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Resumo

A vitamina K é uma vitamina lipossoluvel que intervém no processo de
formacéo dos fatores de coagulacdo. Hoje em dia sabe-se que apresenta outras funcgdes
com importancia fisioldgica, relacionadas com o controlo da atividade de remodelagéo
Ossea. Assim sendo, a vitamina K estd totalmente relacionada com a atividade
osteoblastica e osteoclastica decorrente do metabolismo dsseo. Esta dissertacao pretende
aprofundar o papel da vitamina K no diagnostico de patologias 0sseas, em particular a
osteoporose. Estudos recentes consideram que a vitamina K é um promissor marcador
do risco de fraturas osteoporoticas e, quando associado a outros marcadores de turnover
0sseo, funciona como um marcador de diagnostico sensivel da osteoporose.

E ainda apresentado, ao longo da dissertacdo, as diferentes isoformas da
vitamina K, marcadores de metabolismo ¢sseo e novos marcadores de diagnostico, bem
como 0 modo de medicdo mais efetivo desses mesmos marcadores. Aborda-se ainda o
conceito de osteoporose como patologia e a influéncia da vitamina K o tecido 6sseo.

Por altimo, refere-se a tematicas de fraturas osteoporéticas e 0 modo como estas
podem ser evitadas. Desta forma, é analisado a importancia da suplementacdo de
vitamina K para regressdo da doenca e, por outro lado, a real influéncia clinica do uso
de marcadores de remodelacdo 6sseas no diagndstico da osteoporose.

Palavras-chave: Vitamina K, marcador de turnover 6sseo, metabolismo 0sseo,

osteoporose.






Abstract

Vitamin K is a fat soluble vitamin that is involved in the formation of
coagulation factors. Nowadays it is known that presents other important physiological
functions related to the control of the activity of bone remodeling. Thus, the vitamin K
is totally related to the osteoblastic and osteoclastic activities resulting from bone
metabolism. This paper is intended to further the role of vitamin K in the diagnosis of
bone diseases, especially osteoporosis. Recent studies consider that vitamin K is a
promising marker of risk of osteoporotic fractures and, when combined with other bone
turnover markers, acts as a sensitive diagnostic marker of osteoporosis. It is also shown
along the dissertation, the different isoforms of vitamin K and bone metabolism markers
novel diagnostic markers, as well as the most effective way of measuring these same
markers. It also discusses the concept of pathology such as osteoporosis and the
influence of vitamin K bone tissue.

Finally, refers the osteoporotic fractures and how they can be prevented. Thus, it
is considered the importance of vitamin K to regression of the disease and, secondly, the
actual effect of the use of clinical markers of bone remodeling in osteoporosis
diagnosis.

Keywords: Vitamin K, bone turnover marker, bone metabolism, osteoporosis.
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A vitamina K em Combinagdo com outros Marcadores Bioquimicos no Diagndstico da Osteoporose

1. Introducéo

A osteoporose, uma doenca caracterizada por uma diminuicdo da densidade
mineral Gssea e deterioracdo da microarquitectura do tecido ésseo, é considerada uma
imposicdo médica emergente do século XXI, devido as suas consequéncias clinicas,
nomeadamente fraturas do fémur, e elevados custos econémicos e humanos associados
(Terreni & Pezzati, 2012). A osteoporose é um grave problema de saude publica e sua
incidéncia tende a aumentar de forma exponencial, dado ao crescente envelhecimento
da populacédo (Lee & Vasikaran, 2012; Seibel, 2005).

O interesse por patologias 0sseas e a necessidade de implementacdo de medidas
eficazes para efetuar o rastreio, diagndstico e monitorizacdo tem crescido na préatica
clinica. Nos ultimos anos, o isolamento e caracterizagdo de componentes celulares e
extracelulares da matriz 6ssea promoveram o0 desenvolvimento de marcadores
moleculares associados aos processos de formacdo éOssea e reabsorcdo 6ssea (Seibel,
2005). Estes indices bioquimicos tém a vantagem de ndo serem invasivos, serem
relativamente econdmicos e, quando aplicados e interpretados corretamente, sdo
ferramentas (teis no diagndstico da doenca Ossea, bem como na sua posterior
monitorizacao (Seibel, 2005).

De acordo com a OMS, cerca de 30 % das mulheres em fase pos-menopausa
sofrem de osteoporose. Nos EUA, cerca de 1,5 milhdes de fraturas por ano séo
atribuidas a osteoporose e 0s seus custos totais sdo cerca de 19.000 milhdes délares por
ano (Sangkomkamhang, Us, & Ngamjarus, 2010). Em particular, as fraturas do fémur
sd0 uma importante causa de morbidade e mortalidade em todo o mundo, o risco de
morte € maior em pacientes com fraturas osteoporéticas e, em particular, o risco é maior
imediatamente apds ocorréncia da fratura (Sangkomkamhang et al.,, 2010). A
prevaléncia de osteoporose aumenta com a idade e, nas mulheres, sobe de 2 % aos 50
anos para 25% aos 80 anos. O risco de fratura é maior quando associado a fatores
secundarios, tais como estilo de vida, terapéutica concomitante, histéria familiar, entre
outras condigdes (Cianferotti & Brandi, 2012). Nos ultimos anos tornou-se cada vez
mais evidente que o aporte vitaminico esta envolvido em outros processos metabdlicos

importantes para além das doencas associadas a sua deficiéncia priméaria subjacente. A
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Introducao

prolongada deficiéncia subclinica de vitamina ndo provoca risco de vida imediato. Com
efeito, constitui um fator de risco para o desenvolvimento de doencas relacionadas com
a idade, que serdo referidas como doencas de deficiéncia secundaria (Vermeer, 2012).

A vitamina K, para além de intervir na coagulacdo do sangue, é atualmente
conhecida por ser necessaria para a preven¢do da perda Ossea osteoporética. A maior
ameaca aguda de deficiéncia de vitamina K varia entre hemorragia e a morte (\VVermeer,
2012).

Foi proposto uma pesquisa sobre a intervencdo dos niveis da vitamina K no
diagndstico da osteoporose. Pretende-se compreender a importancia das suas fungdes a
nivel fisiologico, isolado ou quando associados a outros biomarcadores. Para a
realizacdo deste trabalho foi efetuada uma revisdo da literatura cientifica para
compreender a influéncia da vitamina K no diagndstico da osteoporose, bem como 0s
elementos associados com o estado de satde do osso. Para tal, efetuou-se uma pesquisa
bibliografica de literatura cientifica na MEDLINE, PubMed, ScienceDirect, e B-on e
uma pesquisa em numerosos livros sobre a fisiologia do 0sso. Obteve-se um conjunto
de 70 artigos cientificos relacionados com o tema. Durante a pesquisa, utilizaram-se
diversas palavras-chave, tais como: Vitamin K, Bone Turnover Biomarkers;
Osteoporosis, Diagnosis of ostoporosis, entre outras. Durante a recolha dos artigos
cientificos teve-se o cuidado de obter a informagdo mais recente sobre a intervencao da
vitamina K no diagnostico da osteoporose. Por isso, a compilacdo de artigos que foi

utilizada compreende o periodo de 2005 a 2013.
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A vitamina K em Combinagdo com outros Marcadores Bioquimicos no Diagnéstico da Osteoporose

2. AVitamina K e sua intervencéo clinica

2.1. Historia da Vitamina K

A vitamina K é uma vitamina lipossoltvel que foi originalmente identificada
como um cofator essencial para a coagulagdo do sangue. Inicialmente foi descoberto
que a vitamina K intervém nos processos de sintese de protrombina e dos fatores de
coagulacao II, VII, IX e X, razdo pela qual, a deficiéncia de vitamina K resulta numa
tendéncia para originar uma hemorragia sanguinea (Kaneki, Hosoi, Ouchi, & Orimo,
2006). A vitamina K foi descoberta por volta de 1930, através de um estudo utilizando
animais (pintos) submetidos a uma dieta isenta de lipidos. Com o decorrer do tempo,
estes pintos desenvolveram diatese hemorragica®, uma patologia que tem como etiologia
uma anormalidade da parede vascular, e sistemas de coagulacao, fibrinolise e défice de
fator XI1l (Kaneki et al., 2006). Atualmente, conhece-se as diversas acOes fisioldgicas
da vitamina K onde esta intervém, que se estendem para além da coagulagdo, razdo pela
qual a sua deficiéncia ira afetar diferentes mecanismos fisioldgicos, ndo se restringindo
apenas ao comprometimento da cascata de coagulacédo (Kaneki et al., 2006).

E importante diferenciar os tipos de deficiéncia de vitamina K existentes: a
deficiéncia “classica” (clinica), associada ao défice de fatores de coagulacdo do sangue
que provocam intensas hemorragias, e a deficiéncia "subclinica”, ocorrida em tecidos
extra-hepaticos, em particular no osso (Kaneki et al., 2006). A deficiéncia de vitamina
K é uma maior ameaca aguda, que tem como consequéncia uma grave hemorragia ou
até mesmo a morte. A deficiéncia secundéria (ou subclinica) da vitamina K é o maior
fator de risco para perda Ossea acelerada. A nivel fisioldgico, a vitamina K entra em
circulacdo sanguinea apds ser transportada para o figado, local onde os fatores de
coagulacao serdo sintetizados. No figado, uma fracdo da vitamina K é utilizada para
sintetizar fatores de coagulacdo e, a restante fracdo é transportada para os tecidos extra-
hepaticos, como o 0sso (Vermeer, 2012).

Estudos clinicos tém demonstrado que a vitamina K ajuda a prevenir futuras
fraturas Osseas e, presentemente, é utilizada como tratamento antiosteoporo6tico em

varios paises asiaticos, como o Japdo. Estudos epidemioldgicos referem que baixas

! Diatese Hemorragica: Tendéncia para sangramento sem causa aparente, hemorragias espontaneas ou
hemorragia mais intensa ou prolongada ap6s um traumatismo
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A Vitamina K e sua Intervencédo Clinica

concentragcdes de vitamina K no sangue tém sido associadas a outras patologias, tais
como: osteoartrite, osteoporose, deméncia e arteriosclerose (Azuma, Ouchi, & Inoue,
2013). Assim, associado a concentracdo da vitamina K, surgiu um potencial protetor

contra a osteoporose, aterosclerose e hepatocarcinoma (Kaneki et al., 2006).

2.2. Mecanismo de acao

A vitamina K funciona como um cofator para a y-carboxilacdo
(gamacarboxilagdo) dos residuos de 4acido glutdmico/glutamato (GLU) em
gamacarboxilglutamato (GLA) (Booth, 2009; Holzer et al., 2010; Suzuki et al., 2008).
Tal como se verifica na figura 1, a vitamina K atua como um cofator para o enzima
GGCX (y —glutamatocarboxilase) que € encontrado no reticulo endoplasmético das
celulas de mamiferos e que catalisa a conversdo do aminodcido glutamato em GLA. A
oxidacdo de vitamina K hidroguinona fornece a energia necessaria para esta reacdo de
carboxilacdo. Todas as proteinas-GLA sdo proteinas secretoras encontradas, quer na
matriz extracelular, quer nos fluidos corporais. Os residuos de GLA promovem fortes
ligacGes entre as proteinas e ides de célcio. Todas as proteinas-GLA descobertas contém
varios residuos de GLA que variam desde 3 na Osteocalcina, 10 na protrombina e 16
em proteinas ricas em GLA (GRP) (Vermeer, 2012). Assim, a atividade bioldgica da
vitamina K envolve modificacdo pés-traducional dos residuos de &cido glutamico, na
extremidade amino-terminal, por acdo de uma carboxilacdo da vitamina k-dependente
(VKD). Esta carboxilacdo fornece um segundo grupo carboxilo, que permite a quelagao
do célcio e funciona como ponte entre os fatores de coagulacdo e a bicamada
fosfolipidica, local onde decorrera a ativagdo deste fatores. A rea¢ao de y-carboxilacao
ocorre no reticulo endoplasmatico e requer oxigénio, CO2 e hidroquinona (forma
reduzida e ativa da vitamina K). Quando as VKD sdo carboxiladas pelo GGCX, a
vitamina K é oxidada em epdxido, originando assim o epoxido da Vitamina K. Tal
como esta descrito na figura 2, inicialmente, a hidroquinona é oxidada, originando um
epoxido, por acdo da vitamina K epoxidase (VKOR) e, simultaneamente ativa o residuo
GLU, formando o GLA. O epoxido da vitamina K é reduzido a quinona por uma
redutase sensivel a varfarina, que também catalisa a conversdo a sua forma ativa
(hidroquinona) (Murray et al., 2006).

Os antagonistas da vitamina K, como a varfarina, de nome comercial Varfine®
sdo utilizados para atenuar a coagulacdo sanguinea dos pacientes com risco de

desenvolver trombose. A varfarina, classificada clinicamente como um anticoagulante, é
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A vitamina K em Combinagdo com outros Marcadores Bioquimicos no Diagnéstico da Osteoporose

um inibidor de VKOR, que provoca uma subsequente diminuicdo da atividade GGCX.
VKOR é co-localizado no local de GGCX e da proteina reguladora chamada
calumenina, que inibe a atividade da GGCX (figura 1). VKOR € importante para a
conversdo da vitamina K, que é oxidada durante a carboxilacdo, dando origem a um
epoxido (figura 2). As proteinas contendo &cido glutdmico, tais como fatores de
coagulagdo Il (protrombina), VII, IX e X, proteina C e proteina S, sdo substratos de
GGCX e sdo carboxiladas por este enzima (Plaza & Lamson, 2005). Na presenca de um
anticoagulante, (figura 2) o epoxido da vitamina K acumula-se e ndo pode ser reduzido,
pois um percursor anormal da protrombina (pré-protrombina), sem residuos GLA e
incapaz de quelar o de caélcio, é libertado para a circulacdo sanguinea (Murray et al.,
2006). Deste modo, na presenca de varfarina, VKOR e vitamina K séo inibidos,

suprimindo assim a atividade de GGCX (Azuma et al., 2013).

Propeptide

ER

Gla domain

Vitamin K-
dependent
protein

Figura 1: Mecanismo de acdo da Vitamina K, (Azuma et al., 2013).
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A Vitamina K e sua Interven¢do Clinica

Vitamin K as a co-factor of GGCX

o >
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Glutamate Gla residue

residue m

Vitamin K cycle

Vitamin K Vitamin K
hydroquinone epoxide
VKOR
Warfarin

Figura 2: Vitamina K como cofator da GGCX, (Azuma et al., 2013)

2.2.1. Outros mecanismos de acdo da vitamina K

Dois mecanismos de acdo distintos da vitamina K foram descobertos até a data.
Um deles é a sua funcdo como cofator de GGCX, e o outro é mediado pelo recetor
nuclear, o recetor de xenobidticos e esterdides (SXR), e o seu homologo, o recetor X
“pregnane” (PXR) (Azuma et al., 2013). As fun¢Oes de vitamina K como um cofator de
GGCX sdo conhecidas desde 1970. GGCX medeia a adicdo de um grupo carboxilo de
residuos de glutamato no substrato. Os substratos mais conhecidos para esta reagcdo sao
fatores de coagulacdo VKD: fator Il, VII, IX e X (Azuma et al., 2013).

Recentemente foi descoberto um novo papel para a vitamina K utilizando um
ligando do recetor nuclear SXR. Assim, a vitamina K tem um outro mecanismo de agdo

diferente do anterior, mediado pela regulacdo da transcri¢do dos genes alvo SXR / PXR
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A vitamina K em Combinagdo com outros Marcadores Bioquimicos no Diagnéstico da Osteoporose

(Azuma et al., 2013). A vitamina K2 é um regulador transcricional especifico dos genes
do tecido 6sseo que atua através do recetor SXR para favorecer a expressdo de
marcadores de formacgdo Ossea com atividade osteoblastica (lwamoto, Takeda, & Sato,
2006). Os genes-alvo tipicos incluem a CYP3A4, e o transportador da familia ABC,
MDR1, indicando que SXR / PXR funciona como um sensor de xenobioticos por genes
indutores envolvidos na eliminacéo e excrecdo de fa&rmacos. PXR e SXR sdo membros
da superfamilia de genes de recetores nucleares que se ligam a elementos do DNA,
desempenhando um papel de destaque na eliminagéo de produtos quimicos.

A expressdo de SXR / PXR é também verificada no rim e pulméo. Foi
recentemente demonstrado que MK4 atua como um ligando para SXR em osteoblastos
humanos. SXR € expresso por células osteoblasticas e é ativado pela vitamina K2. MK4
induz a génese osteoblastica e € mediada por PXR, pois liga-se a este recetor (lgarashi
et al., 2007a). Como a vitamina K € um meio de ligacdo promissor para SXR / PXR
colocou-se a possibilidade da vitamina K estar envolvida em muitos processos
fisioldgicos e patologicos, através da regulacdo de genes alvo PXR / SXR (Azuma et al.,
2013). Em estudos realizados em tecido 6sseo com défice de PXR demonstram que a
vitamina K promove um efeito osteoprotetor, mediado pelo SXR/PXR (Azuma et al.,
2013).

Os efeitos da vitamina K sobre o tecido 6sseo sdo mediados pela y-carboxilagdo
e sdo dificeis de avaliar, pois as a¢des hepaticas dificultam a analise das funcdes extra-
hepaticas de GGCX. Estudos demonstram polimorfismos de nucleo6tidos (SNP: “single
polimorfismo nucleotid”) de genes funcionais em que associa GGCX com a densidade
mineral dssea (Azuma et al., 2013). Considerando que € um nutriente, a vitamina K é
um agente terapéutico promissor para a medicina geriatrica pois € relativamente segura
na utilizacdo clinica, (Azuma et al., 2013).

Tem sido demonstrado que as vitaminas K1 e K2 exercem os efeitos protetores
contra a osteoporose (Kaneki et al., 2006). A vitamina K apresenta ainda propriedades
antioxidantes. A MK-4 é um antioxidante 15 vezes mais potente que a filoquinona. Tem
sido evidenciado que a menaquinona protege as células neuronais da apoptose,
diminuindo assim o stress oxidativo. Filoquinona e MK-4 inibem a morte celular
induzida pelo stress oxidativo em oligodendrocitos (Kaneki et al., 2006). Duas formas
de vitamina K, filoguinona e MK-4, encontram-se no pancreas e no figado, e ambas

podem atuar como cofator para a y- carboxilagdo. (Booth, 2009).
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Clinicamente, a vitamina K2 mantém a DMO e impede fraturas osteoporéticas
em pacientes com osteoporose pds-menopausa, evitando assim a perda da DMO lombar
por aumentar a concentracdo da osteoprotegerina (OPG) e reduz a incidéncia de fraturas
vertebrais (lwamoto et al., 2006). A atividade da vitamina K2 insere-se num aumento
no processo de formacdo de osso e diminuicdo de perda dssea. A vitamina K2 exerce
uma influéncia mais forte e poderosa no osso do que a vitamina K1 (Azuma et al.,
2013). Por outro lado, a formacao osteoblastica € induzida por MK4 que exerce uma
acao osteoprotetora por regulacdo da expressdo do gene Msx2 (lgarashi et al., 2007b). O
gene Msx2 encontra-se envolvido no metabolismo 6sseo, pois induz a diferencia¢do do
osteoblasto. (Azuma et al., 2013).

2.3. Isoformas da vitamina K
A vitamina K engloba uma familia de isoformas estruturalmente semelhantes,
lipossoluveis (figura 3) tendo como base o mesmo anel naftoquinona, mas que difere
nas suas cadeias laterais, apesar da vitamina K3 ndo tem uma cadeia lateral. Inclui nesta

familia filoquinona (K1), menaquinonas (K2), e menadiona (K3) (Azuma et al., 2013).
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Figura 3: Estrutura molecular das isoformas da Vitamina K, (Azuma et al., 2013)
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» A Filoquinona (vitamina K1) é a principal isoforma da vitamina K. Pode ser
encontrada em legumes verdes, como couve, espinafre, broculos, couve-de-bruxelas e
ainda em oOleos vegetais (Booth, 2009; Kaneki et al., 2006). A baixa ingestdo de
filoguinona foi associada a um aumento do risco de fratura do fémur em idosos
(Sogabe, Maruyama, Baba, Hosoi, & Goseki-Sone, 2011). Por outro lado, niveis séricos
de filoguinona ndo estdo linearmente relacionadas com os niveis de osteocalcina
descarboxilada (Mccormick, 2007).

» A Menaquinona (vitamina K2) é sintetizada por bactérias da flora intestinal,
mas também esta presente em alimentos, como carne, ovos, requeijéo, queijo e natto
(Kaneki et al., 2006). Existem diferentes isoformas: MK-4, MK-7, MK-8, MK-9 e MK-
10. A forma mais comum de vitamina K2 é MK-4, a Gnico das menaquinonas que é
alquilada a partir de menadiona (vitamina K3) presente alimentos e também € o produto
de converséo direta de filoquinona proveniente da dieta. MK- 4 e 9 sdo encontradas em
baixas quantidades nos alimentos de origem animal, tais como carne de frango e queijo,
enquanto que MK-7 é encontrado em grandes quantidades em leguminosas, e

principalmente em natto (Booth, 2009).

Estudos decorridos no Japdo sugerem que 0 consumo de natto estd também
associado com uma maior DMO e menor incidéncia de fratura do fémur (Yamauchi,
Yamaguchi, Nawata, Takaoka, & Sugimoto, 2010). O resultado da saude dssea é reflexo
das dietas geralmente mais saudaveis, 0 que também estdo associados positivamente
com a saude 6ssea em estudos de base populacional (Booth, 2009). Estudos realizados
verificaram que a MK-4, durante o turnover dsseo, diminui a atividade dos osteoclastos
(reabsorcdo) e promove um aumento da formacdo éssea através dos osteoblastos
(Kaneki et al., 2006). Entre os homdlogos da vitamina K, a MK-4 é a biologicamente
mais ativa, sendo regulada pela expressdo dos genes dos marcadores do 0sso.
Recentemente, confirmou-se que a filoguinona proveniente da dieta decompde-se em
MK-4 atraves do seguinte mecanismo: depois de uma fracéo de quinona da PK dietética
ser reduzida a hidroguinona com uma redutase como o0 NADPH desidrogenase, quinona
(NQO), NQO2, ou glutationa-redutase, a fragdo da cadeia lateral é clivada por um
enzima especifico. O intermediario resultante, A vitamina K3 (menadiona) ¢€

posteriormente convertida para MK-4 hidroquinona por uma reacdo de formacéo

? Natto: uma soja fermentada tradicional no leste do Japao, tipica da alimentacao oriental.
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derivada da via do mevalonato. Finalmente, a MK-4 hidroquinona é convertida para
MK-4 e acumula-se em diversos tecidos em elevadas concentraces. Em certos tecidos,
tais como tecido do cerebro, que contém elevadas concentracbes de componentes
lipidicos, a MK-4 é a forma de vitamina K que estd mais presente (Suhara, Wada, &
Okano, 2009). No que se refere aos efeitos sobre o turnover 0sso, a MK-4 tem
demonstrado diminuir reabsorcdo dssea dos osteoclastos e promover a formacgdo dssea
(Kaneki et al., 2006).

A MK-4 desempenha um papel importante em diversas fungdes bioldgicas como
a formacdo Ossea (Suhara et al., 2009). Recentemente, foi descoberto um novo papel
para a vitamina K. Foi revelado que a MK-4 tem agOes biologicas adicionais
relacionadas com a transcricdo do gene através do SXR, associado a supressdo da
proliferacdo da célula cancerosa. Além disso, foi demonstrado que MK-4, bem como
PK protege os oligodendrdcitos imaturos dos neurdnios corticais de lesdes oxidativas,
independente da reagdo y-carboxilacdo de VKD (Suhara et al., 2009). Recentemente, a
vitamina K2 ¢é ainda administrada a recém-nascidos para prevenir hemorragia

intracraniana (Azuma et al., 2013).

» Menadiona (vitamina K3) sdo compostos sintéticos, ndo encontrados na
natureza, que funciona como um pro-vitamina pois, quando administrados in vivo sdo
decompostos, por acdo de bactérias intestinas e enzimas digestivas, em filoquinona. A
menadiona pode funcionar como um cofator de enzimas na prevencéo de deficiéncia de
vitamina K. (Booth, 2009). No entanto, a vitamina K3 ndo pode exercer todas as
funcBes naturais da vitamina K, pois tem uma transformacdo limitada em formas de

vitamina K lipossollveis (Plaza & Lamson, 2005).

2.4. Vitamina K e seus marcadores funcionais
Os marcadores funcionais fornecem uma avaliacdo mais precisa da concentracdo
de vitamina K, que inclui o tempo de protrombina, protrombina descarboxilada (PIVKA
-11), e ucOC (Yamauchi et al., 2010). Varios estudos epidemiolédgicos tém demonstrado
a associacdo entre marcadores bioldgicos do metabolismo dsseo e ingestdo de vitamina
K. Ao comparar o efeito da filoquinona ou MK-4 no BMD, a forga dos 0ssos,
acumulacdo de gordura, e 0s parametros do soro in vivo, o conteido mineral 0sseo

(BMC) total e BMD do fémur foram aumentados significativamente com filoguinona.
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Estudos efetuados revelam os diferentes efeitos da filoquinona e MK-4 em
pardmetros 6sseos e sugeriram que a filoquinona tem efeitos benéficos no aumento
tanto da BMC e BMD femoral, enquanto que o MK-4 tem efeitos benéficos do aumento
da BMC femoral, turnover 6sseo, largura e parametros de resisténcia do 0sso. Foi ainda
relatado que 0 MK-4 inibe a reabsorcdo 6ssea, mas a filoquinona ndo tem tal efeito.
MK-4 inibiu significativamente a libertagdo de calcio e o efeito inibitério de MK-4
sobre a libertacdo de calcio ndo estava afetada pela adicdo de varfarina, um inibidor do
ciclo da vitamina K (Yamauchi et al., 2010). Existe uma maior probabilidade de
desenvolvimento de osteoporose e fraturas resultantes da utilizacdo a longo prazo de
varfarina, que inibe o efeito de reabsor¢do e remodelagdo dssea (Plaza & Lamson, 2005;
Yamauchi et al., 2010). Deve notar-se que o efeito anticoagulante da varfarina,
funcionando por sua interferéncia com o efeito de coagulacdo de vitamina K, pode ser
compensado com administracdo de 1 mg de vitamina K. Portanto, a utilizagdo de
vitamina K est4 contra-indicada em individuos com terapia anticoagulante (varfarina)
(Kaneki et al., 2006; Plaza & Lamson, 2005). Foi relatado que o uso de varfarina
durante a gravidez provoca de anomalias fetais, razdo pela qual a sua administracéo esta
contra-indicada (Azuma et al., 2013). Em geral, a administracdo segura da vitamina K,
até 45 mg/d de MK-4, tem sido bem estabelecida na populacdo adulta, exceto em
mulheres gravidas. (Kaneki et al., 2006). Posto isto, o efeito inibitério de MK- 4 sobre a

reabsorcao 6ssea ndo ocorre por influéncia da y — carboxilagdo (Sogabe et al., 2011).

3. O Tecido Osseo

O sistema esquelético confere suporte e protecdo a todo o corpo. Assegura todos
0s movimentos de flexdo e de contragdo muscular, bem como o armazenamento de
minerais, como o célcio e fosforo, outros ides, e gordura. E ainda produtor de células
sanguineas, pois, no seu interior, aloja-se a medula dssea (Seeley et al, 2005).

Associado a funcdo de desenvolvimento do tecido 0sseo esta a cartilagem
hialina. Esta cartilagem apresenta uma matriz de suporte constituida por colagénio,
proteoglicanos e 4gua. O colagénio é o principal responsavel pela forca e resisténcia da
cartilagem, assegurando a sua adesdo. Os agregados de proteoglicanos armazenam a

agua, assegurando a porcao hidrica da cartilagem. A agua € responsavel pela natureza
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resiliente da cartilagem. De notar que o contetdo hidrico na cartilagem hialina é o mais
elevado que em qualquer outro tecido conjuntivo. O tecido conjuntivo pode ser
classificado como “propriamente dito”, onde engloba o tecido adiposo, tecido elastico,
hematopoiético e tecido mucoso e, por ultimo, inclui ainda o tecido cartilagineo e 6sseo
(Seeley et al, 2005). As células produtoras da matriz da cartilagem hialina designam-se
condroblastos- “Chondros “significa cartilagem. Os condroblasto sdo células imaturas
que, quando envolvidas pela matriz da cartilagem, diferenciam-se em condrdcitos
(Seeley et al, 2005).

Cada o0sso pode ser classificado de acordo com a sua forma e dimensdo, como
longo, curto, achatado ou irregular. Na sua constitui¢do, a superficie externa do 0sso
denomina-se peridsteo, que é composto por duas camadas: fibrosa externa e interna (ver
anexo 1) (Seeley et al, 2005). A primeira € constituida por tecido conjuntivo denso,
fibroso e irregular e por colagénio, que retém vasos sanguineos e nervos e confere
flexibilidade a matriz 6ssea. Existem dois tipos principais de células dsseas, ou seja, 0s
osteoclastos e o0s osteoblastos. A camada interna consiste numa Unica camada de
osteoblastos e alguns osteoclastos, as principais células do tecido 6sseo (Seeley et al,
2005). Os osteoblastos sdo células produtoras de tecido dsseo, formando a parte
organica da matriz, contrariamente aos osteoclastos, que sdo células responsaveis pela
degradacdo, reabsorcdo e remodelacdo dssea. As suas origens sao diferentes: enquanto
que o osteoblasto deriva de células ndo especializadas, localizadas no peridsteo e
enddsteo, o osteoclasto deriva de células ndo especializadas, localizadas na medula
Ossea osteogénicas (Seeley et al, 2005). Porém, o periosteo reveste a superficie externa
do osso e contém fibroblastos e colagénio, e o endosteo reveste a superficie interna do
0ss0. A partir do momento em que o osteoblasto fica rodeado por matriz 6ssea designa-
se ostedcito (figura 5). Em conjunto, estas células geram um ciclo de remodelacéo 6ssea
(figura 6). Os osteoclastos desempenham um papel importante na remodelacédo dssea e
homeostasia. As suas secrecfes incluem acido citrico e acido lactico, que facilitam na
dissolucdo dos minerais e digestdo do colagénio através da acdo da colagenase (Seeley
et al, 2005).

O o0sso € um tecido dindmico que estd em constante remodelacdo ao longo da
sua vida. E composto principalmente por sais minerais inorganicos (célcio e fosfato) e
uma matriz organica (colagénio do tipo I). O 0sso é um tecido dindmico que passa por
remodelacdes constantes durante a vida; além disso, forma um reservatorio de calcio

(Ca), magnesio (Mg), fosforo (P) e outros ides essenciais as funcdes homeostaticas. A
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abordagem nutricional para alcangar uma BMD ideal requer alimentagéo equilibrada.
Os elementos relacionados com o metabolismo 6sseo sdo calcio, fésforo, proteinas,
potassio, vitaminas A e K, fldor, zinco, cobre e boro (De, 2007). A participacdo das
células Osseas no crescimento, modelando e remodelacdo do o0sso, embora elas
representam apenas uma pequena fracdo de volume. A matriz orgénica Ossea €
constituida principalmente por colagénio (90 %), bem como outras proteinas de matriz e
proteoglicanos (Seeley et al, 2005).
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Figura 4: Efeitos das modificacdes da Matriz Ossea, (Seeley et al, 2005)

O tecido 6sseo é ainda constituido por fibras perfurantes ou fibras de Sharpey,
que penetram o peridsteo até a parte exterior do 0sso e ajuda na fixacdo dos tenddes,
ligamentos e peridsteo ao 0sso (ver anexo 1) (Seeley et al, 2005). A estrutura 6ssea
apresenta uma zona compacta, designada de zona cortical, sem espacos medulares, e por
uma zona esponjosa (zona trabecular) com amplos espacos medulares. A envolver a
superficie interna do 0sso estd o endodsteo, constituido por uma Unica camada de
osteoblasto e osteoclastos. Por outro lado, o ostedide é a matriz 6ssea recém-formada,
adjacente aos osteoblastos que ainda ndo esta calcificada Apo6s formado o tecido 6sseo
contém uma matriz 6ssea, constituida por 35% de matéria organica e 65% de matéria
inorganica. O principal componente organico é o colagénio tipo | e 0os componentes
inorganicos sdo os minerais de célcio e fosforo que, sob a forma de fosfato de célcio,

constitui a hidroxiapatite. Os minerais conferem & matriz forca de compressao. Tanto o

26



O Tecido Osseo

colagénio com os minerais sdo dois componentes essenciais e indissociaveis para o

tecido 6sseo. Sem colagénio, o osso torna-se mais fragil e mais suscetivel a quebras.

Porém, sem a sua porcdo mineral, o 0sso torna-se exageradamente flexivel (figura 4)

(Seeley et al, 2005).
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Figura 5: Osteogénese, (Seeley et al, 2005)

O réacio de formacdo ou degradacdo da matriz 6ssea pode ser avaliado por

medicdo da atividade enzimatica relacionada com a formacdo 0ssea ou reabsorcao

célular, que constitui o ciclo de remodelacdo dssea (figura 6) (Seeley et al, 2005). Os

componentes da matriz dssea sdo libertadas para a circulagdo, quer pelos osteoblastos

quer pelos osteoclastos. A formagdo 6ssea € um processo ordenado, no qual o mineral

inorganico é primeiro depositado em relagéo a matriz orgénica (Sachdeva, Seth, Khosla,

& Sachdeva, 2005). Durante a reabsor¢do 0Ossea, o célcio e fdésforo sdo libertados
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primeiro para o fluido extracelular, e a matriz organica é posteriormente reabsorvido. As
concentragfes de célcio, magnésio e fosfato no plasma sdo dependentes do efeito da
deposicdo mineral Gssea e reabsorcdo, a sua absorcédo intestinal e da excrecéo renal. A
PTH e calcitriol sdo as principais hormonas que regulam estes processos (Sachdeva et
al., 2005).
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Figura 6: O Ciclo de remodelagéo 6ssea, (Seibel, 2005)

3.1. O Metabolismo dsseo

O osso é um tecido metabolicamente ativo que sofre continua remodelacdo por
dois processos que agem em simultaneo, ou seja, formacao e reabsorcdo dssea (figura
6). De seguida, os osteoblastos formam uma matriz 6ssea extracelular constituida por
hidroxiapatite e colagénio (Seeley et al, 2005). Estes processos dependem da atividade
de osteoclastos (reabsorcdo), osteoblastos (formacdo) e ostedcitos (manutengdo). A
formacdo dssea dura cerca de 3 a 5 meses e é independente da reabsorcdo dssea. Os
principais estimulos para a formagdo 6ssea sdo as forcas mecanicas. Uma vez formado,
o tecido d6sseo é continuamente renovado e modificado pelo sistema remodelacdo, e a
taxa de remodelacéo é entre 2% e 10% da massa esquelética por ano. A massa 0ssea
depende do balanco entre a reabsorcdo e a formacgdo dentro de uma unidade de

remodelagdo (Suzuki et al., 2008). Para ocorrer o crescimento 0sseo, € necessario
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ocorrer a mineralizagdo e posterior ossificacdo. A mineralizagdo é um processo
complexo que consiste na deposi¢do de ides, como o fosfato e célcio, na matriz dssea.
Apos a ossificagdo, ocorre a remodelacdo da matriz dssea ou seja, remodelacdo do
antigo tecido 6sseo pelos osteoclastos e deposicdo de novo pelos osteoblastos. E ainda
responsavel pela formacdo de novo sistema de Havers (ver anexo 1) (Seeley et al,
2005).

A salde do osso é garantida por um processo equilibrado de remodelacdo que
assegura a substituicdo continua do 0sso antigo, enfraquecida pelas microfraturas, por
0ss0 novo recém-formado. Este € um processo acoplado envolvendo a reabsorgdo 6ssea
pelos osteoclastos e nova formagéo de 0sso pelos osteoblastos. O fracasso em alcancar
pico de massa 0ssea ou 0 desacoplamento da remodelacdo pode resultar em fragilidade
6ssea (Mccormick, 2007).

O metabolismo 0Osseo é caracterizado por duas atividades opostas inter-
relacionadas: reabsorcdo e formacdo dssea. Eles sdo acoplados no tempo e no espago o
nivel de uma unidade de base multicelular, BMU (também designado de BRU: unidade
remodelacdo dssea) (Szulc, 2012). Durante a remodelacdo Gssea, a formacdo Ossea é
precedida pela reabsorcdo do 0sso. A reabsor¢do Ossea consiste na dissolucdo do
mineral do 0sso, o catabolismo dos constituintes da matriz do osso por osteoclastos e
libertacdo de componentes da matriz 0ssea (que pode sofrer mais do catabolismo
principalmente no figado e nos rins) (Szulc, 2012). Durante a formacdo do 0sso,
osteoblastos sintetizam matriz éssea e o o0sso sofre rapida mineralizacdo primaria,
seguidos de mineralizagdo secundaria mais lenta, realizada a longo prazo (Szulc, 2012).
Uma vez formados, 0s 0ssos séo continuamente renovados e modificado com uma taxa
de remodelacéo entre 2% e 10% do esqueleto massa por ano. A remodelacdo da massa
Ossea depende do equilibrio entre a reabsor¢édo e a formacéo 6ssea (Szulc, 2012).

Com a idade, ocorre um desacoplamento na renovacdo 6ssea e desequilibrios de
turnover 6sseo devido a mudancas na estrutura dssea, forca e massa 6ssea. Enquanto a
estrutura e forca 6ssea sdo dificeis para medir in vivo, a massa 0ssea pode ser avaliada
por técnicas de densitometria 6ssea-DEXA. Assim, a medi¢cdo de marcadores do
metabolismo do 0sso torna-se extremamente Util para a detecdo da dindmica do
desequilibrio metabdlico (Seibel, 2005).

O metabolismo 6sseo € avaliado através de marcadores de turnover 0sseo
(BTM). Os BTM refletem o efeito metabdlico dos farmacos na remodelacdo 0ssea,

ajuda a estabelecer a menor dose induzindo a maior mudanca na BTM, prever reducgéo
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relacionada com o tratamento em risco de fratura, e sdo Uteis para colmatar estudos. As
alteracdes nos BTM durante o tratamento para a osteoporose dependem do mecanismo
de acdo do farmaco, do grau de alteracdo da taxa de formacdo 0ssea e da via sua via de
administracdo (Szulc, 2012). BTM ajudam a determinar a dose Otima de farmaco a
utilizar, pois as alteracfes relacionadas com o tratamento em BTM sdo mais rapidas em
comparacdo com alteragcdes na DMO (Szulc, 2012).

A remodelacdo Ossea altera o tamanho e arquitetura interna do osso pela
deposicdo ou remocdo de componentes do o0sso a partir da superficie dos 0ssos. A
resisténcia dssea depende muito da atividade de turnover ésseo. Uma vez que todo este
processo de calcificagdo no osso demora cerca de 3 meses, elevadas velocidades
turnover 6sseo interferem com o processo de mineralizacdo completo e reabsorcéo
Ossea, 0 que pode reduzir BMD. A remodelacdo O&ssea influencia fortemente
propriedades fisioldgicas do 0sso, incluindo a natureza e quantidade de colagénio, bem
como outras proteinas especificas da matriz do 0sso tais como osteocalcina (Piatek et
al., 2013).

3.2. Homeostasia do Calcio

O osso regula os niveis sanguineos de célcio, cujos limites devem ser mantidos
constantes para garantir fungfes essenciais a0 organismo como contragdo muscular e
despolarizacdo da membrana. O tecido dsseo é o principal local de armazenamento de
calcio, embora ndo seja o Unico. Os movimentos de entrada e saida de calcio da matriz
Ossea ajudam a determinar os niveis sanguineos de calcio. Sob condi¢Ges normais, 0s
mecanismos deformacao e reabsorcdo 6ssea estdo firmemente acoplados, de modo que a
quantidade de osso removido é sempre igual a quantidade de osso novo formado (figura
7) (Seeley et al, 2005). Quando os niveis de calcio no sangue sdo muitos baixos, a
atividade osteoclastica (reabsorcdo dssea) aumenta: é libertado mais célcio pela acédo
dos osteoclastos do tecido 6sseo para o sangue, onde é removido pelos osteoblastos para
construir novo tecido 6sseo. Consequentemente, existe um maior movimento do célcio
para a corrente sanguinea. Por outro lado, quando os niveis de célcio no sangue sao
muitos elevado, ocorre o inverso: a atividade osteoclastica diminui, € libertado menos
calcio pelos osteoclastos para producdo de 0sso novo, e o calcio movimenta-se do

sangue para o tecido 6sseo, aumentando assim a formacéo dssea (Seeley et al, 2005).
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Assim, perturbacfes na homeostase 6ssea conduzem a um aumento da fragilidade 6ssea
(Mccormick, 2007).
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Figura 7: Principais fases do metabolismo 6sseo: Formacao e Reabsorcdo. (adaptado de Suzuki et al.,
2008)

No entanto, desequilibrios entre a reabsorcdo Ossea e de formacdo Ossea
resultam em perda ou ganho acentuado de massa 6ssea. O turnover 0sseo requer acdes
sequenciais e coordenada dos osteoclastos, para remover 0sso (reabsor¢do do 0sso) e 0s
osteoblastos para substitui-lo (formacdo 6ssea) (Suzuki et al., 2008). Fatores externos
podem interferir no metabolismo ésseo. Quando existe um elevado turnover 0sseo, a
reabsorcao osteoclastica € acelerada, e é inadequadamente substituido por formacéo de
novo 0sso pelos osteoblastos. Pelo contrario, sob a baixo turnover 6sseo a taxa de
remodelagdo Ossea é extremamente baixa, que se deteriora a propriedade mecénica do
0ss0. Em condi¢fes patoldgicas, a reabsor¢do do 0sso é maior do que a formacdo 6ssea
independentemente da taxa de rotatividade do osso (figura 7) (Suzuki et al., 2008).

A homeostase 0ssea é assegurada pelos seguintes intervenientes:
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3.2.1. Calcitonina

E uma hormona hipercalcémica produzida pela tiroide, que inibe a reabsorcdo de
calcio pela matriz 6ssea (Seeley et al, 2005). E um péptido que age através de recetores
especificos para inibir diretamente a funcdo dos osteoclastos. Encontra-se no pulmao,
cérebro e prostata. Existem estudos que demonstram que a calcitonina diminui a dor
Ossea em fraturas vertebrais osteoporéticas. No Japdo, uma vez por semana, é
recomendada a administracdo intramuscular de calcitonina, ndo para impedir a fratura

osteopordtica, mas para o alivio da dor 0ssea apds fratura vertebral (Suzuki et al., 2008).

3.2.2. Paratormona (PTH)

Estimula a formacdo dssea e aumentar a reabsorcdo do 0sso. Atua no 0sso,
ligando-se aos osteoblastos para estimular a osteoclastogenese e aumentar as
concentracdes de calcio e fosfato. Atua ainda no rim e no intestino. No rim, esta
hormona atua na Ansa de Henle e promove a reabsorcdo de célcio e excrecdo de fosfato.
Por outro lado, no intestino a sua acdo € similar a do rim, mas favorece ainda a
formacédo de calcitriol. A administracdo de PTH é revelada para estimular a formacao
6ssea in vitro e in vivo. Na pratica clinica, o hiperparatiroidismo é uma das causas de

osteoporose secundaria. (Suzuki et al., 2008).

3.2.3. Calcitriol (1,25- (OH) 2p3 ou 1,25-dihidroxicolecalciferol)

Forma-se a partir da vitamina D, sendo a sua forma ativa. O calcitriol favorece a
reabsorcdo Ossea e absorcdo Ossea e intestinal de célcio e de PTH (Suzuki et al., 2008).
E ainda um indicador para o estado funcional da vitamina D (Mccormick, 2007). Para
manter a funcdo da célula normal do 0sso, o0 nivel de calcitriol sérico deve ser mantido
entre 30 e 80 ng/mL (Mccormick, 2007).

3.2.4. Vitamina D

A vitamina D é um nutriente essencial para a absorcdo de célcio a partir do
intestino(Plaza & Lamson, 2005). A evidéncia cientifica apoia a utilizacéo de calcio em
combinagdo com vitamina D, no tratamento preventivo da osteoporose (Suzuki et al.,
2008). Para além do papel no metabolismo dos minerais e manutencdo dos niveis de
calcio intracelular, a vitamina D é importante para a diferenciagéo e proliferacdo celular,
0 crescimento do mausculo, e aquisicdo de forca. A deficiéncia da vitamina D pode

deteriorar a resisténcia 0ssea e aumentar a fragilidade do osso. Por outro lado, a
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deficiéncia também tem sido associada a um risco aumentado de desenvolvimento de

cancro, Diabetes Mellitus do tipo I, e doenca cardiaca (Mccormick, 2007).

3.3. Efeitos da vitamina K no metabolismo do 0sso

A vitamina K2 exerce uma poderosa influéncia na formacdo Ossea,
especialmente na osteoporose, e tem sido citado para a prevengdo ou tratamento da
osteoporose (Azuma et al., 2013). A vitamina K pode modular certas citocinas
envolvidas na remodelacdo dssea, como OPG e IL6 (interleucina 6), que pode ser um
mecanismo adicional pelo qual a vitamina K influencia remodelagdo 6ssea (Booth,
2009). Além disso, uma concentracdo adequada de vitamina K é necessaria para reduzir
as perdas de ides célcio via renal (Mccormick, 2007).

A vitamina K2 tem demonstrado ser o mais importante indutor da mineralizacédo
0ssea em osteoblastos humanos (Plaza & Lamson, 2005). Estudos in vitro indicam MK-
4 pode aumentar a mineralizacdo dssea e diminuir reabsorcdo éssea de modo mais
eficaz do que filoquinona. (Azuma et al., 2013). Uma série de testes em seres humanos
tem demostrado que a vitamina K2 ¢ eficaz no tratamento da osteoporose sendo muito
mais ativo do que K1, quer na formacdo de 0sso quer na diminuicdo de 0sso, pois a
reagdo de y-carboxilacdo € mais extensa. A vitamina K2 impede a aceleracdo da
reabsorcdo 6ssea, mantem estavel a formacdo de osso, reduz a perda 0ssea, protege
contra a perda de massa 6ssea trabecular e previne a diminuicdo da forca do o0sso longo
(Iwamoto et al., 2006). Assim, a vitamina K2 pode ndo s6 estimular a formagao 6ssea,
mas também podem suprimir reabsorcdo déssea osteoclastica (lwamoto et al., 2006;
Mccormick, 2007). Para compreender o funcionamento da vitamina K2, foram
realizados varios estudos que demonstraram que a vitamina K2 inibe a
osteoclastogenese. Estudos in vitro consideram que 0 mecanismo de inibicdo
osteoclastica exercido pela vitamina K2 ndo é devido a toxicidade celular e ndo afeta a
proliferacdo celular, sendo a sua acdo inibitoria osteoclastica devido exclusivamente a
estrutura da vitamina K2 (Plaza & Lamson, 2005). Por outro lado, outros estudos in
vitro se opdem ao anterior referido, afirmando que a vitamina K2 inibe a reabsorcéo
Ossea osteoclastica por induzirem aos osteoclastos a se submeterem a apoptose
(lwamoto et al., 2006; Mccormick, 2007).

Resultados recentes de pesquisa indicam que a vitamina K2 tem beneficios
exclusivos sobre a salde 6ssea: MK-4 ndo apenas retarda a perda de massa 6ssea, mas

também reduz o risco de fratura. E ainda demonstrado que promove a tratamento da

33



A vitamina K em Combinagdo com outros Marcadores Bioquimicos no Diagnéstico da Osteoporose

fratura, sendo j& utilizado como tal no Japdo. A vitamina K2 estimula ainda a
reabsor¢do renal de calcio, ao retardar o aumento dos niveis séricos da PTH, e
consequente, a perda Ossea (lwamoto et al., 2006). De acordo com os resultados, a
vitamina K2 afeta em maior escala as regifes esponjosas do 0sso do que os locais
corticais (Tasci, Bilgili, Altunay, Gecit, & Keskin, 2011).

4. Marcadores do Metabolismo Osseo

Os marcadores bioquimicos do metabolismo 6sseo apresentam influéncia para
diagnostico de condicBes de remodelacdo Gssea, bem como para a monitoriza¢do da
resposta a terapéutica, proporcionando uma razdo para O Seu USO para monitorar 0
tratamento a longo prazo (Booth, 2009). Um marcador ideal deve ter caracteristicas
especificas: plausibilidade biol6gica, ou seja, a associacdo entre o biomarcador e o
mecanismo onde este atua deve ter uma explicacdo plausivel, com por exemplo, a
relacdo entre biomarcadores e mecanismos patolégicos provocam um aumento da
fragilidade do osso. Deve ainda promover uma eficiente associacao entre biomarcadores
e fratura na populacéo-alvo e, por ultimo, alteracdes consistentes de suas concentracdes
em resposta a terapéutica (Terreni & Pezzati, 2012). Os marcadores de remodelacéo
6ssea (BTM) sdo produtos bioquimicos, medidos normalmente na urina ou sangue, que
refletem a atividade metabdlica do 0sso. Para prever a perda 6ssea, devemos medir em
um ponto do tempo, a taxa de renovacdo 6ssea e o equilibrio entre formacdo e
reabsorcdo. Mas, medindo a concentracdo de BTM (correspondente a relacdo da sua
producdo e degradacédo), ndo se pode avaliar quantitativamente a propor¢do da matriz
Ossea depositada e mineralizada ou destruida, mesmo que alguns estejam ligados mais a
marcadores de reabsor¢do Ossea ou formacdo Ossea (ver anexo 3) (Bergmann et al.,
2009). E necessario salientar que os proprios marcadores ndo tém func&o no controlo do
metabolismo &sseo. Eles sdo tradicionalmente classificados como marcadores de
formag&o Ossea ou a reabsorcao do 0sso (Terreni & Pezzati, 2012).

Existem dois tipos de biomarcadores associados ao diagnostico de patologias
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Osseas: marcadores de formacdo d6ssea e marcadores de reabsor¢do Ossea (figura 8)
(Seibel, 2005; Szulc, 2012). Os marcadores de reabsorcdo sdo enzimas osteoclasticos ou
produtos de degradacdo do colagénio, libertados para a circulacdo. Por outro lado,
marcadores de formacéo sdo enzimas ou produtos de degradacédo da sintese de colagénio
e proteinas da matriz (Terreni & Pezzati, 2012). Até a0 momento ndo existe um
biomarcador que seja uma medida robusta da concentragdo vitamina K e da sua
evolucdo em patologias 6sseas. Em vez disso, na préatica clinica corrente utiliza-se uma
combinacédo de varios biomarcadores, onde cada um que reflete um aspeto diferente da
ingestdo da vitamina K, absorc¢do e transporte, ou fungbes como um cofator para a y-
carboxilagdo de VKD (Booth, 2009). Apesar dos marcadores atualmente disponiveis
para o turnover 0sseo incluirem péptidos enzimaticos e ndo-enzimaticos derivados de
compartimentos celulares e ndo celulares do 0sso, eles sdo geralmente classificados de
acordo com o seu processo metabdlico. Os marcadores de reabsorcdo Gssea estdo
relacionados com os produtos da degradacao do colagénio tais como hidroxiprolina ou a
varios produtos resultantes de ligacdes cruzadas com colagénio e telopeptideos. Outros
marcadores de reabsorcdo 6ssea incluem matriz proteica sem colagénio, tais como
sialoproteina déssea (BSP), ou enzimas especificos para osteoclastos como resistente ao
tartarato e fosfatase acida, ou catepsina K (Seibel, 2005).

Em contraste, marcadores de formacao 6ssea ou sdo subprodutos da neossintese
de colagénio (por exemplo, propeptideos de colagénio do tipo 1), ou proteinas
relacionadas com osteoblastos tais como osteocalcina (OC) e fosfatase alcalina (ALP).
Para fins clinicos, os marcadores de formacdo Ossea distinguem-se dos indices de
reabsorcdo Ossea (Seibel, 2005). No entanto, esta distincdo ndo € tdo acentuada e
rigorosa, pois alguns componentes dos marcadores podem refletir tanto a formacao de
0SS0 como a reabsorcdo 0ssea (por exemplo, hidroxiprolina e osteocalcina). Além disso,
a maioria das moléculas utilizadas como marcadores do metabolismo 06sseo estdo
também presentes em outros tecidos diferentes do 0sso, €, por isso, podem exercer a sua
influéncia noutros processos fisioldgicos ndo associados ao 0sso (Seibel, 2005).

Durante a primeira infancia, e também a durante a puberdade, os marcadores
bioquimicos de remodelacdo 0ssea encontram-se em maiores concentragcdes do que no
adulto. Nos homens, entre 20 e 30 anos de idade, os marcadores de remodelacdo dssea
sdo geralmente maior do que em mulheres da mesma faixa etaria. Apds os 50 anos, 0s
marcadores de remodelacdo Gssea tendem a aumentar, mas em menor proporcao nos

homens do que nas mulheres (Seibel, 2005). Neste ultimo caso, 0 aumento da
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remodelacdo Ossea, relacionada com a idade, encontra-se mais pronunciada com a
menopausa, quando a reabsor¢do e formacdo Ossea aumentam cerca de 50-100%
(Seibel, 2005).

Formacio s Reabsorcio
BAP §_°\> Calcium
S A0} TRACP
2’9/ BSP
gdw“,:‘po : \‘5} Hydroxyprobne
209
A Hydroxylysine glycosides
Pyridinium crossinks
Osteocalcin )
eocaic {3 D Comgmiaes!
‘Q/Q/ telopeptides
AW
Ostecblasts Bone matrix Ostecciasts

Figura 8:Marcadores de Metabolismo Osseo, (Seibel, 2005)

Em ultima anélise, as alteracfes nos marcadores de turnover 0sseo nao estao
associadas a uma doenca especifica, como a osteoporose, mas reflete, como uma
medida absoluta, alteracbes no metabolismo dsseo, independentemente da sua causa
subjacente. Desta forma, os valores das medicGes de marcadores dsseos devem ser
sempre interpretados de acordo com o quadro clinico do doente (Seibel, 2005) .

4.1. Marcadores de formacéao 6ssea
Os marcadores de formacdo Ossea sdo produzidos a partir de osteoblastos e
expressos durante as diferentes fases de desenvolvimento dos osteoblastos (Nishizawa
et al., 2013). Todos os marcadores de formacgdo 6ssea podem ser medidos no soro ou
plasma. Eles refletem vérios aspetos da funcdo dos osteoblastos e a formacdo Ossea
(Nishizawa et al., 2013).

4.1.1. Fosfatase Alcalina (ALP)

A fosfatase alcalina dssea foi introduzida em uso clinico em 1929. Tem um peso
molecular de cerca de 140.000 Da e encontra-se na membrana de osteoblastos. E
libertada para a circulacdo sanguinea durante a formacdo do o0sso. Este marcador é
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muito estavel em amostras de sangue, ndo sendo afetada pela hemolise. ALP é um
enzima que desempenha um papel importante na formagdo de osteoide e de
mineralizacdo. O total sérico da fosfatase alcalina inclui vérias isoformas presentes em
varios tecidos: figado, 0sso, intestino, bago, rim e placenta. Embora seja um indicador
de atividade osteobléstica, ALP ndo € especifica para o tecido dsseo e, portanto, ndo é
normalmente utilizada no tratamento e diagndstico de osteoporose. Porém, niveis
elevados de ALP podem ser uma indicacdo de metastases de cancro para o figado ou
0sso (Mccormick, 2007).

A funcdo exata do enzima ainda é desconhecida, mas desempenha um papel
importante na formacdo de ostedide e mineralizagdo. Em adultos com fun¢do hepatica
normal, cerca de 50% do total da atividade de AP no soro provem do figado, enquanto
50% surge a partir do 0sso. Muitas técnicas tém sido desenvolvidas para diferenciar
entre as duas isoformas principais em circulacdo, incluindo desnaturacdo térmica de
ALP, eletroforese, precipitagdo, inibicdo seletiva e, mais recentemente, imunoensaios.
No entanto, como todas as outras técnicas, mesmo esses ensaios mostram um certo grau
de reatividade cruzada, cerca de 15-20% entre a fostatase alcalina produzida no 0sso e
no figado. Assim, em individuos com niveis de fosfatase alcalina elevados, os
resultados das medicdes de DMO pode ser artificialmente elevados, originando um
resultado com falso positivo. A isoenzima de fosfatase alcalina, fosfatase alcalina 6ssea
(BAP), é preferencialmente escolhida para detetar alteraces do metabolismo dsseo,
devido a sua elevada especificidade e de baixo custo. (Seibel, 2005). Fosfatase alcalina
Ossea € um enzima localizado na superficie exterior dos osteoblastos. E um dos

principais reguladores da mineralizacdo da matriz 6ssea. (Szulc, 2012).

4.1.2. Osteocalcina (OC)

A osteocalcina € um grande péptido sintetizado por osteoblastos, odontoblastos e
alguns condrocitos (Nishizawa et al., 2013; Seibel, 2005; Terreni & Pezzati, 2012).
Liga-se & hidroxiapatite e é depositado na matriz ¢ssea. E expressa, principalmente,
durante a fase de formacao do 0sso e tem um comprimento5.8 kDa. Apesar de OC ter
sido descoberta em 1976, a sua funcdo ainda ndo foi bem elucidada. Dados
experimentais recentes sugerem OC que pode ser uma hormona sintetizada por
osteoblastos e envolvidos na regulacdo da secrecdo de insulina e regulacdo do

metabolismo de hidratos de carbono (Szulc, 2012).
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Uma das principais caracteristicas do OC ¢ ser VKD, com residuos &cido gama-
carboxiglutamico (GLA), os quais sdo responsaveis pelas propriedades de ligacdo do
calcio da proteina. Na sua por¢éo carboxi-terminal, osteocalcina também pode interagir
com outras proteinas, incluindo recetores da superficie celular da matriz 6ssea, pois
osteocalcina apresenta uma funcdo ativa na organizacdo da matriz extracelular 6ssea
(Seibel, 2005).

No entanto, este péptido é facilmente sujeito a uma répida degradacédo
plasmatica, de modo que ambos os péptidos intactos e varios fragmentos de OC de
diferentes tamanhos coexistem em circulagdo sanguinea. A presenca em quantidade
variavel de diferentes fragmentos torna dificil a determinacéo analitica deste marcador.
Além disso, uma vez OC ¢ incorporada na matriz 6ssea, investigadores sugerem que 0s
fragmentos podem ser libertados OC mesmo durante a reabsorcdo 6ssea (Seibel, 2005).
Como fragmentos de OC séo libertados a partir da matriz 6ssea, durante a reabsorcdo
Ossea, 0s ensaios para determinagdo da OC em circulacdo refletem os seus fragmentos
tanto de formacdo como reabsorcéo 6ssea ndo apresentando, por isso, especificidade na
determinacdo. Apenas uma pequena fracdo de OC € libertada para a circulacdo
sanguinea seguindo um ritmo circadiano, atingindo um pico plasmaético as 4h da manha.
A restante fragdo é eliminada via renal e sua clearance é afetada em situagdes de
insuficiéncia renal (Bergmann et al., 2009; Terreni & Pezzati, 2012). A OC tem um
tempo de semi-vida inferior a uma hora e, por isso, € degradada rapidamente (Terreni &
Pezzati, 2012). Clinicamente, OC é considerada como um marcador especifico para a
funcdo osteoblastica e reflete 0 metabolismo de turnover 6sseo. (Szulc, 2012). Porém,
OC nédo é um marcador legitimo da funcdo dos osteoblastos (Bergmann et al., 2009).
Estima-se que, logo apds a sua libertacdo a partir de osteoblastos, a maior parte da
proteina sintetizada de novo é incorporada novamente dentro da matriz 0Ossea
extracelular, onde constitui aproximadamente 15% da fracdo proteica sem colagénio. A
fracdo menor é libertada para a circulacdo sanguinea por uma reabsorcdo 0ssea
osteoclastica, onde pode ser detetada por imunoensaios. Porém, a sua determinacao
sérica é dificil devido a presenca de uma quantidade varidvel de vérios fragmentos, e
essencialmente por uma falta de padronizacédo uniforme de leitura (Seibel, 2005; Szulc,
2012).
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4.1.3. Procolageno tipo |

O procolageénio | é derivado de colagénio do tipo I, a forma de colagénio mais
abundante encontrada no o0sso. O colagenio tipo | também esta presente em outros
tecidos tais como a pele, dentes, cdrnea, vasos sanguineos, fibrocartilagem e nervos
(Seibel, 2005). Colagénio do tipo | é sintetizado por osteoblastos que é a molécula
percursora procolagénio, caracterizados por terminais de extensdo de pequenos
peptideos: propéptido (N-) aminoterminal (PINP) e o propéptido (C-) carboxiterminal
(PICP). Estas extensdes sdo clivadas por peptidases durante metabolismo de colagénio
extracelular, quando o colagénio é depositado para formar a matriz 6ssea, produzindo
assim PINP e PICP que também podem ser efetuadas determinacdes séricas (Lee &
Vasikaran, 2012; Nishizawa et al., 2013). O catabolismo de ambos os peptideos de
extensdo estd sob controlo hormonal, mas a sua concentracdo ndo é dependente da
funcdo renal (Bergmann et al., 2009). PICP tem um peso molecular de 115 kDa, é
estabilizado por pontes de dissulfureto, metabolizado pelo figado e, portanto, tem um
tempo de semi-vida curto, cerca de 6-8 minutes. Por outro lado, PINP tem um peso
molecular de apenas 70 kDa, é rica em prolina e hidroxiprolina, e € eliminada da
circulacdo pelas células endoteliais do figado. (Seibel, 2005; Terreni & Pezzati, 2012).

Eles representam um marcador da sintese de colagénio do tipo I. PINP intacta é
metabolizada principalmente através do figado. A medicdo de PINP tem como
vantagem uma baixa variabilidade diurna, e seus niveis em circulacdo ndo sédo
significativamente influenciados pela ingestdo de alimentos, ou seja, o doente néo
precisa de estar em jejum para efetuar a sua determinacdo sérica (Terreni & Pezzati,
2012). Como desvantagem, PINP € rapidamente degradada a 37°C (Bergmann et al.,
2009). Embora a relevancia clinica da PICP na avaliacdo de doencas 6sseas metabdlicas
é visto ainda com algum ceticismo, a concentracdo de PINP no plasma parece ter maior
validade de diagnostico. Porém, a concentracdo sérica de PINP é diretamente
proporcional a quantidade de colagénio novo produzida por osteoblastos. (Mccormick,
2007). Do ponto de vista pratico, a termoestabilidade dos pré-péptidos é uma vantagem,
uma vez que o transporte e tempo de armazenamento sdo bem tolerados, sem perdas
significativas do sinal (Seibel, 2005). Estes péptidos seguem um ritmo circadiano
apresentado concentragdes mais elevadas no inicio da manha (Bergmann et al., 2009).
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4.2. Marcadores de Reabsorcdo Ossea
Marcadores de reabsorcdo Ossea refletem a atividade osteoclastica no processo
de remodelacdo dssea. A atividade osteoclastica acelerada aumenta a remodelacao 6ssea
e estd associada a baixa massa 6ssea (Mccormick, 2007). Excetuando o tartarato
resistente a fosfatase &cida, a maioria de marcadores de reabsorcdo 6ssea sdo produtos
de degradacédo de colagénio proveniente do 0sso.

4.2.1. Hidroxiprolina (OHP)

A hidroxiprolina € um aminoacido comum, caracteristica de todas as formas de
colagénio. A medicdo da excrecdo urinaria de hidroxiprolina é o ensaio mais antigo de
reabsorcao Ossea. (Terreni & Pezzati, 2012). OHP é formada intracelularmente a partir
da hidroxilacdo de prolina e constitui 12-14% do teor total de amino&cidos com
colagénio. 90%de OHP é libertado durante a degradacdo do colagénio dsseo e é
metabolizado maioritariamente no figado. Posteriormente, € excretado na urina, onde
pode ser detetado por métodos colorimétrico ou por HPLC, quer na fracdo livre ou
ligada a peptidos. OHP urinério é normalmente considerado marcador de reabsorcéo
Ossea, apesar de ser um marcador inespecifico da reabsor¢do de colagénio (Seibel,
2005).

4.2.2. Glicosideos de Hidroxilisina

Os Glicosideos de Hidroxilisina surgem durante a sintese de colagénio e
ocorrem em duas formas: a glicosil-galactosil-hidroxilisina (GGHL) e galactosil-
hidroxilisina (GHL). Ambos componentes sdo libertados para a circulagdo sanguinea
durante a degradacdo de colagéenio e pode ser medido na urina por HPLC. A vantagem
da hidroxilisina face a hidroxiprolina é que as suas formas glicosiladas ndo sdo
metabolizadas e ndo sdo influenciadas por componentes provenientes da dieta. Além
disso, GGHL estd presente em pele, enquanto GHL encontra-se especificamente no
0ss0. Embora as hidroxilisinas tenham um potencial como marcadores de reabsorgéo
Ossea, a sua principal desvantagem baseia-se na auséncia de um imunoensaio especifico
para ser detetado (Seibel, 2005).
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4.2.3. Ligacdes cruzadas piridinicas: desoxipiridinolina (DPD) e

piridinolina (DYP)

As ligacOes cruzadas entre os residuos de aldeido, lisina e hidroxilisina sdo
formadas entre as moléculas de colagénio para estabilizar o tecido conjuntivo. Eles
encontram-se na matriz de colagénio (tipos I, Il e IIl) de muitos tecidos e refletem
apenas a degradacgdo do colagénio. S&o libertados na circulagdo sanguinea e excretados
na urina quando o colagénio é catabolizado (Bergmann et al., 2009)

Piridinolina (PYD) e desoxipiridinolina (DPD) sdo formadas durante a
maturacgdo extracelular e, por isso, provém da reabsorcdo éssea (Bergmann et al., 2009).
Durante a reabsorgcdo éssea, as ligaches com colagénios sdo quebradas através de
protedlise e 0s componentes resultantes desta quebra sdo libertados para a circulacdo
sanguinea e urina (Nishizawa et al., 2013; Seibel, 2005). Os ensaios estdo atualmente
disponiveis medeiam amostras do soro e urina. Estes marcadores seguem um ritmo
circadiano sendo mais elevada no inicio da manhd e sdo pouco influenciados pela
ingestdo de alimentos, uma vez que nem PYD nem DPD sdo adquiridos a partir da dieta
e, portanto, é altamente especifico para o tecido dsseo. (Bergmann et al., 2009; Terreni
& Pezzati, 2012). Esta é a medida mais representativa da reabsorcao 6ssea (Bergmann
et al., 2009). Enquanto PYD é encontrado na cartilagem, 0sso, ligamentos e vasos, DPD
é quase encontrada exclusivamente no 0sso e dentes (Bergmann et al., 2009). Como o
0ss0 tem maior turnover que a cartilagem, ligamentos, vasos ou tenddes, as quantidades
de PYD e DPD e no soro ou urina séo principalmente derivados do 0sso. Assim, DPD e
DYP sdo atualmente considerados como os melhores indices de avaliacdo da reabsorcao
Ossea (Bergmann et al., 2009). Existem técnicas automatizadas disponiveis para a
medicdo na urina e no soro. A andlise de urina por HPLC evidencia que a DPD esta
presente sob a forma livre (cerca de 40%) e numa forma de péptido ligado (cerca de 60
%), cujas percentagens variam de acordo com a patologia dssea.A ssim, para
determinacdo quantitativa destes marcadores, 0s imunosensaios sdo amplamente
utilizados (Nishizawa et al., 2013; Seibel, 2005).
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4.2.4. Telopéptido do colagénio tipo |I: telopéeptido da regido
carboxiterminal do colagénio tipo | (CTX) e telopéptidos da regido
aminoterminal do colagénio tipo I (NTX)

Os NTX-I, CTX-I, e ICTP sdo misturas de produtos de catabolismo de colagénio
tipo 1. Os péptidos acima séo catabolizados em moléculas mais pequenas, nas células
tubulares renais. Embora ICTP (telopéptido carboxilo trimérico) seja um produto do
catabolismo do colagénio 6sseo semelhante ao CTX-I ou de NTX-I, ndo € um bom
marcador de reabsorcdo dssea na pds-menopausa (Szulc, 2012). Estes péptidos sdo da
regido ndo-helicoidal de colagénio do tipo | e sdo produzidos por osteoclastos durante a
reabsorcdo 6ssea. NTX e CTX podem ser medidos tanto no soro como na urina (Lee &
Vasikaran, 2012). Os niveis séricos sdo influenciados pelo ritmo circadiano e ingestdo
de alimentos e, portanto, as amostras devem ser recolhidas num determinado momento
do dia, de preferéncia de manhd e em jejum. O ensaio sérico automatizado do CTX
tornou-se cada vez mais disponivel e estd a substituir o NTX urinario devido a sua
simplicidade e robustez (Terreni & Pezzati, 2012). Os niveis séricos de CTX seguem
um ritmo circadiano e sdo mais elevados no inicio da manha (Bergmann et al., 2009).

Uma diminuigdo no NTX, especialmente durante a monitorizacgdo da terapéutica,
pode ser usada como um medidor precoce da reducdo da reabsorcdo Ossea, com a
estabilizacdo ou aumento da massa Gssea em resposta ao tratamento. NTX é mais
sensivel a alteracbes no metabolismo dsseo do que é DPD, o que permite avaliar a

eficacia terapéutica com maior consisténcia (Mccormick, 2007).

4.2.5. Sialoproteina 6ssea (BSP)

A BSP é uma glicoproteina fosforilada com um peso molecular de 70-80 kDa, o
que corresponde a 5-10% da matriz ndo colagenosa do 0sso. E um importante produto
sintético de osteoblastos e odontoblastos, mas foi também encontrado em osteoclastos e
células de linhagem com evolucdo maligna metastatica. Estudos demonstram que BSP
sérico estd relacionado com a reabsorcdo Gssea. Por conseguinte, a BSP é detetada
principalmente nos tecidos mineralizados, tais como 0sso, da dentina e na cartilagem.
BSP contém Arg-Gli-Asp (RGD), uma sequéncia de reconhecimento da proteina
Integrina que melhora a fixacdo dos osteoblastos e osteoclastos a superficies de pléstico,
liga-se preferencialmente a cadeia a2 de colagénio e intervém diretamente na formagao
de cristais de hidroxiapatite, in vitro. Estudos realizados demonstram que a sialoproteina

melhora a reabsorcdo Ossea mediada pelos osteoclastos e desempenha um papel
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importante nos processos de adesédo da matriz celular e na organizagdo molecular da
matriz extracelular de tecidos mineralizados. Varios estudos permitiram desenvolver
imunoensaios para a medi¢cdo de BSP no soro, onde é detetado apenas uma pequena

fracdo biodisponivel de BSP no soro (Seibel, 2005).

4.2.6. Marcadores do numero de osteoclastos: fosfatase acida tartrato-

resistente (TRAP, TRACP 5b)

Os osteoclastos produzem uma isoenzima da fosfatase acida, que ndo € inibida
pelo tartarato, designada de fosfatase acida tartarato resistente banda 5b (TRAP 5b).
Este enzima esta presente em osteoclastos, na membrana celular e no espaco de
reabsor¢do. Aumento dos niveis de TRAP 5b foram associados a um estado de elevada
remodelacdo dssea alta, como a doenca de Paget e metastases dsseas. Recentemente,
devido a evolucdo do ensaio, TRAP-5b estd-se a tornar-se um dos BTM mais usados
para a previsao de renovacdo 6ssea alta significativamente relacionada com a perda de
DMO. Existem poucos estudos sobre o tipo TRAP-5b afetado em pacientes com
osteoporose (Terreni & Pezzati, 2012).

Este enzima pertence a familia da fosfatase acida, dos quais existem pelo menos
5 isoformas diferentes. Estas isoformas sdo expressas em diferentes tecidos e células
tais como prdéstata, 0sso, baco, as plaquetas, os eritrocitos, e macréfagos. Todas as
fosfatases &cidas sdo inibidas por L (+)-tartarato, exceto banda 5 e, por isso, foi
denominada fosfatase acida tartarato resistente (TRAP ou TRACcP). Destas Gltimas, 2
subformas, 5a e 5b séo conhecidos, e pesquisas recentes tém mostrado que a TRAP-5b €
caracteristica de osteoclastos. A origem TRAP-5a é desconhecida, mas pode ser
expressa por macrdfagos. A duas isoformas 5a e 5b sdo diferentes: a isoforma 5a que
contém é&cido sialico, enquanto 5b ndo. Mais recentemente, em imunoensaios
especificos para TRAP-5b indicam que este marcador pode ser Gtil para avaliar a
atividade osteoclastica. Para ensaios convencionais com TRAP, devem ser tomados
cuidados acrescidos para estabilizar 0 enzima pois, apds flebotomia, esta perde mais de
20% da sua atividade por hora, a temperatura ambiente. Porém, esta situacdo pode ser
evitada se for adicionado tampdo de citrato a amostra (Seibel, 2005). TRACP-5b é um
enzima lisossomal contendo ferro sintetizado pelos osteoclastos, que pode funcionar
como uma fosfatase acida (Szulc, 2012). Os osteoclastos produzem um isoenzima da

fosfatase acida, que ndo é inibida por TRAP-5b. TRAP total, medido por métodos
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quimicos, tem sido considerado como um marcador da reabsorcdo dssea. No entanto, a
TRAP total é influenciada por enzimas provenientes dos eritrécitos e plaquetas, e sua
dosagem pode ser dificultada pela existéncia de inibidores em circulacdo no sangue
(Bergmann et al., 2009).

4.2.7. Catepsina K

A catepsina K sérica apresenta grande interesse clinico pois é o principal enzima
proteolitico usada pelos osteoclastos para a degradar o colagénio tipo | durante
reabsorcdo Ossea. Apesar de varios estudos sugerem que ela pode ser um valioso
marcador da reabsorcdo éssea, S&0 necessdrios mais estudos para avaliar o seu
desempenho (Terreni & Pezzati, 2012). A catepsina K é uma protease cisteina
lisossémica expressa abundantemente nos osteoclastos (Suzuki et al., 2008). A sua
relevancia clinica surgiu com a descoberta de picnodisostose®, uma doenca autossémica
recessiva resultantes de mutacdes no gene de catepsina K. Uma vez que a catepsina K
ser expressa e segregada pelos osteoclastos durante a reabsorcao dssea ativa, a catepsina
K pode ser um marcador bioquimico util e especifico na avaliagdo da atividade dos
osteoclastos (Seibel, 2005).

4.2.8. Homocisteina

A homocisteina apresenta uma acdo direta sobre a matriz 6ssea e é atualmente
conhecida por aumentar a atividade osteoclastica e diminuir a atividade osteoblastica. A
homocisteina liga-se diretamente & matriz extracelular e reduz a forga e resisténcia do
0ss0. O seu mecanismo de remodelacdo dssea ocorre via mitocondrial. Estudos recentes
demonstram que a homocisteina exerce um efeito negativo sobre o 0sso através de
diminuicdo do fluxo sanguineo no 0sso, aumentando as espécies reativas de oxigénio
(ROS) e um aumento da metaloproteinases da matriz (MMP) que degradam a matriz
Ossea  extracelular  (Vacek, Kalani, Voor, Tyagi, & Tyagi, 2013).

Outro marcador importante, relacionado com estudos de homocisteina no 0sso €
B -catenina. Foi observado que este marcador regula a homeostase 6ssea. Esta proteina

sinaliza a homocisteina e desempenha um papel importante no metabolismo &sseo,

® Picnodisostose: (também conhecida sindrome de Maroteaux-Lamy) é uma doenca genética rara. Trata-
se de uma displasia 6ssea. E uma forma autossémica recessiva de nanismo. Esta doenca é provocada por
um defeito num gene que codifica o enzima N-acetilgalactosamina-4-sulfatase.
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controlando a diferenciagdo de células osteoblésticas e osteoclasticas. Foi sugerido, em
estudos in vitro, que os niveis de homocisteina podem provocar apoptose por formacao
de ROS (espécies reativas de Oxigénio) via mitocondrial. Desta forma, existem
evidéncias de que a homocisteina pode contribuir para o desenvolvimento da
osteoporose atraves da reducdo 6ssea formacdo e que esta pode ser determinada pela
determinag@o de 3 -catenina (Vacek et al., 2013).

4.3. Breves consideracgdes sobre a recolha de amostras para determinacao da
concentracdo de marcadores de remodelacdo dssea (BTM)
» Urina

Por conveniéncia, a medicdo de marcadores 6sseos em urina € geralmente
realizada quer na 1% hora da manhd@ ou em 2h de colheita, devido as variagdes das
concentracdes diurnas. Em cada caso, os valores devem ser ajustados para a creatinina
urinaria. A clearance creatinina tem sido relatada a ser constante ao longo do tempo
(variacBes de 10%) e correlacionar com a massa corporal, mas também hé relatos que
sugerem que a correcao para a creatinina em uma amostra de urina pode ser ilusoria.
Alternativamente, a taxa de excrecao do marcador pode ser determinado com a colheita
de urina 24h (Terreni & Pezzati, 2012).

Os marcadores de turnover 6sseos mostram variagdes diurnas significativas, com
valores mais elevados nas primeiras horas da manha e os menores valores durante a
tarde e noite, tanto para concentrac@es urinarias como sericas. Os niveis dos marcadores
urinarios podem ainda variar até 30% durante o dia (Terreni & Pezzati, 2012).

Assim, controlar o tempo de colheita da amostra é uma necessidade para todos
os tipos de marcadores. Ao comparar 0s valores séricos e de urina evidencia-se que
existe uma variacdo de 20 a 30% e geralmente sdo alteracdes menos pronunciadas
durante o dia do que os indices de base urina (Seibel, 2005). Além disso, os efeitos da
alimentagcdo devem ser considerados em determinados marcadores bioquimicos. Na
determinacdo sérica de CTX, os valores séo influenciados pela ingestdo de alimentos, e
as amostras para este marcador necessita de ser feita no estado de jejum. Por exemplo, a
ingestdo de alimentos ricos em hidroxiprolina, como carne ird afetar as medicOes de
OHP na urina. E portanto, necessario para instruir os pacientes a estar em uma dieta

livre de colagénio pelo menos 24 horas antes da colheita da urina para medidas de OHP.
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Contrariamente, a determinagdo de DPD, o NTX e o CTX na urina e no soro ndo é
afetada pela ingestdo de colagénio (Seibel, 2005).

O efeito de exercicio fisico intenso imediatamente antes da flebotomia para
marcadores de turnover 6sseo pode elevar 30-40% do seu valor basal (Seibel, 2005). No
que diz respeito a conservacdo da amostra, a osteocalcina e a fosfatase &cida séo os
marcadores mais dificeis de manusear. Por outro lado, os peptideos de colagénio e
fosfatase alcalina sdo muito mais resistentes a degradacao. Piridinolina é sensivel a luz e
degrada sob a influéncia de radiacdo UV intensa, ao contrario da concentracdo urinaria
NTX e CTX, que ndo ¢ afetada pela luz UV (Bergmann et al., 2009; Seibel, 2005).

» Sangue
As amostras de sangue devem ser colhidas no inicio da manhd, em jejum. Um
aumento na ingestdo de célcio dietético pode diminuir os niveis de marcadores de
reabsorcao 6ssea, especialmente em pessoas cuja ingestdo de calcio anteriormente era
baixa. Presume-se que este efeito € mediado pela inibi¢do da paratohormona (PTH)
(Terreni & Pezzati, 2012).

4.3.1. Marcadores Séricos vs Urina

Muitos estudos tém demonstrado que a variabilidade intra-individual é de cerca
de 10% para os marcadores do soro e entre 15% e 25% para 0s marcadores de urina
(Bergmann et al., 2009).

O LSC, definido como a diferenca que reflete uma mudanca real, com 5% de
possibilidade de erro tipo 1 (falso-positivo). Assim, para um coeficiente de variagdo de
10%, uma variacdo de, pelo menos, 25-30% devem ser observados para 0os marcadores
séricos para ponderar que ha uma evolucdo significativa, enquanto a mudanca de 40-
70% é necessario para os marcadores de urina. No entanto, é preciso estar ciente do
risco de erro de tipo 2 (falso negativo), e deve ser evitado para mudar o tratamento com
base em uma evolucédo insuficiente, pelo menos em apenas duas medidas sequenciais
(Bergmann et al., 2009)

Além dos parametros de exclusdo do ensaio fatores tais como a escolha da
amostra (por exemplo, soro versus urina), modo de recolha da amostra (por exemplo,
colheita de urina de 24 horas versus 12 urina da manh@), a preparacdo adequada do

paciente (por exemplo, dieta pré-amostragem / jejum / exercicio antes flebotomia), o
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correto manuseio, processamento e armazenamento das amostras deve ser sempre
considerado (Seibel, 2005). Para evitar erros de diagnostico clinico, os médicos que
usam marcadores bioquimicos de remodelacdo dssea, devem conhecer os fatores que
influenciam BTM e, por sua vez, prever os resultados do ensaio. Os fatores bioldgicos
mais importantes sdo variabilidade diurna e diaria nas atividades de formag&o dssea e de
reabsorcao 6ssea (Szulc, 2012).

Muitos estudos tém demonstrado que a variabilidade intra-individual € cerca de
10% de marcadores séricos e de 30% para os marcadores urinarios, e a relacdo sinal-
ruido € melhor para os marcadores do soro, pelo que as amostras de soro sdo as
preferidas face as amostras de urina quando se mede BTM (Terreni & Pezzati, 2012). A
medicdo de marcadores de remodelacdo dssea (BTM) atualmente ndo esté incluido no
algoritmo para calculos de risco de fratura, devido a falta de dados. No entanto, BTM

pode ser Gtil para monitorar o tratamento da osteoporose (Lee & Vasikaran, 2012).

5. Osteoporose

A osteoporose é uma doenca caracterizada por uma diminuicdao da massa 6ssea e
deterioracdo da microarquitectura do tecido ésseo, conduzindo ao aumento da
fragilidade Gssea e consequente aumento do risco de fratura (Lee & Vasikaran, 2012;
Suzuki et al., 2008). O consenso NIH (“Consensus Panel National Institutes of Health”)
define osteoporose como um distarbio 6sseo que é caracterizada pela resisténcia 6ssea
comprometida e predispde uma pessoa a um aumento do risco de fratura. Isso faz com
que idade um importante preditor da doenca. O consenso de NIH propés que a forca do
0sso estad relacionada com muitos fatores, nomeadamente a mineralizacdo 0ssea,
arquitetura, turnover 0sseo e a concentracao de proteinas organicas (Heiss et al., 2008).

O desequilibrio entre a formacdo e os resultados de reabsor¢do do 0sso promove
0 desenvolvimento de osteoporose (Suzuki et al., 2008). Osteoporose € uma doenca
silenciosa com impacto na salde e economia. A consequéncia mais grave desta doenca
¢ a fratura, para os quais individuos com osteoporose tém um risco aumentado, em
particular os idosos, cuja fratura do fémur acarreta consequéncias mais graves, com

aumento da morbidade e mortalidade, bem como aumento da necessidade de cuidados
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de longo prazo. O impacto da osteoporose estd projetada para aumentar de forma
exponencial devido ao envelhecimento da populagdo (Lee & Vasikaran, 2012).

A osteoporose 0ssea € uma doenca poligénica, associada a uma desordem
metabolica (Mccormick, 2007) A osteoporose € um problema de salde publica
recorrente na pratica clinica. E a doenca Ossea metabélica mais comum, sendo
caracterizada por uma reducdo tanto da quantidade como da qualidade 6ssea e, portanto,
estd associada a um aumento da suscetibilidade de fraturas 6sseas. Surge principalmente
apos os 50 anos, com igual incidéncia em ambos 0s sexos (Bergmann et al., 2009;
Mccormick, 2007).

Osteoporose € definida por um valor de DMO, medido pela dupla energia de
absorcéo de raios X (DEXA) na coluna ou fémur, mais de 2,5 SD abaixo dos valores
maximos normais para adultos jovens (T- score <- 2.5) (critérios da OMS) ou pela

ocorréncia de uma fratura ligeira (Bergmann et al., 2009; Mccormick, 2007).

5.1. Fisiopatologia
A osteoporose € uma doenca esquelética caracterizada pelo comprometimento da
resisténcia 0ssea que predispde a pessoa a um risco aumentado de fraturas. A forca
Ossea reflete principalmente a integracdo da densidade 6ssea e da qualidade do osso. A
qualidade Ossea refere-se a arquitetura, a rotatividade, a acumulagdo de dano, como
microfraturas, e mineralizacdo. As manifestac@es clinicas mais comuns da osteoporose

sdo as fraturas do fémur, vértebras ou pulso (Sangkomkamhang et al., 2010).

1.1.1. Fatores de risco para desenvolvimento da doenca

A patogenese da osteoporose é multifatorial. Assim, o risco de fratura depende
de vaérios fatores de risco independentes (ver anexo 2). Uma diminuicdo de BMD,
anteriores fraturas por fragilidade, idade e histéria familiar predispdem ocorréncia de
fraturas. Embora a DMO é usada para definir o limiar de diagndstico, o limiar para
intervengéo farmacologica e o risco absoluto de fratura por fragilidade s&o resultado das
influéncias independentes dos varios fatores de risco. Em osteoporose adulta, diferentes
fatores podem influenciar diretamente a BMD (género, a ingestdo de calcio, atividade
fisica, idade da menopausa), ou propensdao a quedas (deficiéncia fisica, estimulos

ambientais, o alcool consumo, farmacos tais como as benzodiazepinas ou
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diuréticos) ou ambos (idade, ingestdo de alcool, tabagismo, baixo peso corporal,
deficiéncia de vitamina D). Por outro lado, a componente genética tem uma forte
influéncia na determinacdo da BMD e microarquitetura Ossea. Apesar de varios
polimorfismos terem sido associados a baixa DMO e aumento do risco de fraturas de
baixa energia, eles representam apenas 30% da variabilidade da DMO. Assim, eles ndo
podem ser tidos em conta para a definigdo do risco de fratura (Cianferotti & Brandi,
2012). Estudos realizados mostram que uma reduzida mobilidade e contracdo muscular
conduzem a um aumento do risco de desenvolver osteoporose (Kolios et al., 2011).
Devido a falta de exposicdo mecénica do sistema musculo-esquelético, o tecido 6sseo
tende a enfraquecer. O défice de calcitriol conduz ao aumento de PTH que induz a
decomposicdo de célcio no 0sso. As baixas concentracdes de calcitriol e elevadas PTH
sdo parametros importantes no diagnostico e tratamento de osteoporose (Kolios et al.,
2011). Um decréscimo da integridade da saude 6ssea pode decorrer devido a condigdes
ambientais adversas, como tabagismo, sedentarismo, ou inflamag&o gastrointestinal e
maé absorcédo, no entanto, para um paciente em risco de fratura por fragilidade, a terapia
nutricional estratégico pode ter um impacto importante na melhoria da satude dos 0ssos.
Embora as estimativas sugerem que 50 % da variagdo no pico a massa 0ssea € devido a
genética, estima -se que 30-50 % dos fatores genéticos que influenciam a forca do 0sso

pode ser afetada pelo ambiente em que 0 0sso se encontra (Mccormick, 2007).

1.1. Causas secundarias da osteoporose:
Algumas das causas secundarias da osteoporose sdo incluidas no calculo de risco
de desenvolvimento da doenca, como o uso de glicocorticoides e artrite reumatoide. O
tratamento com glucocorticoides leva a uma diminuicdo nos marcadores de formacéo
0ssea e um aumento nos marcadores de reabsorcdo 6ssea. Os marcadores de reabsor¢do
Ossea encontram-se aumentados na em artrite reumatoide. Outras condi¢des associadas
a osteoporose, tais como hiperparatiroidismo primario e tireotoxicose?, também estéo

associados a um aumento da remodelacédo 0ssea (Lee & Vasikaran, 2012).

* Tireotoxicose: Condicéo clinica caraterizada por excesso de hormonas tiroideas em circulagéo
sanguinea
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5.3. Subtipos de osteoporose

5.3.1. Osteoporose masculina: Embora a osteoporose nos homens é agora
reconhecida como um importante problema de salide e é frequentemente diagnosticada.
Estima-se que 20% das fraturas da anca em homens e a prevaléncia de fraturas
vertebrais € a metade da prevaléncia estimada para as mulheres. Além disso, as fraturas
provocadas por fragilidade em homens produzem maior morbidade e mortalidade. A
maioria dos casos de osteoporose masculina (2/3) € considerada como tendo uma causa
secundaria, como o hipogonadismo, abuso de alcool, multipla mieloma, exdgena ou
enddgena excesso de glicocorticdides, ma absorcdo, hiperparatireoidismo primario. A
osteoporose secundaria ocorre em dois tercos dos homens, mais de 50% das mulheres
na pré-menopausa e cerca de um quinto das mulheres na pés-menopausa (Cianferotti &
Brandi, 2012). Ha algumas diferencas entre a osteoporose masculina e feminina que é
importante destacar: a relagdo entre DMO baixa e o risco de fratura € menos evidente; a
prevaléncia de fatores de risco e de causas secundérias € elevada abaixo dos 65 anos; tal
como descrito para 0 sexo feminino, ha fatores de risco reconhecidos para osteoporose

no sexo masculino (Nishizawa et al., 2013; Tavares et al., 2007)

5.3.2. Osteoporose induzida por glucocorticoides: A perda 6ssea dependente
da dose rapida (até 15%), particularmente no local trabecular, ocorre nos primeiros 6-12
meses apds o inicio da corticoterapia. O risco de fratura é aumentado s6 depois 3 meses
de tratamento e continua a aumentar até 20 vezes. O risco de fratura diminui
rapidamente quando o tratamento € interrompido. O risco de fratura durante a terapia
com glucocorticoides € significativamente maior do que o risco estimado pelos valores
de BMD correspondentes (Cianferotti & Brandi, 2012).

5.3.3. Hiperparatireoidismo primario (PHPT): Perda 6ssea em PHPT ocorre
principalmente ao nivel do osso cortical. Paratireoidectomia é o U(nico tratamento
curativo para esta doenga. O aumento do risco de fratura documentado durante a doenca
ativa volta ao normal apds a cirurgia. Todos os pacientes com PHPT devem ser
aconselhados a manter a ingestdo de calcio normal e a deficiéncia de vitamina D,
geralmente associada com uma maior gravidade da doenca esquelética, deve ser

previamente corrigida (Cianferotti & Brandi, 2012).
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5.3.4. Osteoporose devido ao tratamento do cancro: Os inibidores de
aromatase e analogos de GnRH sdo amplamente utilizados para induzir hipogonadismo
apos a cirurgia de cancro da mama e da prostata. Estes farmacos causam uma perda
Ossea significativa, associada a um aumento do risco de fratura (Cianferotti & Brandi,
2012).

5.3.5. Osteogenesis imperfecta (Ol): Ol é uma doenca genética devido a um
defeito na producdo de colagénio tipo | com a alteracdo estrutural no tecido esquelético.
Entre as oito diferentes formas, o tipo | é a forma mais frequente. Esta patologia sofre
multiplas fraturas por fragilidade desde tenra idade e que pode ser diagnosticada como a
osteoporose juvenil de uma origem genética diferente. Ol tipo 3 é mais grave e
caracteriza-se por fraturas multiplas dos ossos longos, o que resulta em maultiplas
deformidades (Cianferotti & Brandi, 2012).

5.4. Métodos de Diagndstico

Na prética clinica € utilizado medi¢des da BMD para determinar risco relativo
de uma mulher poder vir a desenvolver osteoporose, com subjetiva atencdo dada a
outros fatores de risco. As medi¢des da DMO sdo ndo invasivas, com local especifico, e
sdo suficientemente sensivel para medir as mudancas na densidade dssea. No entanto,
elas sdo dispendiosas e tém um numero limitado de amostras (Sachdeva et al., 2005).
Uma em cada duas mulheres adultas tem detetado baixo DMO, que é 10 vezes mais
comuns e mais grave em mulheres do que em homens. Mulheres caucasianas sdo 50%
mais propensas a ter uma fratura associada a osteoporose. Em um ano, mulheres com
osteoporose tem quatro vezes mais o risco de sofrer uma fratura como aqueles com 0s
0ss0s saudaveis, e a taxa de fraturas em mulheres com baixa densidade 6ssea é o dobro
das mulheres com ossos normais (Godfrey & Rosen, 2008). O diagnoéstico da
osteoporose baseia-se na avaliagdo quantitativa da densidade mineral 6ssea (DMO),
geralmente por absorcdo dupla de raios X (DEXA). Associado a BMD, utilizam um
algoritmo que representa uma mudanca considerdvel na avaliagdo de risco, que se
deslocam de risco relativo, como determinado por medicdo de valores derivada de
densitometria de duplo feixe de raios- x (DEXA) de para um T-score de risco, que

determina a probabilidade de que um fratura relacionada com a osteoporose ira ocorrer
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dentro dos proximos 10 anos (Godfrey & Rosen, 2008). Em vez de usar BMD para
avaliar a perda 6ssea de um paciente, um T-score é usado para converter este valor
glcm?. Este método permite ainda avaliar a prevaléncia de osteoporose dentro de uma
populacdo (Mccormick, 2007).

Em suma, é necessario um marcador substituto necesséaria para confirmar a
eficdcia do tratamento. As alteragdes na DMO e BTM apds o inicio do tratamento da
osteoporose independente correlacionam-se com a reducdo do risco de fratura. Além
disso, a alteracdes da DMO sdo menores ocorrem de forma mais lenta que as alteracdes
na BTM. Por outro lado, BTM mostram alteracBes significativas apos 3-6 meses do
inicio da terapéutica. O objetivo da terapia € reduzir os niveis de BTM para valores
presente antes da menopausa. H& também a necessidade de monitorizacdo de BTM
durante a terapia antiosteopordtica que ira melhorar adesdo e os resultados da fratura
(Lee & Vasikaran, 2012).

5.5. Fraturas Osteoporadticas

A vitamina K € o Unico nutriente que esta significativamente correlacionado com
incidéncia de fraturas (Suzuki et al., 2008). Na avaliacdo do risco de fratura deve incluir
BMD, historia de fraturas anteriores, os marcadores do metabolismo 6sseo, a idade e 0
risco de queda (Nishizawa et al., 2013). A qualidade Ossea tornou-se uma questao
importante na prevencdo da osteoporose, porque 0 BMD nédo € o Unico fator que afeta a
ocorréncia de fraturas (Sogabe et al., 2011).

As fraturas osteopordticas, particularmente do célon femoral e do corpo
vertebral, prejudicam a qualidade de vida do utente e aumentam o indice de
mortalidade. Em estudo americano, as mulheres de 50 anos de idade, tém probabilidade
de 40% de sustentar uma extremidade proximal fratura do fémur, fratura do corpo
vertebral, ou distal fratura braco em algum momento durante o resto de sua vida (valor
correspondente para 0s homens, 13%). As fraturas do fémur foram o tipo mais comum
de fraturar no presente estudo, em contraste, na melhor das hipéteses, fraturas no
antebrago foram mais comuns (Hadji et al., 2013).

As fraturas osteoporoéticas afetam com maior frequéncia as mulheres pos-
menopausicas e 0s individuos idosos e representam um grave problema de salde

publica devido a sua elevada prevaléncia, as consequéncias médicas que acarretam, a
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diminuicdo da qualidade de vida e aos custos econdmicos e sociais que comportam
(Sangkomkamhang et al., 2010). As fraturas osteoporéticas resultam, em regra, de
traumatismos de baixa energia, a maioria das vezes causados por uma queda no mesmo
plano. A correta abordagem da osteoporose deve ter como principal objetivo a reducdo
das fraturas através, ndo s6 da manutencdo da resisténcia 6ssea, para obter um bom
valor de DMO e prevenindo a perda Ossea acelerada, com também reduzindo ou
eliminando os fatores que contribuem para uma maior propensdo de quedas nos idosos.
Estudos demonstram que a vitamina K diminui a incidéncia de fratura e que tem um
papel importante na regulacdo da remodelacdo 6ssea, incluindo a formacdo dssea
(Sangkomkamhang et al., 2010). A deficiéncia vitamina K desencadeia um aumento do
risco para o desenvolvimento de osteoporose (Suzuki et al., 2008).

Embora a mineralizacdo da matriz de colagénio contribui significativamente
para a resisténcia 0ssea (rigidez e resisténcia a falhas estruturais) e uma baixa densidade
de massa Ossea esta associada com risco aumentado de fratura, DEXA por si s@, ndo é
um indicador preciso da forca dssea. Aspetos de qualidade do osso, tais como tamanho,
forma, integridade das fibras de colagénio, espessura e conexao de trabéculas, e a taxa
de renovacdo Ossea também afetam a forca total do osso. Por este motivo, o termo
"fragilidade dssea" é utilizado para enfatizar a importancia de ambos os aspetos
quantitativos e qualitativos de osso na determinacdo do risco de fratura (Mccormick,
2007). A fragilidade Gssea estd associada a multiplos fatores de risco, entre 0 mais
importante a idade, sexo feminino, baixo peso, baixa DMO, fratura por fragilidade,
menopausa precoce, distdrbios alimentares e histéria materna de osteoporose
(Mccormick, 2007).

Neste ambito, o risco de fratura absoluta é calculado através da utilizacdo de
algoritmos que incluem densidade mineral 6ssea (DMO), idade, sexo, histdria de fratura
anterior e outros fatores de risco. O énfase atual sobre estes algoritmos no diagnostico e
tratamento da osteoporose esta relacionado com a importancia da qualidade 6ssea. A
DEXA é considerada o padréo de referéncia de avaliacdo da densidade mineral Gssea.
Porém, ndo oferece a resposta atempada e desejavel para a monitoracao da terapéutica.
Os locais de medicdo incluem a coluna lombar, do colon do fémur, e a trocanter maior
do fémur. Assim, na pratica clinica corrente, para realizar um diagnéstico de uma
patologia Ossea utiliza-se a medicdo da densidade éssea em conjunto com a

determinacéo de fatores de risco (Genuis & Bouchard, 2012).
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5.5.1. O Papel do RANK /RANKL / OPG e células T na remodelacgdo dssea
A prevencdo da fratura osteopordtica é uma prioridade de cariz essencialmente
socioecondémico. Tal como a reabsorcdo dssea, € preciso aumentar a formacdo Gssea
para prevenir fraturas osteoporoticas, especialmente em pacientes idosos com baixa

remodelagdo dssea (Suzuki et al., 2008).
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Figura 9: Esquema da osteoclastogénese e 0s seus principais moduladores, (De, 2007)

A salde do 0sso, caracterizado pela sua massa, densidade e microarquitetura, €
mantido por um sistema equilibrado de remodelacdo. A falta dessas qualidades, causada
por um desacoplamento do processo de remodelacdo e conduz a fragilidade dssea e
aumento do risco de fratura (De, 2007). O principal regulador de remodelacéo Gssea € 0
sistema RANK/ RANKL/ OPG (figura 9). Este sistema osteo-imunoldgico, associado
ao recetor ativador do fator nuclear kappa-B (RANK) localizado na superficie dos
osteoclastos e pré-osteoclastos, determina o sucesso ou o0 fracasso da homeostase dssea.
A origem comum do o0sso e das células estaminais imunolégico é a chave para a
compreensdo deste sistema e a fisiologia da perda 6ssea. Os osteoclastos e células do
sistema imunitario, ttm a mesma origem: provém na medula 6ssea a partir de células
hematopoieticas, responsaveis pela producdo de células sanguineas (figura 9). Os
osteoclastos desenvolvem a partir de linhagens celulares percursoras mondcitos-
macrofagos mononucleares, apds a estimula¢do de macrofagos por fator estimulante de

colbnias (M-CSF) e o recetor ativado para fator nuclear kappa B (RANKL).
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Por outro lado, os osteoblastos derivam de células pluripotentes de origem
mesenquimal e compartilham a mesma célula precursora comum com adipdcitos.
Durante a remodelacdo 6ssea normal, as células do estroma da medula e osteoblastos
produzem RANKL e induz a diferenciagéo e ativacao. Isso ocorre por meio do fator de
transcricdo, fator nuclear kappa B (NFkB), que é responsavel ndo s para ativar a
atividade osteocléstica, mas também pela resposta inflamatoria do organismo. Tanto a
diferenciacdo de osteoclastos e 0 processo inflamatdrio ocorre atraves da regulacéo da
IL-6. Os osteoblastos inibem a IL-6 e produzem OPG, um recetor que bloqueia a
RANKL e mantém o controlo do processo de remodelacdo dssea. OPG € vital para o
sucesso do sistema de RANK / RANKL / OPG da homeostase 6ssea (Mccormick,
2007). A reabsorcdo 6ssea é influenciada pelos osteoblastos através da interagdo entre
RANK, RANKL e OPG. OPG e RANKL desempenham um papel critico na regulacdo
de remodelacdo 0ssea, agindo sobre a atividade dos osteoclastos. Podem eventualmente
ser utilizados como marcadores do metabolismo 6sseo, embora a funcdo de sinalizacdo
do sistema imunitario do RANK pode limitar a sua especificidade para o osso (Terreni
& Pezzati, 2012).

6. A Vitamina K no diagndstico da osteoporose

A importancia da vitamina K como um alvo terapéutico na osteoporose é bem
conhecida e tem sido amplamente reconhecida para o tratamento de pacientes com
osteoporose. Com base nas diversas fungfes importantes da vitamina K no metabolismo
0sseo, seu significado clinico como ferramenta de diagnéstico surgiu entre a pratica
clinica e entre pesquisadores nos Gltimos anos (figura 10). A importancia da vitamina K
como um biomarcador no diagndstico da osteoporose ou como um novo marcador
bioquimico alvo terapéutico na osteoporose é atualmente bem conhecida (Heiss et al.,
2008).

A vitamina K representa um importante cofator enzimético para a modificagdo
pos-traducdo e ativacdo de varias proteinas envolvidas no metabolismo 0sseo. Os
doentes com osteoporose tém apresentado um défice de vitamina K. No entanto, s a

vitamina K néo ¢ suficiente para indicar o estado mineral do 0sso. Para obter um correto
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diagndstico de patologias dsseas, em particular osteoporose, deve-se optar por utilizagéo
de vérios marcadores bioquimicos combinados (figura 10) (Heiss et al., 2008).

Muitos estudos publicados até a data evidenciaram a existéncia de uma
correlacdo significativa entre fratura e os indices de vitamina K. Tem sido sugerido, por
conseguinte, que a deficiéncia de vitamina K subclinica contribui para o aumento da
incidéncia de fraturas através de mecanismos dependentes e independentes de BMD
dependente mecanismos (Kaneki et al., 2006). No entanto, no que diz respeito a sua
relacdo a DMO, resultados foram controversos: em alguns estudos, a ingestdo
filoquinona foi correlacionada com aumento de risco de fratura, mas ndo com a DMO,
enquanto que, noutros estudos, o consumo de filoquinona foi significativamente
associada com a DMO (Kaneki et al., 2006). Embora o seu efeito sobre a DMO pode ser
bastante superficial, a vitamina K2 pode ter o potencial para regular metabolismo 6sseo
e reduzir o risco de osteoporose fraturas. (lwamoto et al., 2006).

Um estudo realizado para comparar a utilizacdo de vitamina K e outros
marcadores bioquimicos de formacao e reabsorcdo 0ssea evidenciou gque a sensibilidade
de vitamina k para um diagndéstico correto foi significativamente maior (16,7%) do que
para outros biomarcadores de o0sso. Com uma sensibilidade de 64% e uma
especificidade de 82%, a vitamina K atingiu o maior AUC®. Surpreendentemente,
através da combinacdo de vitamina K e AP, BAP e PYD, AUC os valores foram ainda
maiores (> 0,9), enquanto a combinacdo de parametros de vitamina K / PYD e vitamina
K/BAP demonstrou uma sensibilidade de 75-88 % (Heiss et al., 2008).

Desde que a vitamina K est4 intimamente relacionado com marcadores 6sseos
bioquimicos, seu significado clinico e relevancia tém aumentado. Durante os ultimos
10-20 anos, estes indices de ossos foram usados principalmente para monitorar a
resposta terapéutica em doencas 0sseas. No entanto, a sua utilidade para o diagnéstico
clinico de osso doencas, especialmente a osteoporose, permanece por esclarecer.
Facilitada pelos resultados de novos indices bioquimicos do 0sso [por exemplo: NTX,
sialoproteina 6ssea (BSP), e vitamina K], tem sido mostrado que osteoporose pode
resultar em aumento dos niveis de NTX e ligacBes cruzadas DPD/PYD (figura 10).

Assim, ainda existe uma necessidade urgente para alcancar um perfil de marcador

> AUC: Area Sob a Curva. Parametro cinético que funciona como marcador indireto de
biodisponibilidade. E uma medida da quantidade de farmaco no organismo, que aumenta linearmente com
a dose.
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biogquimico apropriado para profilaxia e diagndstico de doencas dos 0ssos,
especialmente a osteoporose (Heiss et al., 2008).

Diagnéstico definitivo de Osteoporose

l

Selegdo do firmaco baseado namedigio de BTM

| Tratamento decidido | ‘ Tratamento nio decidido
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! ! + * 1
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efeitos de melhoria da doenca ucOC

Figura 10: A utilizagdo de Marcadores de turnover 6sseo no diagnéstico da Osteoporose. (adaptado de
Nishizawa et al., 2013)

6.1. Défice de micronutrientes e 0 metabolismo da vitamina K

A deficiéncia de vitamina K, a qual é caracterizada por um aumento do nivel de
ucOC em circulacdo e, consequentemente, reducdo da produgdo de osteocalcina -
carboxilada, podem contribuir para o risco de fraturas osteoporéticas. Deste modo, a
deficiéncia de vitamina K pode levar ao comprometimento da carboxilacdo da
osteocalcina, (“Vitamin K Functions and Functional Markers,” 2008). Um estudo
prospetivo mostrou que ucOC prevé o risco de fratura do femur independentemente da
DMO do colo do fémur em mulheres idosas. Subsequentemente, ucOC tem sido
considerado como um fator de risco para fratura, independente da idade e da DMO
(Yamauchi et al., 2010).

A elevada atividade de fosfatase alcalina intestinal, que se localiza nas
microvilosidades do epitélio intestinal, sugere a participacdo deste enzima no transporte

de nutrientes. Nos seres humanos e animais, uma alimentagéo rica em gordura contem
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niveis séricos elevados da atividade de ALP intestinal. Esta descoberta sugere a
possibilidade de que a ALP intestinal pode regular ndo s6 o metabolismo do fosfato,
mas também o metabolismo lipidico (figura 11) (Sogabe et al., 2011).

Estudos utilizando estes marcadores verificaram que a suplementacdo de MK-4
ndo influenciou estes fatores de crescimento afetando o metabolismo dsseo. Um anterior
estudo in vitro relatou que o MK-4 inibiu a formacdo de adipdcitos em células de
medula Ossea. Tanto a filoquinona como a MK-4 tém efeitos sobre a reducdo da
deposicdo lipidica dos tecidos, in vivo. As diferencas estruturais na cadeia lateral dos
diferentes homologos da vitamina K influenciam o seu metabolismo lipidico, incluindo
na forma como ela é transportada, atinge os tecidos alvo, e subsequentemente é
excretada (figura 11). No estado pds- prandial, a filoquinona é transportado
principalmente por lipoproteinas e convertido em MK-4, acumulando-se posteriormente
se nos tecidos extra-hepéaticos. A deposicdo de gordura pode ser mediada ndo sé por
vitamina K proveniente da dieta, mas também por MK-4 que foi convertido de
filoguinona. Como a vitamina K € lipossolivel, uma ma absorcdo de gordura pode
originar uma deficiéncia da vitamina K (figura 11) (Iwamoto et al., 2006; Sogabe et al.,
2011).

LIVER
INTESTINE

I{, metabolized

and excreted TGRLP +K1 Vit K, /

TGRLP + K,
Vit Kz (MK4-MK10)

Vit K;+LDL  Transported directly to bone, artery and
other extrahepatic tissue

Figura 11: Co-transporte de triglicerideos e Vitamina K, (Falcone, Kim, & Cortazzo, 2011)
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6.2. O contributo da inflamacgéo para o aumento do risco de fratura

A evidéncia recente sugere que a inflamacgdo pode contribuir para a doenca de
osteoporose. Entre as mulheres idosas, concentracdes elevadas de marcadores
inflamatorios, como a IL-6 e OPG foram associadas a um risco aumentado de fratura
incidente. Associagdes entre a concentracdo de vitamina K e de varias citocinas pro-
inflamatorias, mais especificamente, filoquinona plasmatica foi inversamente associada
a inflamacédo em geral, bem como com os biomarcadores individuais pro-inflamatérias,
incluindo a IL-6 e TNF-a. Baixa concentracdo plasmatica de filoquinona foi associada
com altas concentragdes séricas de marcadores inflamatérios (PCR e IL-6) e baixas
concentracdes de osteoprotegerina (Shea et al., 2009).

A OPG é uma citocina anti-infamatorio proveniente da familia dos fatores de
necrose tumoral, que protege contra a reabsorcdo 0ssea e é parcialmente regulada por IL
-6, uma citocina pré-inflamatéria. Uma elevada % ucOC foi associada a um baixo
osteoprotegerina, 0 que € consistente com baixas concentracdo plasmaética de
filoguinona (K1). Estudos demonstram que o tratamento com vitamina K aumentou a
producdo de OPG em células da medula dssea, e, num pequeno estudo de pacientes que
estdo sendo tratados com medicacdo glicocorticdide para a doenga renal, o tratamento
com a vitamina K impediu uma reducdo de OPG sérica induzida por glucocorticoides.
As associacdes entre as concentracdes séricas de OPG e BMD séo inconsistentes em
homens e mulheres, devido a modulacdo da OPG exercida por hormonas sexuais. (Shea
et al., 2009)

6.3. Importéncia das proteinas da matriz 6ssea na concentracéo da vitamina K
A vitamina K tem um papel importante na sintese de proteinas 6sseas ligadas ao
calcio (Suzuki et al., 2008). Existem trés proteinas GLA constituintes da matriz dssea e
VKD, importantes para a formacdo Ossea: osteocalcina (OC), também denominado
proteina Gla dssea), proteinas GLA da matriz (MGP), e proteina S. A protrombina e
proteina S encontram-se no figado e pancreas, sdo substratos de GGCX e estdo
envolvidos na coagulacdo (Booth, 2009; Holzer et al., 2010).
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6.3.1.1. Osteocalcina (OC)

A osteocalcina foi descoberta em 1975 e é uma proteina VKD dependente
contendo acido gama-carboxiglutdmico e que sofre y-carboxilagio. E ndo colagenosa e
a proteina mais abundante da constituicdo 0ssea (Kaneki et al., 2006; Tasci et al., 2011).
Esta proteina estd envolvida na absor¢do do célcio e a mineralizagdo Ossea. A v-
carboxilagdo é, em grande parte, responsavel pelas suas propriedades de liga¢do ao ido
calcio, que é conhecido por mediar a forte ligacdo da OC a hidroxiapatite (“Vitamin K
Functions and Functional Markers,” 2008).

A OC sérica estd associada a remodelacdo 6ssea um fator determinante da
osteoporose. Quando a OC ¢é sintetizada tendo como percursor 0s osteoblastos, e a
vitamina K esta disponivel em quantidades suficientes no 0sso, a OC é completamente
y-carboxilada e incorporada na matriz éssea (Yamauchi et al., 2010).

A OC ¢ sintetizada apenas em osteoblastos maduros durante a formacao 0ssea e
também ¢é libertada no sangue, sendo utilizada como marcador de formacdo Ossea
(Booth, 2009; Holzer et al., 2010; Mccormick, 2007). A OC contém hidroxiprolina,
razdo pela qual a sua sintese depende, ndo s6 da vitamina K, como também da vitamina
C (Holzer et al., 2010).

A nivel fisioldgico, a producéo de OC é induzida pelos osteoblastos, calcitriol e
vitamina K, e é responsavel para a ativacdo de carboxilacdo de OC, necessario para a
ligacdo ao cristal de hidroxiapatite (Mccormick, 2007). No entanto, quando a OC nao
sofre completa y- carboxilacdo, designa-se de ucOC, que ndo é incorporada matriz
Ossea, mas é libertada para circulagdo sanguinea. Assim, quando a remodelagdo Ossea €
acelerada, o percursor da OC (osteoblastos) é excessivamente sintetizado, o que provoca
um aumento dos niveis ucOC (Yamauchi et al., 2010). Quando a concentracdo da
vitamina K € baixa, a percentagem de osteocalcina descarboxilada (% ucOC) aumenta
(figura 12). Como a OC é ndo carboxilada, ndo pode vincular a hidroxiapatite, 0s seus
niveis séricos (ucOC) é um bom marcador bioquimico do turnover metabolico no 0sso
(Plaza & Lamson, 2005) e fornece ainda um indice sérico da vitamina D. No entanto, a
medicdo de OC total, tanto totalmente carboxilada como descarboxilada, ndo é uma
medida fidedigna da real concentragéo da vitamina K. Em vez disso, &€ uma medida da

formagéo do osso e regulador da maturagédo 0ssea (Booth, 2009; Shea et al., 2009).
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Assim, a razdo ucOC / OC (COC) sao indicadores sensiveis para o estado da
vitamina K. Estudos indicam que baixas concentraces séricas de COC ou valores
elevados de ucOC sdo fatores de risco para fratura do colo femoral (“Vitamin K
Functions and Functional Markers,” 2008). A % ucOC no soro permite a avaliagdo de
OC total e ucOC sérico, em conjunto. Assim, circula OC descarboxilada (ucOC) que é
uma medida extremamente sensivel para determinacéo do estado de vitamina K que esta
incluido nos testes de coagulacdo de sangue convencionais (Kaneki et al., 2006). A %
ucOC é um marcador sensivel para a vitamina K que pode estar associado a outros
marcadores bioquimicos Gsseos (Yamauchi et al., 2010). E um indicador (til para a
orientacdo sobre a ingestdo de vitamina K no exame de diagnéstico da osteoporose
(Yamauchi et al., 2010). Mudancas de OC total ocorrem geralmente devido a alteracfes
da ucOC. Assim ucOC é um marcador primario em circulacdo, em que ele pode ser
medido para identificar o estado da vitamina K (“Vitamin K Functions and Functional
Markers,” 2008). Portanto, o nivel sérico de ucOC é um marcador sensivel para a
deficiéncia de vitamina K no osso. Embora 0 mecanismo exato ainda é desconhecido,
muitos relatérios indicaram que ucOC é um preditor independente para fratura
osteopordtica (Nishizawa et al., 2013). Estudos demonstram que a vitamina K2 aumenta
a y-carboxilacdo de osteocalcina.

A ucOC% varia de acordo a ingestdo diaria de vitamina e suplementacdo K, e
uma elevada % ucOC é considerado um indicador sensivel do défice da vitamina K no
0ss0. A relacdo da eficacia da suplementacdo de vitamina K para a reducdo da perda
Ossea esta relacionada com a idade. Em adultos saudaveis, uma fracdo muito pequena de
fatores de coagulacdo do sangue é descarboxilada, bem como uma parte substancial da
circulacdo OC. (Kaneki et al., 2006). Numa analise prospetiva, elevada % ucOC, que
ocorre quando os niveis séricos da vitamina K se encontram baixos, € um marcador de
risco aumentado para fratura do colo do fémur em idosos e a perda de densidade
mineral éssea (BMD) (figura 12) (Azuma et al., 2013; Mccormick, 2007). Evidéncias
epidemioldgicas sugerem que a deficiéncia subclinica de vitamina K esta associada a
perda de massa 0ssea relacionada com a idade e ao aumento de incidéncia de fraturas
osteopordticas (Kaneki et al., 2006). Assim, pode-se concluir que a vitamina k &,
indiretamente, um bom marcador de diagndstico relacionado com a concentragdo de

osteocalcina.
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Figura 12: Relagdo da ucOC com Vitamina K

O défice de vitamina K leva ao aumento da concentracdo de OC descarboxilada
(figura 12). Este aumento também pode estar associado a utilizagdo de anticoagulantes
orais que sdo antagonistas da vitamina K. Uma série de relatdrios tém correlacionado
uma diminuicdo 6ssea densidade mineral e aumento de taxas de fratura cinco a oito
vezes mais com aumento em osteocalcina descarboxilada (ucOC) (Kaneki et al., 2006).

UcOC encontra-se em elevada concentracdo no sangue e na urina e, por isso,
pode ser medido por técnicas laboratoriais. Uma baixa concentracdo da vitamina K esta
associada a uma baixa DMO e aumento do risco de fraturas em adultos com
osteoporose. Até agora, a medicdo da amostra de soro em ucOC foi realizada por uma
combinacdo de imunoensaio, por meio de um anticorpo monoclonal especifico para
osteocalcina descarboxilada. Ao efetuar uma medicdo de ucOC recorrendo a anticorpos
monoclonais especificos, verificou-se que esta ndo se liga a hidroxiapatite. Esta
medicdo fornece informagdo clinica atil do metabolismo 0Gsseo, e, assim, da
concentracdo da vitamina K em circulacdo sanguinea (“Vitamin K Functions and
Functional Markers,” 2008).

6.3.1.2. PIVAKA-II- Protrombina descarboxilada
Um défice de vitamina K leva a um aumento dos niveis plasmaticos de formas
biologicamente inativas, sub- y- carboxilados de fatores de coagulacdo. Estas proteinas
sdo referidas como proteina induzida pela auséncia da vitamina K (PIVKA). Em
referéncia a protrombina, também chamado de fator Il, o termo usado é PIVKA — II. A
medicdo do tempo de protrombina no plasma revela a ativacdo dependente da vitamina

K e da protrombina outros fatores de coagulagdo. Um tempo de Protrombina maior do
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que 12 segundos pode indicar deficiéncia de vitamina K, apesar de ndo ser um indicador
sensivel da concentracdo da vitamina K, pois ndo € uma indicacdo suficiente de que a
atividade da vitamina K esta presente para manter a atividade da OC do 0sso. Embora o
tempo de protrombina (PT) seja um teste para a deficiéncia em vitamina K -dependente
de fatores de coagulacdo, ndo é um biomarcador sensivel para a deficiéncia ligeira de
vitamina K (Plaza & Lamson, 2005).

6.3.1.3. MGP

MGP é uma proteina dependente da vitamina K, tal com a OC. E sintetizado em
diferentes tecidos, tais como pulméo, coragdo, rim, cartilagem e 0sso (“Vitamin K
Functions and Functional Markers,” 2008).

Apesar do papel para a vitamina K na regulacao de calcificacdo vascular ter sido
proposto ha cerca de 30 anos, a evidéncia em seres humanos até a data tem sido
limitada. A proteina GLA da matriz 6ssea, MGP, ndo é s6 proteina de matriz 6ssea. E
também uma proteina que inibe a calcificacdo dos condrécitos. A deficiéncia de
vitamina K pode reduzir MGP e levar ao excesso de calcificacdo de tecidos moles
(Mccormick, 2007). MGP é uma VKDP, e, como tal, devem ser y -carboxilado para se
tornar funcional. A maioria dos Ensaios atualmente disponiveis para medir MGP sérico
total ndo discrimina entre 0 MGP descarboxilada e formas carboxilados de MGP, o que
dificulta a interpretacdo destes resultados. Assim, a medicdo de MGP torna-se ambigua
no diagndstico de patologias dsseas, como a osteoporose (Booth, 2009). As células
musculares lisas vasculares, que tém um papel essencial na calcificacdo, sintetizam o
MGP. Porém, o MGP inibe a calcificacdo vascular através de uma variedade de
mecanismos, incluindo a ligacdo de iGes de célcio e cristais, e matriz extracelular. Tem
sido demonstrado que a regulacdo da atividade do de calcio por parte da MGP depende
sobretudo da y-carboxilacdo de residuos de GLU especifico que conferem uma alteragdo
conformacional a MGP (Booth, 2009).

6.4. Suplementacédo de Vitamina K
A suplementagcdo torna-se ainda mais importante para aqueles com uma
tendéncia a ma absorcdo de lipidos, dado que a vitamina k é lipossoluvel (Plaza &
Lamson, 2005). Em estudos de administracdo de vitamina K em mulheres na pés-
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menopausa com osteoporose, foi demonstrado que a suplementacdo de vitamina K
aumenta a DMO, previne a perda 6ssea e reduz a incidéncia de fraturas (Heiss et al.,
2008). Uma adequada ingestdo de célcio, vitamina D e proteina leva a reducdo da
remodelacdo d6ssea, a maior retencdo de calcio, a reducdo da perda 0ssea relacionada a
idade e, consequentemente, a reducdo do risco de fraturas. Evidéncias recentes indicam
que uma alimentagcdo saudavel, incluindo a ingestdo de produtos l&cteos, frutas e
legumes, e uma quantidade adequada de carnes, peixes e aves, estd relacionada
positivamente com a saude 0ssea. Além disso, a suplementacdo de vitaminas e minerais
deve ser monitorada de perto, por profissionais de saude, uma vez que pode ter efeitos
adversos e ser insuficiente para assegurar uma eficaz protecdo a saude 0ssea (Peters &
Martini, 2010).

A suplementacdo da vitamina K também tem demonstrado que diminui o nivel
de circulagdo ucOC, bem como melhorar a remodelacéo 6ssea. A influéncia da vitamina
K para a funcdo do osso é, provavelmente, muito mais elevada do que aquelas
necessarias para manter a homeostase normal (Holzer et al., 2010). O fato de que a sub-
carboxilacéo de proteinas GLA é comum na populacdo em geral que sugere aumento da
ingestdo de vitamina K pode ser um fator importante na melhoria da saide publica. Os

seguintes grupos merecem especial atencéo:

> Criancas
A osteocalcina é uma das mais abundantes proteinas no corpo humano, e durante
0 seu crescimento a sua sintese é, pelo menos, 10 vezes maior. Isto significa que as
necessidades de vitamina K nas criangas sdo muito maiores do que em adultos. Porém,
0 aumento consumo de fast-food e lanches que resultou em diminuir o consumo de
vitamina K por criancas ano apds ano. Varios estudos tém demonstrado que o aporte da

vitamina K de criangas durante o crescimento é extremamente pobre (Vermeer, 2012).

> Grévidas
A vitamina K, como é lipossollvel ndo € transportada através da placenta. No
entanto, o crescimento fetal estd em necessidade de vitamina K que é extraido do
sangue da mae. Demonstrou-se que, especialmente durante o ultimo trimestre da
gestacéo a concentragédo da vitamina K diminui, e que, quando suplementada, resulta em
melhoria de carboxilagdo da OC tanto nas mées e recém-nascidos. A concentracdo da

vitamina K no recém-nascido € extremamente baixa, 0 que é a razdo por isso que a
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suplementacdo de vitamina K, imediatamente apés o nascimento é obrigatdria na
maioria dos paises em todo o mundo. Doenc¢a hemorréagica do recém-nascido (HDN) é
uma complicacdo grave em bebés sem suplementacdo de vitamina K durante todo o
periodo de amamentacdo. E de notar que o Homem é o Unico mamifero que o leite
materno apresenta baixa concentracdo de vitamina K. Assim, a crianca necessita de

suplementacéo para evitar risco de vida (Vermeer, 2012).

> Idosos

Tem sido relatado que a OC carboxilada (como um marcador geral de vitamina

K) diminui a sua concentracdo apos os 50 anos. Isto pode ser relacionado com a menor
ingestdo de alimentos, diminuiu absorcdo intestinal, ou uma maior exigéncia.
Infelizmente, esta situacdo coincide com o inicio da idade relacionada com fenémenos
como aumento da taxa de perda Gssea e calcificacdo vascular. E claro que esses
processos sdo multifatoriais, mas o acumular de fatores de risco potencia o risco de
perda d6ssea (Vermeer, 2012).
O excesso de ingestdo de vitamina K ndo pode resultar em mais carboxilacdo de fatores
de coagulagdo. Além disso, 0 excesso de consumo de vitamina K ird interferir com a
eventual terapéutica concomitante do doente, principalmente com anticoagulantes orais,
como varfarina e acenocumarol, e o0 seu destes anticoagulantes a longo prazo provoca
perda acelerada da massa dssea (Vermeer, 2012).

No Japdo, a suplementacdo de MK-4 em doses de 45 mg/ i.d € utilizada como
um tratamento farmacol6gico para a osteoporose, devido a eficacia terapéutica
comprovada de MK-4. Estas doses ndo podem ser obtidas a partir da dieta,
independentemente da forma de vitamina K consumido. Estudos sugerem que, antes da
suplementacdo com MK-4, pode utilizar-se primeiro de 5 mg de filoquinona, para
prevencdo de fraturas (Booth, 2009). Em resposta a suplementacdo de MK-4
desenvolve-se melhor remodelacdo dssea, que é medida pela circulagdo dos marcadores
de formacdo Ossea e reabsorcdo Ossea. Estudos efetuados concluiram que a
suplementacdo com MK-4 por mais do que seis meses reduz risco de fratura do fémur e
fratura vertebral. Porém, existem estudos que se opdem ao anteriormente referido, pois
relatam que nédo existe nenhum efeito protetor da DMO da anca com 45 mg /i.d de MK-
4 (Booth, 2009). Embora as doses provenientes da dieta tém tendéncias favoraveis sobre
o0 estado do 0sso, a dose farmacoldgica de vitamina K2 foi muito mais eficaz em termos

de prevencdo, perda 0ssea e o risco de fratura (Mccormick, 2007).

65



A vitamina K em Combinagdo com outros Marcadores Bioquimicos no Diagnéstico da Osteoporose

6.5. A influéncia dos BTM nas patologias 6sseas

Os BTM tém interessante para a pratica clinica, pois sdo faceis de medir, o custo
de uma Unica medicdo € baixo e a sua resposta ao tratamento é rapida em comparagéo
com a DMO. Deste modo, os marcadores bioquimicos sdo considerados um instrumento
atil, ndo-invasivo para o0 acompanhamento clinico de pacientes com osteoporose, pois
eles podem fornecer uma visao dindmica do processo de remodelagéo e dar informagdes
sobre a atividade metabdlica de tecido 0sseo ou sobre a patogénese da perda déssea
(Baldini et al., 2013). No entanto, a sua principal desvantagem é a grande variabilidade
intrapessoal. Esta variabilidade depende tanto sobre a variabilidade analitica e de varios
fatores de variabilidade pré-analitica que pode ou ndo pode ser modificada. As
medi¢bes BTM ajudam a excluir patologias 6sseas caracterizadas por alta rotatividade
de osso, por exemplo, doenca de Paget, osteomalacia, hiperparatiroidismo primario,

hipertireoidismo, metastases 0sseas e mieloma multiplo (Szulc, 2012).

6.5.1. Interpretacdo dos BTM

O tratamento da osteoporose induz alteracBes grandes e rapidas na concentragdo
de BTM. A avaliacdo inicial com medidas repetidas em pontos definidos durante a
terapia € obrigatoria. Varios estudos tém mostrado que alguns marcadores de reabsor¢édo
Ossea sdo preditores independentes de fraturas, principalmente na coluna e fémur.
Verificou-se ainda uma associacdo entre o aumento dos valores dos marcadores de
formacdo Ossea e o risco de fratura (Bergmann et al., 2009; Lee & Vasikaran, 2012).
Enquanto BTM predizem o risco de fratura de forma independente de BMD, as suas
relagBes estabelecidas entre outros fatores de risco incluidos no calculo de risco esta por
ser esclarecida (Lee & Vasikaran, 2012). Uma fratura origina um aumento dos valores
de BTM, que se torna evidente até 6 meses apds o evento. Os marcadores de formacéo
Ossea podem permanecer elevada mesmo em 52 semanas, enquanto marcadores de
reabsorcdo geralmente retornam rapidamente ao seu valor basal (Lee & Vasikaran,
2012).
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Portanto, antes de tratamento de pacientes com um diagndéstico de osteoporose
definitivo, o estado do metabolismo désseo podem ser mais claramente determinada por
medicdo simultanea de marcadores de formacdo e também de reabsor¢do 0ssea. Quando
valores de BTM séo elevados (superiores a valores de referéncia estratificadas por sexo
e menopausa), tumores Gsseos metastaticos, outros distlrbios do metabolismo dsseo, e
no metabolismo de célcio anormalidades podem estar presentes, que garante ainda mais
exames (Nishizawa et al., 2013). Um aumento na remodelacdo dssea sistémica refletida
por elevados valores de marcacdo metabdlica Gssea esta associado a uma futura perda
Ossea independente da massa Ossea e outros fatores de risco associados a osteoporose
(Nishizawa et al., 2013). Os valores de marcadores de formacdo 6ssea acima do limite
superior do intervalo de referéncia, e os valores de 0sso marcadores de reabsor¢édo
acima da média, em mulheres saudaveis na pré-menopausa, indicam um elevado risco
de perda 6ssea no futuro (Nishizawa et al., 2013).

Os marcadores bioquimicos de remodelagdo dssea ndo sO variam as suas
concentracdes durante o dia, mas, na maioria dos casos, também entre os dias
consecutivos. Este fenomeno é designado variabilidade dia-a-dia e é aparentemente
devido as variagdes dos niveis reais de marcadores. Em geral, os marcadores sericos
mostram menos variabilidade dia-a-dia de marcadores de remodelacdo Ossea, em
relacdo aos medidos na urina. A variacdo do dia-a-dia da excrecdo urinaria de PYD e
DPD, medida por HPLC, e corrigida com a creatinina, que varia entre 16-26% (Seibel,
2005). Os marcadores de turnover 6sseo apresentam uma variabilidade, o que dificulta a
sua utilizacdo na pratica clinica: sempre que uma alteracdo de um marcador 6sseo seja
observada em um doente (por exemplo, na sequéncia de um intervencao cirurgica), essa
mudanca deve ser interpretada de acordo com variabilidade do respetivo marcador.
Estudos demonstram que a remodelagédo dssea e a sua regulacdo variam de acordo com
mudangas sazonais decorridas ao longo do ano. Mais recentemente, mudancas sazonais
também foram descritas para os marcadores do metabolismo ésseo, com um 20-30%
menor taxa de rotatividade no verdo do que no inverno. O aumento de turnover 6sseo no
Inverno pode ser devido, pelo menos em parte, a deficiéncia de vitamina D (Seibel,
2005). Marcadores de reabsorcdo 6ssea (urinaria CTX-I e de NTX-1) diminuem em 60-
70% no dia apds a administracdo da primeira dose e 0s marcadores de formacdo 0ssea
diminuiu em 20-30% apds um més de tratamento (Mccormick, 2007).

O uso de marcadores turnover 0sse0 na monitorizacdo do tratamento da

osteoporose é bem reconhecido. A importancia de medir marcadores metabolicos 6sseos
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foi originalmente considerado como um marcador substituto para a BMD, mas agora
sua importancia como um meio para avaliar a qualidade 6ssea e para avaliar o0 risco
futuro de ocorréncia de fratura € considerada na pratica clinica. As medi¢cdes de BMD e
marcadores do metabolismo 0sseo na gestdo da osteoporose (cada uma relacionada com
a forga do 0sso) permitem observar os dois mecanismos diferentes de osso: formagéo e
reabsorcdo 6ssea. Por outro lado, o fendbmeno de uma discrepancia entre mudangas
BTM e BMD do osso com o tratamento medicamentoso é caracteristico do quadro
clinico da osteoporose (Nishizawa et al., 2013). Portanto, € necessario um marcador
substituto necessaria para confirmar a eficicia do tratamento. As alteracbes na DMO e
BTM apds o inicio do tratamento da osteoporose independente correlacionam-se com a
reducdo do risco de fratura. No entanto, o0 DEXA é amplamente utilizado devido a sua
reducdo dos custos e da baixa dose de radiacdo, maior precisdo, menor tempo de

aquisicdo de imagem (figura 13) (Nishizawa et al., 2013).
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Figura 13: Comparagdo entre diferentes marcadores bioquimicos e DEXA, (Merchant et al., 2010)

Apesar de a correlacdo entre DMO e BTM ser estatisticamente significativa,
BTM ndo podem ser utilizados como marcadores de previsao da DMO (Figura 13).
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Ambos sdo preditores independentes de risco de fratura, mas pode BTM ser usado
apenas como um fator de risco adicional na escolha do tratamento. Os dados recentes
ndo suportam o uso de BTM para selecionar o melhor tratamento mas sim monitorizar a
eficacia do tratamento antes das alteracdes da DMO pode ser avaliada (figura 13).
Alteracdes precoces na BTM podem ser usado para medir a eficacia clinica de
tratamento contra a osteoporose e para reforcar a adesdo do paciente a terapéutica.
Assim, enquanto DEXA determina a indicacdo para o tratamento de osteoporose, BTM
reflete a eficacia do tratamento e podem ser usadas para motivar os pacientes a persistir

com a sua medicagao (Bergmann et al., 2009)

6.5.2. LimitagOes da utilizacdo dos BTM

A producédo de BTM depende ndo so6 a taxa de turnover do 0sso, mas também do
tipo e tamanho do o0sso, o que reflete principalmente remodelacdo 6ssea trabecular, que
é 4 a 5 vezes mais ativa do que o 0sso cortical. Para marcadores de urina, a expressdo
como uma relagéo de creatinina apresenta outro fator de variabilidade. A relacéo entre a
concentracdo medida e 0 que acontece no osso difere a nivel intra-e inter-individual.
(Bergmann et al., 2009). Varios fatores, tais como idade e sexo e a atividade fisica,
podem aumentar o metabolismo ésseo.

Por outro lado, a auséncia de padronizacdo uniforme é ainda uma preocupacéo e
torna dificil comparar os valores obtidos por diferentes métodos em laboratorios
diferentes, razdo pela qual todas as medicBes para um individuo deve ser feita no
mesmo laboratério. (Bergmann et al., 2009). De acordo com o “Consenso do Belga
Bone Club” (Bergmann et al., 2009), a monitorizacdo dos BTM de cada paciente deve
ser feito sempre no mesmo laboratério para evitar discrepancias dos valores obtidos. Os
laboratdrios devem garantir que a variabilidade analitica estd bem documentada e sob
controlo para minimizar a contribuir para marcador LSC (Terreni & Pezzati, 2012)
Assim, a principal fonte de variabilidade é pré-analitico, principalmente a conservacéo
de amostras e variabilidade biologica.

O uso de BTM tem ainda outras limitagdes: corticoterapia a longo prazo,
mobilidade reduzida, metéastases ésseas, acromegalia e tireotoxicose pode mudar
remodelacdo 6ssea. Em particular, o uso de corticosteroides superior a 3 meses, a inibir
a formacdo de 0sso com uma queda em osteocalcina, PINP e ALP e aumenta a

reabsorcdo Ossea. O tempo desempenha um papel importante, quando o metabolismo
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0sseo esta em causa: os marcadores de formacao dssea e reabsorcdo aumentam t&o cedo
como um minimo de 4 meses ap6s a fratura, refletindo a consolidagdo Gssea.
Atualmente, o uso da BTM funciona como uma ferramenta potencial para avaliar a
fratura risco e para monitorar o tratamento (Terreni & Pezzati, 2012).

Embora a remodelagdo 6ssea nas mulheres pés-menopausa € maior do que nas
mulheres com pré-menopausa, a variacdo circadiana € semelhante tanto para pré-e
mulheres na pds-menopausa e, assim, ndo € influenciada por hormonas sexuais. A
etiologia da variagdo diurna é desconhecida. Varias hormonas, como a PTH, a hormona
do crescimento, cortisol ou mostram variagdes diurnas e podem, pois, ser envolvidos na
geracdo de mudangas diurnas no metabolismo do o0sso (Seibel, 2005).

Os resultados da determinacdo de BTM devem ser interpretados com precaucao
em pacientes com fatores determinantes da variabilidade pré-analitica, por exemplo
pacientes que sofreram uma fratura antes do exame. Outra limitagdo da utilizacdo
préatica da BTM ¢é a falta de padronizacéo, falta de regras de controlo de qualidade, bem
como dados limitados sobre valores de referéncia para BTM. E importante estabelecer
valores de referéncia para cada ensaio de cada BTM em todas as faixas etarias em todos
0s paises, pois, atualmente, os resultados para medi¢des de BTM variam entre os
laboratérios, mesmo para 0 mesmo ensaio disponivel comercialmente e ndo podem ser
comparadas os resultados (Szulc, 2012).

Recentemente, estudos evidenciaram que existe uma correlacdo entre 0s
marcadores de formac&o e reabsorcdo 6ssea, nomeadamente PINP e CTX, em pacientes
com Anemia Talassémica Major. O mecanismo subjacente é um desequilibrio da
remodelacdo 0ssea, com aumento da reabsor¢do. Um aumento da concentracdo sérica
dos marcadores de reabsorcdo dssea e uma reducdo na deposicdo de marcadores 0sseos
tém sido atribuidos a sobrecarga ou "intoxicacdo" de ferro dos osteoblastos e tém sido
descritos como as causas importantes da perda éssea em doentes com Talassémica
Major (TM). Osteopatia representa uma causa importante de morbidade em pacientes
com beta- talassemia major e se manifesta como osteopenia / osteoporose. O aumento
da perda de massa 0ssea e subsequente remodelacdo é uma caracteristica da osteopatia.
Mais estudos sobre este tema sé@o esperados com grande interesse, como eles vao ajudar
no processo de escolha terapéutica (Baldini et al., 2013). Estes estudos permitem assim
verificar que o aumento de marcadores de reabsor¢do pode ndo estar diretamente
relacionado com osteoporose ou outras patologias, pelo que a sua simples leitura para o

diagnostico pode originar um viés, originando assim um diagnostico erroneo.
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7. Conclusao

A osteoporose ¢é atualmente um grave problema de satde publica, com elevados
custos socioeconomicos. E importante atuar sobre este problema atempadamente,
recorrendo a ferramentas de diagndstico eficientes. Para escolher os marcadores de
diagnostico mais adequados deve-se ter em consideracdo, ndo s6 a evolucdo da
patologia no utente, como também a sua etnia, sexo, idade, bem como outros fatores
secundarios (fraturas ocorridas no passado, predisposicdo genética, historia familiar,
sedentarismo, tabagismo) (Tavares et al., 2007).

A vitamina K, hoje em dia, é considerada uma promissora ferramenta de
diagnostico e tratamento da osteoporose. Em paises asidticos, como o Japdao, MK-4,
uma isoforma da vitamina K, ja € utilizada com sucesso no tratamento da osteoporose
(Mccormick, 2007). Neste ambito, foi demonstrado que a baixa concentragdo de
vitamina K, nomeadamente a MK-4, esta associada ao aumento do risco de desenvolver
osteoporose. Porém, a vitamina K, quando isolado, ndo é considerado um marcador
direto de diagndstico da doenca mas, quando correlacionado com a osteocalcina
(ucOC), é um biomarcador sensivel da determinacdo de osteoporose. A deficiéncia de
vitamina K, que é caracterizada por um aumento nivel de ucOC em circulacdo
sanguinea e, consequentemente, redugdo da producdo de OC y-carboxilada, podem
contribuir para o risco de fraturas osteoporéticas. Deste modo, a deficiéncia de vitamina
K pode levar ao comprometimento da carboxilacéo total da OC, (“Vitamin K Functions
and Functional Markers,” 2008). Existem ainda outros biomarcadores do metabolismo
0sseo0 que podem determinar o diagndstico da osteoporose. Estes podem ser de
formacdo ou reabsorcdo 6ssea, associados ao aumento da atividade osteoblastica e
osteoclastica, respetivamente.

A consequéncia mais grave da osteoporose sera a fratura dssea. Assim, a
principal preocupagdo no diagndstico de osteoporose € a prevencdo das fraturas
osteopordticas. Caso o doente ja tenha sofrido uma fratura, 0 mais importante é fazer
com esta primeira fratura seja a Ultima na vida do doente. Alteraces nos BTM pode ser
atil para monitorar o tratamento da osteoporose e para confirmar o cumprimento

terapias orais por parte do doente, e de eficacia do tratamento (Lee & Vasikaran, 2012).
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Os biomarcadores permitem a detecdo de alteragdes metabdlicas muito antes de
alteracbes na DMO, ressaltando a necessidade de recentrar a atencdo de confianca
unicamente em testes de BMD, como o DEXA. Uma abordagem abrangente permite
utilizar biomarcadores para avaliar os riscos e identificar os mecanismos subjacentes da
doenca incluindo a inflamagdo, stress oxidativo, desequilibrios hormonais, as
deficiéncias nutricionais, e a ma absor¢do. Uma vez que os fatores de risco foram
identificados, num plano abrangente e individualizado, incluindo a dieta, exercicio e
nutrientes especificos, pode criar um ambiente metabdlico favoravel a remodelacao
Ossea equilibrada e saudavel (Mccormick, 2007).

Em ultima andlise, o0 marcador aminoterminal do prépéptido tipo | (PLNP) é um
marcador recente, considerado o mais sensivel e especifico na detecdo da formacao
0ssea, relacionado com a sintese de colagénio pelos osteoblastos. Assim P1NP reflete
ainda, com grande precisdo, mudancas na sintese de um novo colagénio.

Por outro lado, a fiabilidade da fosfatase alcalina Gssea é prejudicada pela
reatividade cruzada entre as isoformas do osso e do figado. No entanto, a degradacao
rapida de OC no soro e a incorporacdo na matriz éssea levar a degradacao do péptido
nativo em fragmentos heterogéneos, que pode ser detetada através de Kits comerciais,
mesmo com especificidade mal definidas e reatividade cruzada (Baldini et al., 2013).

Em suma, existe um crescente interesse em parametros bioquimicos do
metabolismo 0sseo para o diagndstico da osteoporose. Eles podem, ser uma ferramenta
adicional para o diagndstico de patologias Osseas a curto prazo. A combinacdo de
vitamina K a esses marcadores de diagnostico é Util para o diagnéstico da osteoporose,
bem como para avaliar a perda de massa 6ssea e risco de futuras fraturas 6sseas (Heiss
et al., 2008).
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Anatomia e fisiologia do 0sso
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Anexo 1: Anatomia e fisiologia do 0sso, (Seeley et al, 2005)



Fatores de risco associados a Osteoporose

Anexo 2: Fatores de risco associados a Osteoporose. (adaptado de Tavares et al., 2007)

Fatores de risco associados a Osteoporose

Major
Idade superior a 65 anos
Fratura vertebral prévia
Fratura de fragilidade depois dos 40 anos
Historia de fratura da anca num dos
progenitores
Corticoterapia sistémica com duracdo>

3meses
Menopausa precoce (< 40 anos)
Hipogonadismo

Hiperparatiroidismo primario

Propensdo aumentada para quedas

Minor
Artrite Reumatoide
Historia de Hipertiroidismo clinico

Terapéutica crénica com anti-epilépticos

Baixo aporte de célcio na alimentagdo

Tabagismo

Consumo excessivo de cafeina (> 2
chavenas por dia)

Consumo excessivo de bebidas alcoolicas
Indice de massa corporal (IMC) menor do
que 19 kg/m2
Perda de peso superior a 10%
relativamente ao peso do individuo aos 25
anos
Terapéutica crénica com heparina

Imobilizacdo prolongada



Marcadores de Turnover Osseo

Anexo 3: Marcadores de Turnover Osseo (adaptado de Seibel, 2005)

Marcador

Origem do Espécie Metodo Observacoes

tecido Analitico

Marcadores de Formacao Ossea

Ossos e
) Produto especifico de
Fosfatase alcalina Eletroforese,
. L osteoblastos; apresenta
especifica do 0sso Soro Precipitacao, o )
reatividade cruzada até 20%
(BAP, 0sso ALP) IRMA, EIA _ _ .
com isoenzimas hepéticas
Produto especifico de
_ osteoblastos; muitas formas
Osteocalcina Ossos, RIA, IRMA, ) _
Soro imunorreativas no sangue,
(0C) plaquetas ELISA )
alguns podem ser derivados a
partir de reabsorcdo 0ssea.
C-terminal .
) Produto especifico de
propeptido de ] )
L RIA, ELISA | proliferagéo de osteoblastos e
colagénio tipo | _
Osso0s, fibroblastos.
(PICP) _
tecidos Soro
_ moles, pele Produto especifico da
N-terminal pro- )
) proliferacdo dos osteoblastos
peptideo de _
L RIA, ELISA e fibroblastos, em parte
colagénio tipo | ) _
incorporadas na matriz
(PINP) )
extracelular 0ssea.

Marcadores de
colagénio
relacionados

hidroxiprolina

Marcadores de Reabsorcio Ossea

0sso, Presente em colagénio
cartilagem, Uri Colorimetria; fibrilhar e proteico e ainda na
_ rina ] 3
tecidos HPLC sintese e maturagdo de

moles, pele colagénio.




Marcadores de Turnover Osseo

Hidroxilisina colagénio

Glicosideos de | Osso, tecidos Urina,; o _
) o HPLC; ELISA | glicosilada com diferentes
Hidroxilisina moles, pele Soro ]
tamanhos, consoante o tecido
Osso,
o cartilagem, )
Piridinolina B Urina; Presente apenas na maturagéo
tenddes, HPLC; ELISA o
(PYD) Soro do colagénio
Vasos
sanguineos
Deoxipiridinolina Urina; Presente apenas na maturacao
Osso; dentes HPLC; ELISA o
(DPD) Soro do colagénio
Telopéptidos tipo )
Urina;
I (ICTP; CTX- Osso; pele RIA
Soro
MMP)
Colagénio |
-g Todos 0s ) Colagénio | e 0 maior
crosslinked C- tecidos Urina; o
_ ELISA; RIA contribuidor para 0 0sso.
telopeptidos) Soro _ )
Derivada da sintese de
(CTX-1) .
colagénio
Colagénio | Todos 0s
crosslinked C- tecidos Urina; ELISA; CLIA;
telopeptidos) Soro RIA

(NTX-1)

Sialoproteina
(BSP)

Proteinas relacionadas com a Matriz Ossea

Osso,
cartilagem,

dentina

Soro

ELISA; RIA

Glicoproteina fosforilada
acidica sintetizada por
osteoblastos e osteoclastos;
aparece associado a fracao

dos osteoclastos




Marcadores de Turnover Osseo

Fragmentos de

Os fragmentos de

osteocacina ) o
o Osso Urina ELISA osteocalcina libertam-se
(ucOC, médios e L
durante a reabsorgéo 0ssea
longos)

S Um marcador promissor
0ro; )
Homocisteina ) HPLC-CLIA relacionado com perda de
urina
DMO e risco de fratura 6ssea




