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RESUMO

A osteoporose (OP) é uma doenca crbnica, sistémica e multifatorial que afeta
principalmente mulheres na p6s menopausa devido a diminuicdo nos niveis de
estrogénio. A doenca é caracterizada pela alta atividade dos osteoclastos (OC), células
responsaveis pela reabsorcdo 0ssea, levando ao declinio da densidade mineral 6ssea
(DMO) e, por consequéncia, a fragilidade 6ssea. O aumento da proliferacdo e
diferenciacdo de OCs é estimulado pelo fator nuclear kappa Beta (NF-kB1), produto da
via TLR4/MYD88, que tem como regulador negativo o receptor de interleucina associado
a quinase 3 (IRAK3). Por outro lado, existem uma diversa gama de farmacos para o
tratamento da OP, tendo como primeira linha, os antirreabsortivos, como os bisfosfonatos
guevisam diminuir o nimero e, por consequéncia, a atividade dos OCs. Entretanto, uma
parcela dos pacientes mesmo em tratamento com bisfosfonatos ndo apresenta o
aumento esperado da DMO, sendo considerados ndo responsivos ao tratamento. Nesse
contexto a maior atividade da via TLR4/MYD88 poderia contribuir para uma pior resposta
ao tratamento com bisfosfonatos em pacientes com osteoporose, devido a uma maior
producdo do NF-kB1. Assim, o projeto teve como objetivo avaliar o perfil de expresséo
dos genes MYD88 e IRAK3 diante da resposta terapéutica de pacientes com OP, além
de correlacionar com os dados clinicos e laboratoriais presentes nos prontudrios. Para
isso, foram utilizadas amostras de RNA divididas em 20 pacientes responsivas (OP-R) e
20 nao-responsivas (OP-NR), atendidas no ambulatério de reumatologia do Hospital das
Clinicas / UFPE. Foi realizada sintese de cDNA para todas as amostras e 0 ensaio de
expressao génica para os genes alvos e de referéncia, GAPDH e RPLPO. Para todas as
analises e os respectivos gréficos foi utilizado o Software GraphPad Prism versao 8.00.
Foi realizado o teste Spearman para analises de correlagdo com os marcadores Sséricos,
calcio, vitamina D e horménio da paratireoide (PTH). O teste Mann-Whitney foi utilizado
para os valores de p da expresséorelativa dos genes. Os resultados mostraram uma
maior expressao dos genes MYD88 (FC=2,23 + 1,54, p= 0,0016) e IRAK3 (FC=2,02 +
0,46, p= 0,0032) no grupo de pacientesOP-NR em comparagcdo com o grupo OP-R.
Contudo, néao foi observado correlacao entreos niveis de expressdo dos genes com 0sS
marcadores séricos Vitamina D, PTH e célcio. Desta forma concluimos que o aumento
da expressao dos genes IRAK3 e MYD88 podeter impacto no perfil de resposta a terapia
com bisfosfonatos , servindo como base paraestudos futuros de novos marcadores de
resposta terapéuticos para tratamento da osteoporose.

Palavras-chave: Osteoporose. Menopausa. Osteoclasto. DMO.
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ABSTRACT

Osteoporosis (OP) is a chronic, systemic, and multifactorial disease that primarily
affects postmenopausal women due to decreased estrogen levels. The disease is
characterized by high activity of osteoclasts (OC), cells responsible for bone resorption,
leading to a decline in bone mineral density (BMD) and, consequently, bonefragility. The
increase in proliferation and differentiation of OCs is stimulated by the nuclear factor
kappa Beta (NF-kB1), a product of the TLR4/MYD88 pathway, which has the
interleukin-associated kinase 3 receptor (IRAK3) as a negative regulator. On the other
hand, there are a diverse range of drugs for the treatment of OP, with antiresorptives,
such as bisphosphonates that aim to decrease the number and, consequently, the
activity of OCs, being the first-choice of treatment. However, a portion of patients even
under treatment with bisphosphonates do not present the expected increase in BMD,
being considered non-responsive to treatment. In this context, greater activity of the
TLR4/MYD88 pathway could contribute to a worse response to treatment with
bisphosphonates in patients with osteoporosis, due to greater production of NF-kB1.
Thus, the project aimed to evaluate the expression profile of MYD88 and IRAK3 genes
in compare to therapeutic response in patients withOP, in addition to correlating with
clinical and laboratory data present in medical records. For this, RNA samples from a
total of 40 patients divided into responsive (OP-R) and non-responsive (OP-NR),
attended at the rheumatology clinic of Hospital das Clinicas / UFPE were used. The
cDNA synthesis and gene expression assay were performed for the housekeeping
genes GAPDH and RPLPO. For all analyses and theirrespective graphs, GraphPad
Prism version 8.00 statistical software was used. The Spearman test was performed
for correlation analyses with serum markers, calcium, vitamin D and parathyroid
hormone (PTH). The Mann-Whitney test was used for p values of relative gene
expression. The results showed a higher expression of MYD88(FC=2.23 + 1.54, p=
0.0016) and IRAK3 (FC=2.02 £ 0.46, p=0.0032) genes in the OP-

NR group compared to the OP-R group. However, no correlation was observed
between gene expression levels with serum markers Vitamin D, PTH and calcium.
Thus we conclude that increased expression of IRAK3 and MYD88 genes may impact
the response profile to therapy with bisphosphonates, serving as a basis for future
studies of new therapeutic response markers for osteoporosis treatment.

Key words: Osteoporosis. Menopause. Osteoclast. BMD.
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1 INTRODUCAO

A osteoporose (OP) € uma doenca metabdlica e silenciosa que afeta a
densidade mineral 6ssea (DMO), caracterizada por um aumento na proliferacao,
diferenciacdo e sobrevida dos osteoclastos. Estimulos de quimiocinas, horménios e
fatores de crescimento interferem diretamente nessas células, assim, a reabsor¢éo do
tecido 6sseo ultrapassa o limiar fisiolégico, e & medida em que a DMO declina, 0 0sso
trabecular se afina, tornando-se mais fragil e mais suscetivel a fraturas. A menopausa
€ um dos principais fatores de risco para o desenvolvimento dessa doenca, devido a
baixa de estrogénio que entre outras fungdes, funciona como regulador negativo da
via de diferenciacdo dos osteoclastos (OCs).

A terapia de escolha para a diminuicdo da perda da DMO na OP sdo os
antirreabsortivos, que tém como principal representante os farmacos da classe dos
bisfosfonatos. A terapia com bisfosfonatos tem como objetivo a diminuigcdo do
processo de reabsorcdo 0ssea pela inibicdo da atividade dos OCs. Contudo, apesar
de sua eficacia comprovada, uma parcela dos pacientes continua apresentando
declinio na DMO mesmo com o uso de bisfosfonatos mais potentes.

Um dos possiveis fatores responsaveis pela falha terapéutica no tratamento da
OP pode ter relagédo com a vias de regulam a multiplicacéo e diferenciacdo dos OCs
como a via MYD88/NF-kB1. Essa via é ativada pelo receptor toll-like 4 (TLR4) ou pelo
receptor de interleucina 1 (IL-1R) e regulada negativamente pelo receptor de
interleucina associado a quinase 3 (IRAK3) . Contudo, na literatura essa via apresentou
resultadosconflitantes em relacédo ao seu papel na regeneracao 0ssea.

Diante dessa perspectiva, 0 presente estudo teve como objetivo avaliar a
expressao dos genes MYD88 e IRAK3, em pacientes com osteoporose para melhor
elucidacao da interferéncia da via nessa doenca, além de correlacionar a expressao

dos genes com marcadores bioquimicos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Tecido 6sseo

O osso é formado por uma porcdo compacta, que corresponde a parte mais
externa e a por¢cao esponjosa que € preenchida pela medula 6ssea, sendo essa parte,
remodelada de forma mais acelerada. HART et al., 2020;

A nivel celular, trés células sdo responsaveis pela atividade do tecido,
osteoclastos, osteoblastos e ostedcitos. Os OCs que sao células catabdlicas, e
derivam do sistema mondcito-macréfago, quando essas células sao estimuladas pelo
fator estimulador de colénia de macrofagos (M-CSF) e ativador do receptor de NF-kB
ligante (RANKL), elas se fundem formando a célula reabsortiva que tem tempo de vida
limitado em até quatro semanas ap0s a osteoclastogénese. De modo contrario,
funcionam os osteoblastos (OBs), responsaveis por sintetizar a matriz 6ssea. Apos
isso, podem sofrer apoptose ou aindase diferenciar em células de superficie ou
ostedcitos. As células de superficie formam uma rede sinalizadora do 0sso,
funcionando como uma célula reguladora, por meio dela, os estimulos se transformam

em sinais, sejam eles de sintese ou reabsorcédo. (ARMAS; RECKER, 2012)

2.1.1 Estrutura

O sistema de Havers é a parte funcional do tecido, a reabsorcao forma lacunas,
gue sao posteriormente preenchidas pelos osteoblastos, as lacunas se dispéem ao
redor do canal de Havers onde estdo 0s vasos sanguineos e 0s nervos. Estima-se
gue a cada ano aproximadamente 10% do esqueleto seja reconstituido. Desse modo,
osteoblastos, osteoclastos e ostedcitos trabalham em conjunto para a manutencgao do
tecido, que ocorre de maneira fisiolégica. (HART et al., 2020; LOPES et al., 2018)
(Figural)
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Figura 1 : Estrutura 6ssea

(a) Canal de Havers
Cértex Lamelas

Trabécula Osteons

100-500 um
* Nervos e vasos Ostedcitos

Periésteo sanguineos

Medula éssea

O osso se divide em cértex e trabécula, onde esta contida a medula 6ssea, o tecido se apresenta em forma
de lamelas, que sé@o os Gsteons onde ocorre a reabsor¢do. Dentro deles esta o canla de havers responséavel
por nutrir o 0sso. Fonte: Adaptado Lopes et al ., (2018).

2.1.2 Ciclo de remodelacéo 6ssea

A remodelacdo Ossea pode ser dividida em cinco fases, a chegada de
precursores osteoclasticos marcam o periodo de ativacao onde a superficie do 0sso
€ exposta. As células podem ser direcionadas para um local especifico do osso em
casos de fraturas ou distribuidas de modo aleatério quando trata-se de um processo
sistémico, como é o caso da OP. Na reabsor¢do o OC induz uma alteracao de pH
tornando-o acido, de modo que enzimas como metaloproteinases de matriz e
proteases sejam ativadas e ocorradestruicio de colageno e dos cristais de
hidroxiapatita. A préxima fase, que é areversdo, acontece por meio da interleucina
(IL) 6 e outras citocinas. Através dasinalizacdo os osteoblastos e seus precursores
sao recrutados para a fase seguinte,a formacdo, onde a matriz é reconstituida e
tem-se um novo processo demineralizacdo. A quinta e Ultima fase € a de terminacao,
que é caracterizada pela diferenciacdo dos OBs em ostedcitos. (Figura 2)

(BHATNAGAR; KEKATPURE, 2022).
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Figura 2: Remodelacao 6ssea
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Figura 2: A: recrutamento de osteoclastos para local de dano. B: Degradacao do contetdo 6sseo pelos
osteoclastos. C: Fase 3 e 4 reversao e inicio da atividade dos osteoclastos. D: Fase De terminacao,
onde os osteoblastos se diferenciam. Fonte: adaptado Liang (2022).

Todo esse processo de remodelamento Osseo ocorre ao decorrer da
vida,tendo inicio ainda na fase uterina, mas esse processo vai se tornando mais lento
logoapds a puberdade e inicia um processo de declinio com o envelhecimento. Em
mulheres, ocorre cerca de quatro anos antes da menopausa. alterando diretamente a
estrutura 6ssea. Individuos abaixo dos 40 anos apresentam o periésteo espesso, rico
em OBs. Na cortical, possuem grande quantidade de canais Havers e trabéculas do
0SSO esponjoso espessas. Enquanto individuos com mais de 65 anos apresentam
periésteo fino, pobre em células osteogénicas, e substituicdo gradual da camada
osteogénica por tecido fibroso, correspondendo a um desequilibrio do turnover 6sseo
e reducdo da atividade osteoblastica. (GIORDANO et al., 2016)
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2.2 Osteoporose

O metabolismo 6sseo é um processo fisioldgico saudavel quando em equilibrio,
no entanto, fatores imunes, genéticos e hormonais podem gerar um desbalanco entre
absorcéo e reabsorcado, ocasionando a OP. A OP € uma doenca cronica, metabolica
e silenciosa, caracterizada pela perda acelerada do conteddo mineral do 0sso,
alterando uma de suas principais caracteristicas, a resisténcia (Figura 3). A coluna
vertebral e o fémur sdo os locais mais afetados. Na maioria dos casos, a OP é
descoberta apds ocorréncia de fraturas, o que afeta diretamente a qualidade de vida
dos individuos acometidos pela doenca. De modo geral, ocorre um estimulo
aumentado dos osteoclastos, seja no aumento da diferenciagdo ou da sobrevida
dessas células. Dessa forma, ha a diminuicdo da DMO enguanto ha o aumento da
fragilidade por ndo ter resposta de formacdo 6ssea compensatoria. (LOPES et al.,
2018; CHENG et al.,2022)

Figura 3: Diferenca do osso trabecular saudavel e osteoporético

Osso Saudavel Osteoporose

Trabécula osséa Trabécula dssea
compacta desgastada

Fonte: elaborado pelo autor pelo BioRender (2023)

2.2.1 Epidemiologia

Os dados epidemiolégicos da osteoporose sédo considerados subclassificados,
isso se da por dois motivos, o primeiro € o diagndstico tardio por se tratar de uma
doenca silenciosa e o segundo se deve a falta de estudos mais recentes. De acordo
com a Sociedade Brasileira de Endocrinologia e Metabologia Regional Sdo Paulo

(SBEM-SP) 200 milhbes de pessoas no mundo sao afetadas pela doenga, 5% desse
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namero corresponde ao territério brasileiro. Apesar de serem menos susceptiveis
estima-se que a incidéncia de OP nos homens deve aumentar consideravelmente até
2050.

Os Relatérios de recomendacdo do Ministério da Saude apontam que uma em
cada trés mulheres e um em cada trés homens no mundo, acima de 50 anos irdo ter
algum tipo de fratura osteoporotica sendo essa a consequéncia mais grave OP e a
principal responsavel por internamentos e cirurgias. Os principais sitios de fratura séo
o antebraco distal (30%), quadril (12%), imero (8%), costelas (6%) e coluna (4%). O
custo anual aproximado no Brasil devido a OP é de 310 milhdes de ddlares.

2.2.2 Tipos De Osteoporose

De modo geral a osteoporose € a perda da DMO, e pode ser classificada em
priméria e secundaria. Nos casos de OP primaria, tem -se a perda tecidual com causa
Ossea isolada. Como é o caso da OP juvenil, que é marcada pela idade do paciente e
seu score 0sseo, junto ao histérico de fraturas, sendo o fator genético principal
responsavel, como mutacbes na via WNT. A OP pdés menopausa também é
classificada por primaria e ocorre devido a baixa de estrogénio, € a forma mais
prevalente, e se agrava com o0 avanc¢o da idade, com o maior comprometimento do
0SS0 trabecular, enquanto o0 0sso cortical mantém metabolismo estabilizado. (VLASHI
et al., 2022)

Nos homens predomina-se a OP secundaria, entretanto também podem
ocorrer casos relacionados a senilidade e classificam-se, portanto, como OP priméria.
Na OP secundaria tem-se o declinio da DMO associado a distarbios metabdlicos seja
pela doenca propriamente dita ou pelo uso de medicamentos, como por exemplo,
glicocorticoides que inibem a atividade de osteoblastos enquanto estimulam
osteoclastos. Além disso, pode-se citar como outras causas de OP secundaria o
estado hiperglicémico na diabetes mellitus e o mieloma multiplo que estimula

apoptose de osteoblastos e inflamacgéo sistémica e estéril. (NUTI et al., 2018).

2.3 Patogénese da OP pés menopausa

De acordo com o Ministério da Saude, a menopausa é o periodoem que a

mulher perde a capacidade de ter filho, sendo marcado por quedas
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hormonais, principalmente do estrogénio, ocorrendo em média aos 51 anos de idade
e sendo confirmada apds um periodo de 12 meses sem menstruacao.

O estrogénio tem efeito protetivo contra a osteoporose, seus receptores estao
expressos em todas as células Osseas, tendo atividade significativa nesse tecido,
tornando a menopausa um dos principais fatores de risco para o desenvolvimento da
doenca. No sistemaimune a baixa de estrogénio aumenta a liberagéao de citocinas pro
inflamatérias como fator de necrose tumoral alfa (TNFa), IL-1 com a polarizacao de
monaocitos M1 (principal fonte de OCs)ralém promover a super ativacao de linfoécitos T
CD4 com alta expresséo do receptor ativador do ligante do fator nuclear kappa Beta
(RANKL). (CHENG et al.,2022; ZHANG et al.,2022).

O estrogénio também é responsavel por ativar a via Wnt/B-catenina. Quando o
ligante Wnt se acopla ao receptor, a B-catenina ndo € marcada para degradacao e se
transloca para o nucleo permitindo a transcricdo de genes alvos que favorecem a
osteoblastogénese, potencializando a sintese 6ssea. A via da osteoprotegerina
(OPG), RANK/RANKL, tem como produto o fator nuclear kappa Beta (NF-KB1) que
estimula a atividade osteoclastica. Na presenca de estrogeno, a OPG é liberada e
impede a ligagéo de receptor do ativador do NF-KB1 (RANK) com 0 RANKL. (Figura 4)
(VLASHI et al., 2022).

Figura 4: Papel do estrogénio no ciclo de remodelacéo 6ssea
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O estrogénio é um importante fator protetivo contra a osteoporose, ele atua na diminuicdo da maturacao dos
osteoclastos, inibindo citocinas pro inflamatérias como TNF, IL-6 e IL-1 e fatores de crescimento RANKL e M-
CSF. Além de diminuir a sovrevidas dos osteclastos. Fonte: Adaptado BHATNAGAR,(2022)
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Entretanto, na menopausa, esse estimulo protetivo é interrompido e a ligacéo
gera fatores de transcricdo que estimulam a maturacao e diferenciacao de OCs
(BHATNAGAR; KEKATPURE, 2022)

2.4. Diagndéstico da OP

O rastreio da OP em mulheres é obrigatorio a partir dos 65 anos, contudo,
historico familiar de osteoporose grave, amenorréia pré-menopausa por um periodo
superior a 6 meses, ingestdo inadequada de calcio (< 1200 mg/dia), tabagismo e
alcoolismo, sdo considerados fatores de risco e a presenca de dois ou mais desses
fatores sugerem rastreio a partir dos 45 anos de idade. (KANIS et al., 2019)

O diagndstico € realizado através de exames de imagem, onde se avalia o
contetdo mineral ésseo dado em g/cm2 e risco de fratura. O padrdo ouro é a
densitometria de raio X (DXA) que foi incluida no Sistema Unico de Satide desde 1999
pela portaria N° 1.327.

O exame é realizado no fémur e coluna lombar, através do densitémetro. O feixe
de Raio X duplo permite melhor visualizagdo dos tecidos mais espessos e mais
densos, como o 0sso A DMO fornece a quantidade de massa 6ssea por unidade de
area permitindo a andlise dos dados, que é feita por meio de scores. A média de
valores da DMO gera um desvio padréo onde se classifica a perda de massa 0ssea.
O T-score € o critério utilizado pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) e usa
comoparametro a média da DMO de pessoas com 20 anos, que classifica os pacientes
deacordo com o declinio da DMO. Quando o resultado é maior ou igual a -1, faz
referéncia a perda 6ssea natural, valores entre -1 e -2,5 sdo classificados como
osteopenia e indica uma perda 0ssea discreta que quando nédo tratada pode evoluir
para a OP, menor de -2,5 o individuo se enquadra como osteoporotico nesse caso é
quando ha risco de fratura. Enquanto a presenca de fraturas e T-score menor que dois

e meio é indicio de um quadro de osteoporose grave (Tabela 1). (SOUZA, 2010).
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Tabela 1. Classificacdo de osteoporose em T-score de acordo com a OMS.

T- score Classificacao
2-1.0 Normal
<-1.0=2-25 Osteopenia
<-25 Osteoporose

s-25com fratura | (OSEEOPOFOSESEVErd

Fonte: Adaptado, Baccaro et al (2015)

A periodicidade da reavaliacdo varia de acordo com a idade e diagndéstico
anterior, mulheres abaixo de 65 anos que ndo apresentam debilidade éssea realizam
0 exame a cada 5 a 10 anos, e as com histérico de osteopenia podem variar de 1 a5
anos, a depender do grau de perda 6ssea. Enquanto é recomendado para mulheres
acima de 65 anos um periodo maximo de cinco anos entre 0s exames mesmo sem
diagnéstico prévio de OP Outros exames de imagem também podem auxiliar no
manejo da OP como o ultrassom 6sseo que fornece parametros de integridade e é
realizado nos ossos da méo e calcaneo, além da ressonanciamagnética da coluna
usada para avaliar fraturas. (BACCARO et al., 2015).

A renovacao 6ssea gera produtos que funcionam como biomarcadores, que
apesar de nao diagnosticarem servem como base para prognéstico, e
acompanhamento de tratamento. O telopeptideo de ligacdo cruzada amino-terminal
do colageno tipo | (NTX) e telopeptideo de ligacdo cruzada carboxi-terminal do
colageno tipo | (CTX) funcionam como marcadores de reabsorcdo, sdo produtos
derivados da degradacdo do colageno e estdo mais expressos em pacientes com
osteoporose, diminuindo no decorrer do tratamento (NAGY et al., 2020).

Enquanto a fosfatase alcalina serve como marcador de formacdo. Essa
molécula é liberada pelo OBs no seu processo inicial de diferenciacdo, enquanto a
osteocalcina corresponde a parte de diferenciacdo em ostedcitos, 0 aumento dessas

moléculas indicam uma formagéo 0ssea eficaz. (QU et al., 2019).

2.5. Tratamento da OP

O tratamento da osteoporose é dividido entre duas classes medicamentosas,

as antirreabsortivas e as drogas anabdlicas. Além disso, pode ser necessario a
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suplementacao de calcio e vitamina D, principal mineral contido no 0sso e o regulador
da sua absorcao respectivamente, para uma melhor taxa de remineralizacdo. Ao
mesmo tempo, é recomendada a pratica de atividade fisica que confere forca e
resisténcia 6sseo-esquelética sendo de grande importadncia para a prevencao de
fraturas osteoporaticas. (LIANG et al., 2022).

2.5.1. Drogas Antirreabsortivas

Essa classe tem como alvo a inibicdo da atividade e maturacdo dos
osteoclastos. Nela estéo inclusos os bisfosfonatos e os anticorpos monoclonais. Os
bisfosfonatos sédo a primeira linha de tratamento, e possuem dois sitios de acdo, o
primeiro deles é na superficie 6éssea, bloqueando a liberacdo de citocinas
inflamatorias. JA o segundo sitio € enzimatico e depende da estrutura quimica do
farmaco. Bisfosfonatos nitrogenados como por exemplo alendronato de sédio e acido
zoledronico, se ligam na enzima farnesil pirofosfato sintase (FPPS), inibindo a via do
mevalonato e levando a apoptose do OC. Como exemplo dos bisfosfonatos nédo
nitrogenados podemos citar o etidronato, que ao ser absorvido pela célula funciona
como uma forma inativa de adenosina trifosfato (ATP), levando a perda de funcéo e
morte da célula. O uso prolongado dessas drogas se associa a efeitos gastrintestinais
pela citotoxicidade e baixa biodisponibilidade, além de osteonecrose mandibular
(TONK et al., 2022). (Figura 5)

Figura 5: Mecanismos de agdo dos bifosfonatos
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Figura 5: Os bifosfonatos séo divididos em nitrogenados e nao nitrogenados, os nitrogenados agem
tanto inibindo a liberacdo de citocinas pela matriz 6ssea quando na inibicacdo da enzima farnesil
pirofosfato sintase, enquanto os nao nitrogenados funcionam como uma forma inativa de ATP, ambos
promovem a apoptose do osteoclasto por uma inibicdo do metabolismo celular. Fonte: elaborado pelo
proprio autor pelo BioRender (2023)

Denosumabe, € um anticorpo monoclonal (mAb), contra RANKL, essa € uma
molécula liberada pelos OBs que pode se ligar a OC e seus precursores estimulando
sua diferenciacéo, ao se ligar com o RANKL o denosumabe impede a ligacdo RANK-
RANKL diminuindo a ativagcdo e diferenciagdo dos OCs. Apesar de efeitos
comprovados, a descontinuacdo do farmaco esta relacionada com efeito rebote,
diminuindo a DMO de forma rapida. Moduladores seletivos de receptores de
estrogénio (SERMs) como o raloxifeno, sdo um terceiro tipo de droga que se
enguadram como antirreabsortiva, atuando nos receptores de estrogénio mimetizando
sua acao, tem efeitos diferentes em cadatipo de tecido, funcionam como agonistas
dos receptores de estrogénio no tecido o6sseo suprimindo RANKL e
consequentemente, a atividade dos OCs, enquanto temfuncdo antagonistas nas
mamas, vantagem que se sobrepde a terapia hormonal de estrogénio pois o estimulo
simulado de estrogénio € considerado um fator de risco para o cancer de mama
(CHANDRA; RAJAWAT, 2021).

2.5.2 Drogas anabdlicas

Os farmacos pertencentes a esse grupo, atuam aumentando a funcdo e
viabilidade dos osteoblastos e por consequéncia aumentando deposicdo de ions
calcio e fosfato no tecido 0Osseo, estimulando a mineralizacdo O6ssea. Drogas
associadas ao Paratormdnio como a Teriparatida, que € um analogo do horménio da
paratireoide (PTH), atua como o hormdnio mobilizando célcio e estimulando os
osteoblastos na construcdo de matriz 6ssea, entretanto tem efeitos dose dependente
e 0 aumento desse estimulo pode afetar positivamente os OCs. (TONK et al., 2022).

Pertecem ainda a essa classe, um outro tipo de mAB, diferente do ja citados, 0
Romosozumab que possui fungdo anabdlica, age nos OCs e tem como alvo a
esclerotina. Essa molécula se torna mais expressa com o envelhecimento e funciona
como um feedback negativo para a via WNT. Esse farmaco, bloqueia a atividade da
esclerotina e mantém ativa a via WNT, responsavel pela transcricao de fatores ligados
a osteogénese. (TONK et al., 2022).
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2.5.3 Resisténcia ao Tratamento

Os bisfosfonatos séo os farmacos prescritos com maior frequéncia, devido ao
baixo custo e uma boa resposta na reducédo da fragilidade 6ssea. Contudo, uma
parcela da populacdo ndo apresenta resposta ou uma resposta inadequada a esse
tratamento (DIEZ-PEREZ et al., 2012).

Os pacientes que fazem uso dos farmacos de forma correta e apresentam
declinio da DMO ou reincidéncia de fraturas séo considerados refratarios. Para esses
casos, sao recomendados uma nova abordagem terapéutica, tendo como alternativas
a troca de antirreabsortivos ou ainda a adi¢cdo de drogas anabdlicas (CAIRES et al.,
2017).Além disso, a falha no tratamento pode ser causada por diversos fatores como
periodode duracdo do tratamento, causas secundarias a osteoporose ou fatores

genéticos. (Villagémez et al.,2023)

2.6 Avia MYD88/ NF-KB1

A via dependente da proteina de resposta priméria de diferenciacdo mieldide
88 (MYD88) possui 2 tipos de iniciadores, o TLR4 e o IL-1R, ambos receptores
transmembranares contendo na porcao citoplasmatica o dominio do receptor Toll/IL-
1 (TIR). A diferenciacdo se da na porcao extracelular, o TLR4 é rico em leucinas
enquanto o IL-1R possui cerca de trés dominios semelhantes a imunoglobulinas.
Esses receptores estdo expressos nas células 6sseas e imunes e a sinalizacéo
iniciada por TLR4 e IL-1R se relaciona com osteoclastogénese e aumento da
sobrevida de OC’s respectivamente. (BRAUN; ZWERINA, 2011; ZHOU et al., 2022;
DE NARDO, 2015; TAKEDA, 2004).

Os TLR4 reconhecem Padrdes moleculares associados ao dano (DAMP’s) e
Padrées moleculares associados ao patogeno (PAMP’S) formando homo ou
heterodimeros enquanto o IL-1R se liga a interleucina-1 para iniciar a via. A porgao
TIR, comum a esses receptores, é reconhecida pela proteina da membrana proximal
do receptor (TIRAP), essa molécula recruta outras para formacdo de um centro
organizador supramolecular (SMOC), também conhecido como mydssoma. Neste
complexo estdo de 6 a 8 moléculas de MYD88, interagindo com até 4 moléculas de
guinase associada ao receptor de interleucina-1 (IRAK) IRAK 1, 2 e 4. (Figura 6)
(KAWASAKI; KAWAI, 2014; VERSTAK et al., 2014)


https://sciprofiles.com/profile/2694757
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Figura 6: Via MYD88/NF-kB.
bin

IL-1R

A via MYD88/NF-kB pode ser ativada pelo TLR4 com também pelo IL-1R, a partir disso é recrutada uma
proteina adaptadora, a MYD88 que se acopla a familia de quinases e resulta na ativagcdo do TRAF6 e
posteriormente de TAK1, dessa forma a porgéo inibitéria do NF-kB é marcada para a degradacdo via
proteossoma, enquanto os dimeros de NF-kB se translocam pra o ndcleo. Fonte: elaborado pelo autor (2023).

O IRAK1 tem interacao temporaria no mydssoma, ele promove a fosforilagéo e
a ubiquitinacao do receptor TNF associado ao fator 6 (TRAF6) através da E3 ubiquitina
ligase TRAF6. ApOs esse processo a TRAF6 é ativada e passa a interagir com TAK1
e suas subunidades regulatérias TAB1, TAB2 e TAB. (KAWASAKI; KAWAI, 2014;
VERSTAK et al., 2014)

TAK1 se liga ao complexo Ikb quinase (IKK), formado pelas porgdes IKKa, IKKB e
IKKy. Quando ativado, o complexo IKK fosforila a proteina inibidora de NF-kB (IkBa),
marcando-a para degradacdo no proteassoma. O NF-kB se localiza no citoplasma
celular pode entéo se translocar livremente para o nucleo para iniciar transcricdo de

fatores inflamatdrios como pro interleucinas. (BIN LV et al., 2022)

2.6.1 MYDS88

No citosol, a proteina MYD88 é responsavel por interagir com os demais
componentes da via, configurando a ela a fungéo de adaptadora por meio dos seus
dominios, onde ocorrem diferentes ligacbes.O dominio TIR C-terminal medeia a
interacdo com outras proteinas contendo o dominio TIR, sendo capaz de se ligar de
forma homologa com outras moléculas MYD88 e de forma heterdloga interagindo com

o dominio TIR dos receptores.
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O dominio de morte N-terminal (DD) associa-se aos membros da familia IRAK
enquanto o dominio intermediario (INT) de MYD88 une as porc¢des TIR e o DD, além
de auxiliar na ativacédo do IRAK4. De acordo com Su-Chang Lin (2010), a estrutura
protéica do mydssoma seria dividida em 4 camadas, sendo as

inferiores de MYD88, que recrutaria primeiro IRAK4 e o complexo
MYD88/IRAK4 permitiria a interacdo do IRAK2 (DEGUINE; BARTON, 2014; LIN; LO;
WU, 2010; DELIZ-AGUIRRE et al., 2021)

2.6.1.1 Gene MYD88

O gene MYDB88 esté localizado no cromossomo 3, braco curto, regido dois,
banda dois, sub- banda dois (3p22.2), (Figura 7). Possui cinco éxons e 15 transcritos
podem ser resultados do splicing alternativo. Este gene codifica uma proteina
adaptadora citosélica que desempenha um papel central na resposta imune inata e
adaptativa, o MYD88 que serve como adaptador de transducao de sinal. (ID Ensembl:
ENSG00000172936) (ID NCBI:4615)

Figura 7: Localizagdo do gene MYD88.
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Fonte: ID GeneCars: gc03p038211

2.6.1.2 MYDB88 na osteoporose

O estudo de VIJAYAN (2013) comprovou os niveis elevados de MYD88 em
camundongos com menopausa induzida. Os niveis de MYD88 foram elevados, quando
comparados ao grupo controle, e reduziram gradativamente com alendronato de sodio
e a metionina. Além disso, o aumento da sinalizacdo de MYD88 correspondeu ao
aumento da fosfatase acida B resistente ao tartaro (TRAP5b), marcador especifico da
atividade de OC'’s.

Além disso em outras doencas associadas ao desequilibrio do metabolismo
0sseo, como a osteomielite, culturas de células que tiveram o MYD88 silenciado
obtiveram menor formacgéo de osteoclastos, apesar de ainda sofrerem diferenciacao
ao serem estimuladas por RANKL. (PUTNAM et al., 2019)
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2.6.2 IRAKS

A familia de IRAK’s é composta por 4 tipos de quinases, possuem em comum
o dominio de morte N-terminal (DDs) de aproximadamente 100 aminoacidos que
facilitam a oligomerizacdo com as moléculas MYD88, e regifes ricas em residuos de
prolina, serina e treonina local, onde ocorre hiperfosforilacdo durante a sinalizacéo.
IRAK 1, 2 e 3 podem interagir com o TRAF6 através do dominio C-terminal, além disso
possuem dominios quinase, exceto o IRAK3 que ndo possui residuos de aspartato no
sitio ativo, perdendo sua funcéo, por esse motivo € denominado pseudoquinase (DU
et al., 2014).

IRAK3, também chamado de IRAK-M expressa em células imunes, tem funcéo
regulatoria na via de TLRs e IL-1R. No dominio pseudoquinase contém guanilato
ciclase, sendo capaz de produzir monofosfato de guanosina e inibir a dissociacao
MYD88/IRAK de modo que o TRAF6 se mantenha inativo. A cGMP foi capaz de
reduzir atividade de NFkB. (TRANG HONG NGUYEN et al., 2022)

Entretanto em vias de sinalizacdo iniciadas por outros receptores toll-like a
proteina IRAK3, pode estimular a ativacdo de NFkB na auséncia de IRAK2 e 3 (ZHOU
et al.,2013).

2.6.2.1 Gene IRAK3

O gene codifica a proteina IRAK3 € um membro da familia de proteinas
guinases associadas ao IL-1R, sendo essencial para transducdo de sinal imune
Toll/IL-R. Esta localizado no braco longo do cromossomo 12, na regido um, banda
quatro e sub banda trés (12914.3), possuindo 12 éxons e trés transcritos associados
(Figura 8). AP-1, ATF-2, c-Jun e NF-kB1 s&o uns dos principais fatores de transcricéo
gue se ligam a regido promotora de IRAK3 (ID Ensembl: ENSG00000090376) (ID
NCBI:11213).

Figura 8: Localizacéo do gene IRAK3.
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2.6.2.2 IRAK3 na osteoporose

O dominio pseudoquinase do IRAK3 atribui a essa proteina, um papel
regulatorio na via do NF-kB1. A delecdo de IRAK3 em cultivos celulares, acelera a
degradagao IkBa, e consequentemente a transformacdo do NF-kB1 em dimeros
ativos, aumentando sua atividade. Essa funcdo também € vista em doencas
inflamatoérias onde a expressédo de IRAK3 é inversamente proporcional a de MYD88,
logo, o aumento de IRAK3 corresponde a uma diminuicdo da sinalizacdo do NF-kB1
(GOMES DA SILVA et al., 2021).

Com estimulo osteoclastogénicos de IL-1, M-CSF e RANK, o IRAK3 confere
uma tolerancia a resposta, ou seja, € necessaria uma maior concentracao de citocinas
para acionar a osteoclastogénese. Nesse sentido a auséncia de IRAK3 em
camundongos é associada a osteoclastogénese acelerada; aumento da sobrevida dos

OCs, a hiperativacdo das vias de sinalizacdo de NF-kB, e osteoporose. (LI et al., 2005)

2.6.3 NF-kB1

O NF-kB1 trata-se de uma familia de fatores de transcricdo p50/p105,
p52/p100, p65 (relA), c-Rel e RelB, que se dispdem no citoplasma celular onde se
mantém inativos por uma grande variedade delkB (kBa, kB, kBt e IkBy). Essas
moléculas inibidoras possuem de cinco a sete repeticdes de anquirina por meio do
qual interage com o NF-kB. Outras proteinas como p105 e p100, que contém regido
carboxi-terminal homologa de IkB também exercem funcao inibitoria.(SUN, 2017)

A via de sinalizacdo canodnica ativa TAK1 que posteriormente a ativa o
complexo IKK, responséavel por fosforilar e ubiquitinar o IkB, marcando-o para
degradacgéo, enquanto p105 e p100 sdo marcadas para um processamento seletivo
também pelo proteassoma na regido C-terminal produzindo NF-kB1 p50 e NF-kB2 p52
maduros e perdendo funcao inibidora. Desse modo formam-se homo e heterodimeros
de NF-kB1 p50-RELA e NF-kB1 p50-c-REL que se translocam para o nucleo se
ligando a regifes especificas do DNA e induzindo a expressao de genes alvos. (JIMI
et al., 2019) (Figura 9)


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/ankyrin

32
Figura 9: Vias do NF- kB1
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O NF-kB1 pode ser ativado pela via classica (imagem esquerda), essa via € dependente da TAK1 e tem como
caracteristica a rapida degradacéo da porc¢éo inibidora (IKK). A via & esquerda é a via alternativa que sinaliza

por meio na molécula NIK e tem degradacdo lenta do IKK. Fonte: Adaptado, JIMI et al., (2019)

2.6.3.1 NF-kB1 na osteoporose

by

A diminuicdo do estrogénio na menopausa leva a regulacdo positiva de
citocinas inflamatorias, como TNFa e IL-1B que induzem a vias de sinaliza¢do da via
NF-kB1. Defeitos no processamento da p100 bloqueiam a formacgéo dos dimeros de
NF-KB1, acarretando em baixa resposta ao RANKL para a osteoclastogénese. O
blogueio da expresséo de p105/p50 e p100/p52, causa osteopetrose, distlrbio onde
nao ha processo de reabsor¢éo 0ssea por falta de OCs (NOVACK, 2010)

A ativacdo de NF-kB1 em OBs bloqueia a diferenciacao da célula, pois inibe
Runx2, uns dos fatores de transcricAo necessarios para 0 compromisso com a
linhagem osteoblastica. Corroborando com esse resultado, células de osteosarcoma
gue tiveram o NF-kB silenciado, obtiveram maior expressao dos genes como fosfatase
alcalina, Runx2 e osteocalcina, marcadores de diferenciacdo de OBs. (SOYSA et al.,
2009; MARUYAMA et al., 2009).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a associacao da expressao dos genes MYD88 e IRAK3 com a resposta

ao tratamento em pacientes com osteoporose primaria pés-menopausa

3.2 Objetivos Especificos

e Avaliar os dados clinicos e laboratoriais entre as pacientes com OP priméria
pOs-menopausa responsivas e nao-responsivas ao tratamento farmacolégico;

e Avaliar a expressdao do gene MYD88 e IRAK3 entre as pacientes com OP

primaria pds-menopausa responsivas e ndo responsivas

e Analisar a correlacdo entre os niveis de expressao dos genes MYD88 e IRAK3

como os niveis séricos de marcadores bioquimicos ésseo
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4 METODOLOGIA

4.1 Desenho do estudo

Foram selecionadas um total de 40 pacientes, divididas igualmente entre o
grupos responsivo e nao responsivas. Todas foram diagnoésticadas com OP pos-
menopausa de acordo como o critério da OMS (baseado no T-Score do exame de
DMO) e com no minimo dois anos de tratamento com bisfosfonatos, residentes no
estado de Pernambuco e atendidas no ambulatério clinico de Reumatologia do
Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco (HC-UFPE).

Foram classificadas como subgrupo OP néo-responsivos (OP-NR) todas as
pacientes em tratamento com bisfosfonatos que apresentaram, com base nos exames
de densitometria, diminuicdo de DMO em relacdo aos Ultimos exames por um periodo
minimo de dois anos. Dessa forma, o subgrupo OP-R (responsivo aos bisfosfonatos)
foi composto por pacientes que apresentaram estabilizacdo ou aumento de DMO apos
dois anos de tratamento.

Mulheres osteopénicas, com outras doencas reumaticas e de caréater
inflamatorio foram excluidas deste estudo. Além disso, informagdes clinicas como:
idade, idade da menopausa , Vitamina D, calcio, PTH foram obtidas dos prontuarios
para posterior andalise de correlacédo

Todas as pacientes assinaram o termo de consentimento livre esclarecido
(TCLE), aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias da Saude,
da Universidade Federal de Pernambuco (CEP/CCS/UFPE n° 513/11).

4.2 Isolamento de mRNA e sintese de Cdna

O RNA total extraido de sangue periférico por Trizol® (Invitrogen, USA), ja se
encontrava armazenado no freezer -80°C do banco de amostras do grupo de
pesquisa. As amostras de RNA foram entdo quantificadas no NanoDrop 2000, e
padronizadas para concentragdo em um input de 500ng para sintese de cDNA. Foi
utilizado o kit GoScriptTM Reverse Transcription System (Promega, USA) para
confeccdo do cDNA. Em seguida, a solucdo foi submetida ao termociclador para um
unico ciclo de 90 minutos, desses, cinco minutos a 25°C, 60 minutos a 42°C e 15

minutos a 70°C. Ao finalizar, foi adicionado agua para se obter uma concentracéo final
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de 5 ng/ul de cDNA de cada amostra para realizacdo do ensaio de expressao. (Figura
10)

Figura 10: Esquema geral da metodologia utilizada
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O grupo foi dividido em responsivos e ndo responsivas de acordo com o exame dexa no perido de 2
anos. Foi extraido RNA do sangue total, foi realizado cDNA para todas as amostras e ensaio de

expressao génica para genes alvos e de referéncia. Fonte: elaborado pelo autor pelo BioRender (2023)

4.3 Ensaio de expressao génica

Os ensaios de expressao génica foram feitos em triplicata utilizando sondas de
expressdo Tagman®, por meio do sistema de deteccao Real-Time PCR ABI 7500
(Thermo Fisher Scientific, Califérnia, EUA). Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
(GAPDH), proteina ribossomal PO (RPLPO) foram usados como genes de referéncia,
previamente validados para normalizacdo dos dados. A reacdo de PCR em tempo real
foi ajustada para as seguintes condi¢cdes: 95°C por 10 minutos, seguida por 40 de
95°C por 30 segundos e 60°C por um minuto em meio.

A quantidade relativa (QR) do RNA mensageiro foi medida (ciclo de

quantificacdo), os valores foram organizados com média e desvio padréo.



36

O fator de normalizacéo (FN) foi calculado pela média geométrica dos genes de
referéncia, paraa quantidade relativa normalizada (QRN) de cada gene foi dividido QR
pelo FN. Os valores foram utilizados para calculo de Fold Change (FC), que representa
o valor deexpressao de cada gene na amostra teste normalizado pelo valor da amostra
controle. Dessa forma, conseguimos detectar quantas vezes o gene de interesse se

encontra mais ou menos expresso em relacdo ao grupo controle (OP-R) estudado.

4.4 Andlise estatistica

Para analise dos dados foi utilizado o software GraphPadPrism® verséo 8.0
(GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Primeiramente foi realizado a analise de
normalidade usando o teste Kolmogorov-Smirnov. A estatistica descritiva foi feita com
base na média e desvio padrdo. Os resultados expressos em p foram obtidos através
do teste T ndo pareado para dados paramétricos e do teste Mann-Whitney para 0s
dados ndo paramétricos. E o teste Spearman para andlise de correlacdo. Valores com

significancia estatistica foi considerado p-value < 0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Caracteristicas clinicas da populacéo do estudo

Foram coletadas informagfes clinicas dos prontuarios das pacientes, que
correspondem a um N total de 40. O grupo avaliado teve como média de idade 69,4
com desvio padréo de 7,9 sendo formado predominantemente por mulheres idosas. A
etnia foi dividida em trés grupos sendo 42,5% de mulheres que se autodeclararam
brancas, e 27,5% né&o brancas, isso inclui negras e pardas, os 30% restante ndo
tiveram essa informacéo adicionada no prontuario médico. Mais de 70% ndao tiveram
fraturas anteriores ou ndo consta no prontuario, entretanto 22,5% possui histérico de
fraturas anteriores, nao informando o local atingido. Das 40 pacientes avaliadas, 12
afirmaram ter histérico familiar de osteoporose, 13 afirmaram néo ter historico e 15

nao tiveram essa informacéo adicionada no prontuario médico. (Tabela 2)

Tabela 2: Caracteristicas Clinico-demogréficas da populacéo de estudo

Carateristica clinico-demograficas Média + Desvio padrao
ldade 69,4+7,9
Menopausa 44,1 +7,62
Historico de fraturas 9/ 18/ 13

Sim / N&o / Ndo Consta (22,5%/ 45%/ 32,5)

12/ 13/ 15

Histoérico familiar
(30%/ 32,5%/ 37,5)

Sim / Nao / Nao Consta

Avaliacéo dos critérios clinicos das pacientes incluidas no estudo, as informac&es foram
retiradas dos prontuarios médico. Fonte: elaborado pelo autor (2023)

Na analise das médias dos marcadores séricos, entre 0S grupos responsivos e

nao responsivos, ndo houve significancia estatistica p=>0,05 (Tabela 3).
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Tabela 3: Marcadores bioquimicos

MARCADORES OP-R OP-NR

Calcio 29,84 + 18,63 18,63 + 28,95 p= 0,38
PTH 62,21 + 27,53 158,5 + 257,2 p= 0,65
Vitamina D 77,33 £105,3 69,3 +106,3 p= 0,67

Teste de comparacéo entre as médias dos marcadores séricos dos paciente, ndo foram obtidos valores
estatisticamente significativo (p>0,05). PTH= paratormonio; OP-R = osteoporose responsivos; OP-NR=
osteoporose ndo responsivos. Fonte:elaborado pelo autor (2023)

Também foram analisados os valores dos marcadores bioquimicos
relacionados a osteoporose do grupo ndo responsivo em relacdo ao grupo controle.
Nas analises de correlagdo nos pacientes responsivos (OP-R) ndo houve significAncia
estatistica para expressdo de MYD88 e vitamina D, PTH e célcio. P= >0,05.
(Tabela 4)

Tabela 4: Analise de correlacdo MYD88

Gene Parametros Calcio Vit.D PTH
OP-R
CP -0,101 0,262 0,252
MYDS88
p-value 0,752 0,469 0,404
OP-NR
CP -0,066 -0,095 -0,233
MYDS88
p-value 0,857 0,840 0,551

Andlise de correlcdo entre a expressédo do gene MYD88. N&o foram obtidos valores estatisticamente
significativo (p>0,05). PTH= paratormdnio; OP-R = osteoporose responsivos; OP-NR= osteoporose
ndo responsivos. Fonte:elaborado pelo autor (2023)

Resultados semelhantes foram encontrados na correlagdo de OP-R com
expressado do IRAK3, P=>0,05 para vitamina D e PTH. Entretanto, o mesmo grupo de
pacientes apresentou uma tendéncia ao aumento de calcio em relagdo ao aumento
da expressédo do IRAK3, p=0,055.No grupo de pacientes nao responsivos (OP-NR)
também n&o foram encontrados correlacdo dos genes MYD88, e para IRAK3 p=>0,05

para os mesmos marcadores. (Tabela 5)
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Tabela 5: Andlise de correlacdo IRAK3

Gene Parametros Calcio Vit.D PTH
OP-R
CP 0,571 0,55 -0,203
IRAK3
p-value 0,055 0,10 0,50
OP-NR
CP 0,304 -0,214 -0,533
IRAK3
P-value 0,391 0,619 0,147

Analise de correl¢é@o entre a expressdo do gene IRAK3. N&o foram obtidos valores estatisticamente
significativo (p>0,05). Entretanto demonstrou tendéncia positiva entre célcio e IRAK3. PTH=
paratorménio; OP-R = osteoporose responsivos; OP-NR= osteoporose ndo responsivos. Fonte:

elaborado pelo autor (2023)

5.2 Analise de expressdao génica

Na andlise da expressdo do gene MYD88, quando comparamos o0s niveis de
expressado de pacientes OP-R e OP-NR, verificamos uma diferenca estatisticamente
significativa na expressao do gene MYD88 no grupo de pacientes ndo-responsivas.
O grupo de pacientes OP-NR apresentou uma expressao 2,23 vezes maior quando
comparado ao grupo responsivo (FC=2,23 £ 1,54, p= 0,0016) (Figura 11)

Figura 11: Expressao relativa do MYD88 em pacientes com osteoporose

p=0,0016
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Os niveis de expressédo dos grupos osteoporose responsivos (OP-R) e osteoporose nao-responsivos
(OP-NR) foram normalizados com os genes de referéncia GAPDH e RPLPO e estdo expressos em
relacdo aos valores do grupo controle OP-R, que apresenta um valor arbitrario de 1. Na analise de
expressao relativa os pacientes OP-NR tiveram o gene MYD88 mais expresso (FC=2,22 + 1,53, p=
0,0016). Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Na analise da expressdao do gene IRAK3, na comparacdo dos niveis de
expressao de pacientes OP-NR em relacao a OP-R, também foi observado uma maior
expressdo estatisticamente significativa do IRAK3 na grupo OP-NR. O grupo de
pacientes OP-NR apresentou uma expressao 2,02 vezes maior quando comparado
ao grupo responsivo (FC=2,02 + 0,46, p= 0,0032) (Figura 12).

Figura 12: Expressao relativa do IRAK3 em pacientes com osteoporose

p=0,0032
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Os niveis de expressédo dos grupos osteoporose responsivos (OP-R) e osteoporose nao-responsivos
(OP-NR) foram normalizados com os genes de referéncia GAPDH e RPLPO e estdo expressos em
relagédo aos valores do grupo controle OP-R, que apresenta um valor arbitrario de 1. Na anélise de
expressdo relativa os pacientes OP-NR tiveram o gene IRAK3 mais expresso (FC=2,02 + 0,46, p=
0,0032). Fonte: Elaborado pelo autor (2023).
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6 DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo demonstraram a alta incidéncia da
osteoporose em mulheres idosas, no total de 40 pacientes, apenas 2 tinham idade
inferior a 60 anos. A senilidade é um fator de risco ja constatado por outros autores
como BACCARO e colaboradores (2013) em um estudo com mulheres acima dos 50
anos, todas residentes na cidade de campinas e RODRIGUES & BARROS em
2016 em um estudo transversal onde foram avaliados a populacdo idosa de
campinas/SP com um N de 1.419, onde a prevaléncia foi duas vezes maior em idosos
com mais de 80 anos do que os estavam entre 60 e 69 anos. Isso ocorre pelo proprio
metabolismo 0sseo, que funciona de maneira diferente em cada idade, sendo
extremamente ativo na juventude, e se estabilizando por volta dos 25 até os 50 anos,
posterior a isso inicia-se a fase de declinio, com aumento consideravel da velocidade
de reabsorcdo. Em mulheres essa perda é de aproximadamente metade do seu 0sso
trabecular e 35% de seu osso cortical durante sua vida.

A idade da menopausa teve média de 44,1 anos com desvio padréo de 7,62.
Esse, também é um importante fator para a OP, apesar da menopausa ser
considerada precoce apenas quando ocorre em mulheres abaixo dos 40 anos quanto
mais cedo ela ocorrer, menor a exposi¢céo da mulher ao estrogénio, que tem uma forte
funcdo anti reabsortiva, além de sua interferéncia no metabolismo do célcio,
aumentando assim a perda 6ssea. (COSTA-PAIVA et al., 2003)

A ocorréncia de fraturas, mencionadas por 22,5% das pacientes foi associada
por Delmas e colaboradores em 2003 em um estudo randomizado com 7705 mulheres
no pés menopausa demonstrou que mulheres com historico de fraturas, em especial
as graves, tinham maior incidéncia de novas fraturas. Contudo, o risco de novas
fraturas pode ser mensurado pelo FRAX, uma ferramenta de calculo baseada em
computador que calcula a probabilidade individual de 10 anos de fraturas
osteoporoticas graves e leva em consideracéo outros fatores de risco além do historico
de fraturas. (CHOTIYARNWONG et al., 2022; TARANTINO et al., 2017,

O Histdrico familiar apesar de ser relatado em menor porcentagem pelo grupo
avaliado, é visto como um forte fator de risco, em um estudo com mulheres
jordanianas no pdés menopausa foi encontrado significancia estatistica entre um
histérico familiar positivo e o aumento da propensdo ao desenvolvimento da OP.
(HYASSAT et al., 2017).
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Em relacdo aos marcadores séricos da OP, os valores das dosagens do PTH,
vitamina D e calcio estdo relacionados ao estado 6sseo, servem para auxiliar na
analise do paciente e podem refletir maiores chances para o desenvolvimento da
osteoporose. Os marcadores citados se relacionam com o metabolismo do célcio, um
fator de extrema importancia para a osteoporose. A diminui¢cdo desse ion, € um fator
predisponente a osteopenia que quando ndo tratada, pode levar a osteoporose.
Quando o célcio sérico diminui o PTH é secretado, estimulando a retirada de calcio do
0sso, e fragilizando o mesmo. Nesse sentido, PTH elevado pode ser um fator
predisponente a osteoporose. Ja a vitamina D estimula a absor¢éo do célcio servindo
como um fator protetivo. (VLASHI et al., 2022)

No que diz respeito a vitamina D, um estudo realizado por Saadeh e
colaboradores em 2022, foram avaliadas 884 mulheres jordanianas no poés
menopausas demonstrou que individuos que ndo suplementavam vitamina D,eram
mais propensos a desenvolver OP. Outro artigo apontou que a maioria dos em
individuo submetidos a cirurgias possuiam hipovitaminose (VALLE et al., 2021)

Na menopausa, a baixa de estrogénio afeta diretamente a absorcéo do calcio,
isso afeta negativamente a formacgao 6ssea, a autora Narula em 2013 demonstrou que
a suplementacdo de calcio e vitamina D induzem aumento da DMO, mesmo em
mulheres pds menopausa. Onde pacientes com deficiéncia de vitamina D, absorviam
no maximo 15% do calcio ingerido na dieta, pessoas com taxas de vitamina D dentro
dos padrbes absorviam de 30 a 80%.

O PTH atua nos OC’s, estimulando a reabsor¢cao éssea m em um artigo de
revisdo de terapias combinadas o PTH foi descrito por Zhang e colaboradores
emcomo um estimulador da formacdo 0ssea quando somado a uma terapia com
bisfosfonatos, melhorando a espessura da trabécula 6ssea.

Nas comparacdes da média dos marcadores séricos nao foi obtido
siginificancia estatistica, apesar disso € possivel ver um aumento do calcio nas
mulheres responsivas, seja esse aumento natural ou devido a suplementacdo € um
fator positivo na terapéutica. Enquanto o PTH se encontra em maior quantidade nas
pacientes ndo responsivas, apontando para uma maior mobiliza¢do do célcio 6sseo
devido a uma deficiéncia ja descritiva anteriormente.

Na analise de correlacdo néo é possivel associar o calcio como um adjuvante
na melhor atividade de inibicdo da proteina IRAK3, devido a suplementacao de célcio

gue as pacientes incluidas no estudo fazem.
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Na avaliacdo das expressdes génicas, a expressdao do MYD88 demonstrou
estar mais expresso no grupo de pacientes osteoporoticos que ndo responderam ao
tratamento com bisfosfonatos, apresentando uma diferenga estatisticamente
significativa em comparacdo com o grupo OP-R (FC=2,23 £+ 1,54, p= 0,0016)
Embasando a hipotesedo trabalho, de que ha uma interferéncia da via TLR4/NF-kB1
na OP.

Dawen Liu (2010) relacionou o silenciamento do MYD88 em células
mononucleares, com menor funcdo quimiotatica, além disso, essas mesmas células
quando cultivadas em um meio diferencial obtiveram menor diferenciacéo para OC’s

quando comparada com as células ndo silenciadas. Nesse caso, o MYD88 seria 0
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responsavel pela expressdo de moléculas quimiotaticas, fundamentais para o
processo de diferenciagao.

Outro estudo de osteoclastogénese induzida também relatou resultados
semelhantes, onde a co cultura de OB’s MYD88-/- correspondeu a um menor numero
de OC’S diferenciados. Associando assim, a indugédo da osteoclastogénese através
dos OB’s. Além disso, terapias que demonstraram inibir quimiocinas com a MCP-1 e
RANKL foram responsaveis por inibir também a formacdo do complexo
TLR4/MYD88.Desse modo, seja por aumentar o recrutamento de células precursoras,
ou quimiocinas, gerar inflamagao e até mesmo acionar vias de sinalizagédo nos OB’s
o MYD88 mantém uma relacéo direta com a funcionalidade do metabolismo 6sseo.
Podendo acelerar o processo de maturacdo das células reabsortivas e contribuir para
o desenvolvimento da OP. (NAKAO et al., 2014; SATO et al., 2004)

Outros estudos se opdem a esses resultados, correlacionando a ativacao da
via do TLR4 e MYD88 com aumento de diferenciacdo osteogénica, aumento de
deposicao de célcio e fosfatase alcalina. Um estudo comparando a expressdo do
TLR4 mostrou uma menor expressao desse receptor em em células mesenquimais do
gue nas em células mononucleares do sangue periférico, desse modo, a via teriauma
boa funcionalidade na diferenciacdo osteogénica mas nao interferindo na taxa de
proliferacédo. (HE et al., 2016; MO et al., 2008)

Um dos fatores pelos quais os resultados podem se contrapor € devido ao
tempo em que a via se manteve estimulada nos estudos e a relacdo dose dependente
com o estimulador. Portanto de acordo com os artigos citados, o0 MYD88 pode se
apresentar como um fator estimulador da funcdo osteogénica, mas a depender do seu
nivel de expressao e associacdo com os fatores de risco para a osteoporose pode
induzir o aumento da reabsorcdo o6ssea de forma indireta, ao aumentar a
osteoclastogénese.

Na analise do gene IRAK3, também foi observada uma maior expressao nos
pacientes OP-NR em comparac¢do com o grupo OP-R (FC=2,02 + 0,46, p= 0,0032).
Como o IRAK3 tem sua transcricdo estimulada pelo préprio NF-kB1 como um
mecanismo regulatério para a via TLR4/NF-kB1, o aumento da expressao pode ser
uma resposta a super ativacao da via. A inducdo de IRAK3 em resposta ao estimulo
de outros TLR’s também foi mencionada em outros estudos que constataram ativacao
reduzida de NF-kB diante da presenca de IRAK3. (HUBBARD; MOORE, 2010)
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Um estudo publicado por Norton e colaboradores em 2011, relatou que o
estimulo de MYD88 néo afetou os niveis de RNA mensageiro do IRAK3, no entanto
0S niveis da proteina se mostrarem reduzidos, levantando a hipétese de um
mecanismo poés transducional interferindo na codificagdo da proteina, desse modo, a
via como um todo se manteria constantemente ativada, aumentando a atividade do
NF-kB1, e interferindo na resposta ao tratamento.

O NF-kB1 também é acionado pela via alternativa, que ndo depende do
MYD88, e conduz a translocacdo nuclear de RelB / p52, um estudo realizado com
cultura de células mononucleares silenciadas para IRAK3 demonstrou uma acentuada
expressdo de RelB quando comparada com as células selvagens, relacionando a
atividade inibitoria do IRAK3 apenas a via ndo candnica. (SU et al., 2008)

Na literatura também ha uma indica¢cdo de que o IRAK3 possa funcionar como
um mediador do MYD88, na auséncia de outros mediadores como o IRAK2 e IRAK3

gue propagam a sinalizacao da via. (ZHOU et al., 2013)
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7 CONCLUSAO

A partir dos resultados € possivel concluir que:

e A expressao diferencial dos genes MYD88 e IRAK3 em pacientes com
osteoporose reforca a hipétese que a via MYD88/NF-Kb1 se relaciona com a
OP. Principalmente nos pacientes ndo responsivos ao tratamento, 0 aumento
de estimulos osteoclastogénicos pode ter servir como um interferente no com
guadro de osteoporose refrataria.

e Os marcadores bioquimicos ndo apresentaram correlacdo com a expressao
dos genes, exceto 0s pacientes responsivos que demonstraram uma tendéncia

do aumento do calcio em relacédo ao IRAK3.
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