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RESUMO

A doenca pulmonar obstrutiva crénica (DPOC) é associada com osteoporose e fraturas
por fragilidade Ossea. Os objetivos deste estudo foram analisar a microestrutura
O0ssea, bem como os indices estaticos e dinamicos do osso cortical e trabecular em
mulheres na menopausa com DPOC. Vinte mulheres com diagndstico espirométrico de
DPOC e sem uso de glicocorticoide sistémico continuo, foram submetidas a bidpsia
O0ssea apods dupla marcagcdo com tetraciclina. As bidpsias 6sseas foram analisadas
através de duas técnicas, histomorfometria e microtomografia computadorizada (UCT)
e comparadas com controles pareados por idade. De acordo com a gravidade da
DPOC (Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease - GOLD), as pacientes
foram classificadas em tipo | (15%), Tipo Il (40%), Tipo Il (30%) e Tipo IV (15%). As
médias (xDP) do volume 0Osseo trabecular (15,20+5,91 vs. 21,34+5,53%, p=0,01),
nuamero das trabéculas (1,31+0,26 vs. 1,77+0,51 por mm, p=0,003), espessura
trabecular (141+23 vs. 174+36um, p=0,006) e densidade da conectividade (Conn.D)
(5,56+2,78 vs. 7,94+3,08/mm, p=0,04) foram significativamente menores nas pacientes
com DPOC do que nos controles. A separagao trabecular (785£183 vs. 614+136 ym,
p=0,01) e a porosidade cortical (4,11+1,02 vs. 2,32+0,94 poros/mm?; p<0,0001)
foram maiores nas pacientes com DPOC, enquanto que a largura cortical foi menor
(458+214 vs. 762+240um; p<0,0001). A analise dos parametros dindmicos mostrou
gue as pacientes apresentaram uma taxa de aposigdo mineral significantemente menor
do que os controles (0,56+0,16 vs. 0,66+0,12um/dia; p=0,01). Houve uma correlagéao
negativa entre os parametros estruturais como volume 6sseo (r=-0,40), Conn.D (r=-0,67)
e numero de trabéculas (r=-0,71) com a intensidade do tabagismo. As pacientes com
DPOC GOLD Il e IV, apresentaram taxa de formagao 6ssea mais baixa do que as
pacientes com DPOC menos severa, GOLD | e 1l (0,028+0,009 vs. 0,016+0,01 1um>fum?/dia;
p=0,04). Concluimos que ha uma deterioragdo da microestrutura dssea cortical e
trabecular em mulheres com DPOC e que esta alteracdo correlaciona-se com a
intensidade do tabagismo. Estas anormalidades esqueléticas vistas no osso trabecular
e cortical podem explicar a alta prevaléncia de fraturas nesta doenca.



ABSTRACT

Chronic obstructive pulmonary disease (COPD) is associated with osteoporosis and
fragility fractures. The objectives of this study were to assess static and dynamic indices
of cancellous and cortical bone structure in postmenopausal women with COPD. Twenty
women with COPD who had not received chronic oral glucocorticoids, underwent to bone
biopsies after double-tetracycline labeling. Biopsies were analyzed by histomorphometry
and computadorized microtomography (MCT) and compared with age-matched
controls. Distribution of the patients according the severity of the disease by Global
Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease (GOLD) was type | (15%), type Il
(40%), type Il (30%) and type IV (15%). Comparing to the controls, the mean (+SD)
of cancellous bone volume (15.20+5.91 vs. 21.34+5.53%, p=0.01), trabecular number
(1.31+0.26 vs. 1.77+£0.51 per mm, p=0.003), trabecular thickness (141+23 vs. 174+36um,
p=0.006) and connectivity density were lower in patients with COPD (5.56+2.78 vs.
7.94+3.08/mm, p=0.04). Trabecular separation (785+183 vs. 614+136um_ p=0.01)
and cortical porosity (4.11+£1.02 vs. 2.32+0.94 voids/mm?; p<0.0001) were higher in
COPD while cortical width (458+214 vs. 762+240 pm; p<0.0001) was lower. Dynamic
parameters showed significantly lower mineral apposition rate in COPD (0.56+0.16
vs. 0.66+0.12 ym/day; p=0.01). There was a negative correlation between structural
parameters such as bone volume (r=-0.40), Conn.D (r=-0.67), trabecular number
(r=-0.71) with smoking. Patients with more severe disease, GOLD Ill and IV, presented
lower bone formation rate than GOLD | and Il (0.028+0.009 vs. 0.016+0.011um*/um?/day;
p=0.04). We conclude that postmenopausal women with COPD present both cancellous
and cortical bone structural deterioration, whereas some parameters correlated
negatively with smoking. The skeletal abnormalities seen in cancellous and cortical
bone provide an explanation for the high prevalence of vertebral fractures in this disease.
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1 INTRODUGAO

A doenca pulmonar obstrutiva crénica (DPOC) é caracterizada pela limitagao
cronica ao fluxo aéreo que nao é totalmente reversivel e resulta em alteragdes
patolégicas no pulmao (RABE et al., 2007; FROMER; COOPER, 2008) Em geral, a
DPOC acomete 5 a 15% da populacéo adulta, mas sua prevaléncia vem aumentando
com os anos (CHAPMAN et al., 2006). De acordo com o estudo PLATINO realizado na
Ameérica Latina, a prevaléncia de DPOC na populagdo acima de 40 anos de idade é
de 14,3% (MENEZES et al., 2008). Como na maioria das vezes a DPOC aparece em
fumantes de longa data, os pacientes geralmente apresentam outras doencas
relacionadas ao tabagismo e ao envelhecimento. Entre elas, a osteoporose tem sido
considerada uma das co-morbidades mais comuns associadas a DPOC (ANDREASSEN;
VESTBO, 2003; AGUSTI; SORIANO, 2008; BARNES; CELLI, 2009). Dependendo da
populacdo estudada, a frequéncia de osteopenia e osteoporose varia entre 9 a 69%
em pacientes com DPOC (GRAAT-VERBOOM et al., 2009; JORGENSEN et al., 2007).

A fisiopatologia da osteoporose em pacientes com DPOC nao esta bem
estabelecida. Acreditava-se que o uso crénico de glicocorticoide sistémico (GS) era a
principal causa de perda éssea nestes individuos (BISKOBING, 2002; DUBOIS et al.,
2002; GLUCK; COLICE, 2004). No entanto, osteoporose e fraturas também foram
relatadas em pacientes que nunca usaram GS (JORGENSEN et al., 2007; FRANCO
et al., 2009). Em um estudo transversal realizado em nosso servigo, 49 pacientes
com DPOC sem uso crdnico de GS apresentaram densidade mineral 6ssea (DMO)
significativamente mais baixa do que o grupo controle e uma alta frequéncia de
hiperparatireoidismo secundario por insuficiéncia de vitamina D (FRANCO et al.,
2009). Além disto, neste estudo foi observado uma correlagédo entre a presenca de
osteoporose e a gravidade da doenga pulmonar, sugerindo que a obstrugéo
pulmonar tenha um papel na patogénese da osteoporose na DPOC. Esta correlagao
com a gravidade da doenca foi descrita por outros autores e observada também nos
estudos que avaliaram fraturas (NUTI et al., 2009; VRIES et al., 2005).

A DPOC também tem sido relacionada ao aumento do risco de fraturas, com
ocorréncia de fratura vertebral em até 63% dos pacientes (CARTER et al., 2008;

Ll et al., 2008; NUTI et al., 2009). De particular preocupacgédo sao as fraturas de
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vértebras toracicas, pois estima-se que cada fratura resulte em diminuigdo de 9% da
capacidade vital forcada (SCHLAICH et al., 1998), o que piora condi¢ao respiratéria
dos pacientes. Fraturas por fragilidade ocorrem por diminuigdo da forga 6ssea, a qual
esta relacionada com a integracao de dois fatores principais: densidade e qualidade
Ossea. A qualidade 6ssea refere-se a arquitetura, remodelacdo e mineralizacdo 6ssea
(SEEMAN; DELMAS, 2006). Alteragdes na microarquitetura 6ssea trabecular, como
diminui¢ao do volume ésseo, redugcido no numero e na espessura das trabéculas e o
aumento do espaco entre as mesmas, levam a reducéo da forga e consequente aumento
de fraturas. Portanto, a avaliagdo da microestrutura éssea € um instrumento importante
na analise das propriedades mecanicas do 0sso e, consequentemente, do risco de
fraturas por fragilidade (PARFITT et al., 1987; DEMPSTER, 2003).

A microestrutura 6ssea pode ser avaliada em duas dimensdes (2D) pela
técnica de histomorfometria éssea (PARFITT, 1983a) ou em trés dimensdes (3D) por
microtomografia computadorizada (uCT) (HILDEBRAND et al., 1999). A histomorfometria
€ 0 exame histologico de amostras de biopsia 0ssea calcificadas, realizada para
obter informacdes tanto quantitativas como dinadmicas do tecido 6sseo. Nesta técnica,
a estrutura 6ssea é avaliada em 2D e os parametros estruturais sdo extrapolados
para 3D. A uCT é uma técnica n&o destrutiva com alta resolugao espacial capaz de
medigao volumétrica de fragmentos de biopsias onde as imagens em 3D permitem a
medida direta do didmetro das trabéculas e da distancia entre elas. Essa técnica
também fornece informagdes sobre o grau de mineralizagdo do tecido 6sseo, que
quando aumentado, indica fragilidade (KAZAKIA et al., 2007).

Multiplos fatores podem contribuir para a diminuigdo da massa 6ssea e piora
da sua qualidade em pacientes com DPOC, incluindo tabagismo, inflamacéo sistémica,
hipercapnia, baixo indice de massa corpérea (IMC), hipdxia, diminuicdo de massa livre
de gordura, hipogonadismo, deficiéncia de vitamina D e imobilidade (BISKOBING,
2002; KOCHETKOVA et al., 2002; BLACK; SCRAGG, 2005; VRIEZE et al., 2007,
YANBAEVA et al., 2007; ARVER; LEHTIHET, 2009). Até o momento, ndo ha estudos
que tenham avaliado a microarquitetura 0ssea e os parametros de remodelagao
O0ssea por histomorfometria e uyCT em pacientes com DPOC. Sendo assim, faltam
informagdes referentes a correlagdo entre gravidade da obstrugdo pulmonar e
microestrutura dssea ou parametros dinamicos de formacdo e mineralizacdo nesta

populagao especifica. O presente estudo € o primeiro realizado com este objetivo, e a
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populagao foi formada por mulheres na menopausa com diagndstico estabelecido de
DPOC e que nao faziam uso crénico de GS. Este projeto faz parte da linha de
pesquisa da Unidade de Metabolismo Osseo do Servico de Endocrinologia e
Metabologia do Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana (SEMPR) que
estuda causas secundarias de osteoporose ( KULAK et al., 2004; LORA et al., 2005;
DEMARTINI ADE et al., 2007; SOUZA et al., 2008; FRANCO et al., 2009). Ele foi
realizado em parceria com o laboratoério de Fisiologia Renal da Disciplina de
Nefrologia da Universidade S&do Paulo, sob responsabilidade da Dr.? Vanda Jorgetti,
onde foram processadas as biopsias das pacientes e fornecidos blocos com
fragmentos 6sseos de individuos normais para controle da uCT. Outra parceria
importante para realizagdo deste projeto foi com a Universidade Columbia, Nova
York, Estados Unidos da América (EUA). Através da Divisdo de Endocrinologia, sob
responsabilidade do Dr. John Bilezikian, parte deste projeto foi realizado no Laboratério
de Histomorfometria Ossea do Regional Bone Center do Hospital Helen Hayes.
Neste laboratdrio, sob a orientacdo do Dr. David Dempster, foi realizado a leitura das
ldminas. Além disto, contamos também com o apoio do Laboratério de Bioengenharia
Ossea do Departamento de Engenharia Biomédica da Universidade Columbia, sob

responsabilidade do Dr. Edward Guo, onde foram realizados os exames de uCT.
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2 OBJETIVOS

- Avaliar parametros estruturais do tecido 6sseo e da remodelacdo déssea
pelas técnicas de histomorfometria e uCT num grupo de mulheres na pos-
menopausa com DPOC n&o tratadas com GS

- Correlacionar os achados de histomorfometria e uCT com a gravidade da

DPOC e com o tabagismo
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 DPOC

A DPOC é caracterizada pela limitacdo crbnica ao fluxo de ar que nao é
totalmente reversivel. E geralmente progressiva e causada por uma combinacdo de
doengas das vias aéreas pequenas (bronquiolite obstrutiva) e doengas que fazem
destruicdo de parénquima (enfisema). Além disso, esta associada a resposta inflamatoria
anormal para particulas de substancias nocivas ou gases, levando a inflamagéao
crbnica que provoca alteragdes estruturais e estreitamento das vias respiratorias
pequenas (RABE et al., 2007).

Fatores genéticos e ambientais sdo importantes na génese da DPOC. O principal
fator de risco para o desenvolvimento da DPOC é o tabagismo, presente em 90%
dos casos. No entanto, nem todos os fumantes desenvolvem doenca clinicamente
significativa, o que demonstra que fatores adicionais estao envolvidos na susceptibilidade
individual. Outras exposigdes inalatérias, tais como, gases nocivos, poeiras profissionais
e produtos quimicos (vapores, irritantes e fumos), bem como poluigdo do ar interior
pela combustao de combustiveis de biomassa em espacgos confinados, também podem
causar DPOC (BECKLAKE, 1989). O fator de risco genético melhor documentado ¢ a
deficiéncia hereditaria de alfa-1 antitripsina, o maior inibidor circulante das proteases
de serina (IOACHIMESCU; STOLLER, 2005).

A DPOC ¢ a quarta causa de mortalidade em todo o mundo, sendo considerado
um problema de saude publica crescente. Sua prevaléncia, morbidade e mortalidade
variam entre as diferentes populagcdes, mas, em geral, estdo diretamente relacionadas
com a prevaléncia de tabagismo. Uma revisdo sistematica e meta-analise dos
estudos efetuados em 28 paises entre 1990 e 2004 e um estudo adicional do Japao,
demonstraram que a prevaléncia de DPOC é significativamente maior em fumantes e
também em ex-fumantes do que em nao fumantes, em homens do que em mulheres
e em individuos com idade superior a 40 anos (HALBERT et al., 2006; RABE et al.,
2007). Em 12 paises da Asia-Pacifico e regides, a prevaléncia de DPOC moderada e

grave foi de 6,3% entre individuos com idade igual ou superior a 30 anos (REGIONAL
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COPD WORKING GROUP, 2003). De acordo com o estudo PLATINO, a prevaléncia de
DPOC em individuos acima de 40 anos de idade no Brasil é de 15,8%, sendo a
quinta causa de hospitalizagdo e morte no nosso pais (MENEZES et al., 2008).

A DPOC ¢ caracterizada por inflamacéo das vias respiratorias que parece ser
amplificagdo da resposta inflamatdéria normal aos agentes irritantes crénicos, como a
fumacga do cigarro. Os mecanismos subjacentes a esta amplificagdo ndao sdo ainda
compreendidos, mas podem ser geneticamente determinados (RABE et al., 2007).
Ha um padrdo especifico de inflamagédo envolvendo neutréfilos, macrofagos e
linfocitos. Estas células liberam mediadores que interagem com células das vias
aéreas e parénquima pulmonar (STOCKLEY, 2002). Estes mediadores atraem células
inflamatorias da circulagao (fatores quimiotaticos), amplificam o processo inflamatorio
(citocinas pré-inflamatérias) e induzem mudancgas estruturais (fatores de crescimento).
Os mediadores principais deste processo sao leucotrieno B4 (LTB4), as citocinas
[-interleucina 8 (IL-8), citocinas proé-inflamatérias (fator de necrose tumoral TNF-3, IL-1
e IL-6) e fatores de crescimento (TGF-] (BARNES, 2004).

A inflamagao pulmonar é amplificada pelo estresse oxidativo e pelo excesso
de proteinases (RABE et al., 2007). Um desequilibrio entre proteases, que quebram
componentes do tecido conjuntivo, e anti-proteases, que sao protetoras deste processo,
foi observado em pacientes com DPOC (IOACHIMESCU; STOLLER, 2005). Embora o
processo inflamatoério ocorra nos pulmdes, estudos demonstram que existe aumento
de mediadores inflamatérios na circulacdo mesmo nos pacientes que pararam de
fumar. O motivo pelo qual a DPOC se associa a processo inflamatorio sistémico é
desconhecido, entretanto isto pode explicar, em parte, a presenca de acometimento
extra-pulmonar observado com o progresso da doenga (AGUSTI; SORIANO, 2008).

Os sintomas caracteristicos da DPOC sao dispneia cronica e progressiva,
tosse e producao de expectoragao. A limitacdo ao fluxo aéreo € medida por testes
de fungdo pulmonar. O exame de espirometria € essencial para o diagnostico da
DPOC e fornece uma medida util da gravidade da doenga, pela medida do volume
expiratorio forgado no primeiro minuto (VEF,) e capacidade vital forcada (CVF), com a
obstrucao do fluxo aéreo definida como VEF:/CVF inferior a 70% apds bromcodilatador.
De acordo com a classificagdo proposta pelo GOLD (iniciativa global para a DPOC

de 2007), a gravidade da doenca é medida pela porcentagem de VEF,; apds a
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administragcao de broncodilatador em relagdo ao valor previsto e também pela

presenca de sintomas de insuficiéncia respiratéria (RABE et al., 2007):

3.2 OSTEOPOROSE

Osteoporose € caracterizada por diminuicao da forca 6ssea, a qual € determinada
pela somatéria de densidade e qualidade 6ssea (NIH CONSENSUS DEVELOPMENT
PANEL ON OSTEOPOROSIS PREVENTION, DIAGNOSIS, AND THERAPY, 2001).
A prevaléncia de osteoporose estd aumentando com a maior expectativa de vida
observada em varios paises do mundo. E um problema grave de saude publica,
devido a sua alta morbidade e mortalidade. Além disso, as fraturas osteoporaéticas
apresentam grande impacto econdmico pelos altos custos que elas geram
(COMPSTON, 2010).

A osteoporose resulta de desequilibrio na remodelagao do tecido 6sseo, seja
por aumento da reabsorgcdo, diminuicdo da formagdo ou ambas. A remodelagao
0ssea € um processo fisiologico que consiste na renovagéo do tecido, com o objetivo de
manter a forga do 0sso. Esse processo ocorre em unidades multicelulares microscépicas
chamadas de BMU (unidade 6ssea multicelular), formadas pelos osteoclastos —
células responsaveis pela reabsorcao — e pelos osteoblastos, células formadoras de
0sso (PARFITT, 1984). Além disso, também participam deste processo os ostedcitos,
células que sinalizam o inicio da remodelacao ao detectar as alteragcdes biomecanicas e
microestruturais do tecido 6sseo local. Existe uma interagdo entre osteoblastos e
osteoclastos, mediada principalmente pelo ligante do receptor ativador do NF-xf
(RANK-L) e osteoprotegerina (OPG). O RANK-L é expresso na superficie do osteoblasto
e tem como funcgéo estimular a diferenciacédo e atividade dos osteoclastos, atravées
da sua ligagao no receptor ativador do NF-kf3 (RANK), ativando a reabsorg¢ao éssea.
Por outro lado a OPG, que é produzida pelos osteoblastos, tem como fungéo diminuir
a reabsorgcdo 0Ossea, pois liga-se ao RANK, impedindo a interagdo RANK-RANK-L
(BOYLE; SIMONET; LACEY, 2003). Além disto, é conhecido que o RANK-L & influenciado
pela inflamagao sistémica (HARDY; COOPER, 2009). De fato, células inflamatérias

expressam 0 RANK-L e produzem citocinas inflamatérias (TNF o e interleucinas) as
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quais estimulam a reabsorcéo 6ssea, independente dos osteoblastos. Em contraste,
nao ocorre aumento da formagao 6ssea, o qual pode ser explicado pela inibicdo da
diferenciagao dos osteoblastos causada pelo TNF-a (GILBERT et al., 2000) e também
por um aumento da secre¢ao autécrina do cortisol nos osteoblastos, diminuindo a
sua fungédo (HOFBAUER et al., 1999).

Marcadores bioquimicos da remodelacdo 6ssea podem ser medidos no
sangue ou na urina com o objetivo de avaliar formacao e reabsor¢cao Ossea pela
dosagem de substéncias que sdo liberadas durante a remodelacdo (GARNERO;
DELMAS, 1997). Sdo exemplos de marcadores bioquimicos de formagdo Ossea:
osteocalcina, fosfatase alcalina especifica do osso e pré peptideos colageno tipo | N-
e C-terminal (P1INP and P1CP). Os marcadores de reabsor¢gao por sua vez sao:
peptideos do colageno tipo |, N e C terminal, peptideo tipo | C terminal gerado pelas
metaloproteinase, deoxipiridinolina ou a isoforma 5B do TRACP.

A osteoporose é tradicionalmente classificada como primaria ou secundaria.
O termo osteoporose primaria aplica-se a perda éssea associada ao processo de
envelhecimento e, nas mulheres, as perdas adicionais relacionados a menopausa.
A osteoporose pds-menopausa € caracterizada por uma diminuicdo progressiva da
massa 6ssea que comega na menopausa devido a deficiéncia de estrogeno e de
seu efeito anti-reabsorptivo. A osteoporose secundaria por sua vez, € causada ou
agravada pela exposi¢cao a outras doencgas ou medicagdes (STEIN; SHANE, 2003).
Neste caso, dependendo da idade em que o processo € iniciado, pode ocorrer a
aquisicao de um baixo pico de massa 0ssea em criangas e adolescentes ou perda 6ssea
em adultos. A DPOC e uso de GS fazem parte da lista de doengas e medicamentos que
reconhecidamente tem efeitos deletérios sobre o esqueleto (JORGENSEN et al., 2007).
O tabagismo é um fator de risco importante para o desenvolvimento de osteoporose
e fragilidade 6ssea (OLOFSSON et al., 2005; KANIS et al., 2005). A osteoporose é
clinicamente definida pela presenca de uma fratura atraumatica. O diagnédstico é
realizado pelo exame de densitometria 6ssea na coluna lombar, fémur ou no radio.
Segundo a Organizagdo Mundial de Saude (OMS), a osteoporose € diagnosticada
quando o escore T for igual ou inferior a -2,5 desvios-padrao (DP) (KANIS et al.,
1994). O escore Z é usado em jovens e mulheres na pré menopausa e indica baixa
massa 0ssea quando for inferior ou igual a -2,0. A DMO também ¢é importante por sua

correlagdo com risco de fraturas. Para cada DP abaixo do normal, o risco relativo de
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fratura aumenta 1,5 a 3 vezes (MARSHALL; JOHNELL; WEDEL, 1996). No entanto,
além da DMO, outros fatores contribuem para a forca dssea e influenciam o risco
de fraturas, tais como microarquitetura, composicdo da matriz mineral, grau de
mineralizagdo, acumulo de microdanos e a remodelagdo 6ssea (SEEMAN; DELMAS,
2006). Além disto, fatores clinicos como histéria pessoal ou familiar de fratura,
utilizacdo de GS, artrite reumatoide, tabagismo, baixo IMC e maior ingestao de alcool
foram associados a fraturas em estudos epidemioldgicos (KANIS et al., 2005;
PINHEIRO et al., 2009).

3.3 DPOC E OSTEOPOROSE

A incidéncia e prevaléncia de osteoporose em pacientes com DPOC ainda nao
foram determinadas em estudos epidemiolégicos com grande numero de pacientes.
As Informagdes sobre a frequéncia de osteoporose associada a DPOC originam-se
principalmente de estudos pequenos em pacientes que fazem uso cronico de GS.
Graat-Verboom e colaboradores (2009) realizaram uma revisdo sistematica da
literatura com objetivo de avaliar a prevaléncia de osteoporose na DPOC e sobre os
fatores mais frequentes que correlacionam estas duas doengas. Treze artigos foram
selecionados, totalizando 775 pacientes com a prevaléncia média de osteoporose de
35,1%, o qual variou entre 9 e 69%, na dependéncia da populacédo estudada e do
método usado para diagnosticar osteoporose. A prevaléncia média de osteopenia foi
38,4%, variando entre 27 e 67% em 8 estudos analisados. Entre os fatores que
correlacionaram osteoporose e DPOC, os mais frequentes foram a composicéo
corporal, uso de glicocorticoides e gravidade da doenga pulmonar. Este ultimo fator,
a gravidade da DPOC, também correlacionou-se significamente com a presenca de
osteoporose em nosso estudo transversal com 49 pacientes com DPOC e sem uso de
GS (FRANCO et al., 2009). Esses achados tem sido corroborado por outros estudos
que também correlacionaram a osteoporose com baixo IMC e menor quantidade de
massa magra (VRIEZE et al., 2007; BOLTON et al., 2004).

Pacientes com DPOC apresentam risco maior para fraturas osteoporaticas,

principalmente de corpos vertebrais. No estudo italiano EOLO que avaliou 2.981 pacientes



23

com idade superior a 50 anos, a prevaléncia de uma ou mais fraturas vertebrais foi
de 41,7% em homens e 41,2% em mulheres, sendo observada uma alta correlagéo
entre a gravidade da DPOC e a presencga de fraturas, principalmente em homens
(NUTI et al., 2009). Analise de regressao logistica demonstrou que idade, historia de
fratura prévia, baixo IMC e uso de GC foram fatores preditores das fraturas. Além disso,
a gravidade da DPOC foi altamente correlacionada com a prevaléncia de multiplas
fraturas em ambos os sexos. Estes achados confirmam os resultados dos estudos
menores em relagédo a prevaléncia de fraturas e a sua associagdo com a gravidade
da DPOC (PAPAIOANNOU et al., 2003, VESTERGAARD et.al., 2007). Neste sentido,
fatores relacionados com a gravidade da doenga pulmonar como hipoxemia/hipercapnia
e a presencga de citocinas proé-inflamatorias podem justificar estes achados. Em um
estudo em homens com DPOC uma correlagédo significativa entre o marcador de
reabsor¢ao, telepeptideo do colageno tipo | (ICTP), e PaCO, foi observada (DIMAI et al.,
2001). Além disto, os pacientes com hipercapnia (PaCO, > 45mm Hg; n=35)
apresentaram uma menor DMO em relagdo aos que apresentaram eucapnia
(PaCO; = 35-45mm Hg; n=36), sendo sugerido que a perda 6ssea na DPOC pode
ser parcialmente atribuida ao aumento da reabsorgao dssea associado ao aumento
da PaCO.,. Por outro lado, Farli e colaboradores (2008) sugeriram que a inflamagéo
da DPOC se associa com aumento da reabsorcido éssea baseado na correlacéo
positiva entre marcadores de reabsorg&o 0ssea e a expressao do receptor do TNFa que

eles encontraram num grupo de pacientes com DPOC aguardando transplante pulmonar.

3.3.1 Fatores contribuintes para osteoporose na DPOC

Tabagismo

A nicotina é considerada um dos componentes mais tdxicos do cigarro. Estudos
in vitro mostraram que a nicotina inibe a proliferagao e a diferenciacdo dos osteoblastos
bem como a fungéo osteoblastica (NAKAYAMA et al., 2008). Em contrapartida, alguns
estudos demonstraram que a nicotina aumenta a proliferacdo de osteoblastos em
animais e seres humanos (KAMER et al., 2006). Estes resultados contraditérios podem

ser explicados pelas diferengas nas concentragdes séricas de nicotina (FANG et al.,
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1991); em concentragdes altas (>1mmol/L) a nicotina exerce uma agao anti-proliferativa
sobre os osteoblastos, ao passo que em concentragdes mais baixas (0,01-10 micromol/L)
ela tem um efeito estimulatério (WALKER et al., 2001). A nicotina também pode induzir
a secrecao de citocinas pelos osteoblastos, incluindo IL-6 e TNF (KAMER et al., 2006).
Os horménios calciotropicos, como o PTH e a calcitonina, também podem ser afetados
pela nicotina. Estudos em animais demonstraram que existe aumento da concentracao de
PTH e diminuicdo de calcitonina na vigéncia de altas concentragbes de nicotina
(IWANIEC et al., 2001).

O tabagismo se associa com aumento dos hormonios adrenais e reducao dos
hormonios esteroides (HAUTANEN et al., 1993; SUPERVIA et al., 2006). A diminui¢édo
dos niveis séricos de estrogénio nos fumantes pode ser explicada por diversos
mecanismos. O fumo induz a degradacao hepatica do estradiol, levando a um aumento
da proteina ligadora dos horménios sexuais (SHBG) e consequente diminuicdo de
estrogénio biologicamente ativo (DANIEL; MARTIN; FAIMAN, 1992). Ele também pode
provocar redugao na aromatizagao do estrogénio (MICHNOVICZ et al., 1986) e diminui¢cdo
da sua disponibilidade (MEEK; FINCH, 1999). Esses efeitos podem resultar em
menopausa precoce (JICK; PORTER, 1977; McKINLAY; BIFANO; McKINLAY, 1985) ou
em resposta diminuida a terapia hormonal nas mulheres fumantes (KOMULAINEN
et al., 2000). O tabagismo € um fator de risco independente para osteoporose tanto
nos homens como nas mulheres. Existe uma alta prevaléncia de fraturas e baixa DMO
entre os fumantes (LAW; HACKSHAW, 1997; KANIS et al., 2005; OLOFSSON et al., 2005).
Uma meta-analise demonstrou um efeito negativo dose dependente do cigarro sobre
a massa 0ssea, sendo mais importante nos fumantes quando comparados com ex-
tabagistas (WARD; KLESGES, 2001). Outra meta-analise demonstrou uma associagao
entre tabagismo e risco de fraturas, sendo maior para fratura de quadril (VESTERGAARD;
MOSEKILDE, 2003; KANIS et al., 2005). Similarmente, o estudo BRAZOs demonstrou
que o tabagismo €& um fator de risco importante para a ocorréncia de fraturas
osteoporéticas em uma amostra representativa de homens e mulheres no Brasil
(PINHEIRO et al., 2009). Estes resultados sugerem que o tabagismo interfere na
qualidade e na microestrutura 6ssea. De acordo, um estudo realizado com 1068
homens mostrou que os individuos tabagistas apresentavam uma menor espessura
cortical na tomografia quantitativa computadorizada periférica (pQCT) em comparagao
com os nao tabagistas (LORENTZON et al., 2007).
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Vitamina D

A vitamina D desempenha um papel vital na mineralizagdo 6ssea e no
metabolismo do calcio e do fosforo (HOLICK, 2006). Ela € considerada um pro-horménio
esteroide com duas formas moleculares: vitamina D3 (colecalciferol) e vitamina D2
(ergocailciferol). A principal fonte de vitamina D é enddgena, sendo sua produgao
estimulada pela exposigcao solar, com menores quantidades sendo obtidas em alguns
alimentos, como peixes oleosos (por exemplo, salméo) e 6leos de peixe, incluindo o
oleo de figado de bacalhau (CHEN et al., 2007). Durante exposi¢ao a luz solar, o
7-dehidrocolesterol (DHC-7) é convertido em pré-vitamina D3 (preD3) na pele e esta,
em seguida, é transformada em vitamina D3. A vitamina D (D representa D2 ou D3)
sintetizada na pele ou ingerida na dieta € convertida pela enzima vitamina D-25-
hidroxilase (25-OHase) em 25-hidroxivitamina D [25 (OH) D]. Esta, por sua vez, é
convertida nos rins pela agdo da 25-hidroxivitamina D1-hidroxilase (1-OHase) em
sua forma biologicamente ativa, que é a 1,25-dihidroxivitamina D (1,25(0OH)2D ou
calcitriol). O calcitriol aumenta a absorg&o intestinal de calcio, e estimula a atividade
osteoclastica (DELUCA, 2004). Esta ultima ag&o ocorre por agao do calcitriol sobre
seu receptor nos osteoblastos, o que provoca aumento na expressdao do receptor
ativador de ligante NFkappaB (RANKL).

A vitamina D apresenta varias fungdes nao esqueléticas, incluindo efeitos
anti-proliferativos e de modulagdo (NAGPAL; NA; RATHNACHALAM, 2005). Inumeras
acoes da vitamina D que podem ser relevantes na fisiopatologia de doencas respiratorias,
como a inibicdo da formacao das metilproteinases da matriz, proliferagéo dos fibroblastos
e sintese de colageno (DOBAK et al., 1994). Além disso, receptores de vitamina D
estao presentes no musculo esquelético e fraqueza muscular e aumento do risco de
quedas tem sido associados com deficiéncia de vitamina D (BISCHOFF-FERRARI
et al., 2004). Uma eventual deficiéncia de vitamina D poderia, assim, ser um fator
agravante em pacientes com DPOC, pela potencial piora da fungéo pulmonar e maior
comprometimento da fungdo dos musculos respiratérios. Um estudo epidemiolégico
encontrou uma importante correlacdo entre os niveis séricos de 250HD e VEF;,
mesmo apos um ajuste para a atividade fisica, idade, histéria de tabagismo, IMC e
ingestao de vitamina D (BLACK; SCRAGG, 2005). Outra potencial agdo da vitamina D
€ no sistema imunoldgico por uma mediacéo da imunidade inata (GINDE et al, 2009).

A vitamina D apresenta acido moduladora na funcdo da célula T e produgdo de
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interleucina 10 (IL-10) e aumenta a expressao do peptideo antimicrobianao catelicidina
que é importante na defesa do hospedeiro contra a infecgdo do trato respiratorio.
Clinicamente, alguns autores demonstraram risco maior de infecgédo respiratoria em
individuos com niveis séricos de vitamina D menor do que 10 ng/mL comparados
aqueles com niveis maiores que 30 ng/mL (GINDE, MANSBACH; CAMARGO JR.,
2009). Além disto, estudos recentes com pacientes asmaticos tém observado uma
associacao entre baixas concentragcdes de vitamina D e piora da fungdo pulmonar,
aumento da hiperresponsividade das vias aéreas e maior necessidade de glicocorticoide
(SUTHERLAND et.al., 2010; SEARING et.al., 2010, BREHM et.al., 2010).

A 250HD é a forma circulante principal da vitamina D, com meia vidade 2 a 3
semanas. A maioria dos estudos define que uma concentragdo sérica de 250HD igual
ou menor que 50nmol/L (20ng/mL) é indicativa de deficiéncia de vitamina D, entre
51-74nmol/L (21-29ng/mL) indica insuficiéncia de vitamina D e concentracées maiores
que75nmol/L (30ng/mL) sdo adequadas (MALABANAN; VERONIKIS; HOLICK, 1998;
HOLICK, 2007). Em adultos a deficiéncia de vitamina D pode levar a diminuigdo da
massa O0ssea, aumentar o risco de fraturas osteoporoticas (LARSEN; MOSEKILDE;
FOLDSPANG, 2004), e provocar defeito de mineralizagdo (HOLICK, 2007). A deficiéncia
de vitamina D é muito prevalente em todo o mundo (ERKAL et al., 2006; HOLICK,
2007; HOLICK et al., 2005). Na cidade de Sdo Paulo ha uma alta prevaléncia de
insuficiéncia de vitamina D em idosos, atingindo percentuais de 43% naqueles
avaliados em ambulatérios e 71% nos avaliados em asilos e instituicbes similares
(SARAIVA et al., 2007). Poucos estudos avaliaram as concentragdes séricas de
vitamina D em pacientes com DPOC (RIANCHO; ZARRABEITIA; GONZALEZ MARCIAS,
1987; FORLI et al., 2004; DIMAI et al., 2001; FRANCO et al., 2009). Alguns demonstram
que estes pacientes apresentam menores niveis de 250HD, o qual poderia ser
explicado em parte, pela diminuicdo da atividade fisica e exposi¢cao solar, que
frequentemente acompanham estes pacientes. Em nossos pacientes com DPOC
grave, encontramos uma correlagdo entre as concentragbes séricas de 250HD e
saturacao de oxigénio, sugerindo que a 250HD pode ser um marcador da gravidade da
doenca pulmonar (FRANCO et al., 2009).
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Glicocorticoide

Embora os beneficios do uso crbénico de GS e Gl sobre a fungado pulmonar no
tratamento da DPOC seja bastante controverso, o uso terapéutico destas medicagdes é
bastante frequente na pratica clinica. A principal indicagao atual dos glicocorticoides &
nos pacientes gravemente enfermos que apresentam maior tendéncia a exacerbagdes
da DPOC (JARAD et al., 1999; FROMER; COOPER, 2008). O uso crdnico do GS é um
fator de risco para osteoporose e fraturas em pacientes com DPOC, como também
em outras doencgas crbénicas (McEVOY et al., 1998; NUTI et al., 2009). Pacientes que
recebem dose alta de GS podem apresentar uma perda rapida da DMO em um
periodo de 6 meses e podem apresentar fraturas por fragilidade, independente da DMO
(SHANE et al., 1997; PEARCE et al., 1998). Existem varios mecanismos que explicam
este efeito deletério rapido dos glicocorticoides sobre o esqueleto (CANALIS, 1996).
O principal € na reducao da formacao ossea devido ao efeito direto sobre os osteoblastos
(DEMPSTER, 1989). Adicionalmente, ocorre reducdo da absor¢do e aumento da
excregao de calcio, que resulta em hiperparatireoidismo secundario, que por sua vez
ativa os osteoclastos e leva a aumento precoce e transitorio na reabsorcdo dssea.
O papel dos Gl na redugdo da DMO e no risco de fraturas é controverso. Em geral,
alteragbes nos marcadores da remodelagdo 6ssea como a osteocalcina observadas
com Gl sdo menores do que aquelas vistas com o GS, sugerindo um efeito mais
brando do Gl sobre o metabolismo 6sseo (JOHNELL et al., 2002). Uma meta-analise
realizada em 1999 avaliou o efeito do GI em pacientes asmaticos e concluiu que
apenas doses acima de 1,5mcg/dia (0,75mg/dia para propionato de fluticasona)
resultavam em uma reducao significativa da DMO (LIPWORTH, 1999). Posteriormente,
varios estudos realizados com diferentes doses e tipos de Gl, apresentaram conclusdes
discordantes (LUNG HEALTH STUDY RESEARCH GROUP, 2000; MATSUMOTO et al.,
2001; ADAMS; BESTALL; JONES, 2002; JOHNELL et al., 2002; RICHY et al., 2003;
HALPERN et al., 2004; SCANLON et al., 2004).

Estudo longitudinal que avaliou 1.671 pacientes com asma e DPOC em uso
de GI por um periodo de 9 anos, concluiu que o uso do Gl foi fator de risco
independente para fraturas, principalmente em individuos expostos a doses diarias
superiores a 600mcg (HUBBARD et al., 2006). Em conjunto, os trabalhos indicam que
os efeitos deletérios dos Gl sobre a massa 6ssea parecem depender da dose e do

periodo de tempo de tratamento, com consideravel susceptibilidade individual.
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3.4 HISTOMORFOMETRIA OSSEA

A histomorfometria consiste em um exame histoldégico de uma bidpsia 6ssea
calcificada com o objetivo de obter informagao quantitativa sobre a remo-delacao e a
estrutura 6ssea (PARFITT, 1983a). Tradicionalmente, a analise é realizada em cortes
2D, porém destinados a determinacéo de parametros 3D, o qual € possivel através da
teoria da estereologia (PARFITT, 1983b). Esta teoria tem sido uma ferramenta importante
e eficiente para muitas aplicagbes da microscopia, o qual utiliza a geometria
probabilistica para o calculo das estimativas. Os avangos mais importantes na
histomorfometria 6ssea ocorreram nas décadas de 50 e 60 do século passado, devido a
duas grandes descobertas: o0 advento da plastificagdo que permitiu uma alta qualidade
dos cortes histolégicos do osso mineralizado (FROST, 1958) e o uso de agentes
fluorescentes (exemplo: a tetraciclina) como marcadores do tecido 6sseo, que se
incorpora na frente de mineralizagdo e permite o estudo dinamico da formacéo 6ssea
(FROST, 1969). O esquema de uso da tetraciclina varia de acordo com diferentes
protocolos, mas em geral ela € administrada em dois turnos separados por um intervalo
sem a medicacado. A tetraciclina se deposita nos sitios de formagao de osso recém-
formado, ligando-se irreversivelmente a hidroxiapatita na frente de mineralizagéo.
Uma dupla marcacao acontece quando a formagao 6éssea em um determinado sitio
esta acontecendo durante a sequéncia inteira do uso da tetraciclina. Diferente da
marcagao simples, a qual acontece quando a formagao dssea iniciou apds 0s primeiros
dias de uso de tetraciclina ou terminou antes do segundo curso da administragao de
tetraciclina. Além disto, a marcacao simples pode ocorrer quando a formacao 6ssea
esta muito lenta.

A crista iliaca € o sitio preferido para bidpsia dssea, sendo que o fragmento
ideal deve conter as corticais interna e externa com osso trabecular entre elas.
A biopsia 6ssea € um procedimento seguro, bem tolerado e as complicagdes graves
sdo incomuns. Em uma grande série com 9.131 pacientes biopsiados, somente 64
(0,7%) apresentaram alguma complicagdo, sendo hematoma e dor local os mais
frequentes (RAO, MATKOVIC; DUNCAN, 1980). Apds o procedimento, o fragmento
0sseo é encaminhado a um laboratério especializado para preparo do material para

a analise histomorfométrica.
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Os parametros histomorfométricos analisados sao divididos em duas categorias:
estruturais e remodelagao, sendo este ultimo dividido em parametros estaticos e dinamicos.
A histomorfometria 6ssea para fins clinicos € tipicamente limitada a analise de osso
trabecular, sendo a analise do osso cortical, superficie endocortical e periésteo, mais
usada em situagdes especiais, como no estudo de individuos em crescimento (RAUCH,;
TRAVERS; GLORIEUX, 2006) e na avaliagdo da resposta a terapias anabdlicas
(LINDSAY et al., 2007).

Devido as dificuldades praticas na realizacdo das bidpsias dsseas em individuos
normais, existem relativamente poucos estudos que avaliaram a histomorfometria
Ossea de pessoas saudaveis em diferentes populagdes (VEDI et al., 1982; RECKER
et al., 1988; DOS REIS et al., 2007). Porém todos os estudos mostraram uma alta
variabilidade nos parametros estruturais e dinamicos entre individuos saudaveis e
também entre diferentes tipos raciais (PARISIEN et al., 1997). No Brasil, um estudo
histomorfométrico realizado em 125 cadaveres revelou diferengcas nos parametros
estruturais e de remodelagcéo estatica entre diferentes idades, racas e sexo (DOS
REIS et al., 2007).

Os achados histomorfométricos de mulheres com osteoporose pés-menopausa
caracterizam-se por uma reducdo do volume trabecular, o qual resulta da perda
progressiva das trabéculas que provoca diminuigdo da conectividade 6ssea (ARLOT
et al., 1990; ERIKSEN et al., 1990). Além disto, ocorre frequentemente redugéo da
espessura cortical e trabecularizagdo da superficie endocortical, acompanhada de
aumento da remodelagao local (GARCIA CARASCO et al., 1989). Entretanto, os indices
dindmicos da remodelagao 6ssea variam muito, sendo dificil estratificar a osteoporose
pds-menopausa como de alta, normal ou baixa remodelagdo (ARLOT et al., 1990;
ERIKSEN et al., 1990; GARCIA CARASCO et al., 1989; KIMMEL et al., 1990). Isto se
deve ao fato que na maioria dos casos a bidpsia 6ssea é realizada em um estagio
avangado da doenca, num momento em que as anormalidades do metabolismo

0sseo que levaram a reducao da massa 0ssea podem nao ser mais evidentes.
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3.5 MICROTOMOGRAFIA COMPUTADORIZADA (uCT)

A uCT da biopsia 6ssea é uma técnica de alta resolucdo que faz a medida
volumétrica do fragmento 6sseo em 3D. E um método ndo destrutivo que possibilta
uma medida direta dos parametros estruturais, permitindo uma quantificacédo direta da
microarquitetura éssea (MULLER et al., 1996; RUEGSEGGER; KOLLER; MULLER, 1996;
HILDEBRAND et al., 1999). Esta técnica depende da imagem do raio X em 3D,
semelhante a usada na tomografia computadorizada, mas em menor escala e com
uma resolugédo espacial aumentada. A uCT do material da bidpsia 6ssea pode ser
realizada tanto antes, como posteriormente ao preparo do fragmento 6sseo. A uCT
tem sido muito usada em estudos clinicos para novas medicagdes estudadas para o
tratamento da osteoporose (FOX et al., 2005; CHEN et al., 2007; RECKER et al., 2008;
RECKER et al., 2009a; RECKER et al., 2009b). Nenhum estudo avaliou a estrutura

Ossea através da uCT em pacientes com DPOC.
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4 PACIENTES (SUJEITOS) E METODOS

4.1 PACIENTES

Pacientes com diagndstico espirométrico de DPOC foram recrutados do
Laboratorio de Fungéo Pulmonar e do ambulatério de DPOC do Servigo de Pneumologia
do Hospital de Clinicas da UFPR, no periodo entre margo de 2006 e junho de 2008.
Os critérios de inclusdo no estudo foram mulheres na menopausa (amenorreia ha
mais de 1 ano ou FSH > 40U/L) com idade superior a 45 e inferior a 75 anos, critérios
diagnosticos clinicos e espirométricos (GOLD) de DPOC tabagica e diminuicdo da DMO
(Escore T score < -1,5 em qualquer sitio avaliado). Foram excluidas as pacientes
com histéria de uso de glicocorticoide oral por um periodo consecutivo superior a 3
meses em dose diaria maior que 5mg de prednisona ou equivalente (AMERICAN
COLLEGE OF REUMATHOLOGY AD HOC COMMITTEE ON GLUCOCOTICOID-INDUCED
OSTEOPOROSIS, 2001). Também foram excluidos as pacientes cuja exposi¢ao a
dose cumulativa de prednisona ou equivalente foi maior ou igual 1000mg por pelo
menos 5 anos, periodo este que o paciente esta em acompanhamento no HC
(DUBOIS et al., 2002). As pacientes alérgicas a tetraciclina, aquelas com doencgas ou
em uso de medicagdes que afetam o metabolismo ésseo, incluindo hiperparatireoidismo,
hipertireoidismo, doencga inflamatoria intestinal, insuficiéncia renal crénica, doenga
hepatica, diabetes mellitus tipo 1, uso de drogas antiepilépticas, analogos do LHRH,
bisfosfonatos, teriparatida, ranelato de estroncio, e moduladores seletivos do receptor
de estrogénio (SERMs) foram excluidas. As pacientes com antecedentes de terapia
estrogénica e que pararam tratamento ha pelo menos 2 anos antes da biopsia éssea
foram permitidas a participarem do estudo. Este estudo foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa em Seres Humanos do HC da UFPR, e todas as pacientes

assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (em anexo).



32

4.2 CONTROLES

421 Controles da histomorfometria

Trinta e trés bidpsias 6sseas de mulheres caucasianas menopausadas saudaveis
foram usadas como controle para parametros estaticos e dindmicos de histomorfometria
0ssea (RECKER et al., 1988). Estas mulheres foram selecionadas na cidade de Omaha
NE (EUA) ap6s uma histdria clinica, exame fisico e avaliagado bioquimica (multicanal)
normais. Excluiram-se as mulheres que apresentavam fratura patolégica, DPOC, neoplasia
maligna, insuficiéncia renal crénica, acidose tubular renal, faléncia cardiaca congestiva,
cirrose hepatica, doenga gastrointestinal ou doengas que fazem hipo ou hiperatividade
das glandulas adrenais, tireoide e paratireoide. Além disto, o uso de qualquer medicacao
com potencial interferéncia sobre o metabolismo ésseo nos ultimos 2 anos também
foi considerado critério de exclusdo. Todas as mulheres selecionadas receberam duas
doses de tetraciclina antes da bidpsia conforme o seguinte esquema: Tetraciclina 250mg
4 vezes ao dia por 3 dias (marcagdo 1), seguido de um periodo de 14 dias sem
medicacao, e mais 3 dias de tetraciclina na mesma dose (marcagao 2). Este estudo
foi realizado entre os anos de 1985-1987, sendo os blocos das bidpsias ndo mais
existentes, entretanto cortes histoldgicos provenientes de duas regides distintas do
bloco (separadas por 200u) estavam disponiveis para analise. Destes cortes, utilizamos
os cortes corados com Tricromico de Goldner e cortes nao corados para a realizagao

da analise das marcacdes com tetraciclina.

4.2.2 Controles da microtomografia computadorizada

Treze blocos contendo fragmento ésseo de um estudo realizado em cadaveres
de mulheres na menopausa provenientes de Sao Paulo e regiao metropolitana, cujo
fragmento 6sseo foi retirado juntamente com a necrépsia foram usados como
controles para a UCT (DOS REIS et al., 2007). Neste estudo com 119 individuos, 56
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eram do sexo feminino, sendo 16 com idade superior a 50 anos. A maioria foi vitima
de morte violenta e as outras causas foram infarto do miocardio (30%),hemorragia
intracraniana (5%) e em 3% dos casos a causa de morte nao foi determinada. No
momento em que a familia autorizou a necrépsia, uma histéria médica detalhada foi
obtida, excluidas aquelas que tinham antecedentes de doenga gastrointestinal,
cirurgia de intestino, doenga hepatica, doenca renal, doengca Osteo metabdlica,
antecedentes de imobilizagdo prolongada e uso de medicag¢des que interferissem no
metabolismo 6sseo. De 16 blocos com fragmentos ésseos de mulheres que estavam
na menopausa no momento da morte, 13 estavam em condi¢des para uCT e foram
enviados ao Laboratério de Bioengenharia Ossea do Departamento de Engenharia

Biomédica da Universidade Columbia.

4.3 PROTOCOLO DE ESTUDO

Neste estudo transversal, inicialmente os prontuarios médicos de mulheres na
menopausa com diagnostico espirométrico de DPOC foram avaliados com objetivo de
afastar outras causas secundarias de osteoporose. Na sequéncia, as pacientes cujo
informagdes médicas disponiveis nao demonstraram outras causas de osteoporose,
foram convocadas para uma visita na Unidade de Metabolismo Osseo do SEMPR,
onde foram orientadas quanto ao protocolo de estudo e ao procedimento da bidpsia e
apresentadas ao TCLE. Em seguida, leram e assinaram o TCLE, foram submetidas a
anamnese, exame fisico, coleta de sangue, densitometria 6ssea e um questionario
que avaliou:

- ldade e tempo de menopausa.

- Tempo de diagnéstico do DPOC.

- Antecedentes de fratura por fragilidade durante a vida adulta e uso de

medicacgdes (passado e presente).

- Histdria de tabagismo presente ou passada e exposi¢cao cumulativa (numero

de magos de cigarros ao dia e por ano de tabagismo). Pacientes que pararam
o tabagismo em um periodo inferior a seis meses, forma considerados

como fumantes.
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Além disto, na revisdo cuidadosa nos prontuarios foi identificado uso de GS e
glicocorticoide inalatério (Gl), bem como as doses e tempo de uso dos mesmos. Em
relacdo o GS, as doses usadas durante exacerbacdes foram quantificadas pelo
calculo da dose cumulativa por periodo médio de 5 anos, multiplicando-se a dose
diaria (equivalente a prednisona) pelo numero de dias utilizados. O unico Gl inalatério
usado pelas pacientes foi a budesonida em doses diarias de 400mcg (1 dose diaria)

ou 800mcg.

4.3.1 Teste de funcio pulmonar

Todas as pacientes selecionadas tinham pelo menos um exame de espirometria
prévio realizado no Laboratério de Funcdo Pulmonar do Hospital de Clinicas da UFPR,
conforme recomendacgdes da Sociedade Brasileira de Pneumologia e Tisiologia (SBPT)
(PEREIRA; NEDES, 2002). Estes exames utilizam o aparelho Survey Plus (Collins
Medical, Louisville, KY, USA), o protocolo e os valores de referéncia estabelecidos
por Knudson 76 para avaliagdo dos desvios da normalidade (KNUDSON; BURROWS;
LEBOWITZ, 1976). Neste estudo, foram considerados os resultados do FEV,, previsto
e a razao FEV1/FVC para o diagnéstico de DPOC quando a razao VEF:/CVF pos-
broncodilatador (salbutamol 400mcg) fosse menor que 0,7 (PEREIRA; NEDES, 2002).
As pacientes com DPOC foram classificadas de acordo com a gravidade da obstrugao
pulmonar estabelecida por valores de VEF; e a presenga de sintomas clinicos,
seguindo os critérios de GOLD (RABE et al., 2007).

- Estagio | - DPOC leve com ou sem sintomas de tosse e expectoracéao.

A relagcdo VEF./CVF péds-broncodilatador € menor que 70% e VEF, &
maior ou igual 80%.

- Estagio Il - DPOC moderada, com VEF, entre 50-80%. Em geral ocorre
dispneia ao exercicio e a maioria dos pacientes procura auxilio médico
nesta fase.

- Estagio Ill - DPOC grave, com VEF; entre 30-50%. Nesta fase as
exacerbacdes da doenca sao frequentes e com um decréscimo da qualidade

de vida.
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Estagio IV - DPOC muito grave. Esta fase caracteriza-se por VEF; <30%
ou insuficiéncia respiratéria crbnica, ou seja, pressao arterial parcial de
oxigénio (PaO;) <60mmHg com ou sem pressao parcial de gas carbdnico

(PaCO0,) arterial >50mmHg ou insuficiéncia cardiaca direita (cor pulmonale).

4.3.2 Densidade mineral 6ssea (DMO)

A DMO foi avaliada pela medida de absor¢do de raio-x de dupla energia (DXA)
com o equipamento Hologic QDRW 1000 (Hologic, Bedford, MA, USA) na Unidade

de Metabolismo Osseo do SEMPR. As regides avaliadas foram coluna lombar (CL),

colo de fémur, e fémur total. Pacientes com T score < -1,5 em qualquer sitio foram

selecionadas para o presente estudo.

4.3.3 Exames laboratoriais

Os seguintes exames foram realizados na visita inicial das pacientes, com

excegao da gasometria que foi colhida no momento da bidpsia dssea:

Calcio total, [valor de referéncia (VR) 9 a 10,8 mg/dL]; fésforo, VR 2,5 a
4,8mg/dL; albumina, VR 3,4 a 4,8g/dL; fosfatase alcalina, VR 64 a
300U/L; e creatinina, VR 0,6 a 1,22mg/dLlI.

Estas dosagens foram realizadas no Laboratério Central do HC-UFPR,
Setor de Bioquimica, no aparelho ADVIA650 (Bayer, Leverkusen, Alemanha).
Para gasometria arterial usou-se o0 analisador de gas sanguineo pH348
(Bayer, Leverkusen, Alemanha), com os seguintes VR: pH 7,33 a 7,43;
pO, 80 a100mmHg; pCO, 32 a 50 mmHg; bicarbonato 23 a 27mmol/L; e
saturacao de O, >95%.

A dosagem do PTH molécula intacta foi realizada no Laboratério Central do
HC-UFPR, Setor de Horménios, por quimioluminescéncia (DPC, Immulite
2000, Los Angeles, EUA) com VR de12 a 65pg/ml.
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- A dosagem de 250H D foi realizada em duplicata por radioimunoensaio
(DiaSorin Stillwater, Minnesota, EUA) no Laboratério Alvaro (Cascavel,
PR) no final do estudo. O coeficiente de variagdo intra-ensaio, de acordo
com especificagdes do fabricante € menor do que 12,9 % para faixas de
concentracao entre 7,2 — 128 ng/ml. Niveis de 250H D igual ou superior a
30ng/mL (75nmol/L) foram considerados como suficiéncia de vitamina D,
entre 21 e 29ng/mL (52 to 72nmol/L) como insuficiéncia de vitamina D e
inferiores a 20ng/mL (50nmol/L), como deficiéncia (HOLICK, 2007).

4.3.4 Biopsia 6ssea

Aproximadamente 1 semana apos a primeira visita, os exames laboratoriais
estavam prontos, com excecao da determinacdo de 250HD. As pacientes que nao
apresentaram nenhuma alteracao laboratorial foram selecionadas para bidpsia.
Nestas pacientes, coleta de sangue para dosagem de exames pré operatorio como
hemograma, coagulograma e glicemia foi realizado. As pacientes foram ent&do
chamadas para uma segunda visita, onde foram devidamente orientadas quanto ao
uso de tetraciclina seguindo o seguinte esquema (3:10:3): tetraciclina 500mg duas
vezes ao dia por 3 dias (marcacao 1), seguido por um periodo sem tetraciclina de 10
dias e ap6s mais 3 dias de tetraciclina na mesma dose inicial (marcagao 2), sendo as
bidpsias realizadas no terceiro dia apds a ultima dose de tetraciclina. Durante o
periodo de uso de tetraciclina, contato telefénico foi realizado para certificar que as
pacientes estavam tomando a medicacdo adequadamente.Todas as bidpsias foram
realizadas no Centro Cirurgico do HC-UFPR, em condi¢des estéreis, com as pacientes
previamente sedadas com uma inje¢do IM de 5mg de midazolan administrada 30
minutos antes do procedimento. As bidopsias foram feitas na crista iliaca a 2cm
posterior e inferior da espinha iliaca antero-superior. Inicialmente, com a paciente em
decubio dorsal, procedia-se a assepsia da regido iliaca com alcool iodado, colocando-se,
em seguida, sobre a regido um campo cirurgico fenestrado. Apos anestesia local de
todos os planos, pele, subcutaneo e peridsteo externo e interno com lidocaina 2%

(10 a 20ml), procedia-se incisdo de 3cm na pele, seguido de divulsdao do subcutaneo
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e musculo, dirigindo-se ao periésteo até criar um pertuito entre a pele e o peridésteo
externo. Neste pertuito foi introduzido a trefina de Bordier com didmetro interno de
7,5mm e com seus bordos serrilhados fixando-se ao peridsteo externo. Em seguida,
conectamos a porcao distal da trefina a um drill elétrico (Gauthier Medical,
Rochester, MN, EUA), o qual propiciou o avango da trefina lentamente através do
tecido 6sseo até atingir o osso cortical interno (Figura 1). Apés esta transfixao do osso
iliaco, a trefina é retirada e o fragmento ésseo é desprendido do lumen da trefina e
imediatamente fixado em etanol a 70%. Apds extragdo do fragmento fazia-se
compressao hemostatica com gaze durante 10 minutos e em seguida, sutura da pele
com fio mononylon 3.0, e curativo compressivo local. As pacientes eram orientadas a
ficar em decubito lateral por 2 horas e apdés eram liberadas para casa com a
orientacdo de restricdo da atividade fisica durante as préximas 48 horas e uso de
analgésicos, se necessario. Todas as pacientes retornaram 7 dias apos a bidpsia

para retirada dos pontos e avaliagao da cicatriz.

FIGURA 1 - BIOPSIA OSSEA USANDO A TREFINA CONECTADA AO DRILL
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4.3.5 Preparacao do material da biopsia 0ssea

Os fragmentos das bidpsias eram encaminhados para o Laboratério de Fisiologia
Renal da Disciplina de Nefrologia da Universidade de Sao Paulo no mesmo dia do
procedimento, via correio. Os fragmentos permaneciam em frascos inicialmente com
etanol 70% por 3 dias (fixagédo), seguido por 3-5 dias em etanol 100% (desidratagao)
e depois em tolueno (clareamento) por 1 dia. Apds, os fragmentos eram embebidos
por 3 dias em 3 diferentes solugdes contendo metilmetacrilato: solugao | 25% de
dibutilftlato/75% de metilmeacrilato; solugao Il 25% de dibutilftlato/75% metilmetacrilato +
1g de peroxido de benzoila (1%); solugao Il 25% de dibuitilftlato/75% metilmetacrilato +
2g peroxido de benzoila (2%). Posteriormente, os fragmentos — ainda dentro dos
vidros — eram colocados em uma estufa a 37°C por 24 horas, até a total
polimerizagcao do metacrilato O frasco era entdo quebrado, formando com o auxilio

de uma serra, um bloco retangular, que era lixado na sequéncia.

4.3.6 Microtomografia computadorizada

Apos os fragmentos Osseos serem devidamente processados, os blocos
foram enviados, seguindo normas da ANVISA, ao Laboratério de Bioengenharia Ossea do
Departamento de Engenharia Biomédica da Universidade Columbia, em Nova York,
EUA, para a realizagdo das uCT. Neste laboratério foram escaneados os blocos das
bidpsias das pacientes com DPOC e também dos controles pelo mesmo investigador,
usando o aparelho de uCT VivaCT 40uCT imaging system (Scanco Medical, Bassersdorf,
Suiga) com resolugédo de 21um. Apds o escaneamento de cada bloco, uma imagem
do fragmento 6sseo foi reconstituida em 3D e as traves 6sseas separadas da medula
0ssea usando a técnica de Gaussian e um limiar padronizado (KIM et al., 2007). Na
imagem disponivel no computador, € adicionado um volume cilindrico de interesse (VOI)
medindo 1 x 0,5cm no centro do compartimento do osso trabecular. Posteriormente,
este VOI é extraido e submetido a uma analise morfolégica 3D que € modelo-
independente. Baseado na imagem O&ssea trabecular limitada, a fragdo do volume

osseo (BV/TV) foi determinada dividindo o volume 6sseo (BV) pelo volume total (TV)
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de interesse. A espessura trabecular (Tb.Th) foi avaliada através de uma transformacao
a distancia da imagem das traves 6sseas em 3D e entdo determinada pela média
do didmetro do maximo de esferas que se enquadram dentro do tecido désseo
(HILDEBRAND et al., 1999). O espacgo trabecular (Tb.Sp*) foi medido em um modelo
similar, onde a transformacao a distancia foi aplicada ao espaco da medula éssea e
n3o da imagem das traves dsseas. O nimero trabecular (Tb.N") foi determinado medindo
o inverso da distancia média entre as trabéculas ¢sseas. Além disto, a raz&o entre a
superficie e o volume 6sseo (BS/BV), o indice de modelo estrutural (SMI), a conectividade
(Conn.D), a densidade mineral do tecido (TMD) e o grau de anisotopia (DA) foram
também avaliados para cada imagem de osso trabecular. BS/BV foi calculada
através da divisdo da superficie 6ssea (BS) pelo volume 6sseo trabecular (BV), com
BS e BV determinados por uma abordagem de triangulagdo (MULLER; HILDEBRAND;
RUEGSEGGER, 1994). O SMI estima a média da proporgéo de trabéculas longas e
trabéculas curtas do osso trabecular (CHAPMAN et al., 2006); o valor de SMI varia de
0 para uma estrutura com predominio de trabéculas longas até 3 quando houver
somente trabéculas curtas. A conectividade trabecular (Conn.D) é calculada pelo
numero de trabéculas que se conectam e o numero de trabéculas isoladas no 0sso
trabecular (ODGAARD; GUNDERSEN, 1993). A densidade mineral do tecido (TMD) é o
conteudo mineral do tecido 6sseo dividido pelo volume 6sseo. Isto reflete o grau de
mineralizagdo da matriz 6ssea do fragmento 6sseo avaliado. Para mensurar a TMD,
os valores de atenuacdo da uCT foram inicialmente convertidos em densidade de
hidoxiapatita (mg HA/cm?®), através de uma conversao linear calibrada por um phantom.
O grau de anisotopia refere-se a diregado das trabéculas, sendo estas verticias ou
horizontais. Todas as andlises foram realizadas usando o programa padronizado para
analise morfolégica em HP AlphaStation do sisema da VivaCT 40 (SCANCO Medical AG,

Bassersdorf, Suica).
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4.3.7 Microtomia e coloragao

Apods os exames da uCT, os blocos das biopsias 6sseas foram levados ao
Labratério de Histmorfometria Ossea do Regional Bone Center do Hospital Helen
Hayes e cortes histolégicos foram realizados usando o micrétomo de Reichert-Jung
Polycut equipado com navalhas de tungsténio (Figura 2). Os cortes foram realizados
paralelos ao eixo longitudinal do nucleo da bidpsia. Dois grupos de cortes histoldgicos
foram obtidos, sendo a distancia entre eles de 300um. Os cortes foram feitos em
duas espessuras distintas: 20um para a visualizacdo da tetraciclina fluorescente sob
a luz ultravioleta e 7um para a analise da morfologia. Os cortes com 7um de

espessura foram corados com a técnica de Tricromio de Goldner (Figura 3).

FIGURA 2 - BLOCO DA BIOPSIA SENDO CORTADO NO FIGURA 3 - CORTES SENDO CORADOS COM TRICROMICO
MICROTOMO DE GOLDNER

4.3.8 Histomorfometria 6ssea

A histomorfometria 6ssea de pacientes e controles foram realizados pelo
mesmo investigador usando o microscopio (Nikon Labophot Il) com luz ultravioleta,
acoplado a uma camara colorida de alta resolugao digital (Olympus DP71), cursor e
uma placa digitalizadora (Drawing board VI). Para analise das imagens foi usado o
software OsteoMeasure, versao 1.2.0.0 (OsteoMetrics, Inc., Atlanta, GA).

Antes da interpretacao das bidpsias deste estudo, foram analisados 45 cortes

histolégicos como forma de treinamento, onde os resultados eram confrontados com
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os resultados previamente medidos no laboratério de histomorfometria, até se atingir

uma correlagao altamente significativa entre os laudos.

A histomorfometria do osso trabecular e cortical como também da superficie

endocortical foi realizada através da medida dos paradmetros descritos abaixo.

Os indices histomorfométricos foram usados de acordo com as recomendacdes da

Sociedade Americana para o Estudo do Metabolismo Osseo e Mineral (PARFITT et al.,

1987). Os seguintes parametros foram avaliados:

Volume Osseo Trabecular (BV/TV, %): a porcentagem da cavidade de
medula 6sea que € ocupada por osso trabecular, tanto mineralizado como
nao mineralizado.

Largura das trabéculas (Tb.Wi, em micrometros): média da medida
transversal das trabéculas 0sseas.

Numero Trabecular (Tb. N): o numero de trabéculas 6sseas por mm
de tecido.

Separagao das trabéculas (Tb.Sp.): distdncia média entre as trabéculas,
em mm.

Largura Cortical (Ct. Wi): a largura média das duas corticais, interna e
externa (Figura 4).

Superficie Osteoide (OS/BS %): a porcentagem de superficie 0ssea
coberta por osteoide (osso ndo mineralizado) (Figura 5).

Largura Osteoide (O.Wi): a largura média das camadas de osteoide,
medida em numero de lamelas (Figura 5).

Superficie Reabsorvida (ES/BS%): a porcentagem de superficie 0ssea
ocupada por cavidades de reabsorgao (lacunas de Howship), com ou sem

osteoclasto (Figura 6).
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FIGURA 4 - EXEMPLO DE MEDIDA DA

LARGURA CORTICAL DA PACIENTE N.° 3
PACIENTE N.° 19 NOTA: MB = Osso mineralizado; O = lamelas de osteoide.

FIGURA 6 - SUPERFICIE REABSORVIDA DA PACIENTE N.° 1
NOTA: RC = cavidade de reabsorgdo; MB = osso mineralizado.

Superficie de Mineralizagao (MS/BS %): a porcentagem de superficie
O0ssea que contém marcagao com tetraciclina e que reflete mineralizagcao
ativa (Figura 7). O calculo é realizado usando a medida de todas as
superficeis que contém marcacio dupla mais a metade da superficie que
contém marcagao simples em relacao a superficie 6ssea. Esta medida reflete
a proporcao de superficie 6ssea sobre o qual novo osso mineralizado
estava sendo depositado durante o periodo de marcagao com tetraciclina.

Taxa de Aposicao Mineral (MAR): é a disténcia entre os bordos de duas

marcagdes por tetraciclina dividida pelos dias decorridos entre as duas
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marcagdes por tetraciclina (medida padronizada neste estudo, 13 dias)
em um/dia (Figura 8).

Taxa de Formagido Ossea (BFR/BS): é a quantidade de osso novo formado
por unidade de superfice dssea por unidade de tempo. E calculada multipli-
cando a superficie de mineralizagao pela taxa de aposi¢ao mineral, em
um>/um?/dia.

Taxa de Aposigdo Ossea Ajustada (Aj.AR): indica a quantidade de osso
novo formado po unidade de superficie de osteoide por unidade de tempo.
E calculada através da divisdo da taxa de formacgdo 6ssea pela superficie

osteoide, em pm/dia.

FIGURA 7 - MARCACOES DUPLAS E SIMPLES COM TETRACICLINA
DA PACIENTE N.° 1
NOTA: D = marcagao dupla; S = marcagao simples.

FIGURA 8 - EXEMPLO DA MEDIDA DA TAXA DE APOSICAO MINERAL
(MAR)
NOTA: L1 = marcagao 1; L2 = marcagéo 2.
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4.3.9 Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada usando o programa SAS versao 8.2 (SAS
Institute, Cary, NC, EUA). As variaveis selecionadas para analise estatistica foram
inicialmente submetidas aos testes de Shapiro-Wilk e de Kolmogorov-Smirnov, os
quais verificaram a suposi¢ao de distribuicao simétrica das mesmas. Todas as variaveis
continuas de distribuicdo simétrica sdo apresentadas como média + DP, enquanto que
as variaveis de distribuicdo assimétrica sdo apresentadas como mediana e valores
minimo e maximo. Para comparagado das meédias das variaveis continuas simétricas
de pacientes e controles foi aplicado o teste t de Student. Os testes Mann-Whitney U
e teste de Wilcoxon Rank Sum foram usados para determinar a significancia entre
variaveis assimétricas. Todas as analises usaram testes bicaudais com nivel de
significancia minima de 5%. Os coeficientes de correlagdo de Pearson e Spearman
foram calculados para avaliar a associagao entre variaveis continuas de distribuicao

simétrica e assimétrica, respectivamente.
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5 RESULTADOS

5.1 SELECAO DAS PACIENTES PARA BIOPSIA

Noventa e trés mulheres na menopausa com diagndstico de DPOC por
espirometria foram avaliadas. Destas, cinquenta e quatro foram excluidas pelos
seguintes motivos: uso de GS por um periodo superior a 3 meses (n=20), outras
causas secundarias de osteoporose (n=12), ndo aceitaram participar do estudo
(n=8), apresentavam DPOC n&o tabagica (n=3), idade superior a 75 anos (n=10),
alergia a tetraciclina (n=1). Das 39 pacientes restantes, 9 ndo apresentaram critério
densitométrico para o estudo, 2 ja estavam em tratamento para osteoporose com
medicacao antireabsortiva, uma paciente apresentou diagnéstico de hiperparatireoidismo
primario, um tinha insuficiéncia renal e 6 ndo aceitaram o procedimento da bidpsia.
Ao final, 20 pacientes preencheram todos os critérios de inclusado e n&o apresentaram

nenhum critério de exclusdo do estudo.

5.2 CARACTERISTICAS CLINICAS DAS PACIENTES SELECIONADAS E DOS
GRUPOS CONTROLES

As caracteristicas clinicas das pacientes e dos 2 grupos controles estao
demonstradas na Tabela 1. Vinte mulheres na menopausa com DPOC foram
incluidas no estudo. A média de idade das pacientes foi de 62 anos e a média do IMC,
24,4kg/m?. Quinze pacientes (75%) eram brancas e 5 (25%), pardas. A mediana da
idade que as pacientes iniciaram menopausa era 45 anos (34-52) sendo o tempo médio
de menopausa no momento do estudo de 17,2 anos (4-28). Cinco (25%) pacientes
tinham usado estrogénio por um curto periodo de tempo. O tempo médio de duragdo da
DPOC e tabagismo documentados no prontuario eram 5 e 46 anos, respectivamente.
Todas as pacientes eram tabagistas ou tinham antecedentes de tabagismo, sendo que
50% continuavam até o periodo do estudo. A mediana da intensidade do tabagismo

quantificada em anos-maco foi 33,1(10 a 69).
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A média de idade das mulheres que fazem parte do grupo controle de
histomorfometria era 60 anos, sendo todas caucasianas. O tempo médio de anos de
menopausa foi de 13 e a mediana da idade do inicio da menopausa foi 47 (31-57).
Dados referentes ao IMC e tabagismo ndo sao disponiveis neste grupo. No grupo
controle da uCT, a média de idade das mulheres era 59,8 anos, sendo 69% brancas
e 31%, pardas. Informagdes referentes a menopausa, tabagismo e IMC ndo sao

disponiveis neste grupo.

TABELA 1 - CARACTERISTICAS CLINICAS DAS PACIENTES COM DOENGA PULMONAR OBSTRUTIVA CRONICA
(DPOC) E DOS GRUPOS CONTROLES

CONTROLES
CARACTERISTICAS CLINICAS DPOC HISTOMORFOMETRIA CONTROLES uCT
(n=20) n (n=13)
(n=33)
Idade (anos) 62,447,2 60+8,0 59,8+11,8
IMC (kg/m?) 24,4437 ND ND
Tempo de menopausa (anos) 17,247,8 1348,0 ND
Idade de menopausa (anos) 45 (34-52) 47 (31- 57) ND
Tempo de diagnéstico de DPOC (anos) 5,05,2 ND ND
Tempo de tabagismo (anos) 45,948,2 ND ND
Tabagismo (anos-mago) 33,1+16,8 ND ND
Cor da pele (brancos/pardos) 15/5 33 9/4

NOTAS: Valores sdo media ou mediana.
ND: Nao disponivel; yCT: microtomografia computadorizada.

5.3 PROVA DE FUNGAO PULMONAR, CLASSIFICACAO DA DPOC E
GASOMETRIA ARTERIAL

A média do VEF;, % do valor previsto, foi 57,5+26,8 e do valor obtido, 62,2+28,9.
A média da razao do VEF,/CVF foi 53,9+13%. A distribuicao dos pacientes de acordo com
a classificagdo de GOLD dada pelo valor de VEF, e sintomas clinicos foi: GOLD I: 3
(15%); GOLD II: 8 (40%); GOLD IlI: 6 (30%) e GOLD IV: 3 (15%) (Figura 9). A média
(+DP) da saturacéo de oxigénio medida por oximetria de pulso foi de 92,6+5,8%,
enquanto que na gasometria arterial, a média da saturacdo de oxigénio foi de
91,746,2%. Ainda na gasometria arterial foi obtido uma média do pH de 7,41+0,05;
do pCO, 38,7t8mmHg; do paO, 66,6+12,6 mmHg; e do bicarbonato que foi
24,0+ 4,3mmol/L.



FIGURA 9 - DISTRIBUICAO DAS PACIENTES COM DOENGA
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Na Tabela 2, comparamos os parametros espirométricos e resultados da

gasometria arterial de pacientes GOLD I-l1l e GOLD IllI-IV.

TABELA 2 -

RESULTADOS DA ESPIROMETRIA, OXIMETRIA DE PULSO E GASOMETRIA

ARTERIAL DO SUBGRUPO DE PACIENTES GOLD | E Il EM COMPARAGCAO COM O
SUBGRUPO GOLD Il -IV

GOLD I-II GOLD llI-IvV
(n=13) (n=7) VALOR DE p
Tempo de diagnéstico DPOC (anos) 4,3+5,8 6,243,6 NS
VEF, pés-broncodilatador (L) 75,8127 37,119,8 <0,001
VEF/CVF (%) 59,9+8,7 42,8£12,9 0,002
Bicarbonato (mmol/L) 23,7+3,5 24,5457 NS
paO, (mmHg) 67,9+13,2 64,3+11,9 NS
paCO; (mmHg) 37,4177 40,248,4 NS
Saturagéo O (%) 92474 91,244,2 NS
Oximetria (%) 94,717 88,8+8,8 0,03

5.4 DENSIDADE MINERAL OSSEA (DMO)

Dezoito pacientes apresentaram osteoporose em pelo menos um dos sitios

avaliados (escore T < -2,5) e duas pacientes, apresentaram osteopenia (paciente 2:

escore T, -1,89 na coluna lombar e fémur normais; paciente 5: escore T -1,96 na

coluna lombar e -2,0 no colo do fémur -1,56 em fémur total. A média dos valores
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absolutos da DMO da coluna lombar foi de 0,657+0,105g/cm?, colo do fémur foi

0,629+0,124g/cm 2, e do fémur total, 0,672+0,101g/cm? (Tabela 3).

TABELA 3 - RESULTADOS DA DENSIDADE MINERAL OSSEA (DMO) DAS PACIENTES COM DOENGA
PULMONAR OBSTRUTIVA CRONICA

DMO (g/cm?) MEDIA+DP T SCORE MAXIMO MINIMO
Coluna lombar 0,657+0,105 -3,37 -1,89 -6,00
Colo de fémur 0,629+0,124 -1,97 0,75 -3,39
Fémur total 0,672+0,101 -2,17 0,94 -4,00

5.5 METABOLISMO MINERAL OSSEO DAS PACIENTES COM DPOC

O valor médio do calcio sérico total corrigido pela albumina foi de 9,28+0,42mg/d|

e do fosforo sérico 3,75+0,79mg/dL (Tabela 4). A média da fosfatase alcalina e da

creatinina foi 108+47U/L e 0,83+0,14mg/dL, respectivamente. A mediana do cleareance

de creatinina, calculado pela formula de Cockroft & Gault, foi de 62,8ml/min (53,3-99,4).
A mediana da 250HD foi 21,8+10,54ng/dL, 8 (40%) tinham insuficiéncia e 8 (40%)

deficiéncia de vitamina D (<19ng/dL). Nao houve correlacdo significativa entre os

niveis de 250HD e de PTH. Os niveis séricos de 250HD nao foram diferentes entre
0s grupos GOLD I-Il e GOLD llI-IV.

TABELA 4 - METABOLISMO MINERAL OSSEO DAS PACIENTES COM DOENGA PULMONAR OBSTRUTIVA

CRONICA
DOSAGENS . ] ]
LABORATORIAIS MEDIA+DP MEDIANA MINIMO MAXIMO
Calcio (mg/dl) 9,240,4 9,2 8,6 10,3
Fosforo (mg/dl) 3,710,7 3,9 2,3 4,6
Creatinina (mg/dL) 0,83+0,1 0,9 0,6 1,0
Fosfatase Alcalina (U/L) 108+47 94 46 211
PTH (pg/ml) 51,8+21,3 47,8 22 108
250HD (ng/ml) 21,8+10,5 21,7 7,6 50,3
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5.6 MICROESTRUTURA DO OSSO TRABECULAR PELA MICROTOMOGRAFIA
COMPUTADORIZADA (LCT)

Os principais parametros da microestrutura 6ssea de pacientes e controles
medidos através da uCT estdo demonstrados na Tabela 5. Uma paciente foi excluida da
amostra pelo fato da bidpsia ter sido realizada em regido superior a padronizada na
crista iliaca, o qual aumenta a proporcdo de osso cortical e pode alterar os outros
parametros avaliados. A média do BV/TV foi significativamente menor nos pacientes do
que nos controles (14,6+5,9 vs. 21,315,5%, p=0,01), assim como o Tb.N* (1,3+0,2
vs. 1,7+0,5 por mm, p=0,003), Tb.Th* (141+24 vs. 174+36um, p=0,006) e a Conn.D
(5,642,7 vs. 7,9+3,0/mm?®, p=0,04). Além disto, a média da DMA foi mais baixa nos
pacientes do que nos controles (225+64 vs. 286+63mgHA/cm®, p=0,007) e a TMD
maior nos pacientes do que no grupo controle (1033128 vs. 1002i21mgHNcm2,
p=0,006). A média Tb.Sp* foi maior nas pacientes (790183 vs. 614+136um
p=0,01). Nao houve diferenga em relagado ao SMI (1,4+0,4 vs. 1,3+0,4; p=0,51) e DA
(1,4+0,1 vs. 1,440,1, p=0,47). A Figura 10 ilustra imagens de uCT de 2 pacientes (n.°
14 e 7) e 2 controles (n.° 3 e 5), os quais apresentam valores representativos da

nossa amostra (Anexos 3 e 5).

TABELA 5 - MICROESTRUTURA DE 0SSO TRABECULAR POR MICROTOMOGRAFIA
COMPUTADORIZA (uCT) DE PACIENTES COM DOENCA PULMONAR OBSTRUTIVA
CRONICA E CONTROLES

PARAMETROS DPOC CONTROLES

ESTRUTURAIS (n=19) (n=13) VALOR DE p
BV/TV (%) 14,7+4,9 21,3455 0,01
Tb.Th* (um) 141424 174+36 0,006
Tb.N* (per mm) 1,3+0,2 1,74£0,5 0,003
Tb.Sp* (um) 790+183 614+136 0,01
Conn.D (/mm?) 5,6+2,7 7,943,0 0,04
DA 1,4+0,1 1,4+0,1 NS
TMD (mgHA/cm®) 103328 1002421 0,006
sSMmI 1,404 1,3+0,4 NS

NOTAS: Valores s&o expressos em média+DP. . .
BV/TV: volume ésseo; Tb.Th: espessura trabecular; Tb.N : nimero de trabéculas; Tb.Sp:
espaco inter-trabecular; Conn.D: conectividade, DA: grau de anisotopia; TMD: densidade
mineral do tecido; SMI: indice de modelo estrutural.
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PACIENTE 14 CONTROLE 3

CONTROLE 5

FIGURA 10 - MICROTOMOGRAFIA COMPUTADORIZADA (uCT) DE CRISTA ILIACA DE 2 PACIENTES E
2 CONTROLES
NOTA: Observa-se nas imagens de uCT das pacientes a presenca de trabéculas mais delgadas com uma maior
separacdo entre elas quando comparadas com as imagens das UCT dos controles, onde as trabéculas
s80 mais espessas e consequentemente apresentam um espaco intertrabecular menor.

N&o houve correlagéo significativa entre os pardmetros estruturais e idade,
anos de menopausa e niveis séricos de 250HD. Houve correlagéo inversa significativa
entre tabagismo (anos-mago) e BV/TV (r=-0,40, p=0,03); Tb.N* (r=-0,71, p=0,0005) e
Conn.D, (r=-0,67; p=0005) (Figura 11 A, B, C), e também observamos correlagao
positiva entre tabagismo e Tb.Sp* (r=0,71, p=0,0004) (Figura 11 D).
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FIGURA 11 - CORRELAGAO ENTRE CONECTIVIDADE E TABAGISMO

Houve uma correlagao significativa entre PaO, (mmHg) (Figura 12) e saturagéo

de oxigénio por oximetria com espessura das trabéculas Tb.Th* (r=0,48, p=0,03 e

r=0,55, p=0,01, respectivamente).
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FIGURA 12 - CORRELAGAO ENTRE PaO, E ESPESSURA TRABECULAR



52

5.7 PARAMETROS ESTRUTURAIS E DE REMODELAGCAO ATRAVES DA
HISTOMORFOMETRIA OSSEA DE PACIENTES E CONTROLES

A média do BVTV foi significativamente menor nos pacientes do que nos
controles (14,5+4,6 vs. 21,2+4,6%, p<0,001), assim como o Tb.N (1,4+0,3 vs.
1,61+0,2 por mm, p=0,02) e a Tb.Wi (101+20,3 vs. 131+£23,8um, p<0,001). O valor
médio da Tb.Sp foi maior nos pacientes com DPOC do que nos controles (7481225
vs. 627+129um, p=0,02). A Tb.Wi correlacionou-se positivamente com a oximetria
(r=0,48, p=0,02) e negativamente com o valor médio do bicarbonato (r=-0,55,
p=0,01) e pCO; (r=-0,50, p=0,02).

Os resultados dos parametros estruturais medidos pelas duas técnicas utilizadas
neste estudo, uCT e histomorfometria dssea, correlacionaram-se significativamente,
BV/TV: r=0,92, p<0,001; Tb.Th/ Tb.Wi, r=0,73; Tb.N: r=0,86 e Tb.Sp: r=0,85 (Figura
13 A, B, C, D).

A B

23 + r=0.92 | 20 Tb.Wi / Tb. Th

ViV ¢~ p<0.001 g 140 I3 r=0.73

20 p<u. e > SO .
£ ‘e g o3 p = 0.0005
q 15 et ¢ * E 1w ‘,{"
5 L't £ @ &
£ g
S 10 A e g e N
g 5 8
2 LI
T, ;

: 7 o = 4 <2 0 50 100 150 200 250
et pcT

c D

1A Th.Sp = 0.86 25 -
o 1200 ‘ p p<0.001 i 5 . r=0.85
Ewoo o 'Jé t* - p<0.001

4 '
15 !

,g 800 ,/:/ g x

600 * o
E - E 1 %
W 400 3
T £ 05
T 200 =

0 0
0 500 1000 1500 0 0,5 1 1,5 2
HCT HCT

FIGURA 13 - CORRELAGCAO ENTRE OS PARAMETROS MEDIDOS ATRAVES DA MICROTOMOGRAFIA
COMPUTADORIZADA (uCT) E DA HISTOMORFOMETRIA OSSEA
NOTA: Unidades das variaveis: A = %; B = ym; C= pm; D= por mm.
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Na analise do osso cortical, observou-se que tanto a largura (469+212 vs.
762+240um; p<0,0001) quanto a area cortical (4,6+1,8 vs. 9,1£3,2, p<0,0001) eram
significativamente menores nas pacientes do que nos controles (Tabela 6). Além
disto, as pacientes apresentaram maior numero de poros em relagao a area cortical
total (4,2+1,0 vs. 2,3+0,9 poros/mm? p<0,0001). Houve correlacdo positiva entre
Ct.Wi e o VEF, (r=0,53, p=0,02) (Figura 15). A Figura 14 ilustra a regiao cortical de 2
pacientes e 2 controles, amostras representativas do grupo.

Controle Paciente Controle Paciente

FIGURA 14 - OSSO CORTICAL DE 2 PACIENTES E DOIS CONTROLES
NOTA: Observa-se que tanto a area quanto a largura cortical dos controles é maior que das pacientes. Além disto, a presenga
de poros em relagéo & area cortical € maior nas pacientes do que nos controles.

TABELA 6 - PARAMETROS ESTRUTURAIS DE OSSO CORTICAL DE PACIENTES E

CONTROLES

PARAMETROS DPOC CONTROLES

ESTRUTURAIS n=19 n=33 VALOR DE p
Ct. Wi (um) 469+212 7624240 0,0004
Ct. Ar 4,6+1,8 9,143,2 <0,0001
Ct. Po. N (voids/mm?) 4,2+0,9 2,3+0,9 <0,0001

NOTA: Valores sao expressos em médiatDP.
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FIGURA 15 - CORRELAGAO ENTRE VEF; E LARGURA CORTICAL

Conforme demonstrado na Tabela 7, os parametros estaticos de remodelagao

Ossea do osso trabecular ndo foram estatisticamente diferentes entre pacientes e controles.

TABELA 7 - PARAMETROS ESTATICOS DE REMODELAGAO DO OSSO TRABECULAR
E DA SUPERFICIE ENDOCORTICAL

PARAMETROS ESTATICOS DPOC CONTROLES
DE REMODELACAO (n=20) (n=33)
OS/BS % osso trabecular 13,246,2 10,7+4,9
ES/BS % osso trabecular 3,4+2,5 4,1+1,5
O.Wi (n° de camadas) 3,441,2 4,2+1,0
OS/BS % endocortical 13,5+7,6 9,8+4,4
ES/BS % endocortical 1,4+1,0 1,1£0,6
O.Wi (n° de camadas) 3,1+0,7 3,410,9

NOTAS: Valores sao expressos em média+DP.
OS/BS: superficie osteoide; ES/BS: superficie reabsorvida; O. Wi: espessura osteoide.

A Tabela 8 resume os dados dos parametros de remodelagao ¢ssea dinamica
do osso trabecular e superficie endocortical nos grupos de estudo. As unicas diferencas
observadas foram em MAR, cujos valores foram significativamente menores nos
pacientes com DPOC (0,56+0,16 vs. 0,66+0,12um/dia; p=0,01) e na Aj.AR, que também
foi menor no grupo DPOC (0,20+0,15 vs. 0,42+0,47pm/dia; p=0,05). Quando a média
da BFR de pacientes GOLD | e Il foi comparada com a média das pacientes GOLD Il
e IV, observou-se que a BFR foi significantemente mais baixa nas pacientes com

doenca pulmonar mais grave (p=0,04) (Figura 16).
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TABELA 8 - PARAMETROS DINAMICOS DE REMODELAGAO OSSEA DE OSSO TRABECULAR E
SUPERFICIE ENDOCORTICAL

PARAMETROS DINAMICOS DPOC CONTROLES VALOR DE p
DE REMODELACAO (n=20) (n=33)
BFR (um*um?day) trabecular 0,024 + 0,014 0,04140,043 NS
AJAR (um/dia) trabecular 0,200,15 0,42+0,47 0,05
MAR (um/dia) trabecular 0,56+0,16 0,66+0,12 0,01
MS/BS (%) trabecular 5,0+2,9 5,0+3,8 NS
BFR pm® pm?/dia endocortical 0,06+0,08 0,04+0,04 NS
MAR (um/dia) endocortical 0,66+0,3 0,71+0,2 NS
MS/BS (%) endocortical 8,4+8,5 5,944,6 NS

NOTAS: Valores sao expressos em média+DP.
BFR: taxa de formacgéo dssea; Aj.AR: taxa de aposigdo mineral ajustada; MAR: taxa de
aposi¢ao mineral, MS/BS: superficie de mineralizagao.
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FIGURA 16 - TAXA DE FORMACAO OSSEA (BFR) DO SUBGRUPO DE PACIENTES GOLD | E Il EM
COMPARACAO COM O SUBGRUPO GOLD Il E IV
NOTA: Valores sdo expressos em média+DP.

5.8 USO DE GLICOCORTICOIDE INALATORIO

Nove pacientes (45%) usavam GI, sendo o budosenida o Unico tipo de Gl usado
pelas pacientes: 5 pacientes usaram dose de 800mcg/dia por um periodo médio de
3,0+1,2 anos e 4 pacientes usaram dose de 400mcg ao dia por um periodo de 4,0+2,1
anos. Destes pacientes, trés (15%) fizeram uso de GS durante exacerbagbes da
doencga, com dose cumulativa equivalente de prednisona de 398+165mg. Em relacéo
a gravidade da doenca pela classificagcédo de GOLD, 2 (22,2%) pacientes expostas
ao Gl foram classificadas como GOLD I, 4 (44,4%) como GOLD Il e 3 (33,3%),
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como GOLD [IV. Duas pacientes (22,2%) apresentaram fratura por fragilidade.
As caracteristicas clinicas, DMO e niveis séricos de 250HD das pacientes expostas e
nao expostas ao Gl, com excecao do IMC que foi maior nas usuarias de Gl (26,4+4,4
vs. 22,8+1,9kg/m?, p=0,02), ndo foram estatisticamente diferentes entre os grupos.

Nenhuma diferenca significativa foi observada com relagao a exposi¢ao ou nao
ao Gl com relagéo ao BV/TV (%) (15,5+4,1 vs. 14,345,6), largura trabecular (131£26 vs.
1504+20,6um), espaco intertrabecular (700+109 vs. 850+390) e numero de trabéculas
(1,43+0,2 vs. 1,2240,2).

Por outro lado, as pacientes expostas ao Gl mostraram reducéo significativa da
MS/BS (3,6 +2,2 vs. 6,31+2,9, p=0,03) e menor OS/BS (10,3+4,4 vs. 15,6+6,5, p=0,05) em

relacdo ao subgrupo n&o exposto ao Gl (Tabela 9).

TABELA 9 - PARAMETROS ESTATICOS E DINAMICOS DE REMODELAGAO OSSEA TRABECULAR DE
PACIENTES EXPOSTAS E NAO EXPOSTAS AO GLICOCORTICOIDE INALATORIO (GlI)

PARAMETROS ESTATICOS E EXPOSTAS AO GI | NAO EXPOSTAS AO Gl VALOR DE p

DINAMICOS DE REMODELACAO (n=9) (n=11)

OS/BS % 10,3+4,4 15,646,5 0,05
ES/BS % 2,49+1,6 4,2+2.9 NS
BFR pm®/ pm?/dia 0,020+0,01 0,029+0,01 NS
Aj.AR (um/dia) 0,17+0,13 0,22+0,17 NS
MAR (um/dia) 0,55+0,21 0,56+0,10 NS
MS/BS (%) 3,642,2 6,3+2,9 0,03

NOTAS: Valores sao expressos em média+DP.
OS/BS: superficie osteoide; ES/BS: superficie reabsorvida; BFR: taxa de formacéo dssea; Aj.AR: taxa de
aposicao mineral ajustada; MAR: taxa de aposigdo mineral, MS/BS: superficie de mineralizagéo.

5.9 HISTORIA DE FRATURA POR FRAGILIDADE OSSEA

Das 20 pacientes, 8 (40%) tinham historia de fratura por fragilidade 6ssea
documentadas no prontuario médico: 4 foram na coluna dorsal, 2 no radio, e 2 no
umero. As principais caracteristicas das pacientes com histéria de fratura em comparagao
com as pacientes que nao sofreram fratura estdo demonstradas na Tabela 10. O IMC
nas pacientes com fratura foi 20,7+4,0kg/m?, significativamente menor do que o IMC
de 26,2+3,6kg/m? nas pacientes que nao tiveram fratura (p<0,005). De acordo com a
severidade da doenga, 2 (33,3%) pacientes que fraturaram foram classificadas como
GOLD I; 3 (33,3%) como GOLD Il e como GOLD Ill: 2 (22,2%) e 1 (11,1%), como

GOLD IV. A DMO da coluna lombar, colo do fémur e fémur total foi estatisticamente
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menor nas pacientes com historia de fratura do que as que ndo haviam fraturado
(0,587+0,10 vs. 0,703+0,08, p=0,01; 0,612+0 vs. 0,712+0,09, p=0,02; 0,565+0,09 vs.

0,671+0,12, p=0,05, respectivamente). Os niveis séricos da 250HD foram similares

nos 2 grupos.

TABELA 10 - CARACTERISTICAS CLINICAS, DENSIDADE MINERAL OSSEA (DMO) E NIVEIS DE
250HD DE PACIENTES COM HISTORIA DE FRATURAS EM COMPARAGCAO COM
AS QUE NAO FRATURARAM

CARACTERISTICAS CLINICAS

FRATURA

SEM FRATURA

DMO E 250HD (n=8) (n=12) VALOR DE p
Idade 64+5,3 61,318,3 NS
IMC (kg/m?) 20,7+4,0 26,2+3,6 0,005
Tempo de menopausa 20,147,6 15,3+7,6 NS
Tempo de tabagismo 45,6+8,2 46,1+8,5 NS
Tabagismo anos-mago 32,5+11,1 33,5+19,8 NS
Tempo de DPOC 6,446,8 4,1+3,8 NS
DMO L2-L4 (g/cm?) 0,587+0,10 0,703+008 0,01
DMO colo fémur (g/cm?) 0,565+0,09 0,671+0,12 0,05
DMO femur total (g/sz) 0,612+0,08 0,712+0,09 0,02
250HD (ng/ml) 18,0+7,9 24,3+11,1 NS

NOTA: Valores sdo expressos em média+DP.

Nao houve diferenca significativa em relagcédo a microestrutura 6ssea avaliada

por uCT e histomorfometria entre os dois grupos, com exceg¢do da média da TMD

que foi maior nos pacientes com fraturas do que nos que nao fraturaram (1050+29

vs. 1022+28HA/cm?, p=0,02). De modo semelhante, os parametros estaticos e dinamicos

da remodelacdo 6ssea nao foram diferentes entre os subgrupos.



58

6 DISCUSSAO

Este estudo avaliou a estrutura e remodelacéo do tecido 6sseo em mulheres
na menopausa com DPOC em niveis diferentes de gravidade (GOLD I- IV), sem uso
crébnico de GS, por duas técnicas independentes: histomorformetria e uCT. Nesta
avaliacdo, observamos uma alteragdo da integridade da microestrutura 6ssea na
DPOC. Em ambas as técnicas utilizadas, o volume 0sseo apresenta-se reduzido,
associado a deterioragdo da microarquitetura cortical e trabecular. Estes achados
indicam um estado de fragilidade, o qual contribui para diminuigdo da forga Gssea
(DEMPSTER, 2003). De fato, pacientes com fraturas osteoporoticas apresentam uma
integridade Ossea pior quando comparados aos pacientes que nao fraturaram
independente da DMO (KLEEREKOPER et al., 1985; AARON et al., 2000). Sendo
assim. As alteragdes de microestrutura 6ssea aqui demonstradas, podem justificar a
alta prevaléncia de fraturas relatadas na DPOC, mesmo sem exposicdo ao GS
(MCEVOY et al., 1998; NUTI et al., 2009). Além disto, uma correlagdo negativa dos
principais parametros estruturais com a intensidade do tabagismo foi observada, o
que estda em acordo com associagado significativa entre tabagismo e fraturas
publicadas em meta-analises e estudos populacionais (KANIS et al., 2005; PINHEIRO
et al., 2009). E possivel, por exemplo, que a relagdo inversa entre a conectividade
Ossea e o tabagismo decorra da alta e prolongada exposi¢ao do esqueleto a nicotina.
A nicotina é o maior componente do cigarro e apresenta efeitos ambiguos no osso,
pode tanto estimular como inibir a proliferacdo e diferenciacdo dos osteoblastos
(KAMER et al., 2006; NAKAYAMA et al., 2008; ROTHEM et al., 2009). Em cultura de
linhagem celular de osteoblastos humanos, foi demonstrado que uma baixa
concentragao de nicotina aumenta a proliferagéo celular e a expressao génica que
regula o metabolismo 6sseo no osteoblasto. Em contraste, concentragdes elevadas de
nicotina foram capazes de induzir supressao da atividade osteoblastica (ROTHEM et al.,
2009). Outro estudo observou que a nicotina aumenta a secregao de citocinas, como
IL-6 e TNFa e portanto estimula reabsorcéo 6ssea (KAMER et al., 2006). Baseado nos
efeitos contraditérios dependentes da concentragcao de nicotina, podemos especular
gque em fumantes, existe um aumento inicial da remodelag&o seguido por uma supressao

da formagao 6ssea, a medida que vai aumentando a exposicdo do esqueleto ao
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cigarro. Estes achados sao de grande importancia clinica, pois confirma um papel
deletério do tabagismo sobre o tecido ésseo, caracterizando-o como um importante
fator de risco para osteoporose e fraturas.

Alguns parémetros estruturais avaliados neste estudo correlacionaram-se
com a gravidade da DPOC, PaO, e PaCO,, como por exemplo, largura/espessura
trabecular, medida pelas 2 técnicas usadas neste estudo. Estes achados sugerem
que a doenga pulmonar propiamente dita, hipoxemia e hipercapnia podem ter
contribuido para a deterioragcao da microarquitetura 6ssea. Isto corrobora com outros
estudos que correlacionaram a gravidade da DPOC com presenca de fraturas (NUTI
et al., 2009; LI et al., 2008).. Da mesma maneira, a espessura cortical se correlaciou
com a gravidade da obstrugdo pulmonar, achado este relevante, pois estudos mais
recentes em histomorfometria tem apontado os parametros corticais como
importantes determinantes da forca 6ssea. Por exemplo, parametros como largura
cortical e porosidade medidos por histomorfometria de crista iliaca, foram associados
a presencga de fraturas vertebrais em mulheres (SORNAY-RENDU et al., 2009) e em
homens (OSTERTAG et al., 2009), respectivamente.

Na histomorfométrica dinamica, pacientes com DPOC apresentaram uma
diminuigdo da taxa de aposi¢ao mineral e da taxa de aposi¢cédo ajustada, parametros
estes, relacionados a atividade dos osteoblastos. Tais achados indicam que na
DPOC, ocorre uma doenga 0ssea de baixa remodelagdo, decorrente principalmente
da diminuicdo da formacdo o6ssea. Isto corrobora com o aumento da densidade
mineral do tecido (TMD), demonstrado pela técnica de uCT, o qual também indica baixa
remodelagdo. Sabe-se que o grau de mineralizagdo ou TMD influencia a propriedade
mecanica a nivel tecidual, podendo estar associado com uma maior quantidade de
lesao tecidual, “os microdanos” (COURTNEY; HAYES; GIBSON, 1996). As duas técnicas
utilizadas neste presente estudo demonstraram que a remodelacdo Ossea nestas
mulheres com DPOC, esta diminuida. Este achado tem uma importancia clinica
significativa, pois sugere que estas pacientes possam se beneficiar com o uso de um
tratamento anabdlico, ou seja, que estimule a formagao éssea. Além das elevadas
concentragdes de nicotina que podem comprometer o funcionamento dos osteoblastos,
acredita-se que a propria DPOC possa estar associada a dimunicdo da formagao
o0ssea. Em nosso estudo, isto foi sugerido pelo fato da formagao 6ssea estar menor

nas pacientes com doenga pulmonar mais grave (GOLD llI-IV). A hipoxemia causada
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pela obstrugcado pulmonar (confirmada pelos baixos niveis de PaO,), deve existir a nivel
celular na DPOC e também pode ter efeito negativo sobre a fungdo osteoblastica.
Células osteoblasticas humanas expressam varias proteinas importantes para a
formacdo 6éssea como o Runx2, osteocalcina, fosfatase alcalina e colageno tipo |,
que estao diminuidas na vigéncia da hipdxia (PARK et al., 2002). Ha poucos estudos
em DPOC que correlacionam hipdxia e metabolismo 6sseo (FUJIMOTO et al., 1999;
TAKABATAKE et al., 2000). Um destes estudos encontrou uma correlagdo negativa
entre PaO, e TNFa em pacientes com DPOC, sugerindo que a hipoxia estimularia a
producdo de TNFa, o qual atua como potente estimulador da reabsorgéo e inibidor da
formagao 6ssea (TAKABATAKE et al., 2000). Em conjunto, os dados destes estudos
sugerem que uma longa exposi¢ao a nicotina, hipoxia e citocinas inflamatérias podem
interferir na remodelacdo dssea, causando aumento na reabsor¢ao e diminuigdo da
formacdo. E provavel que estes fatores atuem em tempos diferentes durante a
progressao da doenga pulmonar, contribuindo para perda Ossea e deterioracdo da
microarquitetura esquelética observadas neste estudo.

Neste estudo foi observado que a maioria apresentou niveis séricos reduzidos
de vitamina D, algumas com valores compativeis com deficiéncia. Esta reducéo da
vitamina D pode piorar a fungdo pulmonar conforme demonstrado em estudos com
pacientes asmaticos (SUTHERLAND et al., 2010). Entretanto quando comparamos os
grupos GOLD I-ll versus GOLD llI-IV, ndo encontramos redugao dos entre niveis séricos
de 250HD no grupo de pacientes com maior gravidade. Neste estudo, portanto, a
vitamina D ndo pode ser considerada um fator que pudesse estar interferindo na
funcdo pulmonar. A alta prevaléncia de hipovitaminose D nas pacientes com DPOC,
estimulou novo estudo controlado, com dosagem de 250HD em numero maior de
mulheres com DPOC, como também, em mulheres saudaveis.

O uso de GI pode exercer efeito negativo potencial sobre o esqueleto, embora
este assunto ainda seja controverso (MATSUMOTO et al., 2001; JOHNELL et al.,
2002; SCANLON et al., 2004). O uso de Gl poderia ser fator de confusdo na analise
dos dados deste estudo. Entretanto, ndo observamos piora na microarquitetura
0ssea nem aumento no numero de fraturas neste grupo de pacientes expostas ao Gl
comparando-as com as nao expostas. O unico achado sugestivo neste subgrupo,
foi a menor superficie de mineralizacdo comparado com as ndo usuarias de Gl, o

que ja havia sido demostrado em estudo histomorfométrico prévio de pacientes com
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osteoporose induzida por GS (DEMPSTER, 1989). Entretanto como as pacientes
expostas ao Gl apresentavam uma doenga pulmonar mais grave, outros fatores
como a hipoxia, podem ter alguma relagdo com este achado histomorfométrico.
Estes dados enfatizam a necessidade de melhores estudos para estabelecer a
influéncia do uso de Gl sobre o metabolismo ésseo.

O menor IMC e a menor DMO no subgrupo com histéria de fraturas corroborou
diversos estudos prévios que demonstram que eles sido fatores de risco para
aumento do risco de fraturas em DPOC e também na populacdo geral (NUTI et al.,
2009; PINHEIRO et al., 2009). Assim, além dos fatores relacionados com DPOC e
tabagismo, estas pacientes também apresentam outros riscos classicos para fraturas
que contribuem para diminui¢ao da forca dssea.

Uma das limitacdes deste estudo foi o tamanho da amostra. Vale salientar,
entretanto, que as pacientes com DPOC apresentam varias restricoes que dificultam um
deslocamento frequente para consultas médicas e, consequentemente, a participacéao
em estudos clinicos. O recrutamento de pacientes foi dificultado pelo uso crénico de
GS por muitas pacientes inicialmente consideradas para o estudo. Além disto, o
procedimento invasivo fez com que varias ndo aceitassem participar da pesquisa.
Em razdo de todos estes problemas, consideramos que a casuistica, embora nao
ideal foi suficiente para um estudo de biépsia dssea.

Outra limitagdo deste estudo foi a adequagédo do grupo controle, uma vez
que motivos éticos impediram realizar bidpsias em individuos normais; assim, optamos
por utilizar bidpsias armazenadas de outros estudos realizados em individuos normais
para serem usadas como controle do nosso estudo (RECKER et al., 1988; DOS REIS
et al., 2007). Além disso, foi necessario usar dois diferentes grupos: um somente usado
para uCT (controle brasileiro) por ser o unico em que os blocos eram disponiveis e
outro para histomorfometria (controle americano), por apresentar numero suficiente de
cortes histologicos disponiveis para analise. Devido a variabilidade dos parametros
histomorfométricos entre diferentes ragas (PARISIEN et al., 1997), comparamos 0s
parametros de remodelagao estaticos e dindmicos dos dois grupos controles brasileiro e
americano e nenhuma diferenca significativa foi encontrada. A falta de um grupo
controle ideal mostra a necessidade de estudos de biopsias ésseas em individuos
normais em nosso pais, para que se estabeleca valores de referéncia para os

parametros histomorfométricos dindmicos na nossa populacdo. A realizacdo deste
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projeto abre perspectivas para a criagdo de um laboratério de histomorfometria 6ssea
em nossa instituicao. Isto possibilitara, ndo somente avaliagao histomorfométrica de
individuos normais, como também de homens com obstrugdo pulmonar e de individuos

tabagistas sem diagnéstico de DPOC.
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7 CONCLUSOES

Nesta casuistica de 20 mulheres na menopausa com DPOC avaliadas no
HC-UFPR e comparadas com controles, concluimos que:

1. As pacientes com DPOC apresentaram maior deterioracdo da microestrutura
Ossea cortical e trabecular.

2. Entre os parametros de remodelacao éssea, taxa de aposicao mineral e
a aposigao ajustada foram menores nas pacientes com DPOC.

3. A gravidade da doenga pulmonar, de acordo com os critérios de GOLD,
correlacionou-se inversamente com a formagao éssea.

4. A intensidade do tabagismo correlacionou-se diretamente com a deterioragéo

da microestrutura ¢ssea trabecular nas pacientes com DPOC.
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CARACTERISTICAS CLINICAS E EXAMES
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ANEXO 3
RESULTADO DA MICROTOMOGRAFIA OSSEA DAS PACIENTES COM DPOC

NOME uCT uCT uCT uCT uCT uCT uCT uCT
BV/TV CONN.D SMI Tb.N Tb.Th Tb.Sp TMD DA
1-GR 10,20 1,72 1,34 0,93 158 1,05 1032 1,84
2-MSS 15,85 3,16 1,23 1,14 157 0,88 1038 1,38
3-JP 17,69 5,43 1,26 1,29 168 0,76 1036 1,41
4-AC 5,45 2,26 2,21 0,98 109 1,01 1049 1,38
5-DS 18,65 7,08 1,21 1,58 145 0,62 1019 1,38
6-CNP 23,10 6,21 0,91 1,50 193 0,64 1039 1,24
7-RC 19,58 8,89 0,89 1,60 141 0,60 999 1,31
8-TCM 18,99 7,19 1,00 1,48 139 0,66 1024 1,19
9-DP 11,33 3,02 2,00 0,87 153 1,21 990 1,58
10-MAV 19,11 6,78 1,12 1,45 150 0,67 1037 1,43
11-RSZ 10,09 5,78 1,54 1,23 91 0,80 1076 1,38
12-HSK 14,26 4,78 1,88 1,29 162 0,74 1041 1,28
13-MLDP 20,95 9,72 0,95 1,59 137 0,62 1003 1,51
14-MLP 8,90 3,43 2,33 1,13 142 0,86 1057 1,17
15-MNS 19,46 10,51 0,94 1,80 126 0,55 992 1,61
16-MJS 10,42 5,63 2,01 1,31 125 0,76 1016 1,32
17-DAS
18-SER 10,33 2,49 1,43 0,99 134 1,01 1046 1,58
19-CMS 13,79 3,76 1,80 1,14 164 0,87 1047 1,32
20-LL 10,96 9,90 1,87 1,59 102 0,62 1104 1,39




ANEXO 4
RESULTADO DA HISTOMORFOMETRIA OSSEA DO GRUPO CONTROLE
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IDENTIF.

CONTROLES Ct.Wi Ct.Ar Ct.Po.Ar BV/TV BS.TV Tb.Wi Tb.N Tb.Sp Ct.Po.N O.Wi 0S.BS
1 571 5,75 0,36 25,56 3,73 137,12 1,86 522 3,12 5 9,24
2 862 10,08 0,68 18,5 2,91 126,7 1,45 675 3,25 4,5 9,56
3 1047 15,8 0,54 25,64 3,45 148,6 1,72 565 2,61 3,5 5,03
4 460 53 0,14 9,77 1,86 104,4 0,93 1079 4,26 2,5 8,97
5 996 11,44 0,16 19,66 2,77 141,9 1,38 708 2,35 4 8,15
6 711 8,67 0,29 17,75 2,8 126,3 1,4 702 4,21 5 14,50
7 1197 13,93 0,33 26,45 3,85 137,23 1,92 505 1,2 4 4,79
8 394 3,53 0,38 25,23 3,89 129,7 1,94 502 1,97 3,5 3,00
9 597 6,66 0,44 24,31 4 121,09 2 487,5 4,49 5,5 11,82
10 1080 13,42 0,64 34,11 3,97 171,8 1,98 487 1,91 5 17,84
11 500 7,7 0,25 23,27 4 116,24 2 488 2,59 4,5 8,85
12 606 7,07 0,28 17,3 3,55 97,46 1,77 555 2,54 3,5 14,40
13 652 7,97 0,31 18,33 3,31 110,7 1,65 595 3,06 5 13,71
14 812 9,65 0,23 20,33 3,18 128,3 1,59 619 1,29 4,5 10,06
15 1166 13,38 0,56 24,9 2,86 174,7 1,43 682 1,75 3 5,73
16 9245 12,49 0,62 22,8 2,74 166,3 1,37 713 2,52 5 8,31
17 1120 13,02 1,32 17,4 2,91 119,7 1,45 677 1,99 5 8,30
18 708 9,13 0,17 20,27 3,64 111,15 1,82 538 1,42 5 7,16
19 854 11,75 0,17 20,5 2,82 145,2 1,41 696 0,66 3 9,33
20 708 5,84 0,19 25,2 2,48 202 1,24 787 2,33 5,5 21,12
21 625 7,7 0,33 19 2,62 144,65 1,31 756 2,14 3 9,23
22 446 5,26 0,07 12,1 2,09 115,9 1,04 945 2,24 4 13,14
23 686,5 7,53 0,26 20 3,34 119,4 1,67 586 1,79 3,5 8,89
24 1093 12,49 0,48 15,6 3,22 96,8 1,61 611 3 2 6,57
25 515 5,43 0,23 16,21 3,19 101,45 1,59 616 3,68 4 10,95
26 771 9,35 0,24 23,67 3,05 155,8 1,52 642 1,28 5 26,82
27 782 9,65 1,38 23,96 4,07 117,6 2,03 479 2,17 6 12,54
28 715,5 8,65 0,3 25,1 3,66 136,91 1,83 538 1,78 5 9,48
29 446 4,95 0,21 18,93 3,43 110,21 1,71 571 1,71 3,5 10,47
30 6,18 6,44 0,28 22,81 3,37 135 1,69 578 3,1 6,5 16,68
31 631 8,07 0,35 21,76 3,39 128,21 1,69 577 1,47 4 12,19
32 638 7,88 0,27 19,38 3,21 120,6 1,6 612 1,57 4 13,00
33 1227 15,41 0,41 25,05 3,22 155,7 1,61 607 1,23 2 3,94
IDENTIF. . O.Wi 0S.BS ES.BS BFR MAR MS.BS
CONTROLES ESBS BFR MAR MS.BS AAR Endocortical | Endocortical | Endocortical | Endocortical | Endocortical | Endocortical
21 3,33 0,034 0,7 5,35 0,37 3 6,79 0,41 0,015 0,35 2,18
22 3,32 0,093 0,72 13,84 1,01 5 16,05 0,77 0,049 1,03 4,8
23 5,89 0,0104 0,95 1,1 0,2 4 12,48 0,85 0,035 1,17 3,62
24 6,14 0,019 0,51 3,28 0,23 2 7,99 1,705 0,033 0,95 3,53
25 2,84 0,038 0,6 6,29 0,47 3,5 12,51 1,56 0,06 0,78 8,67
26 1,00 0,015 0,44 4,13 0,1 3,5 22,99 0,73 0,067 0,66 8,45
27 2,57 0,025 0,76 3,29 0,53 2,5 0,83 0,46 0,041 1,17 3,55
28 1,99 0,028 0,88 3,2 0,93 2 3,21 0,69 0,0011 0,3 0,39
29 3,42 0,038 0,7 5,17 0,34 55 9,32 0,3 0,25 1,12 23,4
30 7,24 0,055 0,7 7,9 0,29 5 21,31 2,32 0,082 0,76 10,51
31 5,99 0,051 0,64 6,89 0,62 3 6,89 1,91 0,017 0,85 2,07
32 4,10 0,014 0,76 1,13 0,1 4,5 8,75 0,08 0,005 0,7 0,77
33 5,54 0,02 0,58 3,36 0,14 3,5 11,55 0,58 0,053 0,75 6,97
34 4,08 0,011 0,58 2,24 0,11 4 7,73 1,35 0,039 0,73 4,61
35 3,02 0,017 0,58 1,92 0,34 2 10,66 2,82 0,038 0,92 4,88
36 6,07 0,224 0,58 2,72 2,75 55 6,54 1,16 0,0017 0,3 0,59
37 1,28 0,012 0,79 1,58 0,15 55 18,33 0,77 0,015 0,3 3,08
38 4,71 0,01 0,55 1,86 0,14 4,5 13,77 1,17 0,081 0,93 8,98
39 1,93 0,007 0,5 1,68 0,07 4 7,29 0,95 0,023 0,3 4,32
40 8,53 0,126 0,7 16,27 0,59 4 12,58 1,6 0,034 0,71 5,33
41 4,94 0,054 0,72 7,56 0,58 2 3,3 1,51 0,05 0,61 8,31
42 1,44 0,043 0,76 572 0,32 3 6,41 1,06 0,035 0,59 6,82
43 2,98 0,022 0,58 3,89 0,25 3,5 10,35 0,87 0,04 0,72 5,43
44 5,32 0,006 0,5 1,14 0,1 3 13,7 0,88 0,07 0,77 11,25
45 2,60 0,016 0,64 2,53 0,16 2,5 6,46 3,91 0,016 0,64 2,7
46 2,63 0,076 0,69 11,04 0,28 3,5 10,18 0,64 0,013 0,8 1,79
47 6,23 0,089 0,74 12,14 0,71 5 13,49 0,31 0,12 0,78 11,14
48 3,50 0,02 0,56 3,72 0,22 2 1,4 0,57 0,034 0,78 4,7
49 7,65 0,03 0,7 2,45 0,3 3 6,26 1,02 0,009 0,74 1,31
50 2,13 0,038 0,57 6,72 0,22 5 20,01 0,72 0,028 0,42 6,86
51 4,27 0,037 0,65 5,78 0,3 2,5 5,7 1,8 0,11 0,78 14,4
52 3,93 0,06 0,6 10 0,46 3 8,54 1,24 0,05 0,67 7,8
53 5,53 0,02 0,97 1,56 0,66 1 1,56 0,41 0,015 0,67 2,24




ANEXO 5
RESULTADO MICROTOMOGRAFIA OSSEA DO GRUPO CONTROLE

IDENTIFICACAO uCT uCT uCT uCT uCT uCT uCT uCT

CONTROLES uCT | BV/TV | CONN.D SMI Tb.N Tb.Th Tb.Sp T™MD DA
1 15,9 5,8 1,2 1,6 134 634 989 1,41
2 20,5 6,9 1,3 1,7 140 574 986 1,36
3 23,6 42 1,0 1,3 231 801 987 1,30
4 31,3 11,3 13 18 210 545 1005 1,28
5 22,5 6,1 14 1,6 202 624 1010 1,28
6 13,4 4.1 16 1,2 168 814 1017 1,53
7 15,1 8,4 1,5 1,8 141 640 1036 1,42
8 253 10,3 13 1,9 181 568 972 1,50
9 25,8 8,9 0,7 1,7 198 609 1035 1,37
10 20,1 13,4 23 3,1 131 329 1007 1,62
11 21,9 7.1 11 14 182 617 982 142
12 21,70 7,50 1,10 1,6 174 618 1004 1,39
13 20,80 9,20 1,20 17 176 609 1001 143




ANEXO 6
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DADOS CLINICOS DO GRUPO CONTROLE DA MICROTOMOGRAFIA OSSEA - uCT

IDENTIFICAGCAO

CONTROLES uCT IDADE RACA
1 75 Branca
2 49 Branca
3 59 Parda
4 7 Branca
5 49 Parda
6 66 Branca
7 73 Parda
8 49 Parda
9 51 Branca
10 48 Branca
11 62 Branca
12 57 Branca
13 61 Branca




ANEXO 7
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DADOS CLINICOS DO GRUPO CONTROLES DA HISTOMORFOMETRIA OSSEA

IDENTIFICACAO
CONTROLES IDADE Méﬂgﬁ;ﬁéA

HISTOMORFOMETRIA

1 64 14
2 60 25
3 51 10
4 58 9
5 70 34
6 67 10
7 70 20
8 66 14
9 49 2
10 66 21
11 64 15
12 63 12
13 63 14
14 56 6
15 58 3
16 62 11
17 74 19
18 51 3
19 52 21
20 52 16
21 49 4
22 66 14
23 49 4
24 71 28
25 51 1
26 53 1
27 47 12
28 68 23
29 63 14
30 60 27
31 54 3
32 60 7
33 65 13




TRABECULAR DOS CONTROLES AMERICANOS E BRASILEIROS

ANEXO 8
PARAMETROS ESTRUTURAIS E ESTATICOS DE REMODELAGAO DE 0SSO

. CONTROLES CONTROLES
PARAMETROS AMERICANOS BRASILEIROS VALOR DE p
(n=33) (n=11)
BVITV % 21,2+4,6 21,0+6,2 0,93
Ct. Wi (um) 7624240 816+97 0,41
0S.BS % 10,7+4,9 11,5+8,1 0,70
ESBS % 41415 3,7+0,8 0,52
O.Wi (N.° de camadas) 4,241,0 3,9+2,4 0,56

NOTA: Valores sao expressos em média+DP.
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ANEXO 9
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

92



93



94



95



ANEXO 10
ARTIGOS PUBLICADOS
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