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Objetivo Analisar os níveis séricos de TNF-alfa e de seus receptores TNF-R1 e TNF-R2
no sangue de pacientes com fraturas de baixo impacto, decorrentes de osteoporose,
comparando entre os sexos e com pacientes saudáveis.
Métodos O estudo foi realizado com amostra de sangue de 62 pacientes, divididos
em pacientes com osteoporose e pacientes saudáveis. Os resultados foram obtidos
através do método de ELISA. As concentrações de citocinas foram determinadas com
base nos valores de absorbância obtidos.
Resultados Os níveis séricos de TNF-alfa foram indetectáveis nos pacientes do sexo
feminino, enquanto no masculino encontrou-se somente em um paciente, não
havendo diferença significativa. Encontrou-se resultados semelhantes nas análises
dos níveis de TNF-R1 e TNF-R2, aumento significativo nos níveis dos receptores de TNF-
alfa nos grupos de pacientes com osteoporose em comparação com o grupo controle,
em ambos os sexos. Não houve diferença significativa entre os sexos na dosagem de
ambos os receptores dentro do grupo com osteoporose. Houve ainda correlação
positiva e significativa nos níveis de TNF-R1 e TNF-R2 apenas nas mulheres.
Conclusão O aumento significativo nos níveis de TNF-R1 e TNF-R2 em mulheres com
osteoporose sugerem que a liberação e expressão destes receptores pode estar contri-
buindo de maneira distinta no desenvolvimento da osteoporose em homens e mulheres.
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Introdução

A osteoporose é uma doença sistêmica caracterizada pela
diminuição de massa óssea com deterioração da microarqui-
tetura esquelética, levando à fragilidade do osso e aumen-
tando a propensão a fraturas.1

O metabolismo ósseo é ativo durante toda a vida, e a
renovação umprocesso constante, onde o osteoclasto retira o
componente mineral e o osteoblasto o repõe.2 O processo de
maturação esquelética normal envolve o acúmulo de massa
óssea até cerca de 30 anos de idade. A partir de então, ocorre
umaperdafisiológica, de cerca de 0,3% a cada ano, iniciando o
processo de osteopenia, com diminuição da densidademine-
ral óssea, enfraquecimento e aumento das trabeculações
ósseas. A osteoporose pode acometer tanto homens quanto
mulheres, podendo ocorrer em qualquer região, sendo os
principais os ossos da articulação do quadril, do punho, a
coluna e as costelas. O enfraquecimento causado pela baixa
densidade óssea está relacionado a grande parte das fraturas
de baixo impacto em idosos.3

Diversos componentes da resposta imune inata e adapta-
tiva tem sido relacionado à modulação da atividade de
osteoclastos e osteoblastos, levando, assim, a alterações
diretas na matriz óssea.4 Várias vias de sinalização foram
identificadas como contribuintes da interação entre osteo-
blastos e osteoclastos, incluindo o RANK, ativador do recep-
tor de NF-Kb, e seu ligante (RANK-L).5–7

A ligação do RANK-L a seu receptor, RANK, fornece o sinal
para conduzir o desenvolvimento de osteoclastos, a partir de
células progenitoras hematopoiéticas, além de ativar osteo-
clastos maduros. A osteoprotegerina, também conhecida
como fator inibidor da osteoclastogênese, é a proteína rela-
cionada ao receptor de fator de necrose tumoral alfa (TNF-
alpha, na sigla em inglês) que controla o desenvolvimento e
função dos osteoclastos. Ela é responsável pela regulação

negativa entre o RANK-L e o seu receptor, portanto, inibe a
reabsorção óssea pelos osteoclastos.8,9

OTNF-alfaéumapotentecitocina,queexerceumavariedade
de efeitos biológicos, podendo realizar papel pleiotrófico na
resposta imune, na inflamação, além de realizar controle da
proliferação celular, diferenciação e apoptose.10,11 O TNF-alfa
atua na osteoclastogênese através de um mecanismo que
envolve a ativação do NF-kB.12,13 Além disso, o TNF-alfa atua
estimulando diretamente macrófagos a se diferenciarem em
osteoclastos,porummecanismo independentedeRANK-L.14,15

Atualmente, sabe-se que o TNF-alfa se liga a 2 receptores
de superfície celular, o receptor tipo 1 (TNF-R1), também
conhecido como p55, e o receptor tipo 2 (TNF-R2) ou porções
do p75, sendo cada receptor responsável por mediar sinais
intracelulares distintos.16

TantooTNF-R1quantooTNF-R2sãoaltamenteexpressosnos
precursores de osteoclastos.17 Quando ativado pelo TNF-alfa, o
receptor do tipo 1 estimula a osteoclastogênese, através da
ativação de NF-Kb, e inibe a diferenciação de osteoblastos.18,19

Em contrapartida, a ativação do receptor tipo 2 mostrou a
supressão da osteoclastogênese em experimentos in vitro.17

O presente estudo visa avaliar os níveis de TNF-alfa e de
seus receptores: TNF-R1 e TNF-R2 em pacientes idosos, com
fraturas de baixo impacto decorrentes de osteoporose, com-
parando e analisando os valores entre homens e mulheres e
com pacientes do grupo controle.

Materiais e Métodos

Todos os procedimentos deste estudo foram aprovados pelo
Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade sob o protocolo
(CAAE)denúmero:51827515.4.0000.5145enúmerodoparecer
1.375.317, sendoquetodososparticipantesassinaramTermode
Consentimento Livre e Esclarecido, após esclarecimentos.

Abstract Objective To analyze the serum levels of TNF-alpha and its TNF-R1 and TNF-R2
receptors in the blood of patients with low-impact fractures due to osteoporosis,
comparing between genders and with healthy patients.
Methods The present study was conducted with a blood sample of 62 patients,
divided into patients with osteoporosis and healthy patients. The results were obtained
using the ELISA method. Cytokine concentrations were determined based on the
absorbance values obtained.
Results Serum TNF-alpha levels were undetectable in female patients, while in males
they were found only in one patient, with no significant difference. Similar results were
found in the analyses of TNF-R1 and TNF-R2 levels, a significant increase in levels of TNF-
alpha receptors in the groups of patients with osteoporosis compared with the control
group in both sexes. There was no significant difference between the sexes in the
dosage of both receptors within the group with osteoporosis. There was also a positive
and significant correlation in the levels of TNF-R1 and TNF-R2 only in women.
Conclusion The significant increase in TNF-R1 and TNF-R2 levels in women with
osteoporosis suggest that the release and expression of these receptors may be
contributing differently to the development of osteoporosis in men and women.
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Foram coletadas amostras de sangue periférico de 62
pacientes, sendo 21 mulheres e 13 homens com fraturas de
baixo impacto decorrentes de osteoporose e 11mulheres e 17
homensqueapresentaramfraturaspor traumadealto impacto,
formando os pacientes do grupo controle (►Tabela 1).

A coleta foi realizada no centro de ortopedia da nossa
instituição. Foram excluídos pacientes com doenças ósseas,
fraturas não relacionadas à osteoporose, pacientes imunos-
suprimidos, pacientes com neoplasias malignas e os que não
concordaram em participar do estudo.

ELISA Para Medição de Citocinas Séricas
O TNF-alfa, os receptores do fator de necrose tumoral tipos 1 e
2 (TNFR1 e TNFR2) foram avaliados por meio de ensaio de
imunoabsorção enzimática (ELISA). Placas de 96 poços de
ligação de alta afinidade (Nunc, Roskilde, Dinamarca) foram
sensibilizadas com anticorpos monoclonais específicos para
cada citocina investigada (BD Biosciences, San Jose, CA, EUA)
sob as condições recomendadas pelo fabricante em tampão
carbonato-bicarbonato (pH 9.5) e foram incubados durante a
noite a 4°C. Após a incubação, o conteúdo dos poços foi
descartado e as placas foram bloqueadas com 200 µL por
poço de tampão fosfato contendo 2% de solução salina tampo-
nada com fosfato/albumina sérica bovina (PBS-BSA) (Sigma, St.
Louis, MO, EUA) durante 4 horas à temperatura ambiente. O
PBS-BSA foi então descartado e as linhas 1 a 10 foram preen-
chidas com amostras de soro diluídas 1:2 em 1% de PBS-BSA
paraumvolume total de100µLpor poço.Diluições emsérie de
citocinas recombinantes foram usadas para elaborar a curva
padrão. As placas foram incubadas durante a noite a 4°C e, em
seguida, enxaguadas 4 vezes com solução de PBS contendo
Tween a 0,05% (Sigma, St. Louis,MO, EUA). A seguir, anticorpos
conjugados com biotina (BD Biosciences, San Jose, CA, EUA)
específicos para cada citocina investigada foram adicionados
aospoçosdiluídos comPBS-BSAa1%na concentração indicada
pelo fabricante para um total de 100 µL por poço. As placas
foram incubadas por 4 horas a 37°C, enxaguadas com0,05% de
PBS Tween, tratadas com 100 µL por poço de estreptavidina
conjugada com peroxidase e, em seguida, incubadas por 3
horas a 37°C. Por último, as placas foram enxaguadas com
0,05% de PBS-Tween. Um total de 100 µL de tampão de
desenvolvimento com tetrametilbenzidina (TMB) foi adicio-
nado por poço ao abrigo da luz e à temperatura ambiente; a
reação foi interrompidapela adiçãode50µLdeácido sulfúrico.
Os resultados foram obtidos medindo a absorbância a 450nm
usando um leitor automático ELISA (Enspire, Perkin Elmer,
EUA). As concentrações de citocinas foram determinadas com
base na regressão linear utilizando os valores de absorbância
obtidos a partir das curvas de citocinas recombinantes e são

expressas em pg/ml. A sensibilidade dométodo variou de 10 a
18 pg/ml.

Análise Estatística
A análise estatística foi realizada nos programas GraphPad
Prisma 7.0 e Statview (Abaccus, EUA). A normalidade das
variáveis quantitativas foi investigada por meio dos testes de
Kolmogorov-Smirnov e Shapiro-Wilk. O teste t de Student foi
usado para analisar parâmetros clínicos como idade. Os
níveis de citocinas foram analisados pelo teste de Mann-
Whitney. O nível de significância foi estabelecido em 5%
(p<0,05) em todos os testes quantitativos.

Resultados

Os níveis séricos de TNF-alfa foram indetectáveis em todos os
pacientes do sexo feminino. No grupo do sexo masculino, foi
detectado em apenas um paciente. Amediana foi de zero nos
2 grupos, não havendo diferença significativa (Mann-Whit-
ney; p¼0,38) (dados não mostrados).

Osníveis séricosdeTNF-R1variaramde1.209a4.918pg/ml
(mediana de 2.720 pg/ml) no grupo de mulheres com osteo-
porose. Nos homens com osteoporose, os níveis variaram de
1.257 a 4.273 pg/ml (mediana de 2.680 pg/ml). Não houve
diferença significativa entre os grupos de pacientes com
osteoporose, quando analisados pelo sexo (Mann-Whitney;
p¼0,74). No grupo controle, os níveis séricos de TNF-R1
variaram de 369 a 2.000 pg/ml (mediana de 689 pg/ml) no
grupo de mulheres. Nos homens, os níveis variaram de 198 a
2.417 pg/ml (mediana de 608 pg/ml). Os níveis de TNF-R1
mostraram significativamente aumento no grupo com osteo-
porose, em comparação com o grupo controle, em ambos os
sexos (p<0,0001) (►Fig. 1).

Tabela 1 Distribuição por sexo dos grupos do estudo

Grupo Número Média de idade (anos) Erro padrão valor-p

Controle mulher 11 40,9 3,1 0,83

Controle homem 17 42,6 3,2

Osteoporose mulher 21 80,1 2,1 0,14

Osteoporose homem 13 78,9 2,6

Fig. 1 Comparação dos níveis séricos de TNF-R1 entre os grupos do
estudo em pacientes de ambos os sexos.
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Os níveis séricos de TNF-R2 tiveram resultados seme-
lhantes. Variaram de 1.313 a 5.042 pg/ml (mediana de 2.495
pg/ml) no grupo de mulheres com osteoporose. Nos homens
com osteoporose os níveis variaram de 1.276 a 4.271 pg/ml
(mediana de 2.618 pg/ml). Não houve diferença significativa
entre os grupos de pacientes com osteoporose quando
analisados pelo sexo (Mann-Whitney; p¼0,85). No grupo
controle, os níveis séricos de TNF-R2 variaram de indetectá-
vel a 2.023 pg/ml (mediana de 1.350 pg/ml) no grupo de
mulheres. Nos homens, os níveis variaram de 744 a
5.753 pg/ml (mediana de 1.380 pg/ml). Os níveis de TNF-
R2 mostraram significativamente um aumento no grupo
com osteoporose, em comparação com o grupo controle,
em ambos os sexos (p<0,0001 e 0,033 respectivamente)
(►Fig. 2).

Como foi observado um aumento significativo de TNF-R1
e TNF-R2 em homens emulheres com osteoporose, testamos
se haveria uma correlação entre os níveis séricos de TNF-R1 e
TNF-R2 na osteoporose, tanto no sexo masculino como
feminino. Os resultados apresentados nas ►Figs. 3 e 4 mos-
tramquehá uma correlação positiva e significativa apenas no
sexo feminino (Spearman; p¼0,049).

Discussão

A osteoporose se desenvolve a partir de um desequilíbrio na
remodelação óssea, o qual decorre tanto de alterações hormo-
nais como de fatores imunológicos. No presente estudo, foram
analisadas a presença de TNF-alfa, uma potente citocina no
papel inflamatório, e de seus receptores, TNF-R1 e TNF-R2, em
pacientes com osteoporose e no grupo controle, comparando
ainda entre os gêneros.

Os resultados mostraram diferenças significativas na
quantidade de receptores de TNF-R1 e TNF-R2. Mulheres
com osteoporose apresentam níveis elevados dos receptores
TNF-R1 e TNF-R2 ao serem comparadas com mulheres do
grupo controle. Da mesma forma, homens com osteoporose
apresentam níveis elevados dos receptores TNF-R1 e TNF-R2
ao serem comparados com homens do grupo controle.

Estudos mostram que o aumento de citocinas pró-infla-
matórias, como o TNF-alfa, pode estar diretamente relacio-
nado ao envelhecimento, sendo que a produção inapropriada
desta citocina, ou a ativação sustentada de suas vias de
sinalização, são fatores relacionados ao desenvolvimento
de osteoporose.20,21 Entretanto, assim como o presente
estudo, outros autores demonstraram não haver associação
entre alterações nos níveis de TNF-alfa entre mulheres e
homens normais e nos que apresentam osteoporose.22,23

No presente estudo, avaliamos ainda os níveis séricos dos
receptores do TNF-alfa. A avaliação das formas solúveis dos
receptores de TNF-alfa deve ser avaliada,24 uma vez que a
dosagem dos níveis circulantes de TNF-alfa baseada no
status de massa óssea são inconsistentes e controversas.22,23

Estudos evidenciam que a ativação de TNF-R1 leva ao
aumento da osteoclastogênese e diminuição da diferencia-
ção de osteoblastos.22

Neste estudo, foram analisados os níveis séricos dos
receptores do TNF-alfa, TNF-R1 e TNF-R2. Encontramos um
aumento significativo ao compararmos os níveis de TNF-R1
em mulheres e homens com osteoporose com os do grupo
controle, corroborando que há relação entre a fisiopatogê-
nese da osteoporose e os efeitos da ativação do TNF-R1. Da

Fig. 2 Comparação dos níveis séricos de TNF-R2 entre os grupos do
estudo em pacientes de ambos os sexos.

Fig. 3 Correlação entre os níveis séricos de TNF-R1 e TNF-R2 em
mulheres com osteoporose.

Fig. 4 Correlação entre os níveis séricos de TNF-R1 e TNF-R2 em
homens com osteoporose.
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mesma forma, evidenciamos aumento significativo dos
níveis séricos de TNF-R2 em pacientes com osteoporose,
tanto no grupo masculino quanto no feminino. A ativação
do TNF-R2 foi descrita como supressora da osteoclastogê-
nese.25 Nossos dados mostram que o TNF-alfa não foi detec-
tado no soro de pacientes com osteoporose e que os níveis
séricos dos seus receptores TNF-R1 e TNF-R2 estão aumen-
tados, quando comparados como os do grupo controle.
A sinalização destes receptores está associada à modulação
da osteogênese e, se estimulada de forma inadequada,
poderá resultar em desequilíbrio da homeostase óssea.
Como demonstrado em estudos que observaram desequilí-
brio na deposição óssea, na ocorrência de diferenciações
debilitadas de osteoblastos e adipócitos.26

Umachado interessante foi o fato de haver uma correlação
positiva e significativa entre os níveis de TNF-R1 e TNF-R2
apenas emmulheres, sugerindo que apenas no sexo feminino
os dois receptores são liberados de forma homogênea.

Conclusão

O presente estudo demonstra um aumento significativo dos
receptores do TNF-alfa, TNF-R1 e TNF-R2, em pacientes com
osteoporose em homens e mulheres. No sexo feminino, os
níveis séricos destes receptores apresentam uma correlação
significativa e positiva, enquanto esta correlação não foi
observada no sexo masculino. Estes dados sugerem que a
expressão e a liberação destes receptores podem estar con-
tribuindo de maneira diferente no desenvolvimento da
osteoporose em homens e mulheres.
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