osteoblastos (HUGHES er al, 1995). Desta forma, outros
mecanismos alternativos devem ser considerados para explicar o aumento dos

niveis séricos de OPG durante o tratamento com bisfosfonatos.

No nosso estudo, no mesmo periodo em que observamos a reducao do
turnover o6sseo, comprovado pela reducao dos niveis séricos de CTX e FAO,
observamos que os niveis séricos de OPG apresentaram uma elevacao acima dos
niveis basais pré-tratamento. Se considerarmos que os osteoblastos sao a principal
fonte de osteoprotegerina liberada na circulacao, um contexto caracterizado pela
reducao numérica dessas células, nao explicaria o aumento em 7.4% observado nos
niveis séricos dos pacientes em resposta ao tratamento com bisfosfonatos. Uma
possibilidade que poderia explicar essa elevacao, seria o aumento absoluto do
potencial de sintese individual de OPG pelos osteoblastos. Os resultados de
estudos desenvolvidos por Viereck et al. (2002) e Pan et al. (2004) confirmaram o
efeito estimulador direto de pamidronato e acido zoledronico sobre a expressao
génica e sobre a secrecao de OPG por osteoblastos em sistemas in vitro. Outro
mecanismo que poderia explicar o aumento na producao de OPG seria que os
bisfosfonatos tém alvo preferencial os osteoblastos nos estagios finais de
diferenciacao que, por sua vez, tém maior potencial de sintese proteica em relacao

as células menos diferenciadas (GORI ez al., 2000).

Apesar da relacao entre vitamina D e inflamac¢io ainda nao estar

totalmente esclarecida em situacoes clinicas (CANNEL et al., 2014), estudos in vitro

(KORF et al., 2o12; FENG et al., 2013; GUO et al., 2013) e in vivo (ADZEMOVIC ez



al., 2013; YILMAZ et al., 2013; ERBAS et al., 2014) ja comprovaram a potente acao
anti-inflamatoria da 25(OH)D. Esta acao ¢ mediada por mecanismos modulatorios
da resposta imune (GUILLOT ez al, 2010) e pela reducao na producao de TNF-a,
interferon-y, das interleucinas pro inflamatorias 1L-2, IL-12, IL-17, IL-21 e pelo
aumento da produc¢ao da citocina anti-inflamatoria IL-10 (ARANOW, 2011).

Um dos objetivos do presente estudo foi avaliar se suplementacao oral com
25(OH)D em obesos com hipovitaminose D estaria relacionada com alteracoes nas
concentracoes séricas de TNF-a. Da mesma forma, no presente estudo, a
suplementacao com vitamina D reduziu em 25% os niveis de TNF-a, apesar dos
niveis finais nao apresentarem correlacao significativa com os niveis de vitamina D.

Embora a relacao entre elevacao da concentracao sérica de 25(OH)D e
reducao das concentracoes circulantes de TNF-a esteja bem estabelecida, ofs)
mecanismo(s) responsaveis por esla associacao ainda nao foram totalmente
esclarecidos. E possivel que a producao local autocrina de 1,25(OH),D esteja
vinculada a expressao de genes que regulam negativamente a expressao de citocinas
pro-inflamatorias que, por sua vez, regulam positivamente a expressao de citocinas
anti-inflamatorias (CANNEL ez al., 2014). Esta hipdtese foi comprovada no estudo de
Zhu et al. (2005) que mostraram que em amostras leciduais de colon de
camundongos com colite, a 1,25(OH),D regula negativamente a expressio de
diversos genes associados ao TNF-a, inclusive proteinas envolvidas com a sua
transcri¢ao, com seus receptores e com a producao do proprio TNF-o. Apesar de
nao ter sido objeto de investigacaio do nosso estudo, acreditamos como outros

autores (PETERSON e HEFFERNAN, 2008), que a reducao dos niveis circulantes

61



de TNF-a em resposta a suplementacao com 25(OH)D certamente tem algum
significado clinico.

Diversos aspectos da interacao entre o tecido adiposo e metabolismo 6sseo
ja estao bem definidos. Os depositos adiposos interferem sobre o turnover 6sseo nao
apenas pela sua influéncia sobre o peso corporal mas, sobretudo, pelo seu papel no
metabolismo e armazenamento da vitamina D (HOLICK, 2007). Além disso, a
producao de adipocinas pelas células gordurosas, particularmente leptina e
adiponectina, e sua interacao com a vitamina D, conferem ao tecido adiposo um
papel central na regulacdo do metabolismo 6sseo (KONTOGIANNI ez al.,, 2004;
MICHAELSSON ez al., 2008; SHI et al., 2008; YADAV et al., 2009; NAPOLI ez al.,
2010).

Como a leptina ¢é secretada pelo tecido adiposo, o volume de gordura
corporal ¢ o principal determinante dos seus niveis circulantes. Alguns estudos
(MAETANI ez al., 2009; GRETHEN ez al., 2012) mostraram a relacao inversa entre
25(OH)D e leptina em obesos. Esta relacao ¢ consistente com o estado de
hipovitaminose e com maiores niveis circulantes de leptina em obesos. Devido a
alta solubilidade da vitamina D, o seu sequestro nos depositos adiposos promove o
aumento da concentracao local na gordura que resultaria, por sua vez, em um
estimulo aumentado sobre os adipocitos e maior secrecao de leptina. Desta forma, é
razoavel supor que além da relacao inversa observada em obesos entre vitamina D e
leptina existe o fato de que nos obesos as altas concentracoes locais de vitamina D

no tecido adiposo estimula a producao de leptina (KONG ez al., 2013).

Sistemicamente, a producao de leptina induzida pela obesidade leva a
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diminuicao proporcional na conversao de vitamina D em 25(OH)D e,
posteriormente, na sua conversao em 1,25(OH),D, favorecendo a instalacio do
estado de hipovitaminose (MAETANI ez al., 200g). No cenario do nosso estudo,
observamos que embora nossos resultados nao tenham mostrado correlacao entre
os niveis de vitamina D e as adipocinas leptina e adiponectina, observamos que a
elevacao dos niveis séricos da vitamina D foi acompanhada de uma redu¢ao em 26%
dos niveis de leptina e um aumento de 73% dos niveis de adiponectina. Embora nao
seja possivel estabelecer uma relacao causal entre esses achados, os relatos da
literatura favorecem a hipotese de que as duas adipocinas sao sensiveis a acao da
vitamina D, caracterizada por uma relacao direta entre vitamina D e adiponectina e

inversa entre vitamina D e leptina (PEDONE ez al., 2013).

Uma hipotese, baseada em resultados de experimentos in vitro com tecido
adiposo humano, sugere que a 25(OH)D atue como regulador negativo da secrecao
de leptina (MENENDEZ et al., 20o1). Outro possivel mecanismo que relaciona a
leptina com a vitamina D seria através de uma acao inibitoria da leptina sobre a
expressao das duas hidroxilases necessarias para a conversao da vitamina D na
forma ativa 1,25(OH),D. A demonstracao da reducao da expressao do gene das duas
hidroxilases sinaliza para a possibilidade de que a leptina favoreca a deficiéncia de
vitamina D restringindo sua conversao para 1,25(OH),D (MATSUNUMA et al., 2004;

MATSUNUMA e HORIUCHLI, 2007).

Apesar da falta de consenso, prevalece a hipotese de que a adiponectina tem
uma associacao direta com os niveis circulantes de vitamina D e com o grau de

obesidade (LECHNIK ez al., 2003; GANAGE-YARED ez al., 2009; NIMITPHONG ez
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al., 2009; BIDULESCU ez al., 2014). Estudos in vitro mostraram que 1,25(OH),D
regula a expressao de adipocinas na gordura visceral através da regulacao da
expressio do gene da adiponectina (LORENTE-CEBRIAN er al, oo012). A
1,25(OH),D também atuaria na regulacao negativa do gene do TNF-a, que é uma
molécula que interfere diretamente com a sintese de adiponectina (MALECKI,
2006). Nimitphong et al. (2009) mostraram que as concentracoes de vitamina D se
correlacionam positivamente com a adiponectina em individuos com resisténcia a
insulina. Apesar dos resultados do nosso estudo estarem de acordo com esses
relatos da literatura nao foi possivel estabelecer uma relacao direta entre os niveis
de adiponectina, vitamina D e TNF-a. Entretanto, esta possibilidade deve ser
considerada. O estudo apresentou limitacoes importantes quanto ao numero da
amostra que pode ter contribuido para que a analise estatistica dos dados nao tenha

sido significativa.

Nao obstante, estudos clinicos adicionais serao necessarios para lentar
elucidar os mecanismos sistémicos, as interagoes e os niveis circulantes 6timos de
vitamina D e adipocinas em obesos e o seu papel na saide humana.
Particularmente se considerarmos que a obesidade e a hipovitaminose D se
tornaram epidemias globais, acreditamos na importancia em desenvolver estudos in
vitro com células adiposas humanas, que poderao complementar os estudos
clinicos, gerando novas informacoes sobre os mecanismos moleculares

responsaveis pela acao regulatoria da vitamina D sobre as adipocinas e TNF-a.
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6 CONCLUSOES

=

e

A suplementag¢ao com 1000 mg de calcio e 8oo Ul de vitamina D, mais a
suplementacao em bolus durante 12 meses em idosos obesos com
hipovitaminose D nao foi eficiente para que todos os voluntarios

alcancassem a suficiéncia de vitamina D.

A reducao dos niveis de TNF-a, apos a suplementa¢ao e aumento dos
niveis circulantes de 25(OH),D, sugere que a vitamina D possui uma acio

regulatoria negativa desta adipocina.

O aumento de adiponectina e a reducao da leptina apos 12 meses de
suplementacao com vitamina D sugerem que essas adipocinas sao

sensiveis a acao da vitamina D.

A elevacao dos niveis séricos de OPG em relacao aos niveis basais esta de

acordo com a acao dos bisfosfonatos sobre o turnover 6sseo.

O tratamento com os bisfosfonatos (acido zoledronico e alendronato de
sodio) reduziu os niveis finais de CTX e FAO, comprovando o efeito

sobre o turnouyver 6sseo.
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S MINISTERIO DA SAUDE
IN < SECRETARIA DE ATENGAO A SAUDE
i INSTITUTO NACIONAL DE TRAUMATOLOGIA E ORTOPEDIA

INSTITUTO NACIONAL DE
TRAUMATOLOOIA £ ORTOPEDIA

COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP

Certificamos que o projeto intitulado “Comparagao entre a eficacia de drogas
antiosteoporéticas em pacientes com osteoporose grave”, protocolo n°
0005.0.305.000-09, a ser desenvolvido no Instituto Nacional de Traumatologia e
Ortopedia - INTO, tendo a Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Rio de
Janeiro como Instituigdo vinculada e como pesquisador principal Verénica Fernandes
Vianna, esta de acordo com os principios éticos estabelecidos pela Resolugao 196/96
do Conselho Nacional de Saude, o qual foi APROVADO em 18/02/2009 na reunido do
Comité de Etica em Pesquisa do INTO.

O Pesquisador esta autorizado a dar inicio a pesquisa em pauta, devendo
atender as seguintes exigéncias:

e Encaminhar a este CEP, relatério descritivo de seu andamento ao
final de cada semestre;

e Ao término da pesquisa, apresentar copia do trabalho concluido,
conforme metodologia exigida pela Instituigao, impressa e em midia.

Rio de Janeiro, 19 de fevereiro de 2009.
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ANEXO Il Termo de consentimento livre e esclarecido
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IN;O ESTUDO DE COMPARAGAO ENTRE A EFICACIA DE DROGAS
ANTI-OSTEOPOROTICAS EM PACIENTES COM OSTEOPOROSE GRAVE

CENTRO DE PESQUISA CLINICA DO INTO — CPeClin
Av. Brasil, 500, Sao Cristévao, RJ.
Tels: 2134-5971 ou 2134-5055

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TiTULO DO ESTUDO “Comparagdo entre a eficacia de drogas anti-osteopordticas em
pacientes com osteoporose grave".

EXECUTORES Instituto Nacional de Traumatologia e Ortopedia do Ric de Janeiro
(INTO/MS) e Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ)

PESQUISADORES Dr®. Veronica Vianna e Maria Eugenia Leite Duarte — Instituto Nacional
de Traumatologia e Ortopedia do Rio de Janeiro (INTO/MS) e Dra. Maria
Lucia Fleiuss de Farias — Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ)

Vocé esta sendo convidado para participar desta pesquisa, realizada pelo
Instituto Nacional de Traumatologia e Ortopedia do Rio de Janeiro (INTO/MS) e pela
Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ) porque vocé tem diagndstico de
osteoporose e fratura. A osteoporose € uma doenga causada pela diminuigio da quantidade
de osso no esqueleto, que pcde levar a um maior risco de fratura, dores constantes na
coluna e, em alguns casos, a necessidade de realizar uma cirurgia. O risco de fratura
aumenta com a idade, em quem ja teve ou tem uma fratura, com a auséncia de tratamento e
com o maior risco de queda. O paciente que tem osteoporose e j& apresenta uma fratura,
tem um risco maior de ter outra fratura.

O objetivo deste estudo serd comparar o resultado do tratamento da osteoporose
com os seguintes remédios (alendronato de uso semanal por via oral; ranelato de
estroncio uso diario por via oral; acido zoledronico uso anual por via vencsa e
teriparatida uso diario por via subcutanea). Todos os remédios s@o para evitar que vocé
piore da osteoporose e também para reduzir a chance de vocé quebrar outro osso.

Espera-se que aproximadamente 400 pacientes participem deste estudo. Sua
participagdo sera de aproximadamente 14-15 meses e incluird 7 consultas no INTO e 3
consultas no Hospital Universitario Clementino Fraga Filho (FUNDAO).

Para o tratamento sera feita suplementagao de caicio e vitamina D e uma das quatro
medicagdes que serdo avaliadas nesta pesquisa. Todos os remédios que serao utilizados ja
sa@o usados para tratar osteoporose no Brasil e no mundo. Mas, nenhum estudo comparou
o efeito destes remédios em uma mesma populagdo. Nem vocé, nem o médico poderdao
escolher o remédio que vocé vai utilizar porque ele sera definido por sorteio. Vocé nao
precisa participar deste estudo para receber tratamento para sua doenga. Existem
medicagoes e tratamentos disponiveis para osteoporose que poderdo ser recomendados
para vocé.

Fazendo parte desta pesquisa vocé sera avaliado em consultas programadas aqui
no INTO e na UFRJ. A primeira consulta seré realizada hoje, aqui no Centro de Pesquisa
Clinica do Instituto Nacional de Traumatologia e Ortopedia do Rio de Janeiro, se vocé
concordar em participar. Vocé serd questionado a respeito de remédios que costuma
consumir, se vocé e os seus familiares mais proximos tem outras doengas que possam
interferir na resposta ao tratamento e o nivel de dificuldade que vocé tem para fazer suas
tarefas diarias. A seguir vocé terd seu peso e altura verificados e caso continue
preenchendo os critérios do estudo, vocé também fara uma radiografia simples da coluna
toracica e da coluna lombar, para avaliar se ha alguma fratura, pois um grande nimero de
fraturas na coluna podem nao produzir sintomas. E se for constatada a presenga de
fratura (as), vocé seré chamado para fazer um exame de sangue, em outra visita ao INTO,
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ANEXO II Termo de consentimento livre e esclarecido

para avaliar sua salde e se vocé tem alguma doenga que seja a causa da osteoporose. A
coleta de sangue pode causar algum desconforto local @ em alguns casos, pode causar um
hematoma local (pequena mancha roxa). Apos um lanche fornecido pelo INTO vocé podera
fazer ou n@o uma avaliagdo da forga das suas pernas, que & um teste que consiste em
empurrar com os pés uma plataforma. Este teste € realizado com vocé na posigao deitada e
nao oferece nenhum risco para sua salide e nem ira alterar a intensidade da osteoporose.
Depois da avaliagao dos resultados dos exames de sangue e caso permanega dentro dos
critérios do estudo, vocé sera contatado por telefone para o agendamento de dois exames
no Hospital do Fundao.

No Hospital do Fundao, na unidade de endocrinologia, vocé realizara os exames de
Densitometria e Microtomografia. Nenhum dos dois exames causa dor ou desconforto, e tem
como objetivo medir a quantidade e a qualidade do osso que vocé tem no seu esqueleto. A
densitometria exigira que vocé fique deitado por alguns minutos e para a microtomografia
voceé ficara sentado. Cada um dos exames emite uma quantidade minima de radiagao que
nao causara risco para sua salde.

Uma semana depois, em horéario e dia marcados, vocé retornara ao Centro de
Pesquisa Clinica do INTO, quando haverd um sorteio para definir o remédio que vocé
tomara, além do célcio de da vitamina D. A medicacado sera fornecida gratuitamente para
trés meses de tratamento e vocé receberéd todas as informagdes relativas ao uso do
medicamento (como deve ser tomado, como deve ser guardado e possiveis efeitos
colaterais). Todo remédio pode produzir efeitos nao desejaveis e, casc vocé sinta qualquer
coisa, poderé ser visto por um dos médicos do INTO ligado a pesquisa. Ao final da consulta
vocé devera assinar um documento dando ciéncia do seu conhecimento sobre a
possibilidade de ocorrer esses efeitos colaterais.

A cada trés meses do inicio do tratamento vocé tera uma consulta no Centro de
Pesquisa Clinica do INTO quando vocé seréd questionado sobre o aparecimento de efeitos
desagradaveis que possam estar relacionados diretamente com o remédio. E importante
que, se sentir que seus sintomas pioraram, vocé fale com o médico durante a consulta, para
que ele avalie se vocé deve permanecer ou nao no estudo. Se estes efeitos puderem ser
tratados ou tolerados e ndo impliguem em nenhum risco para a sua salde, vocé receberd a
medicagdo para mais trés meses de tratamento. Para isso serad necessario devolver as
embalagens vazias ou com o(s) remédio (s) que, por algum motivo, vocé nao ingeriu. Isto é
muito importante para que o médico possa avaliar no final do estudo a sua resposta ao
tratamento.

Na consulta de seis meses apds o inicio do tratamento vocé fara um exame de
sangue igual ao que foi feito no inicio do tratamento, para contrale do uso do remédio e sera
encaminhado com dia e hora para realizar a segunda microtomografia no Hospital do
Fundao.

Doze meses ap0s iniciar tratamento a consulta sera realizada no Centro de Pesquisa
Clinica_do INTO vocé colhera outra amostra de sangue e sera questionado sobre a
presenga de efeitos desagradaveis que vocé acha que estao relacionados diretamente com
o remédio. Vocé devera devolver a caixa ou frascos vazios com o(s) remédio (s) que, por
algum motivo, vocé nao tomou. Ainda nesta consulta vocé respondera novamente ao
mesmo questionario que foi feito no inicio do tratamento e repetira o teste de forga igual ao
que foi feito no inicio do tratamento e realizara duas radiografias simples de coluna. Ao final
da consulta vocé sera encaminhado com dia e hora marcada para realizar a terceira
microtomografia no Hospital do Funddo e, apés a realizagao deste exame, vocé sera
informado sobre os efeitos do remédio e recebera orientagac quanto ao seu tratamento.

A recusa ou interrupgao do tratamento, em qualquer momento, ndo prejudicara de
forma alguma o seu direito de, agora ou no futuro, ser tratado nas instituicdes envolvidas no
estudo. No decorrer do estudo vocé sera informado se ocorreram novas descobertas,
positivas ou negativas, para o tratamento da sua doenga. Se necessaric seu médico ira
reavaliar sua situagao, e discutir com vocé estas novas possibilidades. Consultas adicionais
com seu médico ou exames laboratoriais podem ser necessarios.

Uma pequena parte (aliquota) de sangue (soro) coletada sera armazenada por um
periodo de 5 anos apds a coleta, podendo ser utilizada neste protocolo de pesquisa
(OSTEOPREV) ou em outra futura pesquisa do INTO, de acordo com a legislagao brasileira.
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ANEXO Il Termo de consentimento livre e esclarecido

Apenas os pesquisadores terao acesso aos dados confidenciais que identifiquem
vocé pelo nome. Vocé nao sera identificado em nenhum relatério ou publicagao resultante
deste esfudo.

Vocé ndo pagard nenhuma quantia pelos exames, remédios e consultas. Vocé
apenas recebera vale-transporte para 0S8 deslocamentos nos dias de consultas no INTO e
na UFRJ. A assisténcia médica nao relacionada com o estudo, como por exemplo qualquer
outro exame que néo esleja identificado neste protocolo, sera de sua responsabilidade.

Os pedidos de indenizagao decorrentes de eventuais resultados desfavoraveis do
tratamento proposto nesta pesquisa serdo tratados na forma estabelecida pela legislagao
vigente.

Lembre-se que a participag@o neste protocolo € voluntaria. Vocé podera recusar-se @
participar ou descontinuar a sua participagao a qualquer momento, sem penalidades ou
perda de beneficios que vocé tenha direito

Declara que i e entendi esta carta e que lodas as minhas duvidas foram esclarecidas
e concordo voluntariamente em participar deste protocolo.

CONTATO EM CASO DE DUVIDAS / EMERGENCIA — Em qualquer etapa do
estudo, vocé tera acesso aos profissionais responséveis pela pesquisa para esclarecimento
de eventuais dividas. A pesquisadora principal é a Dra. Maria Eugenia Leite Duarle que
podera ser encontrada no enderego: Instituto Nacional de Traumalologia e Ortopedia do Rio
de Janeiro (INTO/MS) — Av, Brasil, n® 500 — Sao Cristovao, CEP: 20940-070, Rio de
Janeiro, RJ. Telefones: 2134-5179 / 2134-5055 / 8027-6743.

Se vocé tiver alguma pergunta ou duvida sobre a pesquisa, entre em contato com o
CEP — Comité de Etica em Pesquisa do Inslituto Nacional de Traumatologia e Ortopedia do
Rio de Janeiro (INTO-RJ).

Se vocé precisar de atendimento de urgéncia ou for internado por qualguer motivo
em outro hospital, ENTRE EM CONTATO COM O INTO. Avise ao responsavel pelo seu
atendimento de urgéncia que vocé faz parte de um estude de pesquisa para tratamento de
Osteoporose, realizado no Instituto Nacional de Traumatologia e Ortopedia do Rio de
Janeiro (INTO-MS) e pela Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ).

Declaro ter recebido uma copia deste termo de consentimento.

Rio de Janeiro, de de 201

Rasinalur 0o Pacionit ou ropresoniune ega

Assmnalura 00 responaavel pels aphcacio 4o lermo de consentmenio

DADOS DE IDENTIFICAGAO DO PACIENTE E RESPONSAVEL LEGAL (se aplicavel)
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