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RESUMO

Introducdo: A Osteoporose € resultado de um desequilibrio no processo de
remodelacdo da matriz 6ssea, onde a reabsorcdo e formacdo do o0sso sdo realizados pelos
osteoclastos e osteoblastos, respectivamente. Este delicado equilibrio sofre acdo de diversos
hormonios de células do sistema imune. Para um melhor entendimento da remodelacéo 6ssea,
foi avaliado os niveis séricos das quimiocinas CXCL10/IP-10, CXCL9/MIG, CXCLS8/IL-8,
CCL2/MCP-1 e CCL5/RANTES, das citocinas IL-6, IL-22, 1L-23, IL-17A, IL-17R, IFN-y,
TNF-0, IL-10, IL-4, IL-2, metaloproteinase-3 (MMP-3), e dos hormonios testosterona,
estradiol, paratormonio (PTH), leptina, além da calcitonina e vitamina D em pacientes com
fraturas devido a osteoporose. Pacientes e métodos: Os niveis séricos de hormonios,
calcitonina e a vitamina D foram dosadas pelo método de quimioluminescéncia em pacientes
com e sem osteoporose. As citocinas, quimiocinas e 0 MMP-3 presentes no soro de 30
pacientes com osteoporose foram dosadas pelo método do ELISA e CBA e comparadas as
diferencas entre os géneros masculino e feminino. Resultados: Quando comparadas as
diferencas hormonais, as mulheres com osteoporose apresentaram niveis significativamente
menores de estradiol e vitamina D (p=0.047 e p=0.0275), respectivamente. Homens com
osteoporose demonstraram niveis significativamente maiores de paratorménio (p=0.0065).
Em relacgdo aos fatores imunoldgicos o género masculino teve altos niveis de MMP-3 e baixos
niveis de CCL-5, enquanto o feminino teve altos niveis de IL-33. Conclusdo: Existem
diferencas hormonais entre 0s géneros na osteoporose. Em mulheres, os niveis
significativamente menores de estradiol e vitamina D, e nos homens niveis significativamente
maiores de paratormonio, parecem influenciar na doenga. As diferencas dos fatores
imunoldgicos também parecem agir de forma distinta em homens e mulheres. O aumento de
MMP-3 e a diminuicdo de CCL5 pode ser um fator importante na osteoporose em homens,

enquanto a doenca parece estar associada com o aumento de IL-33 em mulheres.

Palavras-chaves: Osteoporose, horménios, citocinas, quimiocinas.



ABSTRACT

Introduction: Osteoporosis is the result of an imbalance in the bone matrix
remodeling process, where bone resorption and formation are performed by osteoclasts and
osteoblasts, respectively. This delicate balance is affected by several hormones of cells of the
immune system. For a better understanding of bone remodeling, serum levels of chemokines
CXCL10 / IP-10, CXCL9 / MIG, CXCL8 / IL-8, CCL2 / MCP-1 and CCL5 / RANTES, of
cytokines IL-6, IL-22 were evaluated , IL-23, IL-17A, IL-17R, IFN-y, TNF-q, IL-10, IL-4,
IL-2, metalloproteinase-3 (MMP-3), and of the hormones testosterone, estradiol,
parathormone (PTH), leptin, in addition to calcitonin and vitamin D in patients with fractures
due to osteoporosis. Patients and methods: Serum levels of hormones, calcitonin and
vitamin D were measured by the chemiluminescence method in patients with and without
osteoporosis. As cytokines, chemokines and MMP-3 have no pain, 30 patients with
osteoporosis were measured using the ELISA and CBA method and compared as differences
between men and women. Results: When compared as hormonal differences, as women with
osteoporosis lower secondary levels of estradiol and vitamin D (p = 0.047 and p = 0.0275),
respectively. Men with osteoporosis demonstrated advanced levels of parathormone (p =
0.0065). Regarding immunological factors, the male gender had high levels of MMP-3 and
low levels of CCL-5, while the female had high levels of 1L-33. Conclusion: There are
hormonal differences between genders in osteoporosis. In women, lower levels of estradiol
and vitamin D, and in men, higher levels of parathyroid hormone seem to evade in the
disease. Differences in immunological factors also appear to act differently in men and
women. The increase in MMP-3 and decrease in CCL5 may be an important factor in
osteoporosis in men, while a disease appears to be associated with an increase in IL-33 in

women.

Keywords: Osteoporosis, hormones, cytokines, chemokines.
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1. INTRODUGCAO E JUSTIFICATIVA

1.1. BIOLOGIA DO TECIDO OSSEO

O osso € um tecido dindmico que estd constantemente remodelando-se por meio da
formag&o de um novo tecido e da eliminagdo do antigo [1]. E um processo fisioldgico que
continua por toda vida, havendo a renovacdo do esqueleto e mantendo sua integridade
estrutural [2].

Ha trés tipos de células principais para manter o processo constante de remodelacédo
Ossea: 0s ostedcitos, osteoblastos e osteoclastos. Os ostedcitos sdo essenciais para que a
matriz éssea seja mantida, sdo responsaveis pela modulacao da remodelacdo dssea e formam a
rede celular interna do 0sso, os osteoblastos sdo responsaveis pela formacdo dssea e 0s
osteoclastos sdo células com capacidade de reabsorcdo, essas células interagem entre si
podendo ativar umas as outras [3, 4]. Os osteoblastos estdo essencialmente envolvidos na
formacdo de osteoclastos a partir de células progenitoras hematopoiéticas através de um
mecanismo envolvendo o contato célula-a-célula, por meio da ligacgio RANK (receptor
ativador do fator nuclear NFKB) ao seu ligante RANKL, o “fator de diferenciagdo
osteoclastica” [5, 6]. O RANKL é uma molécula importante para a diferenciacdo das células
hematopoiéticas progenitoras que se transformam em osteoclastos maduros e exercem seus
efeitos por meio de sua ligacdo ao receptor RANK [7]. Os osteoblastos € a principal fonte de
RANKL, mas também é expressa por ostedcitos, fibroblastos ou células do sistema imune,
incluindo células T e células dendriticas maduras [3].

A diferenciacdo de osteoclastos € o primeiro passo para 0 processo de reabsor¢do
6ssea, induzido pelo fator estimulante de colénias de macréfagos (M-CSF) e o ativador do
receptor do ligante NF-kB (RANKL). O M-CSF é essencial para a proliferacdo de precursores
de osteoclastos por meio da ligacdo ao seu receptor cFms, enquanto o RANKL ¢é
indispensavel para a formacgdo de osteoclastos multinucleados e consequentemente pela
reabsorcao 6ssea [8, 9].

Por outro lado, para manter a regulagdo da remodelagdo Ossea, a osteoprotegerina
(OPG) pode atuar inibindo 0 RANKL, por competicdo, ao se ligar ao RANK e também
diretamente, por meio de outros receptores presentes nos osteoclastos (Figura 1). Seus efeitos
sdo antagbnicos aos de RANKL, a OPG inibe a osteoclastogénese por bloquear a ligagédo de
RANKL ao RANK [10, 11]. Diversas citocinas e hormonios, como 0s estrogenos,
influenciam a génese de osteoclastos por meio da regulagdo da producdo de RANKL/OPG

pelas células estromais e pelos osteoblastos [12].
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Figura 1: Controle da remodelagdo dssea pelo sistema OPG/RANKL. O ligante de
RANK presente em osteoblastos se liga a0 RANK de células pré-osteoclasticas induzindo a
diferenciacdo de osteoclastos em células maduras. Esse processo € inibido pela
Osteoprotegerina (OPG), que compete pela ligacdo de RANKL em pré-osteoclastos inibindo a
sua diferenciagéo.

Fonte: Adaptado de Marie, 2008.

A concentracdo celular de RANKL esta aumentada em mulheres pos-menopausa, e
diminuida apds tratamento com estradiol, mostrando que a deficiéncia desse hormonio
aumenta direta ou indiretamente a producdo de RANKL, contribuindo para reabsorcdo 6ssea
[13]. Esse hormdnio promove a salde dos 0ssos através da reducdo da apoptose dos
osteoblastos devido a quinase regulada por sinal extracelular, via de sinalizacdo e regulacdo
negativa da quinase c-Jun N-terminal (JNK), que altera a atividade de um nimero de fatores
de transcricdo [14-16]. Assim, ele promove a diferenciacdo osteoblastica e inibe a producgéo e
a funcdo dos osteoclastos [17, 18].

A presenca do estradiol também esta relacionado com o aumento da deposicdo de
calcio no o0sso ao estimular células-tronco mesenquimais a aumentar a expressao da proteina
morfogenética 0ssea e osteocalcina, afetando a fisiologia dos osteoblastos [19, 20]. As
principais acdes reconhecidas da calcitonina na homeostase do célcio sdo inibir a reabsor¢éo
Ossea e diminuir a reabsorcao tubular de célcio no rim [21, 22]. Em um estudo in vitro, foi

mostrado que a calcitonina age inibindo a reabsor¢do Ossea através da interacdo do seu
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receptor com osteoclastos [23]. A suplementacdo de célcio e vitamina D em pessoas idosas
tem mostrado que ha aumento da densidade mineral dssea e redugdo de fraturas [24].

Existe uma associacdo entre estradiol, testosterona circulante e densidade mineral
0ssea com o risco fraturas em homens idosos. Esses hormdénios, em niveis reduzidos, estdo
associados com o risco de fraturas, e quando suas baixas disponibilidades estdo atuando em
conjunto ha um maior risco de fraturas [25]. A auséncia de testosterona aumenta a reabsor¢éo
nas superficies esponjosa e endocortical e diminui a formacdo dssea periosteal durante o
crescimento [26].

A remodelacdo Ossea também tem sido estimulada pelo horménio da paratireoide
(PTH), podendo levar a perda ou ao ganho 6sseo dependendo do equilibrio entre formacdo e
reabsorcéo. A exposicdo continua de PTH aumenta a atividade dos osteoclastos, enquanto que
a administracdo intermitente de PTH promove maior atividade osteoblastica [27, 28]. O
principal efeito do uso intermitente do PTH é o aumento do numero de osteoblastos e,
consequentemente, a formacgdo Ossea. Este efeito é atribuido a proliferacdo dos precursores
dos osteoblastos, inibicdo da apoptose e reativacdo de células lineares da matriz para sintetizar
novos osteoblastos. Mas seu uso continuo aumenta a formacdo dos osteoclastos, através da
estimulagdo da via do RANKL. A ativacdo dos receptores de paratorménio também induz nos
ostedcitos a producdo de alguns fatores, como a IL-6, que leva a expressdo do RANKL em
outras células [29].

1.2.  OSTEOIMUNOLOGIA

Células do sistema imune, principalmente linfocitos T ativados e células
apresentadoras de antigeno, também podem expressar RANKL, e assim influenciar a
remodelacdo Ossea tanto diretamente como através da producdo de citocinas [30]. Por
exemplo, IL-6, IL-17, TNF-a e IFN-y favorece a perda dssea por meio do favorecimento da
diferencicdo de osteoclastos e pela inibi¢do da diferenciacdo em osteoblastos [31, 32]. Outras
citocinas como IL-4, IL-12 e 1L-33 sdo fortes supressoras da diferenciacdo em osteoclastos e
inibe a perda 6ssea [33, 34]. O TNF-a induz a osteoclastogenese direta e indiretamente, por
meio do aumento da producdo de M-CSF pelas células estromais da medula 6ssea ou pela
diminuicdo de OPG pelos osteoblastos, respectivamente [35].

A IL-6 é uma citocina que estimula a formacéo de osteoclastos em células de cultura,
através de uma acdo mediada pela presenca de osteoblastos [36]. 1sso ocorre porque a IL-6
estd intimamente associada a expressdo de RANKL nos osteoblastos. Ou seja, a IL-6 atua

indiretamente na osteoclastogénese, estimulando a liberacdo de RANKL pelas células dos
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tecidos &sseos, como os osteoblastos [37, 38]. J& foi mostrado que biomarcadores de
destruicdo Ossea mediados por osteoclastos foram suprimidos por inibidores de IL-6 em
pacientes com artrite reumatoide, mas a falta de I1L-6 ndo foi fator determinante para reducéo
do numero de osteoclastos [39, 40]. Isso mostra que essa citocina pode ndo estar envolvida no
processo de reabsorcdo Ossea fisiologica, mas sua importancia pode ser restrita a estados
patologicos de formacdo elevada de osteoclastos, incluindo artrite inflamatoria, doenca
periodontal e doenca inflamatdria intestinal [41].

A presenca de citocinas Thl e Th17, contribuem para presenca da osteoclastogénese,
mediada por RANKL [42-44]. As citocinas Thl predominam no estagio inflamatorio da
doenga e a IL-22 com as demais citocinas de Th17 predominam durante as fases destrutivas
dos o0ssos [45].

A IL-33 pertence a familia de citocinas IL-1 que sdo conhecidas principalmente por
suas funcgdes pro-inflamatdrias [46, 47], estudos sugerem que a IL-33 desempenha a funcéo de
estimular citocinas do perfil Th2, como a IL-4 mediando um efeito osteoclastogénico
independente de RANKL, numa forma dependente de STATG6 [48, 49].

Por outro lado, experimentos in vitro e in vivo mostram que a IL-33 age como um
potente inibidor da osteoclastogénese [49, 50]. No estudo in vitro, usando uma analise
molecular, foi mostrado que a IL-33 aumenta a diferenciacdo de osteoblastos primarios e
inibe a formacéo de osteoclastos, o que pode ser relevante para o tratamento de desordens de
perda de o0sso [49].0s efeitos da 1L-33 sdo mediados através da interacdo com um receptor
heterodimérico consistindo de ST2 ligado a membrana e IL-1RACP, induzindo ativacdo de
NF-kb e MAPK [47, 51, 52].

As Metaloproteinases da Matriz (MMPs) constituem-se de um grupo de enzimas
(endopeptidases) responsaveis pela degradacdo dos componentes da matriz extracelular
(MEC) e das membranas basais [53]. A atividade das MMPs tem sido relacionada a
importantes doencas, como destruicdo de articulacBes nos casos de artrite reumatoide,
osteoartrite, aneurisma aortico abdominal, infarto agudo do miocérdio e cancer [54].

As MMPs sdo enzimas que participam ativamente na reabsor¢do 0ssea que ocorre na
doenca periodontal e nas lesdes periapicais cronicas. Os osteoblastos expressam FIB-CL
(fibroblast-type collagenase)-(MMP-1) quando estimulados. Portanto, a reabsorcdo 0ssea
osteoclastica € iniciada por uma resposta osteoblastica a sinais de reabsor¢do, como a
liberacdo de MMP, resultando em dissolugcdo da camada ostedide ndo mineralizada, sendo 0s

osteoclastos recrutados para essa regido, os quais parecem nao produzir MMP [55].



15

As MMPs derivadas de osteoblastos tém sido mostradas por desempenhar um papel no
metabolismo dsseo, devido sua participacdo na degradacdo da matriz G6ssea. A reabsorcdo
Ossea é dependente da atividade de MMP-3, que degrada o colageno desnaturado tipo II e
outros componentes da matriz organica 6ssea [56].

As atividades das MMPs sdo controladas também por meio dos inibidores especificos,
conhecidos como inibidores teciduais de MMPs (TIMPs). As TIMPs séo proteinas pequenas e
multifuncionais que regulam ambas as funcGes das MMPs, o nivel de sua ativacdo e sua
habilidade de hidrolisar um determinado substrato. O equilibrio entre a producdo de MMPs e
a de TIMPs representa um ponto principal para manter a homeostase da matriz extracelular
[57]. Alguns estudos sugerem que TIMP-3 estd associada com o aumento da formacdo de
0ss0, enquanto diminui a reabsorcao dssea in vivo [58].

Ja as quimiocinas direcionam o recrutamento de células imunitarias e também estao
envolvidas no trafico de progenitores de osteoclastos [59, 60]. Entre elas podemos citar
algumas com fungdes importantes nesse processo, a IP-10 é uma quimiocina que induz a
ativacdo de integrinas, direciona a migracdao de varios tipos de células (células T ativadas,
monacitos e células NK) e seus niveis séricos estdo aumentados com a idade e em algumas
doencgas como artrite reumatoide [61].

Os osteoblastos apresentam receptores para CXCL10/IP-10, IL-8 e CXCL-MIG, que
ao se ligar nessa célula ocorre a expressdo de RANKL induzindo a osteoclastogénese [62].
RANTES € uma quimiocina que tem o papel de atrair eosinéfilos, mastécitos e basofilos no
local de inflamacdo alérgica e juntamente com MCP-1, expresso em osteoclastos maduros,
induzem a formacdo de osteoclastos e a reabsorcdo Ossea [63, 64]. A CXCL8 ¢é forte
qguimioatraente de osteoclastos e demonstrou estimular a osteoclastogénese, mediada por
osteoblastos, em um estudo com precursores de osteoclastos e osteoblastos cultivados com
CXCLS8, sugerindo que essa quimiocina pode contribuir na osteoporose afetando a
comunicacdo entre as células 6sseas [65, 66]. J& a quimiocina CXCL9/MIG é conhecida por
ser induzida em macr6fagos por meio de IFN-y [67], tem mostrado também que RANKL
pode induzir diretamente a expressao do gene MIG em precursores de osteoclastos,
estimulando assim essas células [68].

Assim, podemos notar que ndo sO os fatores hormonais, mas também as células e
mediadores do sistema imunologico exercem papel crucial no metabolismo ésseo, seja
estimulando os osteoblastos a produzir matriz 6ssea ou o0s osteoclastos fazer a reabsorcao
0ssea, € mais ainda, o desequilibrio desse conjunto de fatores pode ser fator importante para o

aparecimento de doencas 0sseas como a osteoporose.
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1.3. OSTEOPOROSE

A osteoporose € uma doenca esquelética sistémica caracterizada por reducdo da
densidade mineral 6ssea (DMO) e pela deterioracdo micro arquitetural do tecido, devido ao
desequilibrio da remodelacdo Ossea, que causa sua maior fragilidade e aumento na
susceptibilidade para fraturas (Figura 2) [69, 70].
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Figura 2: Corpo vertebral com osteoporose a direita, mostrando seu encurtamento
comparado a vértebra normal & esquerda.
Fonte: Robbins, 2010.

Segundo a Organizagdo Mundial de Saude, a osteoporose afeta mais de 10 milhdes de
pessoas no Brasil, sendo que apenas um terco é diagnosticada e apenas 20% destes recebem
tratamento [71]. No mundo afeta mais de 200 milhdes de pessoas e nos Estados Unidos
ocorrem mais de 2 milhGes de fraturas anualmente decorrente da osteoporose, com elevada
taxa de morbimortalidade [72, 73].

A palavra osteoporose surgiu do estudo histologico de um 0sso osteoporotico por Jean
Georges Lobstein, patologista francés, em 1830, mas popularizou-se entre os ortopedistas
como um sinal radiolégico, que significava rarefacdo 0ssea, em fraturas causadas por traumas
de baixa energia [74]. Este mesmo sinal os radiologistas chamam osteopenia [75]. Em 1941,
Albright atualizou o conceito de osteoporose para uma desordem esquelética englobando
muitas patologias, nas quais a microarquitetura do tecido 6sseo esta deteriorada [76].

Na osteoporose, ocorre alteracdo quantitativa e qualitativa nos componentes desse

tecido, havendo desmineralizacdo mais intensa e prolongada, com uma velocidade maior e
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mobilizacdo mais rapida dos minerais do que eles podem ser repostos [77]. Tanto 0 0sso
cortical como o esponjoso séo afetados [78].

A relacdo combinada entre os osteoblastos, células de formacdo Ossea, e 0s
osteoclastos, células de absorcdo 0ssea é um dos pré-requisitos para a homeostase dssea [79].
O desequilibrio desses dois tipos de células pode prejudicar a solidez da estrutura dssea,
desencadeando uma série de doencas osteoliticas, incluindo osteoartrite e a osteoporose [80,
81].

Pode ser subdividida em primaria e secundaria. A primaria ainda pode ser subdividida
em tipo | (osteoporose pds-menopausa) e tipo Il (osteoporose senil), segundo a idade do
paciente. Ja a osteoporose secundaria € aquela decorrente de doencas, drogas ou outras
condicdes que possam contribuir para a osteoporose, aumentando o risco de fraturas [82].

Os fatores de risco mais valorizados para osteoporose sdo: o género feminino, as etnias
amarela e branca, a idade mais avancada, a precocidade do inicio da menopausa, a
hereditariedade, histéria pregressa de fraturas osteopordticas, erros nutricionais (baixa
ingestdo de célcio e de vitamina D3, situacGes para ma absorcdo de alimentos), maus habitos
(ingestdo exagerada de café, alcool, tabaco), sedentarismo, certas medicagdes e doengas como
a artrite reumatoide e quase todas as doencas inflamatdrias sistémicas [75].

A capacidade dos osteoblastos em substituir a matriz 6ssea diminui com a idade,
levando a um déficit na deposicdo de matriz e afinamento das trabéculas 6sseas. Deficiéncia
de estrogénios na menopausa induz uma aceleracdo rapida e significativa de remodelacao
Ossea: 0 numero de sitios de reabsor¢cdo aumenta, o que amplifica o intervalo entre a
reabsorcao e formacdo Ossea, e induz uma perda de ligagdo trabecular, também é adicionado
um afinamento do osso cortical por reabsorcdo endosteal que contribui para reduzir a
resisténcia mecanica do 0sso [83].

As alteracbes nos niveis hormonais contribuem para o desequilibrio da remodelacao
causando a desmineralizacdo junto com outros mecanismos moleculares, como o0 aumento da
producdo de algumas citocinas, gerando certa aceleracdo da perda dssea [84]. Outro fator
importante nesse processo ocorre quando ha um desequilibrio no sistema OPG/RANKL, o
aumento da expressdao de RANKL é inversamente correlacionada com os niveis circulantes de
estradiol e correlacionada positivamente com os marcadores de reabsorcdo 0ssea na
osteoporose [13].

Qualquer desequilibrio entre essas duas moléculas induz anormalidades do
metabolismo 6sseo com impacto significativo na massa 6ssea. Em humanos, a maioria das

doencas 0Osseas caracterizadas por osteolise estdo associadas a uma producdo anormal de OPG
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ou RANKL [85]. Este envolvimento do casal OPG/RANKL na patogénese da osteoporose
pOs-menopausa sugere que novas estratégias terapéuticas poderiam ser desenvolvidas para

reequilibrar esse sistema [86].

1.4. FATORES HORMONAIS E IMUNOLOGICOS ENVOLVIDOS NA OSTEOPOROSE

Cerca de 50% das mulheres pds-menopdausicas com artrite reumatdide sofrem de
osteoporose generalizada, com causas multifatoriais, envolvendo a deficiéncia de estradiol,
corticoterapia a longo prazo e inflamacdo sistémica [87, 88]. A reabsorcdo Ossea em
osteoporose induzida por ovariectomia é impulsionado por TNF produzido por células T [89].

Foi especulado que o estradiol promove a diferenciacdo osteoblastica principalmente
no estagio inicial [17]. O estradiol inibe a producdo e a fungdo dos osteoclastos, e esse € 0
mecanismo principal pelo qual esse horménio conserva o esqueleto durante a idade
reprodutiva de mamiferos fémea [18].

Em mulheres pds-menopausa, a deficiéncia de estradiol esta intimamente associada
com aumento da incidéncia e a gravidade de osteoporose, e os dados clinicos demonstraram
que mulheres pds-menopausicas tendo terapia de reposicdo estrogénica tiveram um risco
reduzido de fratura patolégica comparados com aqueles que nao tomam reposi¢do hormonal
[90]. O estrogeno melhorou a diferenciacdo de células hBMSCs osteoblésticas através de ER-
a [19] ou pela ativagdo de Wnt/b-catenina [91].

Niveis baixos de testosterona sdo comuns em homens mais velhos e estdo associados
com resultados adversos, tais como diabetes, obesidade, eventos cardiovasculares, sarcopenia,
osteoporose e diminuicdo da libido [92, 93]. Homens mais velhos com deficiéncia de
testosterona total ou de estradiol tém maior probabilidade de ter osteoporose. Os homens mais
velhos com deficiéncia de testosterona total sdo mais propensos a ter rapida perda éssea [94].

O paratorm6nio pode ser uma alternativa para maximizar os efeitos terapéuticos na
osteoporose e diminuir a perda Ossea [95, 96]. Por outro lado, foi mostrado que o PTH
contribui na estimulacdo da maturacdo de osteoclastos, ele plasmatico liga-se a receptores em
osteoblastos ativos e seus precursores e assim estimula a producdo de RANKL e diminui a
taxa de producdo de OPG, que agiria inibindo a maturacdo de osteoclastos por competir pelos
locais de ligagdo de RANKL [97].

Os hormonios estrogeno, progesterona, hormonio do crescimento e PTH também estao
relacionados com a absorcéo de calcio, fator essencial na mineralizagdo 0ssea. Essa absor¢édo
intestinal é regulada principalmente pelo calcitrol, um horménio formado a partir da vitamina

D [98-100]. A suplementacdo de vitamina D parece estar associada a desfechos clinicos
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favordveis. Em particular, a resolugdo da deficiéncia de vitamina D esti associada a uma
recuperacdo da densidade mineral dssea, além disso, a suplementagdo de vitamina D reduz o
risco de fraturas associadas a quedas [101, 102].

Ha maior prevaléncia de osteoporose em doencas as quais ha ma absorcéo intestinal de
nutrientes esta associada, sobretudo, a mé absor¢do de célcio e vitamina D, com efeito direto
no metabolismo 06sseo, provavelmente secundarias as lesdes da mucosa intestinal [103].
Porém, alteracdes do IGF-1 (fator de crescimento insulina-simile-1) e da leptina em pacientes
celiacos com perda de peso e baixo indice de massa corpoOrea, podem ser fatores que
contribuem para a reducdo da densidade mineral Ossea, pelas alteragfes imunoldgicas que
desencadeiam [104].

Ha& uma interacdo entre hormonios e células do sistema imunol6gico no processo de
osteoporose, foi visto que as células T sdo os principais indutores de reabsorcdo dssea sob a
deficiéncia de estradiol. A ovariectomia aumenta a producdo de fator de necrose tumoral-alfa
(TNF-a) por células T a um nivel suficiente para aumentar osteoclastogénese [105], atraves
do aumento de RANKL em osteoblastos [30]. Pelo contrario, as células B secretam OPG
inibindo a diferenciacéo de osteoclastos e consequentemente a reabsorcdo 6ssea [106].

Como ja foi visto, muitos sdo os fatores imunoldgicos envolvidos na ativacdo de
osteoclastos e osteoblastos, e o desequilibrio da atividade dessas células resultam na
osteoporose, assim podemos separar as principais citocinas associadas a inducdo ou
prevencdo da osteoporose (Figura 3). Uma producdo excessiva de citocinas de reabsorcao
0ssea como IL-6, IL-1 e TNF-a explica a ocorréncia de osteoporose associada a doengas
inflamatorias, essas citocinas agem ativando a diferenciacdo de osteoclastos por meio de
RANKL e essas células induzem a osteoporose devido a reabsor¢do éssea [107].
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Figura 3: Imunopatologia da osteoporose. As células B estimulam a osteoclastogénese
por meio da producdo de anticorpos e pelo aumento da expressédo de RANKL, mas inibem a
osteoclastogénese pela estimulacdo de OPG. As células T junto com fatores ligados ao
envelhecimento induzem a expressdo de RANKL em osteoblastos e ostedcitos, sendo 0s
macrofagos auxiliadores nesse processo por estimular a producdo de citocinas como IL-1, IL-
6 e TNF-a. A inflamagdo, presente no processo normal do envelhecimento, inibe os
osteoblastos, processo que também acontece por meio de citocinas produzidas pelos
macréfagos. Em conjunto, todos esses fatores contribuem para o desenvolvimento da
osteoporose.

Fonte: Adaptado de: Pietschmann, 2016.

Outras citocinas possuem efeito contrario bloqueando a osteoclastogénese através da
inibicdo de RANKL. As citocinas envolvidas nesse processo sdo IFN, IL-4 e IL-10. Ja a IL-
33, além de sua acdo direta ao inibir a diferenciacdo de osteoclastos induzida por RANKL, ela
também tem a funcdo de inibir as metaloproteinases de matriz responsaveis pela degradagéo
da matriz extracelular [53]. Portanto, essas citocinas possuem um efeito protetor impedindo a
osteoporose.

Apesar dos estudos ja realizados, o perfil das altera¢cbes hormonais e imunes de
pacientes com osteoporose ainda sdao inconclusivos ou foram analisados em estudos isolados
em que as diferentes variaveis ndo conseguem ser avaliadas em conjunto. Com o aumento da
expectativa de vida, doencas associadas com a mudanca hormonal, como a osteoporose, estao
aumentando em quantidades consideraveis, por isso, a importancia do foco em estudos com a

finalidade de descobrir novos alvos ou biomarcadores para tornar o tratamento ainda mais
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eficaz. Este estudo tem como objetivo associar niveis hormonais, de citocinas, quimiocinas e
metaloproteinases em pacientes com osteoporose e pacientes controle e contribuir de maneira

decisiva para o entendimento da doenca.
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2. OBJETIVOS

2.1.  OBIETIVO GERAL

Avaliar os niveis hormonais em pacientes com fraturas decorrentes de osteoporose e
comparar com niveis de pacientes jovens com fraturas de alto impacto. Analisar os fatores
imunol6gicos como metaloproteinase de matriz, citocinas e quimiocinas em pacientes com

osteoporose comparando as diferencas entre os géneros masculino e feminino.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar os niveis hormonais de estradiol, testosterona, paratorménio, vitamina D e
calcitonina em pacientes com fraturas decorrentes de osteoporose e pacientes jovens com
fratura de alto impacto.

Avaliar os niveis séricos de citocinas IL-6, 1L-22, 1L-23, IL-17A e IL-17R em
pacientes com fraturas decorrentes de osteoporose avaliando as diferencgas entre géneros.

Avaliar os niveis séricos de quimiocinas CXCL10/IP-10, CXCL9/MIG, CXCL8/IL-8,
CCL2/MCP-1 e CCL5/RANTES em pacientes com fraturas decorrentes de osteoporose
avaliando as diferencas entre géneros.

Avaliar os niveis séricos de metaloproteinase de matriz 3 em pacientes com fraturas

decorrentes de osteoporose avaliando as diferencgas entre géneros.
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RESUMO

Objetivo: Avaliar a influéncia dos niveis hormonais de vitamina D, calcitonina, testosterona,
estradiol e paratorménio em pacientes com fratura atribuida a osteoporose, quando
comparados a pacientes jovens que tiveram fraturas decorrentes de acidente de alto impacto.
Métodos: Foram coletadas amostras de sangue de 30 pacientes idosos, com fratura atribuida a
osteoporose (T-score < -2,5) (grupo com osteoporose) e 30 amostras de sangue de pacientes
jovens que tiveram fraturas decorrentes de acidentes de alto impacto (grupo controle). Foram
realizadas dosagem de 1,25-hidroxivitamina D (Kit Diasorin), Calcitonina (Kit Siemens),
Testosterona, Estradiol e Paratormoénio (Kit Beckman Coulter) pela técnica de
quimiluminescéncia. Os dados foram inseridos em uma planilha de dados no programa MS-
Excel (Microsoft) e analisados pelo programa de estatistica Statview. Os resultados que
apresentaram distribuicdo ndo normal foram analisados com métodos ndo paramétricos. Para
analise de variaveis comparando-se dois grupos, aplicou-se o teste Mann Whitney. Foi
utilizado teste de correlacdo de Spearman para a correlacionar os niveis hormonais. Foi
considerado significante quando o valor de p<0,05. Todas as andlises foram feitas
comparando género, e grupos de pacientes com e sem osteoporose. Resultados: Mulheres com
osteoporose apresentam niveis significativamente menores de estradiol e vitamina D (p=0.047
e p=0.0275), respectivamente. Homens com osteoporose demonstraram niveis
significativamente maiores de paratormonio (p=0.0065). N&o houve diferenca significativa
nos niveis de testosterona e calcitonina. Conclusdo: Existem diferencas hormonais entre os
géneros na osteoporose. Em mulheres niveis significativamente menores de estradiol e
vitamina D, e nos homens niveis significativamente maiores de paratorménio, parecem
influenciar na doenca.

Palavras-chave: Osteoporose; Hormonios; Estradiol; Calcitonina; Paratorménio.
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Introducéo

A osteoporose é causada por um desequilibrio no metabolismo ésseo normal entre 0s
osteoblastos e osteoclastos?, sendo que no processo de reabsor¢do dssea o osteoclasto parece
ter um papel mais ativo em relagio ao osteoblasto.?? Estudos apontam que horménios podem
ter um papel importante no desequilibrio de formagdo 6ssea* , visto que o paratdrmonio
parece induzir o ostedcito a diferenciar em osteoclasto.> Da mesma forma, horménios como o
estradiol e a testosterona parecem ser importantes®®, uma vez que, a testosterona age inibindo
a apoptose de osteoblastos.® Ja o estrogénio parece ter um papel importante na remodelac&o
0ssea, tanto em homens quanto em mulheres, uma vez que, esse hormoénio parece estimular a
liberacdo de calcitonina além de ativar receptores de vitamina D no intestino, permitindo sua
funcdo enddcrina e imunoldgica no processo do metabolismo 6sse0.l%! A calcitonina e a
vitamina D ajudam a manter concentraces adequadas de cdalcio no soro para permitir a
mineralizacdo normal do 0sso, além disso, a vitamina D é necessaria para o crescimento 6sseo
e remodelacdo Gssea por osteoblastos e osteoclastos.?

Com o aumento da expectativa de vida, doencas associadas com a mudanca hormonal,
como a osteoporose, estdo aumentando em quantidades consideraveis, por isso, a importancia
do foco em estudos com a finalidade de tornar esta interagdo mais clara.

Este estudo tem como objetivo avaliar a influéncia dos niveis hormonais de vitamina
D, calcitonina, testosterona, estradiol e paratormdnio em pacientes com fratura atribuida a
osteoporose, quando comparados a pacientes jovens que tiveram fraturas decorrentes de

acidente de alto impacto.
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Materiais e métodos

O projeto foi aprovado pelo Comité de ética com protocolo de numero:
51827515.4.0000.5145.
Grupo de Estudo

Foram coletadas amostras de sangue de 30 pacientes idosos, com fratura atribuida a
osteoporose (T-score < -2,5) (grupo com osteoporose) e 30 amostras de sangue de pacientes
jovens que tiveram fraturas decorrentes de acidentes de alto impacto (grupo controle). Foram
excluidos os pacientes com outras doencas 0sseas, pacientes imunossuprimidos, com
neoplasias malignas ou alteracdes hepaticas e que ndo concordaram participar da pesquisa. O
soro coletado desses pacientes foi utilizado para dosagem hormonal.
Coleta de sangue

A coleta de sangue venoso foi realizada sempre no periodo matutino, um dia ap6s a
cirurgia de reconstrucdo éssea indicada pelo médico ortopedista. A amostra de sangue foi
obtida por pungdo venosa, com a utilizacdo de trés tubos de coleta a vacuo contendo ativador
de coagulo e gel separador. Ap6s 30 minutos da coleta foi feita a centrifugacdo a 5000 rpm
por 10 minutos para obtencéo de soro.
Anélise hormonal

Apobs a centrifugacdo das amostras de sangue coletadas, os tubos de soro foram
encaminhados para analise hormonal. Foram realizadas dosagem de 1,25-hidroxivitamina D
(Kit Diasorin), calcitonina (Kit Siemens), testosterona, estradiol e paratorménio (Kit Beckman
Coulter) pela técnica de quimiluminescéncia, uma rea¢do quimica, que ao Se processar gera
energia luminosa. Durante a reagédo, os reagentes se transformam em estados intermediarios
eletronicamente excitados, e ao passarem para um estado de menor excitacdo, liberam a
energia absorvida na forma de luz.

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

considerado significante quando o valor de p<0,05.
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Resultados

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

A média de idade dos pacientes foi de 58,8 £ 22,61 anos, e todas as analises foram
feitas comparando género, grupo de pacientes com osteoporose e grupo controle. Os dados

com o numero de pacientes e a média de idade de cada grupo estdo contidos na Tabela 1.

Média idade Numero de ldade Idade
(anos) pacientes (n) minima maxima
(anos) anos)
Controle 39,5 08 18 58
feminino
Controle 39,6 22 19 58
masculino
Osteoporose 80,05 18 64 98
feminino
Osteoporose 74,9 12 60 88
masculino
TOTAL 58,8 60 18 98

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

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

femininos do grupo com osteoporose (Figura 1A).
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Figura 1 Dosagem hormonal por quimioluminescénia de pacientes do sexo feminino e masculino
diagnosticados com osteoporose e pacientes do grupo controle. (A) Vitamina D1,25, sendo *p=0,0169
e **p=0,0275; (B) Testosterona, sendo *p=0,0023 e **p=0,0046; (C) Estradiol, sendo p=0.047; (D)
Paratorménio, sendo p=0.0065; (E) Calcitonina (Mann Whitney).

Na analise de testosterona livre, foram observados niveis significativamente maiores

no género masculino quando comparado com género feminino em ambos 0s grupos, controle

e osteoporose (Mann Whitney; *p=0.0023 e **p=0.0046). N&o houve diferenca significativa
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nos niveis de testosterona livre entre o género masculino do grupo controle e grupo com
osteoporose (Figura 1B).

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

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

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

osteoporose (Figura 1E).
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Discussao

A osteoporose é causada por um desequilibrio da remodelacdo 6ssea, que pode ser
causada por fatores hormonais, além disso, estudos mais recentes mostram que fatores
imunoldgicos também influenciam na fisiopatogénese da doenca. Neste estudo, foi avaliada a
presenca de horménios em pacientes com osteoporose comparando também a diferenca entre
0S géneros.

No presente estudo, diferencas significativas foram encontradas nas dosagens de
vitamina D, estradiol e paratormdnio. Mulheres com osteoporose e homens jovens
apresentaram niveis significativamente menores de vitamina D comparados com mulheres
jovens. Estudos mostram que a deficiéncia de vitamina D estd associada com fragueza
muscular, perda 6ssea, quedas e fraturas.™® Semelhante & literatura, nossos dados sugerem que
a diminuicdo de vitamina D em mulheres de maior idade pode contribuir na predisposicdo a
osteoporose. Esse estudo mostra também que niveis reduzidos de estradiol estdo relacionados
com o aparecimento da osteoporose em mulheres a partir de 60 anos, condizente com outros
estudos que mostram que a salde 0ssea esta inversamente relacionada com niveis reduzidos
de estradiol.”®1* A deficiéncia de estradiol também foi associada com a presenca de
osteoporose em homens com mais de 64 anos'®, embora nos resultados obtidos n&o tenha sido
encontrada essa associagao.

A remodelacdo dssea também tem sido estimulada pelo paratdrmonio, um estudo
feito com mulheres idosas mostra que houve um aumento significativo de paratbrmonio em
mulheres com osteoporose.’® Em nosso estudo, niveis significativamente maiores de
paratérmonio foram encontrados em homens com osteoporose, mostrando que a presenca do
paratormdnio contribui para o aparecimento da doenca em homens com mais de 60 anos, ao

contrario das mulheres que néo tiveram diferencas nos niveis de paratdrmonio.
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A testosterona ndo foi um fator limitante para o aparecimento da doenca nos
pacientes de nosso estudo, esse hormdnio parece estar mais relacionado com as diferencas
entre 0s géneros masculinos e femininos. Mas, estudo mostra que a deficiéncia de testosterona
em homens com mais de 64 anos esta associada com a rapida perda éssea e consequentemente
com o desenvolvimento de osteoporose.’® Embora dados da literatura mostrem que a
calcitonina age inibindo a reabsorcdo 6sseal’, ndo foram encontradas diferencas significativas
nos niveis de calcitonina entre os grupos e géneros estudados.

Concluséo

Este estudo sugere que mulheres com osteoporose apresentaram niveis
significativamente menores de estradiol e vitamina D comparadas com mulheres jovens sem
osteoporose, ja homens com osteoporose apresentaram niveis significativamente maiores de
paratbrmonio comparados com homens sem osteoporose, iSS0 mostra a importancia dos
horménios e da vitamina D no desenvolvimento da doenca. Ja a testosterona, apesar de niveis
menores estarem associados com a osteoporose, nosso estudo ndo demonstra uma associagéo
com a doenca, ha uma diferenca significativa apenas em relacdo ao género, independente da

idade e da presenca da osteoporose.
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MMP-3 - metalloproteinase-3
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CCL - chemokine C-C motif ligand
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IL - interleukin

RANK- Receptor activator nuclear kappaB
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ABSTRACT

Introduction: Osteoporosis is a chronic and progressive disease caused by an
imbalance in the bone remodeling process. In this process, resorption and formation are
performed by osteoclasts and osteoblasts, respectively. This delicate balance is regulated by
several hormones and cytokines. Thus, to attain a better understanding of the bone remodeling
associated process with osteoporosis in aging subjects, the following mediators were
investigated: cytokines, chemokines and metalloproteinase-3 (MMP-3). Patients and
Methods: To this end, blood samples were collected from 30 osteoporotic patients, cytokines,
chemokines and MMP-3 were measured with the help of ELISA and CBA. Results: Men
with osteoporosis had significantly higher levels of MMP-3 (p=0.0181) and decreased levels
of CCL5 (p=0.0414) than women. Women with osteoporosis had significantly higher levels of
IL-33 (p=0.0436) compared to adult males. Conclusion: The different immunological factors
seem to act differently in osteoporosis evaluated separately in men and women. An increase in
MMP-3 and decreased CCL5 may be an important factor in osteoporosis in men, whereas the

disease seems to be associated with an increase in 1L-33 in women.

Keywords: Osteoporosis; Cytokines and Chemokines.
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1. Introduction

Osteoporosis is a metabolic skeletal disease characterized by reduced bone mineral
density, microarchitectural deterioration of bone tissue, decreased bone strength and increased
risk of fragility fractures [1]. Besides fractures, the clinical complications of osteoporosis
include chronic pain, depression, deformity, loss of independence and increased mortality,
which affect individuals over the age of 50 [2].

Aging is associated with increased levels of circulating cytokines and proinflammatory
markers. This phenomenon is known as “inflammageing,” and it plays a significant role in the
etiopathology and pathophysiology of many diseases including atherosclerosis and
Alzheimer's disease [3,4]. Various components of the innate and adaptive immune response
have been reported to be capable of modulating osteoclast and osteoblast function and to also
directly cause changes in the extracellular matrix [4].

The balance between osteoclast and osteoblast activities is necessary for maintaining
bone homeostasis [5]. In addition to hormonal presence [6], more recent studies have shown
that immunological factors contribute to the maintenance of this control through cytokines
and chemokines [7,8]. IL-33 plays a key role in osteoblast differentiation and inhibition of
osteoclastogenesis. The latter occurs due to a decrease in NFATc1-dependent gene expression
in osteoclast precursor cells, which impairs osteoclast fusion capacity [9].

Conversely, 1L-33 has been demonstrated to stimulate the production of
proosteoclastogenic cytokines, such as IL-6, which act by inducing RANKL expression in
osteoblasts that bind to osteoclasts, thereby activating new cells [10,11]. Decreased estrogen
after menopause causes RANKL activity to be favored over OPG activity via the ERK1/2-

MAPK signaling pathway, thus leading to bone resorption and bone loss [12,13].
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IL-33 has different autocrine and paracrine functions: It can be a regulatory target of
parathyroid hormone (PTH) and can, therefore, influence bone metabolism [14]. PTH acts on
osteoblasts by increasing RANKL expression, which binds to RANK expressed in osteoclast
precursors, thereby promoting the activation of osteoclasts and boosting bone resorption [15].
This action of PTH on osteoblasts triggers these cells to start producing MMP-3, which is a
metalloproteinase associated with mineralized bone matrix degradation due to its direct action
on osteoclasts [6, 16].

The increase in RANKL may also be associated with the induction of CXCL9/MIG, a
chemokine responsible for osteoclast recruitment, thereby enhancing the process of bone
resorption [17]. Chemokines control immune cell recruitment and are also involved in
osteoclast progenitor trafficking [18]. Moreover, osteoblasts have receptors for CXCL10,
CXCL8 and CXCL9, which bind to osteoclasts and, in turn, trigger RANKL expression and
induce osteoclastogenesis and bone resorption [19].

Despite the studies that have been carried out so far, the profile of immune changes in
osteoporotic patients is still inconclusive or has been analyzed in isolated studies whose
different variables cannot be compared to one another. As life expectancy increases, disorders
associated with hormonal change, such as osteoporosis, have been increasing considerably.
Therefore, it is important to focus on studies aimed to find new targets or biomarkers to make
treatment even more effective. This study aims to correlate and compare cytokine and
chemokine levels in osteoporotic patients and patients without osteoporosis to better

understand the pathogenesis and identify biomarkers of the disease.
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2. Patients and Methods

2.1. Ethics

All procedures in this study were approved by the Research Ethics Committee of the
University of Uberaba under protocol number 51827515.4.0000.5145, and all participants

signed informed consent after clarifications had been provided.

2.2. Study group

Peripheral blood samples were collected from 30 elderly patients, 18 female and 12
male patients, with osteoporotic fracture (T-score < —2.5) (osteoporosis group).

Blood collection was performed at the orthopedics center of the Clinical Hospital of
the Federal University of Triangulo Mineiro and of the Mario Palmério University Hospital of
the University of Uberaba, in Uberaba, Minas Gerais state, Brazil. Patients with other bone
diseases, fractures unrelated to osteoporosis, immunosuppressed patients, patients with
malignant neoplasms, liver disorders, and those who did not agree to participate in the study
weren’t included.

Venous collection is normally collected in the morning, 24h after the bone
reconstruction surgery indicated by the orthopedic physician. In this study, the sample was
collected by venipuncture into a tube containing clot activator and separating gel. After 30
minutes, the sample was centrifuged at 3000 rpm for 10 minutes to obtain serum, which was

used to assess cytokine and chemokine levels.

2.4. Serum quantification of cytokines, and MMP-3 by ELISA
Molecules of IL-17A, IL-17R, IL-6, IL-22, IL-23, IL-33, and MMP3 were analyzed by
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) according to the manufacturer’s specifications.

High-affinity polystyrene plates (Costar, Half Area) were sensitized with 50 ul of anti-IL-23
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monoclonal antibodies (2ug/mL, Mabtech AB, Stockholm, SW), IL-17R, IL-22 and leptin
(4mg/mL, R&D Systems), and with IL-33 and MMP3 (0.8ug/mL, R&D Systems) diluted in
PBS pH 7.2 and incubated for 18 hours at 4°C overnight. The plates were then washed with
+0.05% Tween 20 PBS (Sigma) and blocked with 100 pL of +1% BSA PBS (Sigma) at 4°C
overnight. After that, they were washed, and 50 uL of serum was added —diluted at 1:2 (IL-
23, 1L-6, IL-17A, IL-17R, IL-22 and IL-33) or at 1:40 (MMP-3), or at known levels of
recombinant molecules (standard curve) — in 2% BSA PBS. Then, the plates were washed and
incubated for 2 hours with 50 pL of anti-IL-23 and IL-17A biotin-conjugated monoclonal
antibody (1pg/mL, Mabtech AB - Stockholm, SW), IL-17R, IL-6, IL-22 and IL-33
(200ng/ml, R&D Systems), and MMP-3 (150ng/ml, R&D Systems). At the end of this step,
they were washed again and incubated with 50 pL alkaline phosphataseconjugated
streptavidin (Sigma), diluted at 1:250 in 1% BSA PBS for two hours. Finally, enzymatic
activity was determined by adding 50 pL of tetramethylbenzidine (TMB) (BD Biosciences)
and by incubation in a dark chamber for up to 30 minutes. The absorbance at 450 nm was
determined on a microplate reader (Bio-RAD 3550 Microplate Reader). Results were

expressed in pg/mL, obtained by linear regression from the standard curve of each analyte.

2.5. Quantification of chemokines by CBA

Chemokines CCL-2 (MCP-1), CCL-5 (RANTES), CXCL-8 (IL-8), CXCL-9 (MIG)
and CXCL-10 (IP-10) were measured using the Cytometric Bead Array (CBA) technique (BD
BIOSCIENCES, USA) in accordance with the manufacturer’s instructions. Samples and
recombinant cytokines were incubated with microspheres of different fluorescence intensities
conjugated with a capture antibody specific for each cytokine. Then, PE-conjugated cytokine-
specific antibodies were added. After incubation, the microspheres were washed with the

solution of the kit itself (Wash Buffer) and analyzed on a FACSCalibur cytometer (BD
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BIOSCIENCES) using the Cell Quest software (BD BIOSCIENCES). The cytokine-specific
microspheres were separated as they emitted different fluorescence intensities at 660 nm, and
so was the amount of cytokines conjugated to each microsphere, as they emitted fluorescence
intensity at 585 nm. After data collection, of samples and recombinant cytokines, these data
were analyzed in FCAP Array software 2.0 (SoftFlow, USA) and the levels of cytokines and

chemokines were calculated from the standard curve.

2.6. Statistical analysis

The collected data were entered into an Excel spreadsheet (Microsoft) and analyzed
using StatView 4.0 (Abaccus, USA) and Graphpad Prisma software. The results with non-
normal distribution were analyzed with non-parametric Mann Whitney test. Differences were

considered statistically significant when p<0.05.
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3. Results

3.1. Participant characteristics

The study was divided into a group of 12 men and another of 18 women, both with
osteoporosis, aged over 60 years. The mean age of female patients was 80.05 + 9.47 years,
and the mean age of male patients was 74.9 = 9.18 years. Differences in the behavior of
immunological factors were evaluated, such as cytokines IL-33, IL-22, IL-23, IL-6, IL-17A
and IL-17R, chemokines CCL-5, CCL-2, CXCL-8, CXCL-9 and CXCL-10, and matrix 3

metalloproteinase.

3.2. Association between citokines, MMP-3 and osteoporosis

Regarding cytokines and matrix metalloproteinases, MMP-3 levels are significantly
increased in men (Mann Whitney; p = 0.0181), and IL-33 levels are significantly increased in
women (Mann Whitney; p = 0.0436), when compared to men (Figures 1A and 1B). The other
cytokines had no significant differences between the study groups, including IL-6 (data not

shown).
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Fig 1 Levels MMP-3, IL-33, IL-22, IL-23, IL-17A and IL-17R in osteoporotic male and
female patients. Mann-Whitney, *p<0.05

The cytokines 1L-22, IL-23 and IL-17 had very similar levels detected in men and
women with osteoporosis, so there was no significant difference and both cytokines (Figure
1C, 1D and 1E). The cytokine IL-6 was not detected in many patients, showing very low

levels in patients with osteoporosis (data not shown).

3.3 Association between chemokines and osteoporosis
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As for chemokines, only CCL-5 achieved significantly lower levels in men (Mann

Whitney; p = 0.0414) when compared to women (Figure 2). The other chemokines had no

differences between men and women.
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Fig 2 Levels of chemokines (CXCL10/IP-10, CCL2/MCP-1, CXCL9/MIG, CCL5/RANTES
and CXCL8/IL-8) in the serum of osteoporaotic patients. Mann-Whitney, *p<0.05

The chemokines CXCL8/IL-8, CXCL10/IP-10 and CCL2/MCP-1 was no significant

difference between the studied groups. Similar to them, chemokine CXCL9/MIG also had no

significant difference between men and women with osteoporosis, but its levels were slightly

higher than other chemokines (Figure 2).
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4. Discussion and conclusion

Bone remodeling is imbalanced in osteoporosis, and that may be caused because
hormonal and immunological factors play a role in the pathophysiology of the disease. In this
study, the levels of serum cytokines, chemokines and MMP-3 were compared according to
gender in patients with osteoporosis.

The results presented herein showed a different pattern of biomarkers associated with
osteoporosis between genders for immunomediators molecules. Males with osteoporosis had
significantly higher levels of MMP-3 and decreased of CCL-5. Conversely, women with
osteoporosis had increased levels of I1L-33.

MMP-3 has already been studied in an in vitro model with a synovial cell culture
derived from patients with synovial osteoarthritis who underwent knee or hip arthroplasty.
The authors observed high levels of proinflammatory cytokines and MMP-3, with the latter
contributing to bone matrix degradation [20]. In our study, we found that increased MMP-3 in
senile osteoporosis in men, suggesting that it may contribute to matrix degradation and the
development of osteoporosis in the elderly.

Furthermore, in the case of rheumatoid arthritis, metalloproteinases showed
significantly higher levels in male patients when compared to females [21]. Likewise, in the
present study, MMP-3 levels are significantly increased in males with osteoporosis in
comparison with the females. One of the known inflammatory markers related to aging is
TNF-a, which has been shown to represent one of the cytokines that induce MMP-3
expression [22]. It was also seen that the regulatory factor of interferon 5 (IRF5) mediates the
expression of MMP-3 induced by TNF-a in chondrocytes [23]. In an experimental model, the
cytokine IL-1 significantly increased the expression of messenger RNA for MMP-3, which

was associated with increased bone degradation [24]. These findings may explain, at least in
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part, the gender and age differences of MMP-3 [25]. Thus, based on hormonal and
inflammatory differences, MMP-3 appears to act with different intensity in males and
females.

An in vitro study on femoral bone marrow cells from newborn mice showed that
osteoclastogenesis is inhibited by the presence of IL-33, probably due to the inhibition of the
nuclear factor of activated T-cells (NFAT) expression, which is the transcription factor for
osteoclast differentiation, analyzed by the hybridization method [9]. IL-33 seems to play an
important role in osteoblasts as well. In vitro studies on calvarial cells of IL-33-treated
newborn mice showed that this cytokine was able to inhibit sclerostin in osteocytes, which
appear to act on osteoblasts, as sclerostin inhibits the Wnt pathway that is responsible for the
activation of osteoblast differentiation [14]. The diversity of mechanisms of action of 1L-33
suggest that the increase or decrease of this cytokine may be associated with both osteoclast
and osteoblast activity.

The effects of IL-33 on bone may vary depending on the stage of the disease and
hormonal factors, and its final effect depends on the clinical course of the disease [26]. In
women, IL-33 has a different effect, probably through estrogen-dependent pathways. 1L-33
can also stimulate cytokines with dual (opposite) effects on osteoclastogenesis, stimulating
the formation of osteoclasts. This occurs through the induction of the production of cytokines,
such as IL-6, thereby contributing to osteoporosis by stimulating osteoblasts to produce more
RANKL that bind to osteoclasts to activate them, thus acting as a positive regulator of
osteoclastogenesis [27]. In our study, this cytokine was found increased in women, possibly
also due to the natural aging process, and may contribute to the development of osteoporosis,
but the levels of IL-6, in the patients of the present study, had no detected levels.

The cytokine IL-6 has been studied as capable of promoting the differentiation of

osteoclasts from their precursors by stimulating the expression of RANKL [28], and can also
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directly activate osteoclastic activity by independent mechanisms of RANKL [29]. And IL-17
also seems to stimulate osteoclast differentiation by increasing the expression of
prostaglandin E2 in osteoblasts that will express osteoclast differentiation factor [30].

In an experimental study with rheumatoid arthritis, the cytokine IL-17 was found to
inhibit osteoblast differentiation, proposing that this cytokine may limit bone formation in
sites of the inflamed periosteum [31]. Thus, it can be observed that IL-17 acts to increase
bone resorption and decrease formation, and by different mechanisms it contributes to
osteoporosis when it presents high levels. Although the cytokines IL-6 and IL-17 play an
important role in osteoporosis, in the patients in the present study, they had low levels
detected, showing that they did not act effectively in both female and male osteoporosis
patients, with no differences between genders when related to them.

IL-23 is considered an anti-resorptive cytokine, and low levels of this cytokine have
been found in patients with osteoporosis [32]. Like IL-6 and IL-17, no differences were found
in IL-23 levels in male and female osteoporosis patients.

Among chemokines, CCL5/RANTES has receptors expressed in primary osteoblasts,
so they act as a chemoattractant to these cells by stimulating bone formation. It was also seen
that they are reduced with increasing age [33]. In our study, these cells have significantly
lower levels in men over 60 and with osteoporosis, compared to women with the same
conditions. Thus, the work shows that these chemokines play an important role in the
development of osteoporosis, especially in men.

Several chemokines have been shown to influence skeletal remodeling in
physiological and pathological processes. The chemokines studied here stimulate the decrease
in bone mass, with CXCL9 inhibiting bone formation and CCL2, CXCL8 and CXCL10
stimulating osteoclastogenesis [34]. Despite their important role, these chemotherapies do not

seem to differ between male and female osteoporosis patients.
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Therefore, the present study suggests that immune mediators changes are associated
differently in osteoporosis in men and women. An increase in MMP-3 and decreased CCL5
may be an important factor in osteoporosis in men, whereas the disease seems to be associated

with an increase in 1L-33 in women.
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5. COMENTARIOS E CONSIDERACOES FINAIS

A osteoporose é uma doenca com alta prevaléncia em todo o0 mundo, afetando milhdes
de pessoas e € considerada um dos principais problemas de satde publica por sua associacédo a
fraturas com graves repercussdes clinicas e sociais. Alguns estudos ja mostraram que 0S
fatores imunoldgicos exercem papel importante no processo de formagéo e reabsorcéo dssea,
mas a osteoimunologia ainda é pouco entendida e por isso a importancia desse estudo.

Nosso estudo teve como objetivo avaliar os niveis hormonais em pacientes com
fraturas associadas a osteoporose comparadas com pacientes devido fraturas de alto impacto
afim de elucidar como estdo os niveis dos fatores estudados nesses pacientes. Foi visto que
existem diferencas hormonais entre 0s géneros na osteoporose. Em mulheres, os niveis
significativamente menores de estradiol e vitamina D, e nos homens niveis significativamente
maiores de paratormonio, parecem influenciar na doenga. As diferencas dos fatores
imunologicos também parecem agir de forma distinta em homens e mulheres. O aumento de
MMP-3 e a diminuicdo de CCL5 pode ser um fator importante na osteoporose em homens,

enguanto a doenca parece estar associada com o aumento de IL-33 em mulheres.
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6. CONCLUSOES

Alteracdes hormonais e de citocinas estdo associadas de maneira diferente na
osteoporose entre homens e mulheres. Quando avaliada as alteragdes hormonais comparando
a pacientes jovens com fratura de alto impacto foi visto que os hormonios interagem de forma
diferente em pacientes do género masculino e feminino, visto que o aumento de paratorménio
em homens contribui para osteoporose e a diminuicdo de estradiol e vitamina D nas mulheres
tém papel importante nesse grupo.

E ainda, em relacdo aos fatores imunoldgicos, eles também parecem agir de forma
distinta em homens e mulheres. Enquanto em homens o aumento de MMP-3 e a diminuigéo
de CCL5 pode ser um fator importante na osteoporose desse grupo, 0 aumento de 1L-33

parece agir na osteoporose em mulheres.
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