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RESUMO

A espondilite anquilosante (EA) € uma doenca inflamatéria imunomediada associada a
maior risco de fraturas, e a fisiopatologia da fragilidade dssea nestes pacientes € pouco
conhecida. Os objetivos deste estudo foram analisar os parémetros histomorfométricos e
densitométricos de pacientes homens, jovens (55 anos) com EA. Foi realizado um estudo
transversal com avaliagao clinica, laboratorial, radiografica (fratura vertebral e neoformacgao
ossea), com densitometria Ossea (DXA), escore de o0sso trabecular (TBS) e
histomorfometria 6ssea (HO) transiliaca. Dados histomorfométricos foram comparados
com grupo controle de bidpsias 0sseas de cadaveres previamente saudaveis (n=21) e
valores de referéncia da literatura. Foram incluidos 21 pacientes do sexo masculino com
meédia de idade 45,8 anos, em sua maioria (61,9%) brancos e com positividade para HLA-
B27 (90,5%). A prevaléncia de alteracdo na DXA (baixa massa Ossea, osteopenia ou
osteoporose) e no TBS (<£1,338) foi de 42,8% e 57,1% respectivamente. Nao houve
achados de fratura vertebral e um dos pacientes teve fratura por fragilidade de umero. Na
histomorfometria do osso trabecular, foi observada maior espessura osteoide no grupo dos
pacientes. O osso cortical mostrou reducdo da espessura e aumento de porosidade de
forma significativa nos pacientes comparados a valores de referéncia e foi observado
padrao de trabecularizacado da cortical em 52,5% dos pacientes. Na avaliacido dinamica,
foram encontrados maior intervalo de tempo para mineralizacido e menores superficie de
mineralizacao e taxa de formacao 6ssea nos pacientes comparados a valores de referéncia.
Houve uma associagao significativa entre os niveis séricos de fosforo inorganico e a
superficie de mineraliza¢do, apos ajuste para idade, indice de massa corporal e niveis
séricos de 25-OH vitamina D. A histomorfometria 60ssea de homens jovens com EA
demonstrou padrdao de baixo remodelamento trabecular, com defeito da mineralizagéo
0ssea, possivelmente associado ao metabolismo do fésforo, bem como anormalidades da
espessura e porosidade cortical, achados que acrescentam novos elementos a complexa
fisiopatologia da fragilidade 6ssea na EA e podem ter impacto em futuros tratamentos.

Palavras-chave: espondilite anquilosante; histomorfometria Ossea; fragilidade Ossea;
remodelamento 6sseo; osteoporose.



ABSTRACT

Ankylosing spondylitis (AS) is an immune-mediated inflammatory disease associated with
an increased risk of fractures, and the pathophysiology of bone fragility in these patients is
poorly understood. The objectives of this study were to analyze the histomorphometric and
densitometric parameters of male, young (<55 years) patients with AS. A cross-sectional
study was conducted, including clinical, laboratory, radiographic assessment (vertebral
fractures and new bone formation), dual energy X-ray absorptiometry (DXA), trabecular
bone score (TBS), and iliac bone histomorphometry (BH). Histomorphometric data were
compared with a control group of male healthy cadavers (n=21) and literature reference
values.Twenty-one male patients were included, with a mean age of 45.8 years, long
disease duration (median 17.5 years), mostly (61,9%) of white ethnicity, and 90,5% tested
positive for HLA-B27. The prevalence of DXA abnormalities (low bone mass, osteopenia, or
osteoporosis) and low TBS (£1.338) was 42.8% and 57.1%, respectively. There were no
findings of vertebral fractures, and one patient had a fragility fracture of the humerus. In
trabecular bone histomorphometry, there was a higher osteoid thickness in the patient
group. Cortical bone exhibited significantly reduced thickness and increased porosity in
patients compared to reference values, and a pattern of cortical trabecularization was
observed in 52.5% of patients. Dynamic evaluation revealed a longer mineralization time
interval and lower mineralization surface and bone formation rate in patients compared to
reference values. There was a significant association between serum inorganic phosphorus
levels and mineralization surface after adjustment to age, body mass index and 25-OH
vitamin D levels. Bone histomorphometry of young men with AS demonstrated a pattern of
low trabecular remodeling, with defective bone mineralization, possibly associated with
phosphorus metabolism, as well as abnormalities in cortical thickness and porosity. These
findings add new elements to the complex pathophysiology of bone fragility in AS and may
impact future treatments.

Keywords: ankylosing spondylitis, bone histomorphometry, bone fragility, bone remodeling,
osteoporosis.
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1 INTRODUGAO

As espondiloartrites (EpA) constituem um grupo de artropatias inflamatorias crénicas
caracterizadas principalmente pela inflamacg¢ao do complexo énteso-sinovial e do tecido
0sseo, com achados concomitantes e aparentemente antagbnicos de osteodestruicdo
(erosdes e osteoporose) e osteoproliferacdo ou neoformaczo dssea’.

1.1CONTEXTO E PROBLEMA

Pacientes com espondilite anquilosante (EA) apresentam quase 2 vezes mais
fraturas vertebrais do que controles (OR 1,96; 95% IC 1,52 - 2,5) e 10% mais fraturas néo
vertebrais (OR 1,10; 95% IC 1,04 -1,15) e seus fatores de risco sdo idade, sexo masculino,
baixa densidade 6ssea em fémur, maior tempo de doencga, doencga inflamatodria intestinal
concomitante e maior dano radiografico. No entanto, dados que demonstrem risco
aumentado para fraturas de fémur sdo controversos?.

Apesar da gravidade da OP associada a EA, sua fisiopatologia € pouco conhecida.
Algumas evidéncias sugerem que ha aumento da osteoclastogénese e reabsorgéo ossea,
mediados pela acdo de duas citocinas pro-inflamatérias principais, o TNFa e IL-17A e
consequente ativacao do sistema RANK-RANKL3. No entanto, um estudo com culturas de
osteoblastos de pacientes com EA demonstrou que o TNFa, apesar de estimular a
replicacao destas células, reduziu sua sintese de colageno e atividade da fosfatase alcalina,
resultando em uma diminuigcao expressiva da funcao osteoblastica*. Além disso, dois outros
estudos encontraram menor diferenciacdo de mondcitos em osteoclastos, in vitro, em
pacientes com EA%S. Estes estudos sugerem que o aumento da reabsorcéo dssea parece

nao ser o Unico mecanismo que leva a perda 6ssea inflamatoéria nestas doencas.

A prevaléncia de osteoporose na EA varia entre 19-62%’ e esta alta variabilidade se
deve as dificuldades técnicas em se avaliar a densidade mineral 6ssea na coluna destes
pacientes; a ocorréncia de sindesmofitos e demais neoformacodes dsseas nao permitem sua
verificacdo acurada pela densitometria 6ssea (DXA)', embora ja ocorra deterioragcao
estrutural e qualitativa quando avaliada por tomografia computadorizada®®, escore de osso
trabecular ou TBS'%-'2 e tomografia computadorizada periférica de alta resolucdo ou HR-
pQCT'-15,
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Varios estudos investigaram marcadores 0sseos de formagédo e reabsor¢cao em
pacientes com EpA'®-'® no entanto, a maioria deles levou a resultados discrepantes,

deixando a questao do papel da inflamacgao no osteometabolismo sem resposta.

1.2 JUSTIFICATIVA

Ao contrario dos marcadores, a histomorfometria 6ssea (HO) avalia diretamente o
remodelamento 6sseo. Existem dois estudos na literatura avaliando HO de bidpsia 6ssea
transiliaca em EA. Lee e cols?® estudaram 14 pacientes e mostraram volume 06sseo
reduzido em apenas 14% deles e em nenhum foi observada maiores superficie reabsorvida
ou numero de osteoclastos, sendo encontrada baixa taxa de formacéo dssea em varios.
Szejnfeld e cols encontraram, em 16 pacientes com EA, 10 com defeito de mineralizagéo
0ssea e 3 com osteomalacia?! caracterizando uma doenca de baixo remodelamento por
atraso na mineralizagdo. Nenhum deles avaliou o compartimento cortical ou correlacionou

estes achados com escores de neoformagao 6ssea (MSASSS) e TBS.

1.3 OBJETIVOS
Analisar os parametros histomorfométricos, incluindo achados do osso trabecular e
cortical, em pacientes com EA, por meio de bidpsia 6ssea de crista iliaca, e correlaciona-

los com achados densitométricos, radiograficos e com avaliagéo clinica e laboratorial.

2 REVISAO TEORICA

ESPONDILITE ANQUILOSANTE

A espondilite anquilosante (EA) e outras formas de artrite associada ao antigeno
humano leucocitario (HLA-B27) constituem um grupo de artropatias inflamatérias cronicas,
gue sdo caracterizadas pela inflamacao do complexo enteso-sinovial, resultando em
sacroiliite, entesite e osteite, bem como manifestagdes extra-articulares, especialmente a

uveite anterior aguda e a colite cronica®?.

Pode acometer 0,5 a 1,5% da populagéo branca, com importante variagdo geografica
da prevaléncia e das principais manifestagdes clinicas e fenotipicas. Ha predilegao pelo
sexo masculino, especialmente nas terceiras e quartas décadas de vida. Além disso, pode

15



causar neoformacgado 0ssea e anquilose, particularmente das articulagdes sacroiliacas e

facetarias, bem como dos discos (anulo fibroso) e ligamentos intervertebrais??.

Embora exista forte associacdo com antigeno do complexo maior de
histocompatibilidade (MHC) classe 1 (HLA-B27), outros genes ndo MHC-1 também estao
envolvidos na susceptibilidade, fisiopatogenia e caracteristicas fenotipicas da doenca, em
especial ERAP-1 (ARTS-1) e IL-23%3.

A fibrocartilagem tem sido apontada como alvo primario e inicial da resposta imune
inata e varios modelos animais tém sido desenvolvidos com base na indugdo de
autoimunidade contra antigenos presentes na cartilagem e tecido fibroso. Estes incluem
um modelo murino (BALB/c) de poliartrite, espondilite e sacroiliite, semelhante a EA
humana, no qual uma resposta celular e humoral dirigida contra os agrecanos, presentes
nas fibrocartilagens das énteses, € iniciada apds imunizacdo com proteoglicanos de
cartilagem fetal humana?*. Além disso, tem sido demonstrado a importancia das bactérias
intestinais, patogénicas e comensais, € da imunopatologia da mucosa do colon na

etiopatogenia da doenca.

A éntese e o tecido 6sseo adjacente tém sido considerados como os sitios primarios
e iniciais do processo inflamatorio das EpAs. No entanto, devido ao dificil acesso, dados
histopatoldgicos detalhados e consistentes s&o escassos. Estudos imuno-histologicos de
sacroiliite inicial descrevem osteite primaria com intensa neoangiogénese e sinovite
secundaria de aspecto mixdide e formacgao de tecido de granulagao na fibrocartilagem.
Ademais, foram encontradas células T CD4+ e CD8+, macrofagos CD68+ e fibroblastos.
Outros estudos mostram maior expressdo do TNFa e do fator de transformacado do
crescimento 3 (TGFB). O tecido 6sseo subcondral € destruido e ocorre estimulo para um
processo de reparo osteoblastico intenso com posterior ossificacdo endocondral e

anquilose 6ssea?®.

FATORES DETERMINANTES DO REMODELAMENTO OSSEO

Em uma situagdo normal, o tecido 0sseo esta em constante remodelamento,
caracterizado por reabsor¢ao e neoformacao ossea. A neoformacao repara as areas de
microdano e garante a regulacdo da homeostase do calcio e fosforo extracelulares. Este
processo ocorre no contexto da unidade basica multicelular (UBM) e estes processos estéao
acoplados, o que significa que a quantidade de osso formado pelos osteoblastos (OB)
compensaria a quantidade de osso previamente reabsorvida pelos osteoclastos (OC).
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Alguns fatores, contudo, podem gerar um desequilibrio destes processos devido a um
déficit na formacao o6ssea por OB, como ocorre com o0 avancar da idade, uso de
corticoesterdides, imobilidade, etilismo, deficiéncia de hormodnios sexuais, tumores e
doencas inflamatorias. As atividades das células envolvidas no remodelamento 6sseo, OB
e OC s&o mediadas pelas vias RANKL-RANK e WNT?2,

A ativacio dos osteoclastos pela via RANKL

Os OC, células gigantes multinucleadas derivadas dos mondcitos, sado as unicas
células capazes de reabsorver tecido 6sseo, aderindo-se a superficie 6ssea. O componente
mineral é solubilizado pela secre¢ao de ions, enquanto a matriz 6ssea é degradada por
enzimas especificas incluindo a catepsina K. A ligacéo entre a atividade do OB e a formacgéao
de OC foi estabelecida nos primeiros estudos de histomorfometria e documentada em
198877,

Artropatias inflamatérias, como a espondilite anquilosante, sdo caracterizadas pelo
desbalanco entre a reabsor¢cao 6ssea mediada por OC e a formacao dssea dependente
dos OB, resultantes da acdo de duas citocinas principais, TNFa. e IL-17%. A citocina
envolvida neste processo foi identificada 10 anos depois e chamada de fator de
diferenciagcdo de OC derivado de osteoblastos (ODG) ou ligante de osteoprotegerina
(OPGL), o qual foi identificado como um membro da familia TNF idéntico ao ligante do
receptor ativador de NFxB (RANKL). Esta citocina € expressa em linfocitos T e contribui
para ativacdo de células dendriticas expressando seu receptor, 0 RANK. Em resumo, a
terminologia mais aceita hoje é: RANK, secretado ou expresso em células pré OC, ligante
do RANK ou RANKL, excretado ou expresso na superficie de muitas células, e
osteoprotegerina (OPG), a proteina capaz de inibir a ativagdo do RANK. O reconhecimento
do papel de células T ativadas na osteoclastogénese define o inicio de uma nova area

cientifica denominada osteoimunologia’.

A via WNT/B catenina

A diferenciagao de OB é regulada pela via WNT/beta catenina (via WNT candnica),
que funciona como grande reguladora da osteogénese juntamente com as proteinas
morfogenéticas osseas. O incremento da sinalizacdo da via WNT também resulta em
reducao da osteoclastogénese e reabsorcéo dssea, promovendo e expressao de OPG nos
OB. A regulacdo da via WNT canodnica ¢ feita pela producgéo de inibidores de receptores,
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como a esclerostina e a proteina relacionada a Dickkopf-1 (DKK-1). A esclerostina &
expressa quase exclusivamente nos ostedcitos sob a influéncia de estresse mecanico no
tecido 6sseo. A DKK-1 € uma glicoproteina que funciona como inbidor soluvel da
sinaliza¢ao wnt/beta catenina, cuja concentracdo aumenta na fase tardia da diferenciagao
de OB. Sua expresséo ¢ limitada ao 0sso normalmente, mas ja foi detectada em células

neoplasicas de mieloma multiplo®.

Desbalanco focal entre reabsorcio e formacao dssea nas doencas reumaticas

A reabsorcao e formacao odssea na medula podem ser moduladas pelas
necessidades hematopoiéticas. Doencas reumaticas inflamatérias sdo exemplos
intrigantes de situacdes de excesso de reabsorg¢ao 6ssea focal (erosdes 0sseas), associada
a neoformacao o0ssea inadequada ou excessiva.

Artrite reumatoide (AR) é caracterizada por doenca dOssea erosiva focal e perda
O0ssea sistémica sem sinais aparentes de reparo, mesmo apos o controle do processo
inflamatorio. Em outras doengas como a artrite psoriasica (AP) e a espondilite anquilosante,
ambas as condi¢cdes de aumento de reabsorcao dssea e neoformacgao podem coexistir.
Entender a interacdo destes processos e seus desfechos podem contribuir para o
conhecimento da fisiopatologia das doencas osteometabdlicas sistémicas e focais e melhor

conhecimento de suas terapias?®.

Citocinas inflamatdrias e metabolismo dsseo

Destruicao excessiva e reparo inadequado do tecido 6sseo sdo comuns na AR,
enquanto na EA e na AP também ocorre neoformacao dssea. Em todas estas doencas o
aumento de IL-17 contribui para o dano 6sseo. Os mecanismos da perda 6ssea dependente
de IL-17A incluem ativagc&o da osteoclastogénese diretamente ou via expressao de RANKL
e M-CSF por células estromais?®® o OB%9, sinergicamente com TNFa. Além disso o TNFa
inibe a osteoblastogénese através do aumento da expressao de DKK1, um inibidor da via
WNT?3!,

IL-17 € uma citocina com grande poder osteoclastogénico, e seu receptores sao
expressos por varias células, incluindo osteoblastos, osteoclastos, sinovidcitos e
condrocitos e seu estimulo resulta na ativagao das vias NFkB (RANK) e vias das proteinas
quinases mitdogeno ativadas (MAPKs). As células Th-17 produzem diretamente RANKL e

aumentam sua expressdo em osteoblastos e fibroblastos sinoviais; assim como
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incrementam a produ¢ao de TNFa e IL-1 em macréfagos sinoviais, levando a erosoes
Osseas através da osteoclastogénese®?.

Em contrapartida alguns estudos demonstraram que IL-17A e TNFo também
contribuem para a osteogénese. IL-17A pode aumentar a sintese de leptina, que inibe a
adipogénese e promove osteogénese em células tronco mesenquimais da medula 6ssea®.
Estes estudos em conjunto permitem afirmar que IL-177A e TNFa  promovem
osteoclastogénese e diferenciacao de OB, contudo o efeito prevalente do TNFa parece ser
a inibicao da formacao ossea pelo estimulo de DKK1 nos sinovidcitos.

Na EA, os varios graus de erosdes 0sseas estao associados a extensa neoformagao
0ssea, ocorrendo geralmente em sitios de proximidade com as erosodes, envolvendo
tipicamente as margens das articulagdes cartilaginosas, particularmente nas inser¢oes de
énteses.

Além de IL-17 e TNFa, outras citocinas tém sido implicadas na inflamacao e
neoformacio 0ssea em EA. Sherlock e cols® observaram maior expressdo de IL-23, uma
citocina da familia da IL-12, nas énteses como manifestacdo inicial da doenca e
subsequentemente, ocorreu inflamagdo do tecido sinovial adjacente. Além disso, esta
citocina estimulou a producédo de IL-17A e F e IL-22. Existe ainda evidencia da producgao
de IL-23 no intestino, associada a colite microscopica na EA%® . O HLA-B27 por si, foi
implicado no estimulo a produgéo de IL-23, por meio de vias autofagicas®. Finalmente,
polimorfismos de nucleotideo unico (SNPs) do receptor de IL-23 (IL23R) foram associados
a maior susceptibilidade ou protecédo da EA, particularmente nos europeus®, reforcando a
associagao da IL-23 na patogénese da EA.

A citocina IL-22 também tem seu papel na osteogénese na EA. Em um estudo, foi
observado que ela estimulou a diferenciacao de osteoblastos a partir de células precursoras
na énteses através da inducado de STAT-3, o que certamente levou a formacdo ossea
nestes sitios. IL-23 também promoveu osteoclastogénese em culturas compartilhadas com
osteoblastos®; e amplificou a expressdo de RANK em células precursoras de osteoclastos,
levando a posterior osteoclastogénese®; em estudos in vitro, IL-23 levou a
osteoclastogénese por meio do estimulo de L1740,

NEOFORMAGAO OSSEA NA ESPONDILITE ANQUILOSANTE

Em contraste com a perda 6ssea na AR, a inflamagdo na EA afeta as enteses
levando a maior atividade de osteoblastos e neoformacao dssea na forma de sindesmdfitos.

Ainda nao se sabe se a formacao dssea decorre de uma erosido ou se ocorre em locais
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sem erosdes prévias. Se a erosao ocorre incialmente, fatores liberados da matriz 6ssea,
como TGFB e BMPs podem promover este processo. Os sindesmofitos sdo produtos da
ossificagdo endocondral®®> com uma fase cartilaginosa inicial, seguida por remodelamento

e posterior mineralizagao ossea.

Antagonistas da via WNT

A esclerostina € uma antagonista da via WNT implicada no processo de
neoformacao dssea em EA. Articulagdes de pacientes com EA demonstraram niveis baixos
de expressao de esclerostina por imuno-histoquimica, comparada a controles saudaveis.
Além disso, niveis séricos de esclerostina inferiores aos controles saudaveis foram
encontrados em pacientes com EA e foram associados a maior presenca de
sindesmofitos*!. Interessante observar que anticorpos anti-esclerostina foram encontrados
em pacientes com EA, comparados a controles saudaveis*?. E provavel que este bloqueio
contribua para o processo de neoformacao ossea.

A expressado de outros antagonistas da via WNT, como o DKK-1 também esta
reduzida em pacientes e modelos animais de EA. Em dos modelos de ratos hTNFtg, o
bloqueio de DKK-1 levou a um aumento da sinalizacéo da via WNT e fusdo das articulagdes
sacroiliacas*® . Em pacientes com EA, os niveis de DKK-1 (ligante em seu receptor LRP6)
foram inferiores dos que nos controles saudaveis e pacientes com AR 3' . Além disso os
niveis funcionantes foram maiores em pacientes com EA e menor progressao radiografica,
comparados aos pacientes progressores**. Estes achados supdem que a atividade
reduzida do DKK-1 pode contribuir para a osteoproliferagéo na EA.

Os agonistas da via WNT também parecem estar envolvidos. Em um estudo recente,
niveis séricos elevados de Wnt3 foram encontrados em uma coorte de 204 pacientes com
EA, comparado a controles, um achado consistente com maior atividade osteoblastica®®.

A via BMP eu sua contribuicdo para formacio 6ssea em EA

Os membros da familia BMP (bone morphogenetic proteins) mostraram ser
responsaveis pela formacdo endocondral em modelos animais de EA*. Nesses modelos
ensaios imuno-histoquimicos revelaram maior expressao de BMP-2, BPM-6 e BMP-7 nos
sitios das énteses. A maior expressao de noggin, um antagonista de amplo espectro das
BMPs, inibiu a progressao de anquilose nesses modelos animais provando evidéncia que
a mesma pode ser inibida pelo bloqueio da via BMP. As BMPs também foram dosadas nos
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pacientes com EA. Chen e cols*’ observaram niveis séricos aumentados de BMP-2, BMP-
4 e BMP-7 em pacientes com EA com sinais radiograficos de anquilose comparados a
pacientes sem sinais de progressao radiografica e controles saudaveis. Além disso niveis
elevados de auto anticorpos contra o noggin foram identificados no soro de pacientes com
EA, os quais teriam efeito potencial em aumentar a sinalizagdo da via BMP*? . Pode-se
concluir, portanto, que a via de sinalizagao BMP pode contribuir para a osteogénese na EA,

fazendo desta um potencial alvo para futuras terapias.

Estresse mecénico

Em modelos animais, sitios de formacao Ossea periosteal ocorrem nas énteses,
sitios de insercéo de ligamentos e tenddes no tecido 0sseo, locais de estresse mecanico,
e ha muito tempo existe a suspeita que as forcas mecanicas constituem estimulo importante

a neoformacéo 6ssea*®-0,

OSTEPOROSE E FRATURAS VERTEBRAIS NA ESPONDILITE ANQUILOSANTE

Perda de massa 0ssea vertebral em EA ocorre precocemente no curso da doencga,
como pode ser demostrado por exames com DXA e gqTC (tomografia computadorizada
quantitativa). Na doenga avangada, contudo, a ocorréncia de sindesmaofitos ndo permite a
verificacdo acurada da densidade éssea vertebral pela DXA, a qual pode estar normal,
apesar da qTC ja demonstrar perda ossea®®. Como resultado disso, na doenca inicial
observa-se maior prevaléncia de perda de massa 0ssea vertebral, enquanto que, na fase
avangada, observa-se maior perda no quadril, o qual reflete melhor o grau de osteoporose
e risco de fratura nesta fase mais tardia da doenca’.

A coluna anquilosada é susceptivel a fraturas, mesmo de baixo impacto, devido a
mudancas em suas propriedades biomecanicas. Estas fraturas, mesmo quando
sintomaticas, podem passar desapercebidas quando a dor € confundida, pelo préprio
paciente, com atividade da doenga. O diagndstico tardio piora o prognostico, uma vez que
geralmente sdo fraturas instaveis e requerem diagnostico imediato para evitar déficit
neurologico irreversivel’.

Na pratica clinica, as fraturas vertebrais dolorosas sdo chamadas de clinicas e as
assintomaticas, de morfométricas. Varios estudos reportaram a prevaléncia de fraturas na
EA variando de 0,4 a 49%, mas tamanha discrepancia também se deve a diferencas no

recrutamento de pacientes e definicdo de fratura nestes estudos’ .
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Uma coorte de 939 pacientes com EA demonstrou que a maioria das fraturas ocorreu
em pacientes homens (85%), com mais de 70 anos e se distribuiram da seguinte forma:
53% coluna cervical, 41,9% toracica, 18,2% lombar e 1,5% no sacro. Lesao medular
ocorreu em 21,9%, mais comum em cervical (14,6%) e toracica (6,7%)>".

HISTOMORFOMETRIA OSSEA

A histomorfometria 6ssea consiste em uma avaliagdo histologica quantitativa de uma
bidpsia 6ssea calcificada, para obter informacao sobre a remodelacéo e a estrutura 6ssea.
Uma analise dinamica é possivel quando substancias que fazem a marcacio do 0sso sao
tomadas antes do procedimento e se depositam no local de formacio dssea. A biopsia é
indicada, na pratica clinica, para diagnostico de osteomalacia, diferentes formas de
osteodistrofia renal e nos casos néo explicados de fragilidade esquelética. As variaveis
histomorfométricas sao derivadas de medidas primarias realizadas ao microscopio, como
area, perimetro e espessura.

A nomenclatura foi padronizada pela ASBMR (American Society of Bone and Mineral
Research)%?. Parametros histomorfométricos sdo geralmente divididos em estruturais e de
remodelamento, sendo o ultimo ainda subdividido em parametros estaticos e dinamicos. A
avaliagdo rotineira normalmente se detém no osso trabecular, porém a analise também
pode ser feita do osso cortical e das superficies endocortical e periosteal, trazendo inumeras
informagdes, principalmente nos casos de individuos em crescimento e a resposta ao uso
de terapias anabdlicas.

Os parémetros estruturais trazem informagdes sobre a massa e estrutura ossea.
Estdo relacionados a estrutura dssea tridimensional e sao calculados a partir da area e
perimetro totais do 0sso. Sua avaliacao reflete a for¢a do tecido 6sseo. Os parametros de
remodelagdo estaticos promovem informacgdes sobre o montante de tecido 6sseo nao
mineralizado (osteoide) e a extenséo das cavidades de reabsorc¢éo (lacunas de Howship)
e os dindmicos demonstram a taxa de formacao dssea e s6 podem ser medidos quando os

pacientes fazem uso da tetraciclina antes da bidpsia®3.
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3. METODOLOGIA
3.1 DESENHO

Foi realizado um estudo transversal com grupo controle e amostragem de

conveniéncia.
3.2 PACIENTES

Foram incluidos homens de 18 a 55 anos com diagndstico de EA e que preencheram
os critérios modificados de Nova lorque®. Todos assinaram o termo de consentimento livre
e esclarecido aprovado pelo comité de ética do Complexo Hospital de Clinicas da
Universidade Federal do Parana (protocolo n° 94131618.3.0000.0096) antes de qualquer
procedimento.

3.3 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Foram excluidos pacientes com outras causas secundarias de osteoporose, tais
como hipogonadismo clinico ou laboratorial, hiper ou hipotireoidismo, hiperparatiroidismo
primario ou hipoparatireoidismo, doenga de Cushing, doenga celiaca ou doeng¢a renal
cronica, doenga inflamatoria intestinal e doencas pulmonares, ou qualquer outra doenga
inflamatdria imunomediada, bem como neoplasias. O uso atual ou prévio de medicagdes
que interferem com o metabolismo mineral e o6sseo ndo foi permitido, incluindo
glicocorticosteroides, bisfosfonatos, terapia hormonal androgénica, teriparatida,
denosumabe ou romosozumabe. Suplementacao de calcio e vitamina D3 foram permitidos

em doses habituais.

3.4 GRUPO CONTROLE E REFERENCIAS

Os parametros histomorfométricos estruturais e de remodelamento estatico de osso
trabecular foram comparados com dados normativos de bidpsias transiliacas de cadaveres
de individuos previamente saudaveis (n=21) pareados para idade e sexo, que serviu como
grupo controle®. Os parametros de remodelamento dinamico foram comparados com
valores de normalidade de coorte histdrica com dados de 41 adultos saudaveis (homens e
mulheres entre 19 e 56 anos)®®. Os valores de normalidade de homens com menos de 50
anos do estudo de Tong e cols foram considerados para comparagao das medidas de 0sso

cortical®’.

3.5 AVALIACAO CLINICA E LABORATORIAL
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Dados demograficos e fatores clinicos de risco para baixa massa o0ssea e fragilidade
ossea foram avaliados por meio de questionario incluindo idade, cor da pele autorreferida,
ocupacao, dados sobre fratura prévia, histéria familiar de osteoporose e fratura, habitos de
vida atuais (tabagismo, ingestdo de alcool e exercicios fisicos)*® e comorbidades. Foi
considerada fratura por fragilidade ou baixo impacto quando ocorrida por trauma menor ou
igual & queda da propria altura®®.

Foram colhidas informacgdes sobre tempo de doenca, acometimento de articulagdes
periféricas e manifestagdes extra musculoesqueléticas em algum momento da doencga,
tratamento atual e prévio, bem como realizados indices de atividade e gravidade da
doenca: BASDAI (Bath Ankylosing Spondylitis Disease Activity Index)®®; ASDAS
(Ankylosing Spondylitis Disease Activity Score)®'; BASFI (Bath Ankylosing Spondylitis
Functional Index)®?; BASMI (Bath Ankylosing Spondylitis Metrology Index)®°.

Foram realizados os seguintes exames laboratoriais: calcio total (método arsenazo
I, referéncia 8,4-10,2 mg/dL), paratormdnio (PTH) intacto (quimioluminescéncia, referéncia
15-68,3 pg/mL), 25-OH-vitamina D (quimioluminescéncia, referéncia 30-60 ng/mL) fosforo
inorganico (fosfomolibdato, referéncia 2,3-4,7 ng/dL), fosfatase alcalina (para-nitrofenil
fosfato, referéncia 40-250 U/L), calciuria de 24h (arsenazo 1l 100-300mg/24h), testosterona
total (quimioluminescéncia, referéncia 21-49 anos: 47,01- 980,56 ng/dL e 250 anos: 127,18
a 1020,36 ng/dL), horménio tireoidiano (TSH, quimioluminescéncia, referéncia 0,35-4,94
ul/mL), proteina c reativa ultrassensivel (usPCR, turbidimetria, referéncia <0,5mg/dL),
velocidade de hemossedimentacéo (VHS, westergren, referéncia 0-15mm/h) e pesquisa do
alelo HLA-B27 (reagao de cadeia de polimerase). Foi considerada hipercalciuria valores
acima de 4mg/ kg de calcio na urina de 24h.

3.6 DENSITOMETRIA OSSEA

Como medidas da densidade mineral 6ssea (DMO) da coluna lombar (L1-L4), fémur
proximal e antebraco foram avaliadas por meio da DXA (dual-energy X-ray absorptiometry)
usando o aparelho Hologic, modelo QDR4500®. Os valores foram expressos em g/cm?, T-
score e Z-score. Para o posicionamento e analise dos sitios esqueléticos avaliados foram
seguidos o0s protocolos propostos pela |ISCD (International Society of Clinical
Densitometry)®3. O T-score foi usado para o diagndstico de osteopenia e osteoporose em
homens acima de 50 anos de idade. Para aqueles com idade inferior a 50 anos, o Z-score
foi usado para classifica-los como baixa densidade dssea para a idade se menor ou igual a
— 2 desvios-padrao, como preconizado pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS)%. O

24



valor da minima variagéo significativa (MVS) com nivel de confian¢a de 95%, obtido para a
coluna lombar e o fémur total, foi de 0,036 g/cm? e 0,22 g/cm?, respectivamente.

3.7 ESCORE DE OSSO TRABECULAR

O escore de 0sso trabecular (iNsight® software) foi analisado nas vértebras lombares
(L1-L4) na mesma regido de interesse adquirida pela DXA e foram utilizados valores de
referéncia da populagao latino-americana masculina: TBS > 1,338 normal, entre 1,258 e
1,338 microarquitetura parcialmente deteriorada e <1,258 deteriorada®®. Nenhum paciente
apresentou IMC fora da margem permitida para se fazer o TBS (15 a 37 kg/m2). Foi
realizada a estratificagdo de risco em baixo e alto risco por meio da ferramenta FRAX®
(http://www.shef.ac.uk/FRAX) para pacientes com = 40 anos de idade, com ajustes pela
metodologia NOGG (National Osteoporosis Guideline Group), conforme recomendado para

a populacao brasileira®®.

3.8 RADIOGRAFIAS

Radiografias de coluna cervical, toracica e lombar com incidéncias antero-posterior
e perfil foram realizadas. As alturas anterior, média e posterior das vértebras T4 a L4 foram
avaliadas nas radiografias laterais usando-se a classificagdo semiquantitativa de Genant
para avaliagdo de fraturas vertebrais®”.

O calculo do mSASSS (Stoke Ankylosing Spondylitis Spine Score modificado) foi
realizado nas radiografias de coluna cervical e lombar em perfil, usando os éangulos
anteriores do platd inferior de C2 inferior ao platd superior de T1 e do platd inferior de T12
ao platdé superior de 31, de acordo com a presenga de erosdes, quadraturas, angulos
brilhantes, sindesmofitos ou pontes dsseas, e posterior graduagéo de 0 a 3.

A avaliacdo das radiografias da coluna vertebral foi feita por dois médicos
reumatologistas com experiéncia no método (NPM e MMP). O indice kappa para avaliagao
de fratura foi de 1,0 (p<0,001) e o indice de correlagéo intraclasse para o mSASSS foi 0,977
(IC 95% 0,945-0,991, p<0,001) entre os dois leitores.

3.9 BIOPSIA OSSEA TRANSILIACA E HISTOMORFOMETRIA OSSEA (HO)

Antes de serem submetidos a biopsia Ossea, todos os pacientes receberam

tetraciclina da seguinte forma: cloridrato de tetraciclina 500 mg duas vezes ao dia, via oral
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por 3 dias, seguido de intervalo de 10 dias sem a medicagao e 3 dias adicionais de cloridrato
de tetraciclina 500 mg duas vezes ao dia. Apds 3 a 5 dias do ultimo dia, a bidpsia transiliaca
foi realizada seguindo um procedimento padrzo®®, obtida de um local aproximadamente 2
cm posterior e inferior a espinha iliaca anterossuperior direita usando uma trefina de Bordier
com borda serrilhada e diametro interno de 7,5 mm, para obter tecido suficiente para
analise, incluindo osso trabecular e cortical.

Os fragmentos permaneceram inicialmente em frascos com etanol a 70% por 3 dias
(fixacdo), seguido por 3-5 dias em etanol a 100% (desidratagdo) e depois em tolueno
(clareamento) por mais um dia. Em seguida, os fragmentos eram embebidos por 3 dias em
3 diferentes solucdes contendo metilmetacrilato: solugéo | (25% de dibutilftlato/75% de
metilmetacrilato); solucéo Il (25% de dibutilftlato/75% de metilmetacrilato + 1g de peroxido
de benzoila [1%]); solugdo Il (25% de dibutilftlato/75% de metilmetacrilato + 2g perdxido
de benzoila [2%]). Posteriormente os fragmentos — ainda dentro dos vidros — eram
colocados em uma estufa a 37°C por 24 horas, até a total polimerizagao do metacrilato. O
frasco era entdo quebrado, formando, com o auxilio de uma serra, um bloco retangular, que
era lixado na sequéncia. A partir dos blocos, fragmentos com espessura de 7 € 10 um eram
obtidos através de um micrétomo com laminas de tungsténio, especificas para o tecido
0sseo, posteriormente coradas com azul de toluidina (7 um). O preparo do fragmento para
a leitura da HO foi realizado pelo mesmo técnico. Todos os procedimentos utilizados séo
padronizados no laboratorio PRO, da Fundacgdo Pro-Renal, em Curitiba, Parana®s.

Todas as analises de HO foram realizadas pelo mesmo investigador (CAM), cego
para as caracteristicas da amostra, usando um microscopio (Nikon Labophot Il, Toquio,
Japao) equipado com camera de video colorida digital de alta resolucédo UV (Olympus
DP71, Center Valley, PA, USA). O sistema de analise de imagens utilizado foi o
OsteoMeasure (OsteoMetrics, Inc., Atlanta, GA, USA). Os parametros estruturais avaliados
foram o volume (BV/TV) e a espessura (Tb.Th) do osso trabecular e o numero (Tb.N) e a
separagao (Tb.Sp) de trabéculas. Os parametros de remodelamento estatico avaliados
foram superficie (OS/BS) e espessura (O.Th) osteoides e as superficies reabsorvida
(ES/BS), osteoblastica (Ob.S/BS) e osteoclastica (OcS/BS). No osso cortical, foram
avaliadas espessura (Ct.Th) e porosidade (Ct.Po). Os parametros de remodelamento
dinamico avaliados foram a superficie de mineralizacéo (MS/BS), taxas de aposi¢ao mineral
(MAR) e de formacao 6ssea (BFR/BS), taxa de aposi¢céo dssea ajustada (Aj.AR) e intervalo
de tempo para mineralizagdo (MIt). Foram considerado critérios para osteomalacia a
combinagio de O.Th>12,5um e Mit> 100 dias®?.
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3.10 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados de forma descritiva, com as variaveis categoricas
apresentadas em frequéncias absolutas e relativas e as nhuméricas como média e desvio-
padrao. A normalidade das variaveis foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk. O teste exato
de Fisher foi usado para testar a associagéo entre as variaveis categoricas e os testes T de
Student e u de Mann-Whitney ou para variaveis numéricas de distribuicdo normal e néo
normal respectivamente. As variaveis Mlt, MAR, BFR/BS, MS/BS e Aj.Ar como tiveram
distribuicdo néo normal, foram dicotomizadas (como dentro do intervalo de referéncia ou
nao) para aplicagéo do teste de Fisher. Foram realizadas correlagdes de Spearman entre
variaveis numericas e as variaveis que tiveram correlacao foram incluidas em modelos de
regressao linear multipla. Foi utilizado o software SPSS Stafistics versdo 23 (IBM) para a

analise e valores de p< 0,05 foram considerados significativos.

4. RESULTADOS

Foram avaliados 235 pacientes, dos quais 113 preenchiam critérios de inclusido e
destes, 88 se recusaram. Dos 25 pacientes restantes, 4 foram apresentaram critérios de
exclusao na avaliagao laboratorial (3 pacientes apresentaram diabetes mellitus e 1 paciente
com hipogonadismo). Foram incluidos, portanto, neste estudo transversal, 21 pacientes,
com media de idade de 45,8 anos e longo tempo de doenc¢a. Em sua maioria eram brancos,
com alta positividade para o HLA-B27, elevada frequéncia de doenca ativa pelo ASDAS-
PCR (66,7%) e comprometimento moderado da fun¢cédo e mobilidade (Tabela 1). A maior
parte (85,7%) eram sedentarios, uma minoria (19%) era tabagista e nenhum era etilista.
Nenhum deles apresentava historia familiar de fratura de fémur ou pessoal de fratura
vertebral clinica ou morfométrica. Apenas um paciente relatou fratura de umero de baixo

impacto.

Tabela 1: Caracteristicas clinicas e demograficas dos pacientes com EA

Variaveis N=21
Idade (anos) 45,8 (5,6)
Duragao da doenga (anos) 17,5 (11,2)
Atraso diagnostico (meses) 99 (105,5)
Positividade para HLA-B27 (%) 19, 90,5%
Etnia Branca 14, 66,7%
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Entesite 14, 66,7%
Artrite periférica 7, 33,3%
Trabalho bracal 14, 66,7%

Uveite 5, 23,8%
IMC (kg/ m2) 27,3 (4,3)
Normal 8, 38,1%
Sobrepeso 5, 23,8%
Obesidade grau 1 8, 38,1%
Tabagismo atual 4, 19%
Uso atual de AINEs 12, 57,1%
DMARDs sintéticas 1,4,7%
DMARDs biologicas 11, 52,4%
iTNF 10, 47,7%
iL17 1,4,7%
VHS (mm) 3,7 (1,8)
PCR (mg/dL) 0.7 (1,0)
ASDAS-PCR 2.7 (1,2)
Remisséo 4,19%
Baixa atividade 3, 14,3%
Alta atividade 9,42,9%

Muito alta atividade 5, 23,8%

BASDAI 3,8 (2,5)

BASMI 4,8 (1,9)

BASFI 4,5 (2,7)

IMC: Indice de Massa Corporal. AINEs: Anti-inflamatérios ndo esteroidais. BASDAI: Indice de Atividade da
Doenga da Espondilite Anquilosante de Bath; ASDAS: Escore de Atividade da Doencga da Espondilite
Anquilosante; BASFI: Indice Funcional da Espondilite Anquilosante de Bath; BASMI: indice de Metrologia da
Espondilite Anquilosante de Bath; DMCDs: drogas modificadoras do curso da doenga; DA: atividade da
doenca

Na histomorfometria 6ssea, 23,8% (n=5) dos pacientes apresentaram volume 6sseo
reduzido, destes 1 apresentou osteoporose densitométrica e TBS alterado (55 anos), 1 teve
baixa massa 0ssea e TBS alterado (37 anos), 1 teve apenas o TBS alterado e os outros 2
tiveram ambos 0s exames normais. O volume 6sseo teve associagao positiva com o IMC
apos ajustes para idade, ASDAS-PCR, DMO de coluna e fémur total (R%ajust 0,637,
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p=0,005), no modelo de regressao multipla. Ao se comparar os parametros estruturais e de
remodelamento estatico do 0sso trabecular entre os pacientes e os controles, observou-se
um aumento na espessura osteoide (p=0,027) e uma tendéncia a uma menor superficie
osteoclastica (p=0,055) no grupo de pacientes (Tabela 2). Os pacientes em uso de
imunobioldgicos tiveram menores superficie osteoblastica (0,58% + 0,95 x 2,6% + 2,4;
p=0,043) e fosfatase alcalina (74,2 mg/dL + 17,2 x 94,2 mg/dL £ 17,5; p=0,029) comparados

aos pacientes em uso exclusivo de antiinflamatorios (AINEs).

Tabela 2. Parametros estaticos do osso trabecular na histomorfometria 6ssea dos pacientes
com EA comparados a controles saudaveis de uma coorte historica.

Pacientes Controles saudaveis p
com EA masculinos
(n=21) (n=21)

Idade (anos) 45,8 (5,6) 41,2 (1,9) 0,181
Volume 6sseo (BV/TV, %) 24,4 (8,0) 24,0 (48) 0,792
Espessura trabecular (Tb.Th, pm) 124,2 (26,6) 114,6 (21,7) 0,208
Separagao trabecular (Tb.Sp, pm) 405,6 (122,4) 371,8 (86,0) 0,251
Numero trabecular (Tb.N, n/mm) 1,9 (0,5) 2,1(0,4) 0,209
Superficie ostedide (OS/BS, %) 17,6 (14,2) 13,5 (13,8) 0,333
Espessura do osteoide (O.Th,um) 13,8 (7,6) 9.2 (1,5) 0,027
Superficie osteoblastica (Ob.S/BS, %) 1,6 (2,1) 1,0 (1,0) 0,772
Superficie reabsorvida (ES/BS, %) 24 (2,4) 2,2(1,0) 0,651
Superficie osteoclastica (OcS/BS, %) 0,02 (0,06) 0,021 (0,05) 0,055

Os pacientes apresentaram maior intervalo de tempo de mineralizagdo (Figura 1) e
menores superficie de mineralizacao e taxa de formacao 6ssea em relacao aos valores de
referéncia (Tabela 3), de forma significativa. Além disso, 23,8% (n=5) dos pacientes
apresentaram critérios para osteomalacia e destes, 2 tiveram alteracdo na DMO do
antebraco isolada (1 com osteopenia e 1 com baixa massa 0ssea), 1 com osteoporose de
antebraco e osteopenia de fémur e 2 com DXA normal. Dentre os pacientes com
osteomalacia, apenas 1 apresentou nivel sérico de 25-hidroxi-vitamina D menor que
30ng/ml.
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Figura 1. Secéo histolégica do osso trabecular mostrando marcagao difusa de tetraciclina (anormal).
Paciente com atraso no intervalo de tempo de mineralizagéo e espessura osteoide aumentada. Secgao 6ssea
nao corada sob luz UV (aumento de 100 vezes).

Tabela 3. Parametros trabeculares dindmicos e estaticos de osso cortical em pacientes com
EA comparados a dados de referéncia da literatura.

Pacientes Referéncia o]
(n=21)

Espessura cortical (Ct.Th, um) (218,4) 698,8 820 (75)* 0,031
Porosidade cortical (Ct.Po %) 5,9 (3,5) 4,2 (0,5)* 0,015
Superficie mineralizante (MS/BS, %) 7,11 (3,8) 18,3 (7,5)** 0,0029
Taxa de aposigao mineral 0,69 (0,33) 0,65 (0,12)** 0,14
(MAR, pym/dia)
Taxa de formacgao éssea 0,046 (0,03) 0,13 (0,07)* 0,0074
(BFR/BS, pm3/um2/dia)
Taxa de aposicao 6ssea ajustada 0,46 (0,58) 0,5 (0,2)** 0,286
(Aj.AR, pm/dia)
Intervalo de tempo de mineralizagao 105,7 (179,3) 21,3 (2,3)* 0,0074
(Mlt, dias)

*(n=41); **(n=12)

Houve correlagao positiva do fosforo inorganico sérico com a taxa de aposigao 6ssea
ajustada (r=0,493; p=0,023) e superficie de mineralizagao (r=0,544; p=0,011), e negativa
com o intervalo de tempo para mineralizagéo (r=-0,448; p=0,042). No modelo de regressao
linear multipla, cuja variavel dependente foi a superficie mineralizante, a associacéao
positiva com o fésforo sérico se manteve apds ajustes para idade, IMC e nivel sérico de 25-

hidroxivitamina D (R2ajust=0,548, p=0,009). Embora os niveis séricos de fésforo inorganico
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estivessem dentro da faixa de referéncia (2,3-4,7 mg/dL) em todos os pacientes, dois deles
apresentaram 2,4 mg/dL e nenhum foi acima de 3,8 mg/dL.

Com relagédo ao osso cortical, 16 pacientes (76,2%) apresentaram espessura
reduzida e 11 pacientes (52,3%) aumento da porosidade e estas diferengas tiveram
significancia estatistica (Tabela 3) quando comparados a valores de normalidade. A
combinacdo de espessura reduzida e porosidade aumentada foi o padrdo mais comum
(Figura 2), encontrado em 6 pacientes (28,5%), no entanto 5 pacientes (23,8%)
apresentaram espessura normal/aumentada e aumento da porosidade concomitante.
Trabecularizagao da cortical foi encontrada em 52,3% (n=11/21) e a DMO do radio 33% foi
menor nestes pacientes (0,704 g/cm? + 0,06) do que naqueles sem trabecularizagdo
(0,766g/cm? £ 0,06) com p=0,046.

Figura 2. Secao histolégica de osso cortical. A. Porosidade aumentada e redugéo da espessura cortical. B.
Trabecularizagao cortical. Corante azul de toluidina (aumento de 40 vezes).

A espessura cortical teve correlagao positiva com mSASSS (r=0,452, p=0,004) mas
apos regressao linear multipla ajustada para idade, IMC e tempo de doenga nao houve
significancia estatistica. A porosidade cortical teve correlagcéo positiva com IMC (r=0,783,
p<0,001) e esta associagao positiva se manteve na regresséao linear multipla ajustada para
idade, PTH, tempo e atividade de doenga (R?ajust=0,705, p=0,023).

A prevaléncia de alteragbes na DXA foi de 42,8% (n=9) (Tabela 4). Embora as
medidas de DMO (densidade mineral 6ssea) tenham apresentado correlagdes significativas
com os parametros estruturais da HO (anexo 1), apds regresséao linear multipla ajustada
para idade, IMC e duragado da doenga, a significancia nao foi mantida. A DMO da coluna
vertebral de associou positivamente ao IMC (p=0,024) e negativamente ao ASDAS-PCR
(p=0,01) no modelo final de regresséao linear multipla, apds ajustes para idade e mSASSS
(R?ajust=0,496, p=0,021).
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O TBS se mostrou alterado em 57,1% dos pacientes (tabela 4), e se correlacionou
negativamente com espessura cortical e ASDAS-PCR (Anexo 1), no entanto na regressao
linear multipla ajustada para idade e IMC, houve apenas associa¢do negativa com ASDAS-
PCR (R?ajust=0,569, p=0,012). O FRAX/NOGG ajustado para o TBS foi considerado de
alto risco em 41,2% dos pacientes em que foi calculado (n=18). Nao houve diferenga nos
parametros histomorfométricos entre pacientes com FRAX de alto ou baixo risco.

Tabela 4. Parametros de imagem dos pacientes com EA.

Exames de imagem Pacientes (n=21)
Parametros DXA (g/cm?)
Coluna lombar 1,019 (0,19)
Colo do fémur 0,783 (0,12)
Fémur total 0,906 (0,12)
Antebraco distal (radio 33%) 0,730 (0,71)

Diagnostico densitométrico, segundo a OMS

Normal 12, 57,2%
Baixa massa 0ssea* 5, 23,8%
Osteopenia™* 2,9,5%
Osteoporose™* 2,9,5%
TBS 1,303 (0,12)
Normal 9, 42,9%
Microarquitetura parcialmente deteriorada 6, 28,6%
Microarquitetura deteriorada 6, 28,6%
mSASSS 24,7 (22,2)
Presenca de sindesmdfitos 16, 77,1%

*(n=17), **(n=4), TBS Trabecular Bone Score; mSASSS modified Stoke Ankylosing Spondylitis Spine Score;
OMS: Organizagédo Mundial da Saude.

Hipercalciuria foi observada em 25% (n=5) e destes, 3 apresentaram litiase renal
previamente diagnosticada. A fostatase alcalina total (FA) teve associagdo negativa com
idade (p=0,001), TBS (p<0,001) e tempo de doenca (p=0,008) e positiva com superficie
osteoblastica (p=0,001) no modelo de regressdo com ajustes para IMC, e ASDAS-PCR
(R2ajust=0,911, p<0,001). Além disso foi maior nos pacientes fumantes (104,75 mg/dL +
16,6) do que nos n&o fumantes (78,7 mg/dL £ 17,9, p=0,033). Demais resultados de exames

laboratoriais constam na tabela 5.
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Tabela 5. Exames laboratoriais dos pacientes com EA

Exames Pacientes (n=21)
Calcio (mg/dL) 9,4+0,3
Fésforo inorganico (mg/dL) 3,2+04
25 (OH) vitamina D (ng/mL) 30,7 £8,9
230 12, 57,1%
15-29 9, 42,9%
Fosfatase alcalina (mg/dL) 84,6 £19,7
PTH intacto (pg/dL) 63,3+24,4
< 68.3* 14, 66,7%
>68,3"* 7, 33,3%
Testosterona (ng/mL) 539,4 + 2494
Creatinina (mg/dL) 0,87+ 0,1
Clearance de creatinina (ml/min) 100,5+£9,5
Calciuria 24h (mg/24h)*** 204,2 £ 92,1
<4 mg/ kg 15, 75%
>4 mg/ kg 5, 25%
Urolitiase 3, 15%

*kk

*normal, **acima da referéncia, ***n=20. PTH: hormonio paratireoidiano.

DISCUSSAO

Nossos resultados histomorfométricos mostraram uma doenca oOssea de baixo
remodelamento com defeito de mineralizacdo, apesar do volume Osseo trabecular
preservado, associados ao comprometimento da espessura e aumento da porosidade do

0sso cortical em pacientes jovens com EA de longa evolugao.

O atraso no tempo de mineralizacdo e a menor taxa de formagao 6ssea, combinados
com um aumento na espessura osteoide observado nos pacientes, sugerem uma doenga
6ssea de baixo remodelamento, semelhante ao que foi observado por Szejnfeld?'. Além
disso, propriedades alteradas da matriz 6ssea, como uma reducado na relacédo mineral /
matriz, foram observadas em camundongos transgénicos positivos para HLA-B27,
correlacionando-se com perda o6ssea alveolar’®. Embora tenhamos encontrado um
aumento na espessura osteoide, a superficie osteoide foi semelhante a dos controles, e
esse resultado ja foi observado anteriormente em associagdo com o uso de bifosfonatos e

foi denominado osteomaléacia focal”!.
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Embora os niveis plasmaticos de fosfato inorganico estivessem dentro da faixa
normal, eles se correlacionaram com variaveis relacionadas a mineralizacao 6ssea. Isso
pode implicar em uma disponibilidade reduzida de fosfato durante a mineralizacédo ou um
balanco negativo de fosfato devido a perda renal. Niveis elevados de fator de crescimento
de fibroblastos 23 (FGF-23) no soro foram observados em pacientes com EA comparado a
controles’?, assim como em criangas com doenca inflamatéria intestinal ativa’®, doenca que
compartilha mecanismos fisiopatogénicos com a EA. Outra possibilidade pode ser a
presenca de disbiose/inflamacao intestinal subclinica que afeta mais da metade dos
pacientes com EA’* levando a uma menor absorcdo intestinal de fosfato. Estudos
adicionais sao necessarios para compreender a relagéo entre fosfato e fragilidade ossea
na EA.

Uma possivel explicacao para nossos achados poderia envolver uma disfuncio dos
osteocitos, uma vez que essas células desempenham um papel crucial na mineralizacao,
transportando calcio e fosfato através de seu sistema canalicular e secretando proteinas
reguladoras como proteina da matriz dentinaria (DMP1), fosfoglicoproteina da matriz
extracelular (MEPE), osteopontina, PHEX (homdlogo da enzima reguladora de fosfato
ligado ao cromossomo X), ENPP1 (ectonucleotideo pirofosfatase/fosfodiesterase ) e
ANKH (homdlogo da proteina anquilosante progressiva), entre outros”. Uno e cols.
demonstraram que o TNF-a reduziu a expressao génica e proteica do gene PHEX em
modelos animais de colite, inibindo a mineralizagdo dos osteoblastos’®. Da mesma forma,
Ito e cols observaram um aumento no FGF-23 e a supressao das proteinas PHEX, DMP-1
e ENPP1 em células semelhantes aos ostedcitos e tecido 6sseo humano apos a
estimulagdo com TNF e IL1-B’7, sugerindo uma influéncia clara das citocinas pro-
inflamatorias na expressdo de FGF-23 secretado pelos ostedcitos e na regulagdo da

mineralizacao.

Além disso, ha evidéncias de possivel disfuncado dos ostedcitos na EA, uma vez que
o marcador primario dos ostedcitos, a esclerostina, pode estar suprimida nesses pacientes.
Um estudo anterior demonstrou uma expressao quase ausente de esclerostina no 0sso
cortical periarticular de pacientes com EA em comparacao com pacientes com artrite
reumatoide e osteoartrite, correlacionando-se com a formacgdo de novos sindesmofitos*'.
Além disso, a baixa producao de esclerostina correlacionou-se com a atividade da doenca
em pacientes com EA em outro estudo, e permaneceu suprimida mesmo apos o tratamento
com anti-TNF78, Vale ressaltar que a expressao da esclerostina pode ir além dos ostedcitos,
incluindo condroblastos hipertroficos e células residentes da entese, sendo possivel que
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atue de forma antagbnica no ambiente 0sseo e no microambiente articular’®. Pode estar
suprimida no osso periarticular/enteseal levando a neoformacao dssea, mas também pode
estar aumentada no osso trabecular, contribuindo para perda 6ssea sistémica. Vincent e
cols® demonstraram que o TNF-Related Weak Inducer of Apoptosis (TWEAK), sozinho e
com TNFa foram capazes de induzir a expressdo de esclerostina in vitro, regulando a

funcao dos osteoblastos.

O volume 6ésseo trabecular estava normal ou aumentado na maioria dos pacientes,
semelhante a outras condi¢cdes osteometabodlicas com baixo remodelamento, como
hipoparatireoidismo primario®'. Considerando outras doencas caracterizadas pela baixa
formacao 6ssea, como doenca dssea adinamica na insuficiéncia renal cronica®?, diabetes
mellitus®?, osteoporose induzida por glicocorticoides® e hipofosfatasia®, podemos inferir
uma possivel assinatura de células osteoprogenitoras, embora com mecanismos celulares
e vias moleculares diferentes. Realizar uma analise transcriptdmica para estabelecer os
mecanismos envolvidos na regulacéo para cima ou para baixo das vias relacionadas a
sinalizacao e sobrevivéncia dos osteoblastos e ostedcitos, especialmente a via Wnt, seria
um proximo passo interessante para melhor compreender a fisiopatologia e desenvolver

estratégias terapéuticas para pacientes com EA.

Nao foi observado aumento significativo na superficie osteoclastica ou na reabsorc¢ao
no grupo de pacientes em comparag¢ao com os controles, o que esta em consonancia com
outros estudos?>?'. Considerando que o tratamento preferencial atual para a osteoporose
na espondilite anquilosante envolve bisfosfonatos, medicamentos antirreabsortivos que
podem agravar o comprometimento da mineralizagdo, € possivel que, além dos desafios
no diagnostico da fragilidade dssea na espondilite anquilosante, os pacientes possam nao
estar recebendo o tratamento mais adequado.

Além disso, observamos um padrao de osso cortical caracterizado por menor
espessura e aumento da porosidade, com mais da metade dos pacientes apresentando
trabecularizagao cortical. E possivel que o cortex esquelético apendicular seja afetado mais
cedo no curso da doenga, como indicado por um estudo que demonstrou afinamento
cortical do radio distal usando HRpQCT em espondilite anquilosante n&o radiografica inicial
(menos de 2 anos de doencga), enquanto o osso trabecular permaneceu preservado’s.
Também observamos uma relagao entre pior DMO (densidade mineral 6ssea) do radio a
33%, refletindo o osso cortical, com doeng¢a mais precoce e aumento da trabecularizacao.

Embora ndo tenhamos avaliado parametros de remodelacdo no osso cortical, podemos
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inferir a partir das descobertas acima uma possivel assincronia entre o osso cortical e
trabecular, com padrées de alta e baixa remodelacdo, respectivamente (figura 3). No
entanto, o verdadeiro impacto do envolvimento do osso cortical no risco de fratura na
espondilite anquilosante ainda ndo é conhecido, uma vez que as fraturas vertebrais sao

mais comuns do que as fraturas do quadril®.

External cortex Endocortex Trabecular Endocortex Internal cortex

| — Thickness 1 — Bone volume
t Porosity — Structure
1 Trabecularization Mineralization defect
t Remodeling? | Remodeling

Figura 3. Observa-se uma assincronia entre o osso trabecular e o cortical, com volume 6sseo preservado,
defeito na mineralizacdo e baixa remodelagdo no primeiro, e maior porosidade e redugdo na espessura,
sugerindo potencial alta remodelac&o, no segundo.

No que diz respeito as medidas de DXA, cerca de 30% dos pacientes tinham
osteoporose ou massa Ossea baixa, de forma semelhante ao demonstrado
anteriormente’®”. No entanto, ndo esta claro se o DXA reflete o risco de fratura na
espondilite anquilosante, uma vez que muitos individuos podem ter fraturas com escores
de DXA normais ou minimamente alterados na coluna lombar''. A idade mais jovem
incluida em nosso estudo pode explicar a auséncia de fraturas por fragilidade, uma vez que

elas sdo mais comuns nesses pacientes a partir dos 60 anos’.

Varios autores demonstraram que o TBS (Trabecular Bone Score) € um preditor de
risco de fratura vertebral e ndo vertebral na espondilite anquilosante, especialmente em
pacientes com doenga ativa, independentemente das medidas de DXA'288-9" Em nosso
estudo, o TBS foi reduzido em mais da metade dos pacientes e foi influenciado pela
atividade da doenca, de forma semelhante a DMO da coluna lombar, demonstrando o
potencial impacto da atividade inflamatdria na microarquitetura 6ssea vertebral. No entanto,
nao se correlacionou com as variaveis estaticas do osso trabecular, incluindo volume 6sseo

e espessura trabecular, e alguns estudos in vivo relataram correlagdes fracas a moderadas
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entre o TBS e a microarquitetura por outros métodos®?. Parte dessa variabilidade parece
ser um desafio na comparagao da microarquitetura de segmentos 0sseos nao axiais, como

a crista iliaca, e o TBS da coluna lombar.

Encontramos hipercalciuria em cinco pacientes e calculos renais em trés, o que esta
alinhado com evidéncias de uma maior prevaléncia de urolitiase na EA%. Inicialmente,
poderiamos pensar que nossas descobertas poderiam ser explicadas pela hipercalciuria
em si, ja que analises de BH (histomorfometria 6ssea) de pacientes com hipercalciuria
idiopatica mostraram um grau de déficit de mineralizagdo com comprometimento do volume
0sseo e da microestrutura trabecular®. No entanto, a presenca de ativagdo aumentada dos
osteoclastos, via RANK-L, em pacientes com hipercalcitria refuta essa hipotese®. De
acordo com nossas descobertas, os parametros de reabsorcao 6ssea nao diferiram dos
controles. Além disso, ndo encontramos correlagao entre a excrecio de calcio de 24 horas
e 0s parametros de BH.

Embora os niveis séricos de fosfatase alcalina estivessem dentro dos limites
normais, eles estiveram associados a idade, duragéo da doenga, TBS, tabagismo atual e
superficie osteoblastica. A atividade aumentada da fosfatase alcalina foi previamente
encontrada na EA, correlacionando-se com o0 mSASSS% . Esses dados sugerem que a
fosfatase alcalina pode ser um biomarcador tanto da atividade da doenca quanto da
fragilidade 6ssea e do dano radiografico. Além disso, assim como a superficie osteoblastica,
ela foi menor em pacientes que estavam em tratamento com terapia biologica (a maioria
antagonistas do TNFa). O efeito do TNF-a na diferenciacéo dos osteoblastos é controverso,
podendo inibir ou estimular dependendo da dose e da fase de maturagdo das células®’, de
modo que a terapia anti-TNF-a poderia levar a uma fungao reduzida dos osteoblastos, como
sugerido por outros autores®, o que pode ter um impacto benéfico na reducdo da

progressao radiografica mas parcialmente deletério a saude ossea.

Existem poucos estudos sobre o tratamento da osteoporose na espondilite
anquilosante, a maioria deles envolvendo bisfosfonatos, que demonstram ganhos
modestos de massa 6ssea, mas carecem de dados sobre a reducdo do risco de fraturas®.
O uso de anabdlicos como teriparatida foi relatado em situacdes excepcionais, como
fraturas vertebrais graves e/ou multiplas, com bons resultados na consolidagao'®19'. No
entanto, faltam estudos com um maior numero de pacientes, e nao existem relatos ou
estudos na literatura sobre o uso de romosozumabe em pacientes com espondilite

anquilosante, possivelmente devido a preocupagdes com o risco tedrico de piorar a
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neoformacao dssea ao suprimir a esclerostina. S&0 necessarios estudos para avaliar a
seguranca e eficacia dessas moléculas no tratamento da osteoporose de alto risco

associada a espondilite anquilosante.

Este estudo apresenta varios pontos positivos, incluindo a exclusdo de individuos
com mais de 55 anos de idade, a auséncia de hipogonadismo e doeng¢as ou medicamentos
concomitantes que poderiam interferir no metabolismo mineral e dsseo. Além disso, pela
primeira vez, foi explorada a relag@o entre a histomorfometria 6ssea e o dano radiografico
estrutural, bem como as alteragcdes no osso cortical. A utilizacdo de uma amostra de
pacientes com a forma classica de EA, em sua maioria brancos, HLA-B27 positivos, com
doenga ativa e dano radiografico moderado, bem como informag¢des sobre a atividade
ocupacional (quase 70% eram trabalhadores bragais), aumenta a validade externa de
nossos achados. No entanto, o estudo tem algumas limitagdes, especialmente o tamanho
da amostra, a falta de dados de marcadores especificos de turmover ésseo, como CTX,
P1NP, fracéo dssea da fosfatase alcalina, esclerostina e biomarcadores relacionados ao
metabolismo do fosfato (FGF-23 e fracdo de excregao renal de fosfato), bem como a
avaliacao dos padrdes alimentares. Além disso, € importante observar que utilizamos um
banco de dados de controle normativo de individuos saudaveis da populacao brasileira,
emparelhados por sexo e idade, para comparar alguns dos resultados da histomorfometria

ossea.
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CONCLUSAO

A analise da histomorfometria 0ssea transiliaca em homens jovens com EA mostrou
um comprometimento da mineralizacao trabecular com um padrao de baixo remodelamento
possivelmente associado ao metabolismo do fosfato inorganico, juntamente com redugao
da espessura e aumento da porosidade cortical. Portanto, nossa hipotese € que fatores
relacionados ao processo inflamatorio da doenca levem a disfuncao dos ostedcitos e sua
comunicagcdo com os osteoblastos, comprometendo a mineralizacao. Outros fatores
potencialmente associados incluiriam maior perda de calcio na urina e menor absor¢ao de
fosforo intestinal. Ao lado do comprometimento da mineralizacao, a porosidade cortical
aumentada, a atividade da doenca e a imobilidade com baixa tensao de cisalhamento
contribuiriam para uma fragilidade 6ssea acentuada na EA (figura 4). Essas descobertas
podem contribuir para uma compreensao mais aprofundada da fragilidade 6ssea nesses
pacientes. Estudos adicionais s&o necessarios para uma compreensado mais abrangente
da complexa fisiopatologia relacionada a fragilidade 6ssea na EA, bem como para possiveis
implicacdes em tratamentos futuros, incluindo medicamentos anabdlicos como teriparatida

e romosozumabe.
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Figura 4. Nossa hipotese é que, na EA, o processo inflamatério e a redugéo da tensdo de cisalhamento no
osso trabecular da coluna vertebral, por exemplo, podem levar a disfungdo dos ostedcitos, com possivel
aumento na producéo de SOST e FGF-23, resultando em uma doenca de baixa remodelagéo com defeito na
mineralizagdo. Outros possiveis fatores associados incluiriam maior perda de calcio na urina e menor
absorgdo de fosforo intestinal. Além da mineralizagdo defeituosa, a porosidade cortical aumentada, a
atividade da doencga e a imobilidade contribuiriam para uma fragilidade 6ssea aumentada. SOST: esclerostina,
Pi: fosforo inorganico, FGF-23: fator de crescimento de fibroblastos 23.
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Anexo 1. Tabela das correlages significativas entre variaveis clinicas, histomorfométricas e de imagem em pacientes com espondilite anquilosante

BV/TV Tb.SP Tb.Th Tb.N Ct.Th Ct.Po ObS/BS DMO DMO CF DMO FT TBS mSASSS BASDAI ASDAS- IMC FA
coluna PCR
BV/TV r= 0,639 r=0,596 r=0,453 r=0,714
p=0,02 p=0,004 p=0,04 p<0,001
Tb.SP r=-0,507 r=-0,554 r=-0,601 r=-0,444 r=-0,582 r=-0,564
p=0,019 p=0,009 p=0,004 p=0,044 p=0,006 p=0,008
Tb.Th 1 r=0,519 | r=0,456 r=0,452 r= 0,489
p=0,016 p=0,038 p=0,04 p=0,025
Tb.N r= 0,561 r=0,625 r= 0,520 r=0,609
p=0,008 p=0,002 p=0,018 p=0,003
Ct.Th 1 r=-0,475 | r=0,565
p=0,029 p=0,008
Ct.Po 1 r= 0,476 r=0,783
p=0,029 p<0,001
ObS/BS 1 r=0,524
p=0,015
DMO coluna 1 r=0,741 r=0,717 r=0,457 r=-0,447 r=-0,481
p<0,001 p<0,001 p=0,037 p=0,042 p=0,02
DMO CF 1 r= 0,451 r=-0,485
p=0,04 p=0,026
DMO FT 1
TBS 1 r=-0,558 r=-0,671 r=-0,434 r=-0,484
p=0,009 p<0,001 p=0,049 p=0,026
mSASSS 1
BASDAI 1 r=0,572
p=0,007
ASDAS-PCR 1 r=0,493 r=0,575
p=0,023 P=0,006
IMC 1

BV/TV: volume ésseo, Th.Th: espessura trabecular, Tb.Sp: separagdo trabecular, Th.N: nimero trabecular, Ct.Th: espessura cortical, Ct. Po: porosidade cortical, Obs/BS: superficie osteoblastica, DMO: densidade mineral 6ssea, TBS: escore de osso

trabecular, mSASSS modified Stoke Ankylosing Spondylitis Spine Score, IMC: indice de massa corporal, CF: colo femoral, FT: fémur total, FA: fosfatase alcalina.

50



ANEXO 2. Certificados de apresentacéo do produto desta tese em congressos nacionais.

CERTIFICADO / '\~
e

Certificamos que

Natalia Pereira Machado, Marcelo de Medeiros Pinheiro, Domingos Candiota Chula, Rafaela Ceron, Luciene Machado dos Reis,

Varlei Antonio Serrato, Valderilio Feijé Azevedo, Carolina Aguiar Moreira,

Participaram do 10° Congresso Brasileiro de Densitometria, Osteoporose e Osteometabolismo (10° BRADOO), realizado no periodo de
19 a 22 de outubro de 2022, na cidade do Rio de Janeiro, como autores do Trabalho Cientifico: Doenga 6ssea na espondilite

anquilosante: um defeito de mineralizagdo?.

Rio de Janeiro, 22 de outubro de 2022.

AU wwden

Francisco Josg Albuquerque de Paula Maria Celeste Osorio Wender
Presidente da ABRASSO . \,_nga e 8 \ Diretora Cientifica

680 Lindolfo Cunha Borges
Presidente do Congresso

©8 SBR2023
e

XL CONBRESSO BRASILEIRO SociedadeBrasieirade
DE REUMATOLOGIA ‘. Reumatologia @

CERTIFICADO

Certificamos que

NATALIA PEREIRA MACHADO

participou como Apresentador(a) de Trabalho da sessdo Temas Livres
Espondiloartrites com o tema Burden of low bone turnover, mineralization
defect and cortical alterations in patients with ankylosing spondylitis: a
histomorphometric study. durante o XL Congresso Brasileiro de
Reumatologia — SBR2023, realizado de 04 a 07 de outubro de 2023, no Centro
de Convencgdes de Goiania, na cidade de Goiania/GO

jmmo alw—  Rran }? e Koz.el{-_QQQ
Marco Anténio Iruﬂ]o da Rocha Loures Ivénio Alves Pereira Rafael Navarrete Fernandez Jozelia Régo
Presigénte da Sociedade Brasileira Diretor Cientifico da Sociedade Presidente do Diretora Cientifica
de Reumatologia Brasileira de Reumatologia SBR2023 do SBR2023 \«Q)\

Para verificar a autenticidade deste certificado; acesse o tink:"https:/sbr2023:

51



29° ENCONTRO DE REUMATOLOGIA AVANGCADA

CERTIFICADO QO o e e o

Certificamos que a comunicag¢do oral CO.04, “Low bone turnover,
’—% mineralization impairment and cortical alterations in patients
with ankylosing spondylitis: a histomorphometric study”, de
%« autoria de Machado NP, Pinheiro MM, Chula DC, Ceron R, Pinheiro
Fl, Serrato VA, Azevedo VF, Moreira CA, foi premiada em 32 LUGAR
’% durante o0 292 Encontro de Reumatologia Avangada, realizado de
30 de novembro a 2 de dezembro de 2023 no Centro de
.% Convencdes Frei Caneca, Sdo Paulo, SP.

Nafice Costa Aradjo aflles Heldan de Moura Castro 1950-2023

Presidente SPR - Biénio 2022-2023

T feed Dy 3 /

SOCIEDADE PAULISTA DE
tor Cientifico SPR - Biénio 2022-2023 REUMATOLOGIA




