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RESUMO

A etiologia da doenga ¢ssea de Paget (DOP) ainda ndo esta
completamente elucidada. Os pacientes com DOP podem apresentar
alteracBes nas concentracfes de biomarcadores inflamatérios que podem
estar relacionados a patogénese da doenca. Este estudo foi realizado
para avaliar a influéncia de citocinas pré [interleucinas (IL) IL-2,
interferon-gama (IFN-y)], e anti-inflamatorias (IL-4, IL-10), enzimas
[mieloperoxidase (MPO), adenosina-desaminase (ADA)], além dos
metabdlitos do dxido nitrico (NOx) em pacientes com DOP.

Métodos: As concentracdes séricas da IL-2 -IL-4, IL-10, IFN-y, MPO,
ADA e NOx foram realizadas em 53 pacientes com DOP e em 24
controles com osteoartrite. Com o objetivo de estudar a possivel relagéo
entre a atividade de doenga e as concentragfes dos biomarcadores
inflamatorios, os pacientes com DOP foram distribuidos em grupos de
doenca ativa (n = 37) e inativa (n =16) de acordo com a captacdo da
cintilografia 6ssea. Neste estudo também foram analisados 0s mesmos
biomarcadores inflamatorios em cinco pacientes com DOP que
receberam tratamento com acido zoledrénico (5 mg), antes e 3 meses
apos a infusdo da medicacdo. A metodologia utilizada para analise dos
biomarcadores foram testes colorimétricos (MPO, ADA e NOx) ou
citometria de fluxo (citocinas). As diferencas estatisticas dos
biomarcadores inflamatérios (IL-2, IL-4, I1L-10, IFN-y, MPO, ADA e
NOX) entre os grupos (pacientes e controles) foram avaliadas pelo teste
ANOVA, ou por teste t de Student, quando necessério. CorrelagBes
entre variaveis lineares foram analisadas por regressdo linear. Mudancas
nos biomarcadores inflamatdrios, extensdo de doenca, doenca ativa e
inativa e o grupo tratado com &cido zoledrénico foram analisados
utilizando analise de medidas repetidas. Para todas as analises, foi
considerado um nivel de significancia de 5%.

Resultados: Pacientes com DOP apresentaram concentracfes sericas
elevadas de IL-2 (p = 0,029), e diminuidas de MPO (p < 0,0001),
guando comparados ao grupo controle. Analises dos pacientes com
doenca ativa versus inativa revelaram somente concentragdes elevadas
de MPO nos pacientes com DOP inativa (p = 0,036). Em cinco
pacientes que receberam acido zoledrdnico intravenoso foi observada
uma redugdo nas concentragdes de IL-2 ap6s o tratamento (p = 0,014).
Conclusao: Este trabalho demonstrou que as concentragdes elevadas de
IL-2, e diminuidas de MPO, podem refletir a ativacdo do sistema imune
e/ou da osteoclastogénese. Além disso, este trabalho sugere também
gue um dos provaveis mecanismos de ac¢do do acido zoledronico possa



ser via reducdo nas concentragdes de IL-2, e isto pode estar relacionado
a reducdo da osteoclastogénese.

Palavras-chave: Doenca Gssea de Paget. Citocinas. Mieloperoxidase.
Oxido nitrico. Adenosina desaminase. Acido zoledronico.



ABSTRACT

The etiology of Paget disease of bone (PDB) is not fully elucidated.
Patients with PDB could have alterations in levels of inflammatory
biomarkers that might be related to the pathogenesis disease. This study
was undertaken to evaluate the pro [interleukin (IL) IL-2, interferon-
gamma (IFN-y)] and anti-inflammatory cytokines levels, (IL-4, IL-10),
enzymes [myeloperoxidase (MPQ), adenosine-deaminase (ADA)]
beside nitric oxide metabolites (NOXx) in patients with PDB.

Methods: Serum levels of IL-2 -1L-4, IL-10, IFN-y, MPO, ADA and
NOx were measured in 53 patients with PDB and in 24 control subjects
with osteoarthritis. To study the possible relation between disease
activity and inflammatory biomarker levels, patients with PDB were
distributed in active (n = 37) and inactive (n =16) disease groups
according to the bone scintigraphies results. We also compared the
inflammatory biomarker levels in five patients with PDB treated with
zoledronic acid 5 mg, before and three months after its administration.
The colourimetric or cytometry methodologies were employed to
analyze: MPO, ADA and NOx or cytokines, respectively. Differences in
inflammatory biomarker levels (IL-2, IL-4, IL-10, IFN-y, MPO, ADA,
NOX) between groups (patients and controls) were analyzed using either
analysis of variance (ANOVA) or the Student t test, when necessary.
Correlations between linear variables were analyzed by linear
regression. Changes in inflammatory biomarker levels, disease
extension, active and inactive disease, and zoledronic acid treatment
were analyzed using a repeated-measures analysis. For all analysis, it
was considered an alpha-error of 5%.

Results: Patients with PDB presented higher serum levels of IL-2 (p =
0.029) and lower levels of MPO compared to control group (p <
0.0001). The analysis of patients with active versus inactive PDB
showed only lower levels of MPO in patients with inactive PDB (p =
0.036). In five patients who received zoledronic acid during the study
period, we observed a decrease in IL-2 levels after treatment (p =
0.014).

Conclusion: Our work demonstrated that both higher levels of IL-2 and
lower levels of MPO in patients with PDB may reflect the activation of
immune system and/or osteoclastogenesis process. In addition, we found
that one of the mechanisms of zoledronic acid may be via decreasing IL-



2 levels in PDB, and this effect may be correlated with
osteoclastogenesis.

Key words: Paget disease of bone. Cytokines. Myeloperoxidase. Nitric
oxide. Adenosine-deaminase. Zoledronic acid.
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1 INTRODUCAO

1.1 A DOENGA OSSEA DE PAGET

A doenca 6ssea de Paget (DOP), descrita pela primeira vez em
1877 por James Paget (PAGET, 1877) é a segunda doenca
osteometabdlica mais comum (ALONSO e col, 2017). Esta é
caracterizada por uma desordem cronica no remodelamento Gsseo e
pode apresentar-se de maneira focal ou multifocal (ALONSO e col.,
2017). Os osteoclastos encontram-se aumentados em nimero e tamanho,
e acredita-se que seja a célula primariamente responsavel pela doenca. O
remodelamento 6sseo encontra-se desorganizado e o 0sso formado é
predisposto a deformidades e fraturas ésseas (GALSON e ROODMAN,
2014).

A DOP costuma aparecer ap6s os 40 anos de idade e afeta
ligeiramente mais os homens do que as mulheres (ALONSO e col.,
2017). A distribuicdo geografica da doenca é desigual, sendo mais
comum no oeste da Europa, na Australia, na Nova Zelandia, nos Estados
Unidos, e rara na Asia, com prevaléncia de 5,4% no Reino Unido e
0,00028% no Japdo (GUDINO e col., 2013). Na América do Sul sdo
descritos focos da doenca no Chile e na Argentina (ACOTTO e
MAUTALEN, 2001; MAUTALEN e col., 2001). Em Recife, a doenca
foi encontrada em 53 de 7.752 pacientes atendidos no Centro de
Osteoporose do Departamento de Endocrinologia e Diabetes de
Pernambuco, resultando numa prevaléncia local de 6,8 por 1.000
pacientes atendidos na instituicdo (REIS e col., 2012). Florianépolis €
composta principalmente por descendentes europeus e destaca-se por
um grande nimero de casos descritos da doenca (CASTRO e col.,
2014).

Os fatores genéticos sdo importantes e contribuem para o
desenvolvimento da DOP pois entre 15-40% dos individuos com a
doenca tem um familiar de primeiro grau também acometido
(MORALES-PIGA e col., 1995). O principal fator genético implicado
na etiologia da DOP é a mutacdo do gene do Sequestossomo 1
(SQSTML1), descrita em até 40% dos casos familiares e em 10% dos
casos esporadicos de DOP (HOCKING e col., 2002; LAURIN e col.
2002; GALSON e ROODMAN, 2014; CUNDY, 2017). O SQSTM1
codifica a proteina ligadora de ubiquitina, também conhecida por p62,
gue desempenha varias funcGes celulares, como por exemplo: a
participacdo no estresse oxidativo induzido pela ativacéo de fatores de



22

transcri¢do, como por exemplo, do fator de transcricdo nuclear kappa B
(NF-xB) e consequente liberacdo de citocinas. Este fator de transcrigéo é
importante no processo da osteoclastogénese, na reacdo bioguimica de
ubiquitinizacdo de proteinas que posteriormente serdo degradadas, e na
formacdo do autofagossomo e apoptose celular (GALSON e
ROODMAN, 2014). O mecanismo responsavel pelo inicio da DOP
ainda nado esté totalmente esclarecido. Ha evidéncias que a alteragdo no
dominio de ligacdo a ubiquitina da p62 prejudique a fungdo dos
osteoclastos, além de aumentar a ativacdo da via de sinalizago celular
do NF-xB. Esta via ativa a diferenciagdo das células precursoras de
osteoclastos e a reabsorcdo 6ssea (REA e col., 2013; GOODE e col.,
2016).

Além do SQSTM1, outras alteracdes genéticas fora do dominio
de ligacdo da ubiquitina da p62 também foram associadas a DOP, dentre
eles citam-se: 1) mutacdes no gene do fator estimulador de col6nia de
mondcito (M-CSF) que estimula a diferenciacdo de células precursoras
do osteoclasto; gene da optineurina, envolvido na regulacdo do NF-kB;
2) gene membro da superfamilia do receptor do TNF 1la
(TNFRSF11A) que codifica o receptor ativador do NF-xB (RANK); 3)
gene membro da superfamilia do receptor do TNF 11b (TNFRSF11B),
gue codifica a osteoprotegerina (OPG), importante inibidor da
osteoclastogénese; 4) gene da proteina do complexo de poros nucleares
205 (NUP205), uma das principais proteinas que participa na regulacéo
do transporte entre o citoplasma e o nucleo; 5) gene da leucemia
promielocitica (PML) envolvido no sinal para a producéo e liberacéo do
fator de crescimento transformador-beta (TGF-R) e 6) os polimorfismos
de nucleotideo Unico (SNP) de alguns destes genes (CHUNG e col.,
2010; ALBAGHA e col., 2010; ALONSO e col., 2017).

Alguns  fatores ambientais foram  descritos como
desencadeadores da DOP. Dentre eles, podemos citar a alimentacédo
pobre em calcio na infancia, a deficiéncia de vitamina D, a exposicédo a
toxinas ambientais como a polui¢do do ar, viver em zona rural, o contato
com animais como o gado, a sobrecarga mecanica do osso afetado e as
infeccdes virais cronicas, como as paramixoviroses causadas pelos virus
do sarampo, da cinomose canina e do virus sincicial respiratério
(ALONSO e col., 2017).

A infeccdo viral persistente parece ser a principal causa
ambiental associada a patogénese da DOP, no entanto ha controvérsias.
Estudos utilizando diferentes metodologias para a deteccdo do &cido
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ribonucleico (RNA) viral reportaram a presenca dos virus sincicial
respiratério, do sarampo e do virus da cinomose canina nas inclusdes
citoplasmaticas de osteoclastos pagéticos (REBEL e col., 1980; Mills,
1984, GORDON e col., 1992). Por outro lado, outro estudo
empregando diferentes técnicas de pesquisa do virus ndo obteve os
mesmos resultados (HELFRICH e col, 2000). Além disso,
recentemente foi demonstrado que os osteoclastos com inclusGes do
virus do sarampo foram capazes de interferir no aumento do
metabolismo désseo através do aumento nas concentracdes da IL-6, que
estimula receptores celulares de acoplamento: Eph em osteoblastos, e
Ephrin em osteoclastos. (TERAMACHI e col., 2016). Também ja foi
sugerido que essas inclusdes virais poderiam ser acimulos de proteinas
resultantes do funcionamento anormal do sistema de autofagia celular, a
semelhanca do que ocorre em doencas neurolégicas, como na Doenca de
Huntington (SIERADZAN e col., 1999).

Aproximadamente 25% dos pacientes com a DOP sédo
totalmente assintomaticos. A grande maioria dos pacientes €
diagnosticada incidentalmente por meio de alteracdo nas concentracdes
séricas de fosfatase alcalina ou de radiografias solicitadas por dor 6ssea,
o principal sintoma. A doenca acomete mais frequentemente o esqueleto
axial: a pelve é 0 0sso mais acometido, seguido da coluna, fémur e tibia,
e pode estar limitada a um Gnico osso (forma monostética) ou a varios
ossos (forma poliostética). As complicacbes da doenca, e também
alguns de seus sintomas, sdo decorrentes do local do crescimento dsseo
e podem causar osteoartrite, surdez, compressdes nervosas, além de
fraturas decorrentes da fragilidade d&ssea, deformidades d&sseas,
hipervascularizacdo 6ssea, hipercalcemia e hipercalcidria em pacientes
imobilizados e/ou acamados e transformacdo sarcomatosa (ALONSO e
col., 2017; CUNDY, 2017).

1.2 OSTEOMETABOLISMO E O SISTEMA IMUNE

O remodelamento dsseo que ocorre normalmente durante a vida
objetiva prevenir o acimulo de microdanos e manter a qualidade do
esqueleto. As células que participam deste processo sdo os osteoclastos,
gue se originam a partir de monocitos na medula éssea, e 0s
osteoblastos, cuja origem sdo as células mesenquimais pluripotentes
(KATSIMBRI, 2017). As funcdes destas células estdo interligadas de
maneira que 0s osteoclastos removem 0 0sso, migram para longe do
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sitio de remodelamento e sofrem apoptose. Os osteoblastos, entéo,
iniciam a deposicdo do ostedide, e posteriormente algumas destas
células permanecem no local e diferenciam-se em osteécitos (VAN’T
HOF e RALSTON, 2001; KATSIMBRI, 2017). Os ostetcitos
conectam-se entre si e com as células 6sseas do periosteo através de
longos canais citoplasmaticos, e desempenham papel mecanoceptor com
estimulacdo da remodelacdo Gssea para reparacdo de microdanos, além
da funcdo enddcrina com efeito estimulatério ou inibitdrio sobre a acédo
do osteoblasto (VAN’T HOF e RALSTON, 2001; KATSIMBRI, 2017).

A participacdo do sistema imune no tecido 6sseo tem sido
bastante estudada nos Gltimos anos e ficou mais clara apos a descoberta
do RANK e, principalmente, do seu ligante (RANKL). O RANKL ¢
produzido por osteoblastos, por células da medula dssea e por linfécitos
T (LT) ativados, e faz parte da superfamilia do fator de necrose tumoral
(TNF). A osteoprotegerina (OPG) é um receptor codificador soluvel do
RANK, produzida por células hematopoiéticas, linfocitos B e por
osteoblastos. A OPG juntamente com 0 RANKL e o0 RANK, regula o
osteometabolismo. Assim, o0 RANKL liga-se ao seu receptor RANK,
expresso nos osteoclastos e seus precursores, e inicia a diferenciacdo
celular em direcdo ao osteoclasto ativo, responsavel pela reabsorcédo
Ossea. A OPG liga-se a0 mesmo receptor para inibir este processo
(PACIFICI, 2010).

O remodelamento dsseo normal é regulado por hormdnios e
mediadores liberados em nivel local, dentre eles citam-se: paratorménio
(PTH), 1,25-hidroxi-vitamina D3, hormdnios sexuais (androgénio e
estrogénio), calcitonina, éxido nitrico (NO), prostaglandinas, fatores de
crescimento e citocinas inflamatérias como o TNF-alfa (TNF-o).
(VAN'T HOF e RALSTON, 2001; KATSIMBRI, 2017). Esta citocina
promove um desequilibrio no osteometabolismo em favor da
osteoclastogénese pois ativa a via de sinalizacdo do RANKL e do M-
CSF (PACIFICI, 2010).

Além disso, outros biomarcadores inflamatorios que participam
do osteometabolismo, na homeostase e na inflamagdo, tem sido
estudados em modelos in vitro e in vivo.
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1.3 BIOMARCADORES INFLAMATORIOS

O estudo dos biomarcadores inflamatorios, como citocinas e
enzimas, pode ajudar na elucidagdo da fisiopatologia da DOP. O
RANKL representa a relagdo intrinseca entre 0 metabolismo 6sseo e 0
sistema imune, pois esta proteina liberada pelo LT atua na ativagdo da
osteoclastogénese. Além disso, 0 osteoclasto interage com LT através do
receptor do Complexo de Histocompatibilidade Principal tipo 1l (MHC
I). A comunicacdo do osteoclasto através do seu receptor co-
estimulatério CD80/86 com o receptor antigeno-4 associado ao linfocito
T citotoxico (CTLA-4) do linfocito T regulatério (Treg) pode inibir o
processo de reabsorcdo Ossea, além de promover a apoptose do
osteoclasto (CURFS e col., 1997; ZAISS e col., 2007; GRASSI e col.,
2011; BOZEC e col., 2014). Outrossim, o osteoclasto é capaz de inibir o
LT através da liberagdo de quimiocinas, como as citocinas quimiotaticas
de mondcitos (CCL) e proteinas inflamatdrias dos macrofagos (MIP)
(GRASSI e col., 2011).

As citocinas sdo mediadores importantes para manter a
homeostasia celular e exercem seu papel por uma cascata coordenada de
ativacdo de vias de sinalizacdo e interacdo com diversos receptores
celulares. Uma célula raramente é exposta a somente uma citocina, mas
a uma combinacao delas, resultando num efeito inibitério, estimulatério
ou de sinergismo (GABAY e KURSHNER, 1999).

A interleucina (IL) -2 é produzida por linfécitos T helper 1
(Th1) e promove o crescimento e a diferencia¢do de linfocitos B e T, a
sobrevivéncia e o desenvolvimento de Treg, além de induzir a
proliferacdo de linfécitos T helper 2 (Th2) para producédo de IL-4, entre
outras fungdes (CURFS e col., 1997). No metabolismo 0sseo, as
evidéncias apontam que a IL-2 pode contribuir para a ativacdo da
osteoclastogénese (RIES e col., 1989; BOZEC e ZAISS, 2017).

A IL-4, produzida por Th2, possui diferentes efeitos: 1) suprime
a atividade pro-inflamatéria do mondcito ao diminuir a producéo de IL-
1 e TNF-a, 2) inibe diretamente a diferenciacdo dos precursores do
osteoclasto por inibicdo da expressdo do RANK, RANKL, e das vias de
sinalizacdo intracelulares, entre elas a do NF-kB, e 3) promove o
aumento da OPG por uma via dependente de sinais transdutores e
ativadores do fator de transcricdo de linfocitos (STAT), como o STAT-6
(CURFS e col.,1997; PALMQVIST e col., 2006; PACIFICI, 2010;
ZHAO e IVASHKIV, 2011). Esta citocina também inibe indiretamente
a osteoclastogénese através da ativacdo de LT por um mecanismo ainda
desconhecido (MIROSAVLIJEVIC e col., 2003).
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A IL-10 é uma potente citocina anti-inflamatéria produzida
pelos linfdcitos B e T, células dendriticas, linfocitos-gama-delta, células
natural-killer, mastécitos, neutréfilos, eosinofilos e queratindcitos. Esta
citocina possui varias fung@es: suprime a inflamag&o e a autoimunidade
por acdo direta ou indireta na ativacdo da imunidade inata e adaptativa,
além de inibir a producéo de citocinas prd-inflamatérias, a apresentagéo
de antigenos e a proliferacdo celular (SAXENA e col., 2015). A IL-10 ¢
capaz de inibir diretamente a proliferacdo de LT por suprimir a
producdo de IL-2. Por outro lado, sua acdo na resposta imune humoral é
estimular a proliferagdo e a diferenciacdo de linfocitos B e a producéo
de anticorpos (SAXENA e col., 2015). No tecido dsseo, em estudos in
vivo em ratos e in vitro com osteoclastos derivados de mondcitos
humanos, a IL-10 inibiu a osteoclastogénese através da supressdo do
RANKL e do aumento na expressdao da OPG (SASAKI e col., 2000;
PARK-MIN e col., 2009). Entretanto, um estudo realizado em pacientes
gue evoluiram com rejeicdo a prétese de quadril sugeriu a participacéo
desta citocina na ativacdo da osteoclastogénese (WANG e col., 2010).

O interferon-gama (IFN-y) ainda tem papel controverso no
metabolismo 6sseo, embora sua importancia na defesa do organismo
contra  patégenos intracelulares jA seja bem documentada
(SCHOENBORN e WILSON, 2007; TAKAYANAGI e col., 2000;
GAO e col., 2007). Experimentos in vitro demonstraram que o IFN- y
inibiu a reabsorcdo 6ssea (TAKAYANAGI e col., 2000). Porém um
estudo in vivo, em animais e em humanos, reportou a estimula¢do da
reabsorcdo Ossea por esta citocina, assim como ja foi observada a
normalizacdo da osteoclastogénese ap6s a administracdo endovenosa de
IFN-y em pacientes com osteopetrose, uma doenca que afeta o
osteoclasto e prejudica a reabsorcdo 6ssea normal (KEY e col., 1995;
PACIFICI, 2010).

A mieloperoxidase (MPQO) é uma enzima que contém a
particula heme, de propriedades pro-oxidativas, que atua no processo
inflamatorio e na defesa do organismo contra patdgenos. (VEEN e col.,
2009). Esta enzima é produzida por promiel6citos e prémondcitos
durante o processo de mielopoiese na medula dssea, e pode ser
encontrada em neutréfilos e em menor quantidade nos mondcitos
(VEEN e col., 2009). A MPO que ¢ liberada em locais onde ocorre a
lesdo tecidual promove a migracédo e a infiltracdo de leucdcitos no local
da reacdo inflamatéria, induz a atividade citotdxica celular, além de
promover a atividade fagocitaria de macrofagos com liberacdo de
citocinas do tipo TNF-a e IFN-y (VEEN e col., 2009). Também ja foi
documentada a participacdo da MPO na biossintese da matriz
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extracelular, em fibroblastos, na angiogénese e também na funcdo dos
osteoblastos e osteoclastos favorecendo a neoformacdo d4ssea
(DENICHILO e col,, 2015; PANAGOPOULOS e col., 2015;
DENICHILO e col., 2016; PANAGOPOULOS e col., 2017).

A adenosina é um outro mediador produzido a partir da
hidrélise do nucleotideo adenina no ambiente intra e extracelular, e tem
suas concentracdes reguladas pela acéo da enzima adenosina desaminase
(ADA), que a degrada em inosina. A adenosina tem acdo local através
da ativacdo de seus receptores inibitorios (A; e Az) ou estimulatorios
(Aza € Azg) na regulacdo da conducdo cardiaca, da pressao arterial e da
motilidade intestinal (STRAZZULLA e CRONSTEIN, 2016). Em 1995,
foi observado, em experimentos in vitro, que o trifosfato de adenosina
(ATP) e a adenosina estimularam a proliferacdo de osteoblastos murinos
no processo de reparo de fratura 0ssea, embora a opinido dos autores
seja de que o ATP tenha sido o responsavel pelos achados (SHIMEGI,
1995). Atualmente, sabe-se que o0s receptores da adenosina estdo
presentes também nos osteoclastos e nas suas células precursoras, porém
suas funcdes ndo estdo completamente elucidadas (STRAZZULLA e
CRONSTEIN, 2016; MEDIERO e CRONSTEIN, 2013). Em condi¢des
de estresse metabdlico e morte ou apoptose celular, uma grande
guantidade de nucleotideos, incluindo a adenosina, é liberada no meio
extracelular, gerando seu acumulo e ativagdo de seus receptores
(MEDIERO e CRONSTEIN, 2013).

No osteoblasto, os receptores de adenosina ainda ndo tem
funcdo bem estabelecida. O receptor A; parece ter uma funcdo na
estimulacdo da diferenciacdo de adipdcitos, mas ndo nos osteoblastos,
apesar da comum origem mesenquimal dessas células. Ja a estimulacéo
dos receptores A,a € Az pode resultar na proliferacdo e no aumento da
funcdo dos osteoblastos, respectivamente (MEDIERO e CRONSTEIN,
2013; STRAZZULLA e CRONSTEIN, 2016). No osteoclasto, o
receptor A, esta ativado de maneira constitutiva e participa na ativacdo
da via de sinalizacdo do NF-kB induzido pelo RANK, fundamental na
ativacdo da osteoclastogénese. Ja o receptor A, inibe esta via de
sinalizacdo, pois aumenta a expressdo da OPG pelos osteoblastos, e
reduz a expressdo do RANK. Em relacdo aos outros receptores, pouco
se sabe sobre o seu desempenho na diferenciagdo dos osteoclastos
(STRAZZULLA e CRONSTEIN, 2016).
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O oxido nitrico (NO) é mais um dos importantes mediadores
inflamatorios. E gerado pela ativacdo da enzima oxido nitrico sintase
(NOS) e possui trés isoformas: a endotelial (eNOS), a neuronal (nNOS)
e a induzida (iNOS). A eNOS e a nNOS sdo expressas de forma
constitutiva e produzem o NO em baixas concentracdes. Ja a iNOS &
ativada por varios estimulos, como as citocinas pré-inflamatorias (IL-1,
TNF-a. e IFN-y), e é inibida por glicocorticéides, citocinas anti-
inflamatérias (IL-4, 1L-10, TGF-B) e pela OPG (VAN’T HOF e
RALSTON, 2001; ZHENG e col., 2006). A eNOS ¢ expressa nas
células estromais da medula Ossea, osteoblastos, osteoclastos e
ostedcitos, enquanto que a nNNOS é expressa no periosteo e nos
ostedcitos. A iINOS, encontrada no osso fetal e no adulto, € estimulada
por citocinas pro-inflamatérias e endotoxinas (VAN'T HOF e
RALSTON, 2001; SAURA e col.,, 2010, KLEIN-NULEND e col.,
2014). Apesar da controversa acdo do NO no metabolismo 0sseo,
recentemente foi demonstrada sua acdo favorecendo a formacdo Ossea
(VAN'T HOF e RALSTON, 2001). Foi desenvolvida uma molécula
doadora de NO ligada a um radical derivado da vitamina B12, chamada
cobinamida nitrosilada. O estudo, realizado em ratas com osteoporose
po6s-ovariectomia, demonstrou uma resposta que favorece a formacéo
Ossea pois aumentou a atividade do osteoblasto e inibiu a diferenciacdo
do osteoclasto, sendo considerada um agente promissor no tratamento
da osteoporose (KALYANARAMAN e col., 2016).
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2 HIPOTESES DO ESTUDO

HO: Nédo h& diferencas estatisticamente significativas na
concentracao sérica dos biomarcadores inflamatérios (1L-2 -1L-4, IL-10,
IFN-y, MPO, ADA e NOX) entre: 1) o grupo de pacientes com doenca
Ossea de Paget versus grupo controle (pacientes com osteoartrite, 2)
grupo de pacientes com doenca ativa versus inativa, e 3) grupo de
pacientes com DOP avaliados antes e 3 meses apds o tratamento com
acido zoledronico (5 mg).

H1: Ha diferencas estatisticamente significativas na
concentracao sérica dos biomarcadores inflamatorios (IL-2 -IL-4, 1L-10,
IFN-y, MPO, ADA e NOX) entre: 1) o grupo de pacientes com doenca
Ossea de Paget versus grupo controle (pacientes com osteoartrite, 2)
grupo de pacientes com doenca ativa versus inativa, e 3) grupo de
pacientes com DOP avaliados antes e 3 meses ap6s o0 tratamento com
acido zoledrdnico (5 mg).
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Medir a concentracdo sérica dos biomarcadores inflamatérios
(IL-2, IL-4, IL-10, IFN-y, MPO, ADA e NOx) em pacientes com doenca
6ssea de Paget (DOP).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Medir a concentracdo sérica dos biomarcadores
inflamatdrios: IL-2, I1L-4, IL-10, IFN-y, MPO, ADA NOx em pacientes
com DOP comparando-se com grupo controle;

2) Medir a concentragdo sérica dos biomarcadores
inflamatérios: IL-2, IL-4, IL-10, IFN-y, MPO, ADA e NOx em
pacientes com DOP com doenga ativa versus doenga inativa;

3) Medir a concentracdo sérica dos biomarcadores
inflamatorios: 1L-2, IL-4, IL-10, IFN-y, MPO, ADA NOx em pacientes
com DOP antes e 3 meses apds o tratamento com acido zoledronico.
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4 CASUISTICA E METODOS

O estudo foi projetado de acordo com as Diretrizes e Normas
Regulamentadoras de Pesquisas Envolvendo Seres Humanos (resolugéo
466/2012 do Conselho Nacional de Saude) e foi aprovado pelo Comité
de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da Universidade Federal de
Santa Catarina (CEPSH-UFSC) sob o nimero 51747315.3.0000.0121
(anexo 1). Todos os participantes do estudo assinaram o termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE) (anexo 2).

4.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Estudo observacional, analitico e transversal.

4.2 PACIENTES E CONTROLES

Neste estudo foram analisados os pacientes com DOP (n = 73)
em seguimento no ambulatério de doencgas osteometabdlicas do Hospital
Governador Celso Ramos (HGCR). Foram excluidos 20 pacientes,
resultando numa amostra de 53 pacientes com DOP. Os pacientes com
osteoartrite (OA) que compuseram o grupo controle (n = 24) foram
alocados a partir do ambulatério do mesmo hospital.

Os pacientes foram distribuidos em grupos de acordo com a
atividade da doenca em: ativos (n = 23) e inativos (n =16). A atividade
da DOP foi analisada através de cintilografia 6ssea com tecnécio-99
metileno-difosfato (Tc-99 MDP). Neste estudo foram considerados com
doenca ativa 0s pacientes cuja cintilografia GOssea apresentou
hipercaptacdo sugestiva de DOP. Os pacientes com captacdo residual na
cintilografia 6ssea foram considerados como tendo a doenca ativa (n =
14). O diagnostico diferencial foi realizado atraveés de exames de
imagens adicionais (radiografias e/ou tomografia computadorizada)
(tabela 1).

Cinco pacientes com doenca ativa que receberam tratamento
com &cido zoledrénico (5 mg) por via endovenosa durante o periodo do
estudo, tiveram seu sangue coletado antes e trés meses ap6s o
tratamento (tabela 1). Este periodo foi escolhido para evitar reacdes de
fase aguda da medicagdo (ROELOFS e col., 2010).
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Tabela 1 - Grupos de pacientes com doenga éssea de Paget avaliados no
estudo.

Grupos Critérios n
Pacientes com doenca  Hipercaptagdo ou captacdo residual do 37
ativa radioisotopo a cintilografia 6ssea
Pacientes com doengca  Auséncia de captacdo do radioisétopo 16
inativa a cintilografia 6ssea
Pacientes tratados com Pacientes com doenca ativa que receberam 5
acido zoledronico tratamento durante o periodo do estudo

4.3 CRITERIOS DE CATEGORIZACAO DOS PACIENTES E
CONTROLES

4.3.1 Critérios de inclusdo de pacientes

Pacientes com DOP diagnosticada por alteracdes radioldgicas
tipicas da doenca, que incluem: aumento da densidade Gssea, aumento
do volume 6sseo, deformidade dssea, espessamento da cortical dssea,
aumento do trabeculado 6sseo (COOPER e col., 2006), maiores de 18
anos, que permitiram a utilizacdo de seus dados para as atividades de
pesquisa apds a leitura e assinatura do TCLE.

4.3.2 Critérios de inclusdo de controles

Individuos com OA diagnosticado por sintomas de dor e
alteracOes tipicas em exames de imagem, incluindo esclerose 06ssea
subcondral, osteofitos, cistos periarticulares e estreitamento assimétrico
do espago articular (DIEPPE e col., 1998), maiores de 18 anos e que
permitiram a utilizacdo de seus dados para as atividades de pesquisa
apos a leitura e assinatura do TCLE.

4.3.3 Critérios de exclusdo de pacientes e controles

Foram excluidos do estudo:

Pacientes incapazes de compreender os termos do TCLE;

Portadores de doencas infecciosas bacterianas, virais e/ou flngicas em
atividade;

Portadores de infec¢Oes virais cronicas, incluindo infec¢bes por hepatite
B, hepatite C e virus da imunodeficiéncia humana (HIV);

Portadores de doengas neoplasicas;

Portadores de doencas inflamatérias sistémicas;
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. Portadores de OA erosiva;

. Pacientes que utilizaram medicamentos imunossupressores,
anticorpos monoclonais ou imunoglobulina endovenosa nos ultimos trés
meses;

. Pacientes em uso de corticoterapia ou anti-inflamatérios néo-
esteroidais nos Gltimos 30 dias;

. Pacientes que utilizaram rituximabe ou imunoglobulina anti-
timocitica nos Gltimos 12 meses;

. Portadores de outras doengas 6sseas metabdlicas e/ou doencas
que alterem o metabolismo &sseo, incluindo hiperparatiroidismo,
hipotiroidismo, insuficiéncia de vitamina D, insuficiéncia renal crénica,
acidose metabdlica e alteragdo nas concentragBes séricas de célcio,
fosforo e magnésio.

. Portadores de diabetes mellitus ou de sindrome plurimetabélica.

4.4 ESTADIAMENTO

A extensdo do acometimento foi determinada pela andlise das
imagens digitalizadas de cintilografia ésseas utilizando o indice descrito
por Meunier e col. (1987), e através de radiografias. Todos os achados
das cintilografias désseas foram confirmados por radiografias e, caso
necessario, por tomografia computadorizada (resultados ndo mostrados).

4.5 PROCEDIMENTOS
4.5.1 Procedimentos para a coleta de dados clinicos

Os dados relativos a sintomas pregressos e atuais, dura¢do da
doenca, complica¢Bes, comorbidades, medicamentos utilizados atual e
previamente, ascendéncia e historia familiar foram colhidos através de
questionario e da analise do prontuario (anexo 3).

4.5.2 Anélises laboratoriais séricas

Neste protocolo foram coletados 10 ml de sangue total sem
anticoagulante dos pacientes com DOP e dos individuos do grupo
controle. As amostras de sangue foram centrifugadas a 2500 rotacGes
por minuto (rpm) durante dez minutos, separou-se 0 soro, e as amostras
foram armazenadas em freezer com temperatura -80°C, para posterior
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andlise das concentragdes séricas dos seguintes biomarcadores da
inflamacgéo: IL-2, IL-4, IL-10, IFN-y, MPO, ADA e NOXx.

4.5.2.1 Dosagem de citocinas

As amostras de sangue dos pacientes com DOP e dos controles
com OA foram utilizadas para as dosagens séricas das citocinas: IL-2,
IL-4, IL-10 e IFN-y no Laboratério de Pesquisa em Imunologia (LAPI) /
Centro de Ciéncias da Saude (CCS) / UFSC. Neste protocolo foi
utilizada a técnica de citometria de fluxo, conhecida por Cytometric
bead array (CBA) em Citbmetro de Fluxo BD FACSVerse® (BD
Biosciences, Sdo Jose, CA, EUA) e utilizou-se o kit comercial CBA
Human Th1/Th2 Cytokine Kit. O CBA emprega uma série de particulas
com intensidades distintas de fluorescéncia para detectar
simultaneamente mdltiplos elementos sollveis. Estas determinagdes
foram realizadas de acordo com as instrucfes do fabricante. Os dados
foram analisados com o programa FCAP Array™. Curvas-padrdo com
concentraces conhecidas das citocinas tiveram suas densidades éticas
determinadas, o que permitiu a quantificagdo dos valores desconhecidos
com o auxilio da equacdo da reta.

Os limites de deteccdo das citocinas mensuradas foram:
2,60 pg/ml para 1L-2, 4,90 pg/ml para IL-4, 4,50 pg/ml para IL-10 e
3,70 pg/ml para IFN-y. Os resultados foram expressos em pg/ml.

4.5.2.2 Dosagem de mieloperoxidase e adenosina desaminase

As amostras de sangue de pacientes com DOP e do grupo
controle foram utilizadas para as dosagens séricas das enzimas MPO e
ADA no LAPI/CCS/UFSC, de acordo com as metodologias descritas
por Rao e col. (1993) e Giusti e Galanti (1984). Curva-padrdo com
concentracdes conhecidas de neutréfilos humanos para MPO, e de um
padrdo especifico para ADA, tiveram suas densidades 6ticas
determinadas por meio de ensaios colorimétricos, analisados em leitor
de placas ELISA, em comprimentos de onda de 450 nm para a MPO e
de 630 nm para a ADA (Organon Tecknica, Roseland, New Jersey,
USA). Os resultados foram obtidos por meio de interpolacdo de uma
curva-padréo: para a MPO, a partir de um padrdo de concentracdo de
neutréfilos humanos (0.7-140mU/ml), e para a ADA, foi utilizado a
média de triplicata dos resultados de uma solugdo padrdo com sulfato de
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amonio 20U/L. Os resultados foram expressos em mU/ml para a MPO, e
U/L para a ADA.

4.5.2.3 Dosagem de metabdlitos do 6xido nitrico

As amostras de sangue dos pacientes com DOP e dos controles
com osteoartrite foram utilizadas para a dosagem sérica dos metabdlitos
do NO [nitrito (NO; ) e nitrato (NO3 )], no LAPI/CCS/UFSC, de acordo
com o método descrito por Griess (GREEN e col., 1982).

As concentragdes de NO, e NO; foram realizadas por anélise
colorimétrica em placa de ELISA, em comprimento de onda de 540 nm,
(Organon Tecknika, Roseland, NJ, USA), o que permitiu a quantificacdo
dos valores desconhecidos com o auxilio da equacdo da reta utilizando-
se como curva padrdo diferentes concentragfes de nitrito de sédio (0—
150 uM). Os resultados foram expressos em pM.

4.6 ANALISE ESTATISTICA

As varidveis nominais foram expressas por frequéncia.

As variaveis simétricas quantitativas foram expressas por média
(desvio-padrao da média), e as varidveis categdricas por percentuais.

O teste de Shapiro-Wilks foi utilizado para avaliar a
normalidade dos dados.

As diferencas estatisticas dos biomarcadores inflamatérios (IL-
2, IL-4, 1L-10, IFN-y, MPO, ADA e NOX) entre os grupos (pacientes e
controles) foram avaliadas pelo teste ANOVA de uma via, ou por teste t
de Student, quando necessario.

Correlagbes entre varidveis lineares foram analisadas por
regressao linear.

Mudancas nas concentracBes dos biomarcadores inflamatorios,
extensdo de doenca, doencga ativa e inativa e no grupo tratado com acido
zoledrénico foram analisados utilizando modelo linear genérico para
medidas repetidas.

A andlise estatistica foi realizada com o programa Statistical
Package for the Social Sciences (SPSS 18.0). Para todas as andlises, foi
considerado significancia estatistica de 5%.
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4.7 CONFLITO DE INTERESSES

A coordenadora bem como a equipe do projeto de pesquisa
declaram nédo haver conflito de interesse.
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5 RESULTADOS

Neste estudo foram incluidos 53 pacientes, 71,7% (38)
mulheres, com média de idade de 66,9 + 8,5 anos, e 24 controles, 83,3%
(20) mulheres, com média de idade de 624 + 6,9 anos. As
caracteristicas demograficas entre os grupos de pacientes e 0s controles
foi similar. Cinquenta e um (96,2%) pacientes eram brancos e 37
(69,8%) apresentaram doenca ativa ou residual na cintilografia Gssea
(Tabela 2).

Tabela 2 - Dados demograficos dos pacientes com doenga Ossea de
Paget e controles com osteoartrite.

Controles Pacientes

(n=24) (n=53) P
Idade
Média + desvio padréo (anos)

62,4 +6,9 66,9 + 8,5 0,351

Sexo: (n)
Mulheres 83,3% (20) 71,7% (38) 0,273
Homens 16,7% (4) 28,3% (15)
Cor: (n)
Branco - 96,2% (51) -
Negro - 1,9% (1) -
Amarelo - 0 -
Pardo - 1,9% (1) -
Tempo de diagnostico
média + desvio padréo (anos) - 9,7+137 -
Atividade na cintilografia
Ossea - 30,2% (16) -
Inativos - 69,8% (37) -
Ativos
Forma
Monostética - 32,1% (17) -
Poliostética - 67,9% (36) -

Os dados foram expressos por média (desvio padrdo da média) e percentuais. As
variaveis nominais foram expressas por frequéncia. P <0,05.
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Os pacientes com DOP apresentaram maiores concentracfes de
IL-2 (p = 0,029), e menores de MPO (p < 0,0001), quando comparados
ao grupo controle (Figuras 1 e 5). Diferencas nas concentrac6es de IL-4,
IL-10, IFN-y, ADA e NOx (Figuras 2, 3, 4, 6 e 7) ndo apresentaram
significancia estatistica entre os grupos estudados (p > 0,05). Néo foram
encontradas correlagcdes entre as concentragcdes de IL-2 ou MPO e
extensdo de doenca (p > 0,05).

Figura 1 - Dosagem de interleucina-2 (IL-2) em individuos do grupo
controle (n = 24) e em pacientes com doenca 6ssea de Paget (n = 53).
Cada ponto representa o resultado de um paciente. As linhas
representam a média e o desvio-padrdo. (ANOVA).
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Figura 2 - Dosagem de interleucina-4 (IL-4) em individuos do grupo
controle (n = 24) e em pacientes com doenca 6ssea de Paget (n = 53).
Cada ponto representa o resultado de um paciente. As linhas
representam a média e o desvio-padrdo. (ANOVA).
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Figura 3 - Dosagem de interleucina-10 (IL-10) em individuos do grupo
controle (n = 24) e em pacientes com doenca 6ssea de Paget (n = 53).
Cada ponto representa o resultado de um paciente. As linhas
representam a média e o desvio-padrdo. (ANOVA).
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Figura 4 - Dosagem de interferon-gama (IFN- y) em individuos do grupo
controle (n = 24) e em pacientes com doenca 6ssea de Paget (n = 53).
Cada ponto representa o resultado de um paciente. As linhas
representam a média e o desvio-padréo. (ANOVA).
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Figura 5 - Dosagem de mieloperoxidase (MPQO) em individuos do grupo
controle (n = 24) e em pacientes com doenca 6ssea de Paget (n = 53).
Cada ponto representa o resultado de um paciente. As linhas
representam a média e o desvio-padrdo. (ANOVA).
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Figura 6 - Dosagem de adenosina desaminase (ADA) em individuos do
grupo controle (n = 24) e em pacientes com doenca éssea de Paget (n =
53). Cada ponto representa o resultado de um paciente. As linhas
representam a média e o desvio-padrdo. (ANOVA).
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Figura 7 - Dosagem de metabodlitos do 6xido nitrico (NOx) em
individuos do grupo controle (n = 24) e em pacientes com doenga 6ssea
de Paget (n = 53). Cada ponto representa o resultado de um paciente. As
linhas representam a média e o desvio-padrao da média. (ANOVA).
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Para melhor avaliar a possivel interferéncia dos biomarcadores
inflamatoérios na DOP, os pacientes foram distribuidos em dois grupos
de acordo com a atividade da doenga: ativa versus inativa. Os pacientes
com DOP inativa apresentaram concentragdes séricas elevadas de MPO
(p = 0,036) comparados aqueles com doenca ativa, e 0s outros
biomarcadores inflamatérios ndo apresentaram diferenca estatistica
(Tabela 3).

As concentracdes de fosfatase alcalina dssea foram maiores nos
pacientes com DOP ativa versus inativa (p = 0,017), assim como suas
maiores concentragfes correlacionaram-se com a maior extensdo da
doenca (r = 0,015, p < 0,0001). (CASTRO e col., 2014).

Tabela 3 - Comparacdo dos biomarcadores inflamatérios séricos (IL-2,
IL-4, IL-10, IFN-y, MPO, ADA, NOX) nos pacientes com doenga 0ssea
de Paget ativa versus inativa.

Captacao de Tc-99 na cintilografia dssea dos
pacientes com DOP

Doenca inativa Doenca ativa
Biomarcadores (n=16) (n=37) P
Média (DP) Média (DP)

IL-2 (pg/ml) 15,56 (3,28) 16,42 (3,90) 0,445
IL-4(pg/ml) 20,11 (2,13) 21,78 (5,73) 0,264
IL-10 (pg/ml) 63,67 (1,51) 63,91 (1,82) 0,648
IFN-y (pg/ml) 264,73 (185,15) 382,13 (386,55) 0,254
MPO (mU/ml) 480,47 (175,61) 395,05 (109,37) 0,036
ADA (UIL) 11,32 (2,72) 10,56 (4,05) 0,497
NOX (uM) 32,58 (18,95) 24,30 (13,72) 0,079

Resultados sdo apresentados em média e desvio-padrdo. DOP: doenca 6ssea de
Paget, Tc-99: tecnécio-99: cintilografia, IL-2: interleucina-2, IL-4: interleucina -4,
IL-10: interleucina -10, IFN- vy: interferon-gama, MPO: mieloperoxidase, ADA:
adenosina desaminase, NOx: metabolitos do 6xido nitrico. (Analise de medidas
repetidas). P < 0,05.
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Em cinco pacientes com DOP ativa que receberam tratamento
com 4&cido zoledronico, as concentracbes dos biomarcadores
inflamatoérios foram mensuradas antes e trés meses apés o tratamento
(tabela 4). Somente as concentracdes de IL-2 foram significativamente
reduzidas apds o tratamento (p = 0,014).

Tabela 4: Comparacdo dos biomarcadores inflamatorios séricos (IL-2,
IL-4, IL-10, IFN-y, MPO, ADA, NOX) nos pacientes com doenca 6ssea
de Paget antes e trés meses apds o tratamento com acido zoledroénico.

Antes do Depois do
tratamento tratamento P
Meédia (DP) Meédia (DP)
IL-2 (pg/ml) 17.07 (2.82) 11.71 (0.8) 0,014
IL-4(pg/ml) 21.08 (2.33) 20.31(1.5) 0.612
IL-10 (pg/ml) 62.86 (0.71) 62.18 (0.79) 0.161
IFN-y (pg/ml) 194.80 (35.92) 166.99 (23.78) 0.131
MPO (nU/ml) 386.65 (159.55) 470.25 (116.62) 0.413
ADA (U/L) 10.26 (3.83) 13.30 (4.22 0.078
NOx (M) 16.88 (2.68) 19.98 (17.19) 0.721

Resultados sdo apresentados em média e desvio-padrdo. DOP: doenga Ossea de
Paget, Tc-99: tecnécio-99: cintilografia, IL-2: interleucina-2, IL-4: interleucina -4,
IL-10: interleucina -10, IFN- vy: interferon-gama, MPO: mieloperoxidase, ADA:
adenosina desaminase, NOx: metabolitos do oOxido nitrico. (Analise de medidas
repetidas). P < 0,05.
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6 DISCUSSAO

A etiologia da DOP ainda ndo estd completamente elucidada.
Nos ultimos anos foram descobertas varias mutagfes genéticas e de
SNPs em diversos genes que podem estar associados a etiologia da
DOP, porém os estudos de dosagens de biomarcadores inflamatdrios nos
pacientes com esta doenca sdo escassos (CHUNG e col., 2010;
ALBAGHA e col., 2011; ALONSO e col., 2017).

Nosso estudo representa uma continuidade do trabalho
previamente publicado em 2014 por Castro e col., e neste presente
trabalho nds analisamos outros biomarcadores inflamatorios que
poderiam influenciar ou ndo o metabolismo 6sseo, ja que este encontra-
se aumentado na DOP (VALLET e RALSTON, 2016).

Nossa amostra de pacientes com DOP foi composta
principalmente por mulheres brancas da sétima década de vida,
semelhante a descrita por Reis e col. (2012), em Recife. Além disso,
Reis e col. (2012) descreveram uma prevaléncia de praticamente 1:1
entre homens e mulheres. Nossa distribuicdo entre os sexos foi maior
entre as mulheres, inversa a maior parte dos estudos onde ¢é descrito uma
predominéancia ligeiramente maior nos individuos do sexo masculino,
conforme mencionado na metanalise sistematica publicada por Corral-
Gudino e col. (2013).

Até a presente data, os estudos com biomarcadores
inflamatdrios na DOP sdo escassos e a maior parte deles consistiu numa
casuistica pequena. Ja foram descritas alteragbes nas concentracfes
séricas de algumas citocinas nos pacientes com DOP. Em 1989, Pioli e
col., utilizando experimentos in vitro, compararam as concentracdes da
IL-1 em células mononucleares do sangue periférico e da medula 6ssea,
com e sem estimulagdo por lipopolissacarideo (LPS) de seis individuos
com DOP e seis controles saudaveis. Os resultados mostraram
concentragdes elevadas de IL-1 em ambos 0s grupos apés estimulo com
LPS, porém houve uma producdo basal maior, sem estimulo, nos
mondcitos da medula dssea de pacientes pagéticos sugerindo que a IL-1
possa ter um papel no metabolismo 6sseo na DOP. Mills e Frausto, em
1997, encontraram concentragdes elevadas de IL-6 e fator de necrose
tumoral-beta (TNF-B) em amostras de tecido dsseo de pacientes com
DOP, comparados aos individuos saudaveis e isso poderia ser um
reflexo da reabsor¢do 6ssea. Em 2002, foram descritas concentra¢oes
elevadas de IL-6 e de M-CSF no soro de pacientes com DOP
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comparados aos individuos controles saudaveis. Além do mais, este soro
foi capaz de estimular a formacéo de osteoclastos e a reabsorcao lacunar
6ssea quando foi adicionado em culturas de mondcitos ndo estimulados
(NEALE e col., 2002).

Mais tarde, em 2007, foi demonstrado um aumento significativo
na expressdao do RNA mensageiro (RNAm) para a formagéao protéica de
interferon-alfa, interferon-beta e IFN-y, além de outros genes, em
mondcitos e linfocitos de pacientes com DOP comparados ao grupo
controle. Adicionalmente, observou-se maiores concentragdes sericas de
IFN-y nos pacientes com DOP versus grupo controle. Em 20 dos 35
pacientes com DOP analisados, as concentracdes séricas IFN-y e a
expressdao do RNAm tendem a estar elevados, mas sem significancia
estatistica (NAGY e col., 2008). Outros grupos tém estudado o IFN- vy
fora do contexto de DOP, com resultados ora de ativagdo, ora de
inibicdo da osteoclastogénese (TAKAYANAGI e col., 2000; GAO e
col., 2007). Um trabalho mais recente (CASTRO e col., 2014) observou
concentracdes elevadas de IL-6 e diminuidas de IL-17 em pacientes com
DOP comparados ao grupo controle com osteoartrite.

No presente trabalho, foi observada maior concentracdo sérica
de IL-2 em pacientes com DOP comparados ao grupo controle. Néao
foram observadas correlagdes entre as concentragBes de IL-2 com a
extensdo de acometimento de doenca. Além disso, houve redugdo nas
concentracBes desta citocina trés meses apdés o tratamento com acido
zoledrbnico. E sabido que o LT é ativado pela IL-2 e que é uma das
células que secreta o RANKL, molécula crucial para o processo de
ativacdo da osteoclastogénese (HOYER e col.,, 2008; D’AMICO e
ROATO, 2012). Supbe-se que 0 aumento nas concentracdes de IL-2
observado nos pacientes com DOP deste estudo estimule o LT para a
producdo de RANKL, e assim ative a reabsorcdo 6ssea. E descrito que
um dos mecanismos de acdo do acido zoledrbnico para conter a
osteoclastogénese é através da inibicdo da enzima farnesil difosfato-
sintase, essencial para a funcdo de reabsorcdo 6ssea do osteoclasto, e
posterior inducdo da apoptose dessa célula, controlando assim a
osteoclastogénese (ROELOFS e col., 2010). Desse modo, considerando
a acdo da medicacdo, talvez a IL-2 tenha reduzido ap6s o tratamento por
uma reducdo ou auséncia da ativacdo de LT pelos osteoclastos, através
da interacdo de receptores linfocitarios com o receptor do tipo MHC Il
expressos em osteoclastos. Devemos ter em mente que a interacdo entre
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0 sistema imune e o osteometabolismo é complexa com envolvimento
de multiplas vias de sinalizacdo, em diferentes tipos de células.

Outro achado interessante foi o obtido com a dosagem de MPO.
Observamos concentragdes diminuidas de MPO nos pacientes com DOP
versus grupo controle. Ao investigar a possibilidade da interferéncia dos
biomarcadores inflamatérios na atividlade da DOP, a MPO foi
encontrada em menores concentragdes nos pacientes com DOP ativa
versus inativa. Ndo foram observadas correlacfes entre as concentracdes
de MPO com a extensdo de acometimento de doenca Estudos que
relacionam a MPO no osteometabolismo séo ainda mais escassos.

A MPO é uma enzima que contém a particula heme, com
propriedades pré-oxidativas, importante na defesa do organismo e nos
processos inflamatérios (VEEN e col., 2009). Os granulos de MPO séo
encontrados nos neutréfilos, e em menor nimero em células
mononucleares. Os neutrdfilos sdo as primeiras células a responder a
injuria tecidual e tem a capacidade de atrair outras células do sistema de
defesa, como 0s macréfagos/monécitos e células dendriticas. Os
neutréfilos ativados liberam componentes bactericidas dos seus granulos
no fagossomo, principalmente a MPO, para destruir o microorganismo
fagocitado (VEEN e col., 2009).

Recentemente foram descobertas novas funcfes para esta
enzima como: 1) a biossintese de matriz extracelular por fibroblastos
(DENICHILO e col., 2015), 2) a angiogénese (PANAGOPOULOS e
col., 2015) e 3) também aquelas relacionadas as func¢bes do osteoclasto e
do osteoblasto (DENICHILO e col., 2016; PANAGOPOULOS e col.,
2017). Em estudos in vitro com osteoblastos humanos, a MPO
contribuiu para a neoformagdo 6ssea através do aumento da deposicéo
de colageno do tipo | (DENICHILO e col., 2016). Por outro lado,
Panagopoulos e col. (2017), demonstraram que a MPO inibiu a
proliferacdo e a diferenciacdo de precursores do osteoclasto e 0 processo
de osteoclastogénese em células humanas e murinas. Isto ocorreu
através da internalizacdo da MPO pelas células, e posterior inibicdo da
fosforilacdo de componentes intracelulares da via de sinalizacdo do
RANK: jun N-terminal quinase (JNK), proteina quinase ativada p38
(p38-MAPK) e a quinase reguladora do sinal extracelular (ERK1/2),
além do M-CSF. Além disso, a osteoclastogénese foi inibida de maneira
dose-dependente somente nas células precursoras do osteoclasto, mas
ndo no osteoclasto ativo. Sabe-se que o osteoclasto ativo é o alvo do
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tratamento com bisfosfonatos, uma classe de medicamentos bastante
eficaz no controle da doenca na grande maioria dos pacientes (VALLET
e RALSTON, 2016). Os resultados apresentados da MPO neste presente
estudo poderiam ser explicados pela inibi¢do dos osteoclastos. Porém, a
hipotese de envolvimento da MPO na modulagdo do sistema imune
através da ativacdo de macrdfagos e de neutréfilos parece ser plausivel
ja que estas células se infiltram no tecido 6sseo na lesdo por fraturas
Osseas (LEFKOWITZ e col.,, 1993; TAKAYANAGI e col.,, 2000;
BASTIAN e col., 2011).

N&o ha estudos do NO ou de seus metab6litos em pacientes
com DOP. No entanto fazendo-se um paralelo em doencas inflamatérias
como a artrite reumatoide (AR), foi demonstrada a influéncia do NO na
reabsorcdo 6ssea. Observaram-se altas concentracdes de iNOS na urina
de pacientes com AR ativa, que reduziram ap6s o tratamento com
corticosterdides, sugerindo o envolvimento do NO no dano articular
(UEKI e col., 1996; WHITEMAN e col., 1996; GRABOWSKI e col.,
1996; SABANAI e col., 2008). Em ratos, 0 NO parece ter um efeito
dependente de sua concentragdo: enquanto altas concentracbes de NO
inibem a osteoclastogénese, baixas concentracdes de NO parecem
estimula-la. (VAN’T HOF e RALSTON, 1997; ZHENG e col., 2006).
Apesar dos resultados de NO nao significativos, ndo podemos descartar
0 seu papel como inibidor da osteoclastogénese, concordando com os
achados de Zheng e col. (2006).

Uma limitacdo do nosso estudo pode ter sido a escolha de
pacientes com osteoartrite como grupo controle, embora outros autores
ja o tenham feito previamente (PIOLI e col., 1989; CASTRO e col.,
2014). No6s escolhemos esses individuos como controles devido a
prevaléncia de OA neste grupo ser semelhante a dos pacientes com DOP
da mesma faixa etaria (ARDEN e NEVITT, 2006). Além do mais, €
dificil encontrar pessoas acima de 60 anos de idade sem OA, e muitos
individuos que ndo tem OA podem ter outras doengas prevalentes nesta
faixa etaria como obesidade, diabete melito, neoplasia e doencas
cardiovasculares.

Porém, apesar destes achados, devemos considerar que
individuos com OA seriam considerados saudaveis em outros estudos.
Adicionalmente, a maior parte dos pacientes com DOP tinha OA. A
consisténcia dos nossos dados pode ser confirmada com as analises dos
pacientes com DOP ativa comparados com doenga inativa,
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demonstrando concentragfes diminuidas de MPO nos pacientes com
DOP ativa, com diferenca estatistica. Além disso, este estudo
exploratdrio de 7 biomarcadores inflamatdrios precisam ser replicados
em outras amostras de pacientes com DOP para confirmagdo de nossos
achados.






53

7 CONCLUSAO

Concluindo, este trabalho demonstrou concentragdes séricas
elevadas de IL-2, e baixas de MPO, em pacientes com DOP comparados
ao grupo controle. Ap6s o tratamento com acido zoledrénico 5mg
endovenoso de 5 pacientes com DOP ativa, foi observada reducdo na
concentracao sérica apenas da IL-2.
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O estilo de requisitos uniformes adotados, conhecido como
ABNT, foi elaborado pela Associacdo Brasileira de Normas Técnicas
(normas publicadas em http://www.abnt.org.br/normalizacao/lista-
depublicacoes/abnt) e adotado pela Universidade Federal de Santa
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DA EMENDA
Titulo da Pesquiza: Estwdo das alteragbes gendticas, de marcadores inflamatbrioa & do metabolizmo deseo
&m pacisntes portsdores de doenga deaea de Pagset
Pesquizador: Tania Silvia Frode
Arsa Tematica:
Versdo: 4
CAAE: 51747315.2.0000.0121
Instituigdo Proponenta: Universidade Federal de Santa Catarina
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECGER

Himero do Parecer: 2 064 302

Apresentagio do Projeto:

Salicitagio de inclusio de emenda pela pesquizadora responadvel Tania Silvia Frode. O projeto previa a
analize da prevaléncia de SMPz relacionados a Doenga Oezea de Pagst (DOP); da mutagio do gene
Saquastossomo-1 P3B2L & T430P, associadas & sticlogia da doenga; & da mutagio IVS28+23dal15bp.
Estes ensaios sariam realizados no Laboratdrio de pesquiza em Imunologia, no Centro de Ciénciaz da
Saude na Universidade Federal de Santa Catarina, coordenado pela peeguisadora responsdvel pelo projsto.
Mo entanto, de acordo com justificativa apresentada pela Profa. Tania 5. Frode, sszas anilizes no
puderam ser realizadas no referido laboratorio, uma vez que empresas fornecedoras de kitz apropriados
padri&o ouro para && analizes previstas n&o vendsam maiz of reagentss para o Brasil, tendo em vista & crize
scondmica que atravessa o Paiz. Azsim, a inclueio de emenda consiste no envio de documentos ao
CEPSH referente ao Biorepositrio, uma vez que essas andlizes seriam agora, realizadas no Molecular
Biology Laboratory of the Department of Surgery and Translational Medicine, na Universidade de Florenga,
na Halia e situade em Cubo ala ovest, Viale Pieraccini 8, 501308, Florengea, Italia. Este laboratorio &
refarencia Mundial para a pesquiza de ensaios relacionados & dosnga de Paget. Apbe as andlisss previstas
para eate projsto, as amoatras enviadas ao laboratorio sstrangsiro ssrfo descartadas. Por aua vez, oz

marcadores inflamatoriog, citocinas
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SANTA CATARINA - UFSC %ﬁmﬂl

Contiruao oo Parecar 2084.552

eerio realizados no Laboratorio de Peaguiza em

Imunologia - CCS da UFSC.

Objstive da Pesguiza:

Ohjativo primério

Esztudar a& alteraghes gensdticas, o= marcadores inflamatorioz & o metsbolismo deseo noe pacientss com
doenga dasea de Pagst.

Objetives sscunddirios

1. Estudar az mutagoes do SOSTM1 (T430FP & P3BEL), enconfrada nos pacienies com doenga Osasa de
Pagst & realizar andlize genética dos familiares de primeine grau do subgnupo de pacientss com a doenga de
Pagst que apresentarem a mutagao PIPEL ou T430P & dos pacientss do grupo controle para estabelscer o
efeito familiar fundador;

2. Verificar a interagao da mutagao IV58+23del15bp do gene do Sequestozzomo 1 com a sintsse de
microRMAz noz pacientes com doenga dszea de Paget @ em controles saudaveis;

3. Analizar a frequéncia de SMPs (TMFRSF11a @ TMRSF11b) em pacientes com doenga oesea de Paget &
am confroles saudaveis;

4. Digzar a proteing relacionada ao PTH am pacientes com doenga de Paget, familiares de primeiro grau do
subgrupo de pacisntes com a doenga de Paget gue apreassntarem a mutagio P382L ou T430P & am
controles saudaveis;

5. Avaliar as concentragbes aéricas de citocinas & de enzimas que participam da respozta inflamatoria em
pacisntas com doenga de Paget, familiares de primeiro grau do subgrupo de pacientss com a dosnga que
apresentarsem a mutagio P392L ou T430P & em controles saudaveis.

Awaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Rizcos e bensficios adequadaments avaliados & sepecificados no TCLE.

Comentdrios @ Conzideragoes sobre a Peequiza:

War parecar n. 1509472 do CEPSHUFSC.

Conzideragoes sobre oz Termos de apresentagdo obrigatoria:

Apreasntou todos o8 Termos. O TCLE foi adequado conforme as solicitagies do CEPSH.

Recomendagies:

Sam recomendagdes adicionais.

Gonclusdes ou Pendéncias o Lista de Inadequagtses:

Congiderando que as dividas do CEP guanto & obtengio do TCLE foram sanadas, bem como as
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adequagdes em relagio a0 TCLE foram realizadss, o pressents projeto eetd aprovado.
Congzideragoes Finaiz a critério do GEP:

Ezte parscer foi elaborado bazeado noe documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Argquivo Pos=tagem Autor Situagio
Informagbes Basicas | PB_INFORMACOES_BASICAS_ 825086 05/0420M7 Aceito
do Projsto _E1.pdf 09:48:15
Outras Cartaabril2017 . pdf 05042017 | Tania Silvia Frods Aceito

09:46:45
TCLE ! Termos de | TCLEabl2017 . pdf 05042017 | Tania Silvia Frods Aceito
Assentimento / 09:46:16
Justificativa de
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Projeto Detalhado /| Projsto.doc 0B/022017 | Tania Silvia Frods Aceito
Brochura 08:20:20
| Investigador
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Manuseio Material 09:27:26
Biologico /
Bioreposaitono /
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09:23:36
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Declaragio de Formularic_de_Awtorizacao_HEMOSC.p| 03122015 |Tania Silvia Frode Aceito
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ANEXO 2: Termo de Consentimento livre e esclarecido

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE ]
PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM CIENCIAS MEDICAS

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(Biorrepositorio)

Vocé esta sendo convidado a participar voluntariamente de um
estudo de pesquisa clinica sobre a doenca dssea de Paget. Esta folha de
informacéo tem como objetivo fornecer-lhe maiores detalhes sobre este
estudo, de tal forma que vocé possa decidir se deseja ou ndo participar
do mesmo. As informagBes serdo dadas de uma maneira clara e
acessivel para que vocé entenda todos os procedimentos que serdo
realizados. VVocé tera o tempo que for necessario para refletir, consultar
os seus familiares ou outras pessoas que achar necessario para decidir se
voceé vai participar ou ndo desta pesquisa. VVocé terd a plena liberdade de
recusar a participar do estudo ou retirar 0 seu consentimento, em
qualquer fase da pesquisa, sem qualquer penalizagdo. O Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido sera apresentado para que seja lido e
compreendido antes da concessdo do seu consentimento livre e
esclarecido.

A justificativa do estudo € que a doenca 6ssea de Paget é uma
doenca crbnica que, ao afetar os 0ssos, pode causar dor, deformidades,
fraturas, sintomas neurolégicos, artrose e acarretar o desenvolvimento
de neoplasias malignas (cancer). Muitas pessoas acometidas nao
apresentam sintomas, mas podem apresentar futuramente. Apesar de
terem sido identificados alguns fatores genéticos ligados ao
desenvolvimento da doenca, sua causa ainda ndo foi completamente
esclarecida. Floriandpolis é a cidade da regido sul na qual a frequéncia
de pacientes com doenca de Paget é bastante significativa.

O estudo tem como objetivo avaliar a presenca de alteracdes
genéticas, os marcadores inflamatérios e o metabolismo Gsseo nos
pacientes com doenca 6ssea de Paget. Para possibilitar comparacdes,
sera necessario avaliar dados de seu prontuario médico, coletar sangue
dos pacientes com doenca de Paget e dos familiares de primeiro grau
dos pacientes com doenca de Paget que apresentarem a mutacdo
chamada P392L ou T430P, e também de individuos saudaveis, doadores
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de sangue provindos do Hemocentro de Santa Catarina — Floriandpolis
(Hemosc) com testes soroldgicos negativos. A bidpsia de um pequeno
fragmento de pele para analise genética de mutagdes no gene envolvido
na Doenga de Paget sera necessaria apenas nos pacientes com doenca de
Paget com uma mutacdo do gene da doenca em particular, a
IVS+23del15bp, e também dos pacientes do grupo controle.

Para participar do estudo vocé terd que ser submetido a coleta
de sangue de veia periférica. Uma parte da amostra de sangue sera
armazenado no laboratério de Pesquisa em Imunologia, e outra parte
serd enviada posteriormente para o laboratério de Biologia Molecular
do Departamento de Cirurgia e Medicina Translacional da
Universidade de Florence, Cubo ala Ovest, Viale Pieraccini 6, 50139,
em Florenca, na Itdlia, para ser utilizado na andlise da presenca de
mutacOes genéticas da doenca de Paget. Apds ser utilizado para esta
pesquisa, qualquer sobra de material biologico sera descartada. Por
tratar-se de procedimento invasivo, a coleta de sangue apresenta alguns
riscos, incluindo dor local, tromboflebite, formagdo de equimoses e
alergia ao curativo. Os riscos serdo minimizados pelo emprego de
métodos adequados, como compressdo local digital por alguns minutos
e evitar realizar esforco com o braco a que foi submetido a coleta por
algumas horas. Vocé devera entrar em contato com o pesquisador
responsavel caso ocorra alguma intercorréncia ap6s o procedimento.

A biopsia de pele sera realizada com técnicas de assepsia e
antissepsia. E necesséria anestesia local com vasoconstritor, que sera
injetado com agulha fina abaixo da pele, na regido subcutanea, da regido
a ser biopsiada. O paciente sentird uma pequena picada e um pouco de
ardor quando o anestésico for injetado, mas durante o procedimento nao
devera sentir nenhuma dor. A retirada do fragmento de pele do
antebraco ou da perna ou de outra regido que pode ser escolhida pelo
paciente, serd realizada pela técnica com punch de bidpsia, que é um
instrumento com uma lamina circular cortante na ponta que visa facilitar
0 procedimento. A técnica consiste em fazer movimentos de rotacdo e
pressdo vertical até atingir uma profundidade de aproximadamente trés
milimetros. Apds o procedimento, as bordas da pele sdo aproximadas
com a realizagdo de sutura para melhor cicatrizacdo e evitar
hemorragias. Deverdo ser realizados curativos diarios em casa ou no
posto de salde mais proximo. Apds um periodo de sete a 10 dias do
procedimento, o paciente terd os pontos da pele removidos. A
cicatrizacdo da pele demora de trés a catorze dias. Como é um
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procedimento invasivo, existem riscos como dor local apds o
procedimento, formacdo de quelbide, demora na cicatrizacdo e
raramente infeccdo de pele. Para minimizar o risco das complicagdes,
vocé deve evitar atividade ou esforco fisico intenso nos dias
subsequentes até a retirada dos pontos de sutura da pele, devera aplicar
compressa gelada por quinze minutos de duas a trés vezes ao dia nas
primeiras 24 horas, realizar as trocas de curativo diariamente. Em caso
de alguma intercorréncia, vocé deverd entrar em contato com o
pesquisador responsavel para ser orientado. Nao serda realizada nenhuma
intervencao terapéutica ou teste de medicamentos novos. O fragmento
de pele sera armazenado em no Laboratério de Pesquisa em Imunologia
(CCS-UFSC) e posteriormente sera enviado para o Laboratério de
Biologia Molecular do Departamento de Cirurgia e Medicina
Translacional da Universidade em Florenca, Italia, onde serd utilizado
para analise da presenca de mutacdes genéticas da Doenca de Paget.
Apos ser utilizado para esta pesquisa, qualquer sobra de material
bioldgico sera descartada em lixo hospitalar.

Sua participagdo serd importante, pois recentemente foi
confirmada a presenca de um grande nimero de pessoas afetadas pela
Doenca de Paget na regido de Floriandpolis — SC e ha necessidade de
pesquisar o porqué desse fendmeno. Em torno de 30% dos portadores da
doenca Ossea de Paget apresentam familiares acometidos pela mesma
doenca. A identificacdo de mutacBes genéticas que propiciem seu
surgimento pode identificar pessoas com maior risco, e propiciar
tratamento mais precoce.

Vocé terd acesso ao acompanhamento e a assisténcia médica,
incluindo o encaminhamento para aconselhamento genético caso
necesséario, mesmo apds 0 encerramento ou interrupcdo da pesquisa.
Vocé pode recusar-se a participar do estudo, ou retirar seu
consentimento, em qualquer fase da pesquisa, sem penalizagdo alguma.
Os resultados serdo identificados apenas por codigos, ndo havendo
identificacdo do paciente garantindo o sigilo e sua privacidade em todas
as fases da pesquisa. Esses resultados poderdo ser conhecidos apenas
por vocé e por seu médico, mediante prévia autorizagdo.

Vocé receberd uma via deste Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido. Todas as despesas dos participantes da pesquisa serdo
cobertas pelos responsaveis da pesquisa.
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Este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido seré assinado
em duas vias de igual teor que deverdo ser rubricadas em todas as suas
paginas e assinadas, ao seu término, pelo convidado a participar da
pesquisa, assim como pelo pesquisador responsavel, ou pela pessoa por
ele delegada, devendo as paginas de assinaturas estar na mesma folha.

Este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido cumpre
todas as exigéncias da resolugdo 466/12. Os pesquisadores envolvidos
na pesquisa declaram cumprir todas as exigéncias desta resolucdo e de
suas complementares.

Termos de Participacao e assinatura

Pesquisa: Estudo das alteragdes genéticas e do metabolismo
06sseo na doenca de Paget.

Responsaveis:

Fernanda Vicente da Costa Médica reumatologista Hospital
Governador Celso Ramos. Unidade de reumatologia, Rua Irmd
Benwarda, 297, Centro, Floriandpolis/SC. Brasil Telefones: (48) 3251-
7000 (48) 32517155

Profa. Dra. Tania Silvia Frode Professora do Departamento de
Analises Clinicas, Centro de Ciéncias da Salde, Universidade Federal
de Catarina; Campus Universitario — Trindade; Floriandpolis, Santa
Catarina, Brasil, 88040-970 Fone- 48 99614846 Fone (48) 37219712


http://www.hagah.com.br/sc/florianopolis/guia/?q=;rua-irma-benwarda
http://www.hagah.com.br/sc/florianopolis/guia/?q=;rua-irma-benwarda
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Dados do paciente

Nome do paciente:
RG:

CPF:
Data de nascimento:

Endereco:
Telefone:

Eu, abaixo assinado, aceito participar voluntariamente desta pesquisa
para estudar as alteracdes genéticas da doenca de Paget. Estou ciente
gue para participar do estudo os pesquisadores terdo acesso a dados do
meu prontuario médico, terei que ser submetido a coleta de sangue de
veia periférica, e que este sangue serd armazenado no laboratério de
Pesquisa em Imunologia no CCS/UFSC e posteriormente sera enviado
para o laboratorio de Biologia Molecular do Departamento de
Cirurgia e Medicina Translacional da Universidade em Florenca,
Italia para ser analisado quanto a presenca das mutacfes genéticas. Este
material bioldgico (sangue) sera utilizado somente nesta pesquisa.
Também sei que pode ser necessaria a realizacdo de bidpsia de pele se
eu apresentar a mutacdo a 1VS+23dell5bp, ou seu eu fizer parte dos
pacientes do grupo controle, e que este material sera armazenado no
laboratdrio de Pesquisa em Imunologia no CCS/UFSC e posteriormente
sera enviado para o laboratério de Biologia Molecular do
Departamento de Cirurgia e Medicina Translacional da
Universidade em Florenca, na Itdlia para ser analisado quanto &
presenca das mutacdes genéticas. Este material biolégico (fragmento de
pele) serd utilizado somente nesta pesquisa. Por tratar-se de
procedimento invasivo, a coleta de sangue apresenta alguns riscos,
incluindo dor local, tromboflebite, formacdo de equimoses e alergia ao
curativo; sei que a bidpsia de pele também tem riscos como dor local
apo6s o procedimento, formagéo de queldide, demora na cicatrizagéo e
raramente infeccdo de pele. Sei que os riscos serdo minimizados pelo
emprego de métodos adequados descritos anteriormente no texto, e que
terei suporte adequado e acesso & equipe de pesquisadores para
orientagdes em caso de intercorréncias. O material coletado servira para
pesquisa genética de mutacdes associadas a doenca 6ssea de Paget. A
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identificacdo de mutacBes genéticas pode identificar pessoas com maior
risco, e propiciar tratamento mais precoce. Sei que posso sair do estudo
em qualquer momento e que isso ndo ira prejudicar o meu tratamento no
ambulatério de doencas osteometabdlicas do Hospital Governador Celso
Ramos. Estou ciente que a pesquisa de polimorfismos genéticos sera
realizada para portadores de doenga éssea de Paget, familiares de
primeiro grau dos pacientes com doenca de Paget que apresentarem a
mutacdo P392L ou T430P e para pacientes do grupo controle, e seus
resultados serdo identificados apenas por codigos, ndo havendo
identificacdo do paciente, garantindo a sua privacidade. Esses resultados
poderdo ser conhecidos apenas por mim e por meu médico, mediante
prévia autorizacdo. Sei que terei acesso ao acompanhamento e a
assisténcia, incluindo o aconselhamento genético caso necessario,
mesmo apds o encerramento ou interrupcdo da pesquisa.

Eu li / ouvi o contelido deste termo e recebi esclarecimento sobre
minhas duvidas oralmente. Entendi o propdsito do estudo e os riscos de
minha aceitagdo em participar do mesmo. A minha assinatura a seguir,
indica que concordei a participar voluntariamente do estudo.

Data:

Assinatura do paciente ou responsavel:

Eu, abaixo assinado, expliquei e discuti todos os detalhes deste estudo
com o paciente, usando uma linguagem compreensivel e apropriada e
acredito que o mesmo tenha entendido a explicagéo.

Assinatura:

Dra. Fernanda Vicente da Costa -(48) 3251-7000 (48) 84185588

Profa. Dra. Tania Silvia Frode — (48) 99614846

COMITE DE ETICA EM PESQUISA COM SERE HUMANOS-
UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA — CEPSH
Pro-Reitoria de Pesquisa

Prédio Reitoria Il

R: Desembargador Vitor Lima, no 222, sala 401, Trindade,
Florianépolis/SC

CEP 88.040-400

Contato: (48) 3721-6094

cep.propesg@contato.ufsc.br



ANEXO 3: Protocolo de coleta de dados

AVALIACAO GENETICA, CLINICO-LABORATORIAL DE

PORTADORES DE DOENCA OSSEA DE PAGET
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Identificacio
Noma:{ Pr ario: { )
Saxo: () Masc {)F=m Idada: { anos
Cor: {_)Branca { ) Nzera () Amarzla {_)Parda
Ascendéncia: () Juddica{ )Garmanica ( )Italiana  { ) Portugzuzsa { ) Outra { ) Nio sabz
Endereco
Rua: { ) Numsro: (.
Municipio: { ) UF: (
CEP: { Fona: { 2-mail: {
Dados chinicos
Tzmpo dos Sintomas:  { anos Tzmpo dz diagnéstico: { anos
Paso: Altura:
Sintomas:  {_)Dorossza () Limitagdo funcional () Dzformidad= 6ss2a visiva
Forma: {_) M ot {_) Poliostética Ossos idos: { )
Cintilografia Oss=a (todas): () Normal () Alterada () Niofaz
Primszira Cintilografia Ossaa: () Nomual () Altsrada Data: Ext. do Acomatimanto

Raio X: {_)Lasdas Liticas {_)Escleross {_)Dzformidad=radiologica -> Qual? { ) Aumanto dzvolums () Curvatum

Fosfataszalcalina ao diagnostico: Total { Ossza (

Historia Familiar { Jausantz { ) Pai { ) Miz { )Immdos { ) Tios{ )Aves { ) Filhos

Comorbidadas:

Madi e aso abhdmeatas

Tabagismo:

Complicacdes (assinale asque ocorreram)

{_) Hidrocafalia () Surdaz {_) Sarcoma {_)Fratura () Ostacartsita
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Tratamento
Assinals arasposta aprasentada
A Assinalz os Dosz Utilizada 2
Medicamento usados {(mg'pariodo) Fediododaniza Malhora ;:“1 Ossis Nio houvs
dador | priTao Pri Tro fesposta
Calcitonina O | | [ | O
Etidronato O ) [ | O
; e
Pamidronato O G Numero dz doszs O
Clodronato O GO | I O
Alendronato O € ¢ 3 O
Risendronato O GO | € O
Ibandronato vo (@) O ¢ 3 O
TbandrenatroEV O (SR Nomaro dedosss | O
Zoladronato O - Namero 2 dosss | & Q
Houvs afzitoadvarse? () Nio () Sim Caso afirmativo, qual {is)7 {

Sam indicagdo d=tratamento {_)

Estado Atual

Dordssza () Nio () Sim Fosfatasaalcalina altarada (mgdl) ( )Nie () Sim
Fosfataszalcalina Total ) Oss=al ) Data:
Cintilografia 6s2a: Nomnal { } Altsrada( ) Data: Ext. do acomatimanto:

T: atual : {
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Data decoletada amostra:
Colher 20 ml de sangue periférico

Numero dasamostras:
Plasma
Sangus total:

Biopsiacutanza{ )Nio { ) Sim.

Mutacao:

Familiares de primeiro gran

Nome Identificacio Parentesco

Data da coleta




