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RESUMO

Introdugdo: Muitos aspectos da etiopatogénese da doenga dssea de
Paget ainda estdo por ser elucidados, incluindo seus fatores causais, os
motivos de acometer alguns ossos e poupar outros e os fatores
determinantes da variabilidade de sua distribuicdo geografica. Métodos:
Portadores de doenca dssea de Paget foram comparado com controles
portadores de osteoartrite para avaliar diferencas nas concentragdes
séricas das citocinas: TNFa, IL1[B, IL-6 e IL-17. Em outro protocolo,
portadores de doenga dssea de Paget foram comparados com controles
portadores de osteoartrite para avaliar diferengas nas concentragdes
séricas dos biomarcadores de metabolismo 6sseo: RANKL,
osteoprotegerina, DKK-1, sFRP-1 e osteopontina. Para avaliar a presenga
de mutagdes genéticas associadas a doenca dssea de Paget, portadores
de doenga dssea de Paget foram avaliados quanto a presenga de
polimorfismos genéticos dos genes: sequestossomo 1 (SQSTM1), VCP,
TNFRSF11B e TNFRSF11A. A qualidade de vida e seus fatores
determinantes foram avaliadas com as os questionarios de qualidade de
vida SF-36 e WHOQOL-bref. Resultados: Portadores de doenca dssea de
Paget apresentaram concentragGes séricas aumentadas de IL-6 (p<0,05)
e concentragGes séricas reduzidas de IL-17 (p<0,05) quando comparados
com o grupo controle. Os pacientes apresentaram concentragdes séricas
mais elevadas de osteopontina em comparagdo aos controles (p<0,05).
Além disso, as concentragdes de osteopontina e fosfatase alcalina éssea
se correlacionaram a atividade e a extensdo da doenga (p<0,05). Quinze
sujeitos (20,8%) apresentavam mutac¢des no exon 8 do gene SQSTM1,
oito (11,1%) apresentaram a mutacdo Pro392Leu, e os restantes
apresentavam uma mutag¢ao ainda ndo descrita na literatura, Thr430Pro.
Os Unicos parametros significativamente associados a pior qualidade de
vida foram: dor éssea, deformidades e estado civil (p<0,05). Conclusdo:
O presente estudo demonstrou pela primeira vez concentragdes
reduzidas de IL-17 e aumento das concentragdes de osteopontina em
portadores de doenga dssea de Paget. Além disso, foi encontrada uma
mutacdo do gene SQSTM1 até entdo inédita na literatura médica.
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ABSTRACT

Many aspects of Paget’s Disease of Bone (PDB) are still unknown,
including its cause, the reasons for its bone distribution and the what
determines is geographic distribution. Methods: Patients with PDB were
compared with controls with primary osteoarthritis to evaluate possible
differences in levels of pro-inflammatory cytokines: TNFa, IL1j, IL-6 and
IL-17. In another protocol, patients with PDB were compared with
controls with primary osteoarthritis to evaluate possible differences in
levels of RANKL, osteoprotegerin, DKK-1, sFRP-1, osteopontin.
Polymorphism of the following genes: SQSTM1, VCP, TNFRSF11B and
TNFRSF11A were evaluated in PDB patients. To evaluate quality of life
and determinant parameters, PDB patients answered to Brazilian
versions of SF-36 and WHOQOL questionnaires. Results: Patients with
PDB presented higher levels of IL-6 (p<0.05) and lower levels of IL-17
(p<0.05) in comparison to controls. PDB patients presented higher levels
of osteopontin in comparison to controls (p<0.05). Moreover,
osteopontin and BAP were correlated to disease activity and extension
(p<0.05). Fifteen subjects (20.8%) carried mutations in exon 8 of ths
SQSTML1 gene, eight (11.1%) carried the Pro392Leu mutation, while the
remainders presented a previously undescribed mutation, Thr439Pro.
The only parameters significantly associated to quality of life were: bone
pain, deformities and marital status (p<0.05). Conclusion: The present
study has demonstrated Ifor the first time low levels of IL-17 and high
levels of osteopontin in PDB patients. Besides, a previously not described
mutation of the SQSTM1 gene were found.

Key words: Paget’s disease of bone, interleukin 1 beta, tumoral necrosis
fator alpha, interleukin 6, interleukin 17, RANKL, osteoprotegerin, DKK-
1, sFRP1, sclerostin, osteopontin, sequestosome 1, SF-36, WHOQOL-
bref."11
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1. INTRODUCAO
1.1 Doenca Ossea de Paget

A doenga dssea de Paget, descrita em 1877 por James Paget (1), é a
segunda doenca metabdlica éssea mais frequente. Caracteriza-se por
areas localizadas de aumento da renovagdo dssea, onde a ativacdo
excessiva de osteoclastos causa lise dssea e consequente ativacdo de
osteoblastos, resultando em sintese dssea excessiva, desorganizagdo da
arquitetura dssea usual, crescimento e deformidades dsseas (2,3). Essa
doenga, afeta mais comumente individuos maiores de 40 anos de idade,
com predominio do sexo masculino (4) e apresenta prevaléncia variavel,
chegando a 3,1% dos individuos acima de 55 anos no Reino Unido e em
paises de colonizagdo britanica, 3,6% na Holanda, 1% na Espanha e na
Itdlia, sendo rara na escandindvia, na Irlanda, na Europa meridional e
em populagGes asiaticas (5-9).

A doenca éssea de Paget é considerada incomum no Brasil, embora
grande numero de casos tenham sido relatados nas cidades de Recife e
Florianodpolis (10,11). Em Floriandpolis, reumatologistas tém encontrado
mais casos de doencga 6ssea de Paget do que os relatados por colegas de
outras regides do pais e mesmo do estado de Santa Catarina, o que foi
confirmado em pesquisa realizada em 2012 por Werner de Castro e
colaboradores (col.) (11). Essa aparente maior incidéncia poderia
decorrer de diferentes origens genéticas ou de fatores ambientais. No
tocante a primeira hipdtese, cogitou-se inicialmente que a heranca
acoriana da populagdo na Ilha de Santa Catarina poderia ser um fator
importante (12,13). No entanto, a incidéncia da doenga dssea de Paget
nos Acgores é baixa (14). Portanto, a ocorréncia da doenga 6ssea de Paget
pode se dever a heranga de outras populagdes que colonizaram a regido,
como italianos e alemaes.

Embora haja grande caréncia de estudos sobre a prevaléncia da doenga
Ossea de Paget no Brasil, ndo tém sido relatados numeros significantes
de pacientes em outras regides do pais, mesmo em locais de colonizagdo
semelhante a de Floriandpolis.
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A maior parte dos portadores da doenca dssea de Paget é assintomatica,
aproximadamente 30% dos pacientes apresentam sintomas, entre eles,
dor dssea, deformidades osseas, surdez, sintomas neurolégicos
decorrentes de compressdes nervosas ou de hipertensao intracraniana,
dor articular decorrente de osteoartrite e fraturas patoldgicas. Em
diversos casos, esses sintomas sdo debilitantes, resultando em perda de
mobilidade, independéncia e qualidade de vida (15-17). A complica¢do
mais grave, embora rara, da doenga dssea de Paget é o desenvolvimento
de osteossarcoma (18). Dessa forma, depreende-se que a doenga dssea
de Paget é capaz de afetar intensamente a qualidade de vida de alguns
dos individuos acometidos, mas ndo de todos.

Alguns estudos tém sido publicados enfocando a avali¢cdo de indices de
qualidade de vida na doenga dssea de Paget ou tendo tais indices como
um de seus desfechos (16,19-25). No entanto, poucos desses estudos
focaram nos fatores determinantes da qualidade de vida nessa
populagdo. Esses dados s3o importantes na avaliagdo dos possiveis
efeitos de qualquer tratamento sobre a qualidade de vida. Se os
parametros que afetam adversamente a qualidade de vida forem
passiveis de modificagdo pelo tratamento em estudo, é esperado
aumento nos indices de qualidade de vida apds tal tratamento. Por outro
lado, se parametros importantes n3ao forem influenciados pelo
tratamento, indices de qualidade de vida terdo limitada utilidade na
avaliagdo dos resultados da terapéutica.

Entre 10-35% dos pacientes acometidos por essa doenga apresentam
envolvimento monostdtico, na maior parte dos casos ha envolvimento
de mais de um sitio ésseo. Os locais mais comumente envolvidos sao
pelve (30-75%), coluna (30-75%), cranio (25-65%) e ossos longos
proximais (25-35%) (4). No entanto, mesmo ossos ndo afetados
apresentam aumento de metabolismo (26).

Os achados radiograficos sdo caracteristicos, possibilitando o
diagndstico na maior parte dos casos (4), biopsias dsseas sdo raramente
necessarias. Exames laboratoriais de marcadores de renovacdo 6ssea
podem auxiliar no diagndtico, aumento das concentragdes séricas de
fosfatase alcalina, marcador de atividade osteoblastica, esta presente na
maioria dos casos. Aumento de marcadores de reabsorc¢do dssea, como
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a hidroxiprolina urindaria e os fragmentos terminais do colageno | (CTX,
NTX) também podem ser encontrados, embora com menor frequéncia.
O exame mais sensivel, embora nao especifico, para detec¢do da doenca
Ossea de Paget é a cintilografia dssea, que detecta hiperemia dssea e
atividade osteobl3stica (4).

Atualmente, o tratamento da doenca dssea de Paget é baseado no uso
de bisfosfonados, compostos analogos do pirofosfato inorganico com
grande tropismo pelos 0ssos. Apds sua administragdo, esses farmacos
fixam-se nos 0ssos, sendo absorvidos pelos osteoclastos quando esses
iniciam a reabsorc¢do dssea. Os bisfosfonados mais novos, empregados
no tratamento da doencga dssea de Paget, agem primariamente através
do bloqueio da farnesil-pirofosfato sintase, enzima da via do mevalonato
que produz metabdlitos intermedidrios essenciais a modificagdes pds-
translacionais de pequenas GTPases. O resultado é o bloqueio da
organizacdo do citoesqueleto e de diversas vias intracelulares de
transducdo de sinal (27,28). O tratamento com bisfosfonados normaliza
os marcadores de remodelamento ésseo e reduz as alteragGes da
cintilografia dssea, resultando em controle dos sintomas da doenga e,
presume-se, pode prevenir o desenvolvimento de complicagdes (16,29).

Classicamente, sdo descritas trés fases no desenvolvimento da doenca
Ossea de Paget: a fase inicial, litica, em que ha predominio de
reabsor¢do dssea pela ativacdo de osteoclastos gigantes multinucleados;
seguida por uma fase mista, chamada ativa, em que ha o aumento da
atividade ostebl3astica e, finalmente, a fase blastica, tardia ou inativa, em
que a atividade osteoblastica diminui gradativamente. Um mesmo
paciente pode apresentar fases diferentes da doenga em diferentes
0sso0s (4).

A causa da doenga dssea de Paget ainda ndo foi completamente
elucidada, mas envolve, certamente, fatores genéticos e ambientais. A
importancia dos fatores genéticos ¢é ilustrada pela existéncia de casos
familiares. Estima-se que 15 - 40 % dos individuos com a doenga tenham
pelo menos outro portador entre seus parentes de primeiro grau (30—
34). Quando familiar, a doenga dssea de Paget apresenta, tipicamente,
padrdo de heranca autossomico dominante, com penetrancia
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incompleta (35). Além disso, os indices de prevaléncia ndo se alteram
significativamente com altera¢des de habitos de vida (36).

Diversos genes ja foram identificados e relacionados a casos familiares
de doenca dssea de Paget. O gene associado ao maior niUmero de casos
de doenga dssea de Paget é o que codifica o sequestossomo 1 (SQSTM1),
também conhecido como p62, cujas mutacdes estdo presentes de 26-
46% dos casos familiares e em 16% dos casos esporddicos (35,37-44). O
sequestossomo participa de diversas fungdes celulares, entre elas citam-
se: modulagdo de canais de potassio, controle de ativagdo transcricional
de proteinas, recrutamento proteico para degradac¢do por endossomos
e o controle da ativagdo do fator de transcrigdo nuclear NF-kB por
diversas vias de sinalizacdo, incluindo: ativacdo celular e liberagdo de
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina 1 beta (IL-1B) e fator
de crescimento de nervos (NGF), além da ativagdo do ligante do RANK
(RANKL) (44).

O mecanismo pelo qual as formas mutadas do sequestossomo 1
resultam nas altera¢des osteoclasticas tipicas da doencga éssea de Paget
ainda ndo esta claro, mas ha evidéncias de que envolve sua capacidade
de ligagdo a ubiquitina ja que praticamente todas as mutag¢des descritas
associadas a essa doenca ocorrem no sitio de ligacdo a essa molécula.
Essas alteragGes poderiam causar hiperatividade da sinalizagao via
RANK, acumulo de proteinas ndo degradadas e apoptose deficiente,
resultando em aumento de diferencia¢do e de ativagdo de osteoclastos
(45,46). No entanto, a relagdo das mutagdes do sequestossomo 1 com
as manifestagdes clinicas da doenca ainda é controversa (35,47). Além
disso, mutag¢des do sequestossomo 1 induzidas em ratos resultaram em
osteoclastos com alteragdes caracteristicas da doenca dssea de Paget,
como hipersensibilidade a RANKL, TNF-a e 1,25 (OH) vitamina D, mas
ndo resultaram em alteracdes dsseas semelhantes as encontradas em
humanos (48).

O gene TNFRSF11A que codifica o receptor ativador do fator de
transcricdo nuclear kB (RANK) tem sido ligado as sindromes ostedlise
expansivel familiar e hiperfosfatasia esquelética expansivel, que
apresentam alteragGes fenotipicas semelhantes as da doenca dssea de
Paget (49). Mutacbes desse gene foram indentificadas em casos de



19

doenca dssea de Paget de inicio precoce (50-54). Mais recentemente,
polimorfismos de nucleotideo Unico (SNP) desse gene tém sido
associados a maior susceptibilidade para desenvolvimento de doenca
Ossea de Paget (55-57). Gianfrancesco e col. (58) relataram associacdo
da doenca éssea de Paget com o SNP T575C desse gene, cuja presenca
também estaria relacionada a maior extensdo do acometimento.

Mutacdes do gene TNFRSF11B, que codifica a osteoprotegerina, tém
sido associadas a uma forma rara de doenga éssea de Paget de inicio
juvenil (49). Dois estudos relacionaram a presenca de um SNP desse
gene (G1181C, que codifica uma substitui¢do lisina-aspartato no cédon
3) ao desenvolvimento de casos tipicos de doenga dssea de Paget,
particularmente no sexo feminino (59,60), embora tal associa¢do nao
tenha sido replicada em outros estudos (55).

Mutag0es no gene da proteina VCP (proteina que contém valosina), uma
proteina relacionada a degradacdo do fator inibidor do NF-kB (1kB),
estdo associadas a sindrome de miopatia de inclusdao com doenga déssea
de Paget de inicio precoce e deméncia frontotemporal (IBMPFD)
(34,61,62). No entanto, um SNP (rs565070) dessa proteina foi associado
a casos de doenga dssea de Paget de apresentagdo tipica em um estudo
(63).

Embora as manifestagdes primarias da doenga dssea de Paget ocorram
nos 0ssos, as mutacdes que tém sido relacionadas a sua ocorréncia se
d3o em genes envolvidos em vias de sinalizagdo intracelular importantes
em diversos outros tecidos (64). Esse fato sugere que a doenga dssea de
Paget poderia apresentar manifestacGes extra dsseas, entre elas,
alteragdes nas concentragGes séricas de citocinas do tipo pré-
inflamatédrias e poderiam explicar as manifestacGes extra ésseas, como
as estrias angioides (65).

Dentre os fatores ambientais associados a doenca déssea de Paget, o
aspecto mais enfatizado é a possivel relacdo com infec¢des virais, em
particular pelos paramixovirus, devido ao achado de inclusdes nucleares
e citoplasmaticas em osteoclastos pagéticos. Essas inclusdes foram
caracterizadas como contendo elementos de diversos paramixovirus:
sarampo, caxumba, virus sincicial respiratério e virus da cinomose
canina (26,28). Além disso, foi demonstrado que osteoclastos infectados
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por paramixovirus exibem um fendtipo semelhante ao encontrado na
doenga dssea de Paget (66-68). Entretando, a relagao das infec¢des por
paramixovirus com o desenvolvimento da doenca dssea de Paget tem
sido questionada (69) por outros estudos que ndo conseguiram
encontrar indicios de presenca viral em ossos pagéticos.

Outro fator ambiental aventado é o contato com animais domésticos ou
com gado, ou mesmo o consumo de visceras de gado na juventude (70—
72). Os defensores dessa hipdtese, suportada por evidéncias
epidemioldgicas, sugerem que esses animais poderiam ser reservatorios
de virus que poderiam desencadear a doenga em pessoas susceptiveis.

1.2. Metabolismo 4sseo e citocinas

A renovagdo dssea ocorre continuamente - em condi¢gdes normais, a
sintese de matriz dssea por osteoblastos e sua reabsor¢do por
osteoclastos estdao estritamente relacionadas. A reabsorgao dssea por
osteoclastos libera fatores de crescimento presentes na matriz éssea,
entre eles, proteinas morfogenéticas désseas e fator de crescimento
transformante beta (TGF), que ativam osteoblastos. Além disso,
osteoblastos produzem susbtancias que estimulam a diferenciacdo e a
ativacao de osteoclastos, entre eles, proteinas Wnt. Por sua vez, fatores
de ativacdo de osteoclastos, como o RANKL, sdo sintetizados por
osteoblastos em respostas a estimulos como o hormonio da paratiredide
(PTH). Fatores inibidores da ativagdo de osteoclastos também sdo
produzidos e liberados por osteoblastos (73).

Os osteoblastos, derivados de células mesenquimais pluripotentes, sao
responsaveis pela sintese éssea. Estes produzem e sdo regulados por
diversos fatores de crescimento: fator de crescimento insulina-like 1,
fator de crescimento derivado de plaquetas, fator de crescimento de
fibroblastos, TGF beta, Wnt e proteinas morfogénicas ésseas (BMPs).
Além disso, sdo regulados por horménios como o paratormonio (PTH),
proteina relacionada ao paratorménio, hormonios tiroideanos,
hormoénio do crescimento, insulina, progesterona, prolactina,
estrogénios, androgénios, 1,25 (OH) vitamina D e retindides (73).
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Os osteoclastos, derivados de precursores mieldides mononucleares,
sdo responsaveis pela reabsorgdo éssea e sua fungdo é controlada por
diversos mediadores: RANKL, calcitonina, androgénios, horménio
tiroidiano, insulina, PTH, fator de crescimento insulina-like 1 (IGF-1),
fator estimulador de col6nias 1 (CSF-1) e fator de crescimento derivado
de plaguetas (PDGF). A diferenciacdo dos precursores em osteoclastos é
dependente, entre outros fatores, de RANKL e de fator estimulador de
col6nias de macréfagos (M-CSF). Citocinas inflamatérias também podem
interferir diretamente na fun¢do osteoclastica, por estimulo da
expressao de M-CSF e de RANKL. No primeiro caso, citam-se: TNF-q, IL-
1, IL-11; no segundo caso, TNF-a, IL-1, IL-6, IL-10, IL-17 (3,73-75).
Caracteristicamente, osteoclastos pagéticos sdo hiperativos e hiper-
responsivos a fatores estimulantes como RANKL e 1,25(0OH) vitamina D
(76,77).

O RANKL é uma citocina da familia do TNF produzida e liberada por
linfécitos, fibroblastos e osteoblastos. Sua ligacao a seu receptor RANK
deflagra a ativacdo de NF-kB e resulta na diferenciacdo e ativagdo de
osteoclastos. Os seus efeitos sobre os osteoclastos sao regulados, em
parte, pela relagdio entre as concentragdes de RANKL e de
osteoprotegerina, uma forma soltvel do RANK que bloqueia sua ligagdo
aos receptores celulares. Além dos efeitos sobre os osteoclastos, RANKL
também pode ter a¢des sobre outros tipos celulares, ja que seu receptor
pode ser encontrado em células dendriticas, linfocitos T e em células
timicas imaturas CD4/CD8 (78,79). O papel do RANKL na diferenciagdo e
na ativa¢ao dos osteoclastos elucida a importancia do NF-kB nessas
células e explica, em parte, como as muta¢des do sequestossomo
poderiam resultar na hiperatividade de osteoclastos, caracteristica da
doenga déssea de Paget.

No tocante a esse aspecto, Neale e col. (77) reportaram concentracdes
significativamente elevadas de M-CSF em pacientes ndo tratados, mas
ndo encontraram aumento das concentragdes séricas de IL-1, IL-6 e TNF-
a. Pioli e col. (80) relataram, ainda, o aumento das concentragcdes de IL-
1 em mondécitos medulares de pacientes pagéticos. Quanto a IL-6, foi
relatado aumento dessa citocina na medula de ossos acometidos por
essa doenc¢a, mas o aumento de sua expressao no sangue periférico é
controverso. Também foi demonstrado que os osteoclastos pagéticos



22

possuem uma maior expressdo de IL-6 (2,81). Por fim, concentracdes
séricas aumentadas de osteoprotegerina, mas valores normais de RANKL
e da relacdo RANKL/osteoprotegerina, também foram relatados no soro
de portadores de doenca dssea de Paget (82).

As proteinas da familia Wnt estdo intrinsecamente envolvidas na
embriogénese e na diferenciagdo de diversos tipos celulares, incluindo
osteoblastos e osteoclastos (83). Diferentes proteinas Wnt estdo
envolvidas na ativagdo de diversos tipos celulares, podendo ser inibidas
por varios mediadores, entres eles, a esclerostina, o Dickkopf-1 (Dkk-1)
e a proteina relacionada ao Frizzled soltvel-1 (sFRP-1). No ossos, a
esclerostina é produzida majoritariamente por ostedcitos, ao passo que
a DKK-1 e a sFRP-1 podem ser produzidas por varios tipos celulares,
incluindo ostedcitos (84-86).
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1.3 Fatores genéticos

A doenca 6ssea de Paget esta associada a mutacdes de genes
relacionados a mecanismos de transducao de sinal intracelulares
em osteoclastos, entre eles, o gene que codifica a proteina
sequestossomo 1. Essa proteina esté relacionada a transducao de
sinal do receptores de diversas citocinas, entre elas, 0 RANKL e
diversas citocinas proé-inflamatérias. O RANKL, além do
importante papel em osteoclastos, estd envolvido na maturacdo
de linfécitos. Apesar disso, a presenca de alteracbes nas
concentragbes séricas de citocinas pro-inflamatorias tem sido
pouco estudada em portadores de doenca déssea de Paget.
Também tém sido estudados os biomarcadores de metabolismo
0sse0 nesses pacientes. A compreensdo de alteracdes de
citocinas inflamatdrias e de biomarcadores do metabolismo 6sseo
pode ajudar a compreender aspectos ainda ndo elucidados da
fisiopatologia da doenca. A andlise genética de paciente oriundos
das mais diversas populagbes em que a doenca se manifesta
pode ajudar a compreender o papel das mutagBes genéticas na
etiopatogénese da doencga e a esclarecer os pontos sobre 0s quais
ainda ha duvidas, por exemplo, os fatores associados ao padrao
de heranca genética e a interagdo entre fatores genéticos e
ambientais.
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2. Hipéteses do Estudo

O presente estudo analisou as seguintes hipdteses:

1 - Portadores de doenca 6ssea de Paget, quando comparados com
controles, apresentam diferentes concentracGes séricas de citocinas
pro-inflamatorias e de biomarcadores do metabolismo dsseo;

2 — A exemplo do que foi descrito em outras popula¢bes, uma parcela
significativa dos portadores de doenca éssea de Paget da regido de
Floriandpolis apresentam mutagdes genéticas que os predispde a
doenga.

3 — A qualidade de vida de portadores de doenga déssea de Paget é
comprometida por sintomas e complica¢Ges decorrentes da doenca.
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3. Objetivos
3.1 Objetivo geral

Avaliar as concentragdes séricas de citocinas pré-inflamatdrias e de
biomarcadores do metabolismo &sseo, além de verificar alteracGes
genéticas e fatores associados a qualidade de vida em portadores de
doenca d&ssea de Paget seguidos no ambulatério de doencas
osteometabdlicas do Hospital Governador Celso Ramos, Floriandpolis,
Santa Catarina.

3.2 Objetivos especificos

1-Avaliar as concentragdes séricas de citocinas pro-inflamatodrias:
interleucina 1 beta (IL-B), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a),
interleucina 17 (IL-17), interleucina 6 (IL-6),

2- Determinar as concentragGes séricas dos marcadores de atividade
Ossea:  osteopontina, Dkk-1, sFRP-1, esclerostina, = RANKL,
osteoprotegerina e fosfatase alcalina dssea,

3 - Verificar a presenca de polimorfismos do genes de sequestossomo 1
(SQSTM1), VCP, TNFRSF11B e TNFRSF11A,

4- Avaliar a qualidade de vida em portadores de doenca dssea de Paget
utilizando-se questionarios validados (SF-36 e WHOQOL-bref).
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4. Casuistica e métodos

4.1 Delineamento do estudo
Estudo clinico transversal

4.2 Pacientes

Neste estudo foram incluidos 73 portadores de doenca dssea de Paget
seguidos no ambulatério de doengas osteometabdlicas do Hospital
Governador Celso Ramos, no ano de 2010 e 24 controles portadores de
osteoartrite primaria, de mesmos sexo e faixa etdria, seguidos no servico
de reumatologia do mesmo hospital. Os pacientes foram divididos em
diferentes subgrupos, para se adequar a cada analise a ser realizada no
presente estudo, descritos na tabela 1.
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TABELA 1- SUBGRUPOS DE PORTADORES DE DOENCA DE PAGET AVALIADOS NO

PRESENTE ESTUDO

Anilise Pacientes incluidos n
Avaliagcao de Portadores de doenca ésseade 51
citocinas pré- Paget, que n3do apresentavam
inflamatédria séricas outros fatores capazes de
alterar as  concentra¢des
séricas de citocinas proé-
inflamatdrias.
Avaliacao Portadores de doenga ésseade 57
biomarcadores do Paget, que n3ao apresentavam
metabolismo d&sseo outros fatores capazes de
séricos alterar o metabolismo dsseo
Avaliagcdo de Portadores de doencga ésseade 72
mutagoes genéticas Paget que concordaram em
colher amostras de sangue
Avaliacao de Portadores de doencga ésseade 50

qualidade de vida

Paget capazes de compreender
e responder aos questionarios
de qualidade de vida e que ndao
apresentavam outras
enfermidades que afetem
adversamente a qualidade de
vida




Total 73 pacientes

Avaliacdo de
citocinas proé-
inflamatdria séricas
(n=51)

Avaliacdo de
qualidade de vida

( n=50)

Avaliacéo
biomarcadores do
metabolismo 6sseo
séricos (n = 57)

Avaliacéo de
mutacdes genéticas

(n=72)

FIGURA 1 - DISTRIBUIGAO DOS PACIENTES NO PRESENTE ESTUDO.
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Adicionalmente, os pacientes foram classificados de acordo com suas

caracteristicas clinicas (tabela 2).

TABELA 2 — CLASSIFICAGAO DE PORTADORES DE DOENGA DE PAGET AVALIADOS
NO PRESENTE ESTUDO, DE ACORDO COM AS CARACTERISTICAS CLINICAS.

Subgrupos Critério

Pacientes com doenga Acometimento de apenas um sitio
monostatica 6sseo pela doenga dssea de Paget
Pacientes com doenga Acometimento, atual ou

poliostética

Pacientes com doenga ativa

Pacientes com doenga inativa

Pacientes em tratamento atual

Pacientes sem tratamento atual

pregresso, de mais um sitio dsseo
pela doenga dssea de Paget

Pacientes com evidéncia de
hipercaptacdao do radiosétopo a
cintilografia éssea

Pacientes sem evidéncia de
hipercaptacdo do radiosétopo a
cintilografia dssea

Pacientes com histdria de uso de
bisfosfonados orais nos ultimos 6
meses ou acido zoledronico nos
ultimos 12 meses.

Pacientes sem histdria de uso de
bisfosfonados orais nos ultimos 6
meses ou acido zoledronico nos
Ultimos 12 meses.
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4.2.1 Critérios de inclusao

4.2.1.1 Critérios de inclusdo de pacientes

Pacientes portadores da doenga dssea de Paget diagnosticada por
alteragGes radioldgicas tipicas da doenga, que incluem: aumento de
densidade 6ssea, aumento do volume dsseo, deformidade &ssea,
espessamento da cortical 6ssea, aumento do trabeculado ésseo (7).
Pacientes que permitam a utilizagao dos resultados de seus exames para
as atividades de pesquisa apds leitura e assinatura do termo de
consentimento livre e esclarecido (Anexo 1).

4.2.1.2 Critérios de inclusdo de controles

Pacientes com osteoartrite diagnosticada por altera¢des radioldgicas
tipicas da doenga, incluindo esclerose déssea subcondral, ostedfitos,
cistos periarticulares e estreitamento assimétrico da fenda articular (87).
Pacientes que permitam a utilizacdo dos resultados de seus exames para
as atividades de pesquisa apds leitura e assinatura do termo de
consentimento livre e esclarecido.

4.2.2. Critérios de exclusao

4.2.2.1 Critérios de excluséo de pacientes

Todos os pacientes que concordaram em participar foram incluidos na
pesquisa. No entanto, para cada andlise realizada foram empregados
diferentes critérios de exclusdo, expostos na tabela 3.
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TABELA 3 - CRITERIOS DE EXCLUSAO DE PACIENTES EMPREGADOS EM CADA ANALISE DO PRESENTE ESTUDO.

Anidlise

Critérios de exclusdao

Avaliagdo de citocinas
pré-inflamatérias
séricas

Avaliagdo de
biomarcadores do
metabolismo  dsseo
séricos

Doengas inflamatdrias sistémicas
Infecgdes ativas

Neoplasias

Sindrome plurimetabdlica
Osteoartrite erosiva

Uso atual de quaisquer dos seguintes farmacos: anti-inflamatdrios ndo esteroidais, corticosteroides,
imunossupressores, agentes anti-citocinas e qualquer medicamento para osteoporose, com exce¢do de
calcio e vitamina D e daqueles também empregados no tratamento da doenga 6ssea de Paget: bisfosfonados,
calcitonina.

Doengas inflamatdrias sistémicas
Insuficiéncia renal crénica
Disturbios da paratiroide
Sindromes disabsortivas
Neoplasias

Obesidade

Hipotireoidismo descompensado



Avaliagdo
mutacées genéticas

Avaliagdo
qualidade de vida

de

de
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Acidose metabdlica
AlteragBes das concentragdes séricas de calcio, fésforo, magnésio

Uso de quaisquer drogas que afetem o metabolismo dsseo, incluindo corticosteroides, com excegdo, célcio
e vitamina D. Os pacientes poderiam estar usando, ainda, bisfosfonados e calcitonina.

Recusa a ceder amostras de sangue

Incapacidade de compreender os questionarios

Portadores de qualquer doencga cronica, além da doenga déssea de Paget, passivel de comprometer a
qualidade de vida, incluindo: depressao, fibromialgia, quadros demenciais, doengas inflamatodrias sistémicas,
osteoartrite primaria de joelhos ou quadris, disturbios neurolégicos (exceto os decorrentes da propria
doencga dssea de Paget), infecgdes agudas ou cronicas, insuficiéncia arterial periférica, doenga cardiaca
isquémica, insuficiéncia cardiaca congestiva, doengas pulmonares crénicas, insuficiéncia renal, insuficiéncia
hepatica, neoplasias e fraturas osteopordticas.
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4.2.2.2 Critérios de exclusao de controles

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

Portadores de infecgGes virais cronicas, incluindo infec¢Ges por hepatite
B, hepatite C e HIV;

Portadores de doengas neopldsicas;
Portadores de doengas inflamatérias sistémicas;
Portadores de osteoartrite erosiva;

Portadores de outras doencas dsseas metabdlicas e/ou doengas que
alterem o metabolismo d&sseo, incluindo hiperparatiroidismo,
hipotiroidismo, insuficiéncia de vitamina D, insuficiéncia renal crbnica,
acidose metabdlica e alteragcdo das concentragdes séricas de calcio,
fésforo e magnésio;

Portadores de diabetes mellitus ou sindrome plurimetabdlica;

Uso de medicamentos imunossupressores, anticorpos monoclonais ou
imunoglobulina endovenosa nos ultimos trés meses;

Uso de corticosteroides ou anti-inflamatérios ndo esteroidais nos
ultimos 30 dias;

Uso de rituximabe ou imunoglobulina antitimocitica nos ultimos 12
meses;

Portadores de osteoporose;

Uso de bisfosfonados orais, ranelato de estréncio, terapia de reposi¢do
hormonal, teriparatide, denosumab, raloxifeno nos ultimos 6 meses ou
de bisfosfonados endovenosos nos ultimos 24 meses.
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4.3. Estadiamento

A atividade da doenga déssea de Paget foi determinada por dosagem das
concentragdes séricas da fracdo 6ssea da fosfatase alcalina sérica e pela
presenga de hipercaptacdo do radioisétopo (metilenodifosfonado-
99mTc) na fase tardia da cintilografia dssea.

A extensdo do acometimento, prévio e atual, foi determinada pela
andlise das imagens digitalizadas de cintilografias dsseas, utilizando o
indice descrito por Meunier e col. (88) e por radiografias. Todos os
achados das cintilografias ésseas foram confirmados por radiografia e,
caso necessario, por tomografia computadorizada.

4.4, Procedimentos para coleta de dados

4.4.1. Coleta de dados clinicos

Os dados relativos a sintomas pregressos e atuais, duragdo de doenga,
complicagBes, comorbidades, medicamentos utilizados atual e
previamente, ascendéncia e histdria familiar foram obtidos por meio de
questionario e da analise dos prontudrios médicos.

Tendo em consideragdo a longa permanéncia dos bisfosfonados
no tecido dsseo, um paciente foi considerado “atualmente em
tratamento” caso tivesse utilizado bisfosfonados orais (alendronato,
risedronato ou ibandronato) nos ultimos 6 meses ou acido zoledrénico
nos ultimos 12 meses.

4.4.2. Procedimentos para coleta de material bioldgico

Neste estudo, foram coletados 20 ml de amostras de sangue total de
todos os pacientes e controles. As amostras obtidas foram centrifugadas
a 2500 rpm por 5 minutos para separagao do soro que foi, em seguida,
congelado a -802 C para posterior analise laboratorial dos parametros
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inflamatérios e do metabolismo dsseo. Outros 10 ml de sangue total
foram coletados apenas dos portadores de doenga dssea de Paget,
armazenados a -80°C e utilizados para andlise de polimorfismos
genéticos.

4.4.3. Procedimento para a identificacdo de casos familiares

Para a diferenciagdo entre casos familiares e esporddicos de doenga
Ossea de Paget os pacientes foram inquiridos sobre histéria familiar da
doenca. Adicionalmente, parentes de primeiro e segundo grau maiores
de 40 anos foram convidados e realizar exames de triagem, de acordo
com o protocolo utilizado por Podr e col. (89) e Gennari e col. (5). Os
exames de triagem incluiram dosagem de fosfatase alcalina dssea e
radiografias de: coluna lombar, cranio e bacia, incluindo as extremidades
superiores dos fémures.

4.5. Andlises laboratoriais

4.5.1. Determinacao das concentracdes séricas de citocinas e de
biomarcadores de metabolismo ésseo

Para avaliar a concentragdo sérica das citocinas pré-inflamatdrias e dos
biomarcadores do metabolismo dsseo foi utilizado o método de
Sandwich Enzimaimunoensaio (ELISA), utilizando os seguintes
anticorpos: anti-TNF-a. (BD Biosciences, San Jose, CA, ref. 550610), anti-
L-1p3 (BD Biosciences, San Jose, CA, ref. 557966), anti-IL-17 (Raybiotech
Inc., Norcross, GA, ref. ELH-IL17-001), anti-L-6 (BD Biosciences, San Jose,
CA, ref. 550799), anti-fosfatase alcalina éssea (Mybiosource, San Diego,
CA, ref. MBS724100), anti-osteopontina (Abcam, Cambridge, MA, ref.
AB100618), anti-esclerostina (Mybiosource, San Diego, CA, ref.
MBS702938), anti-RANKL (BioVendor, Czech Republic, ref.
RD193004200R), anti-osteoprotegerina (Raybiotech INc. Norcross, GA,
ref. ELH-OPG-001), anti-DKK-1 (Raybiotech INc. Norcross, GA, ref. ELH-
DKK1-001), anti-sFRP-1(Mybiosource, San Diego, CA, MBS705581). Essas


http://www.mybiosource.com/datasheet.php?products_id=702938
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analises foram realizadas no Laboratdrio de Pesquisa em Imunologia do
Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal de Santa Catarina.

As andlises foram realizadas de acordo com as instrugdes dos
fabricantes. Em geral, inicialmente foi elaborada uma curva padrdo com
concentragdes crescentes conhecidas de cada proteina analisada. Na
sequéncia, foram adicionados 100 pl de amostra do soro dos sujeitos,
padrées ou a curva padrdo em cada escavac¢do (well) na mesma placa.
Em seguida, a mistura foi agitada lentamente a 100 rpm. Para a
incubacdo da reacdo, a placa de ELISA foi tampada e a reacdo foi
incubada por 2 horas a temperatura ambiente. Apds essa etapa, a placa
de ELISA foi lavada com solugao tampao de lavagem pelo nimero de
vezes recomendado pelo fabricante do kit, tendo cada lavagem a
duragao de 1 minuto. A seguir, adicionaram-se 100 ul de substrato
denominado TMB em cada escavagao, a placa foi novamente agitada
como anteriormente citado e mais uma incubacao foi realizada durante
30 minutos a temperatura ambiente. Apds esse procedimento,
adicionou-se a essa mistura 50 pl de solugdo de parada da reagdo
enzimdatica denominada solugdao STOP e a placa de ELISA foi mais uma
vez agitada conforme supracitado. A leitura foi realizada apds 30
minutos, em leitora de placa de ELISA, empregando feixe de luz com
comprimento recomendado pelo fabricante do kit.

4.6. Andlise dos polimorfismo genéticos

As amostras de sangue coletadas foram armazenadas com EDTA a -80¢
C e posteriormente utilizadas para andlise de polimorfismos dos genes:
sequestossomo 1 (SQSTM1/p62), VCP, TNFRSF11B e TNFRSF11A por
meio de reac¢do de polimerase em cadeia (PCR) apds extracdo do DNA
genodmico de leucécitos do sangue periférico. A andlise de mutagoes e
polimorfismos genéticos foi realizada no Laboratério de Doengas
Metabdlicas Osseas da Universidade de Florenca — Itdlia com o emprego
de metodologia previamente descrita no artigo de Falchetti e col. (41).
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4.7 Andlises dos dados

4.7.1 Avaliagdo de citocinas pro-inflamatorias

Essa andlise foi realizada para comparar as concentracbes séricas de
citocinas pré-inflamatdrias em portadores de doenca dssea da Paget
com as concentracdes apresentadas pelo grupo controle e para
identificar possiveis aspectos da doenca de Paget relacionados aos
achados.

As concentragdes séricas da seguintes citocinas foram determinadas em
soro de pacientes e controles: TNFa, IL-1B, IL-6 e IL-17. As concentragdes
séricas de fosfatase alcalina dssea foram determinadas apenas nas
amostras dos pacientes. Inicialmente, @ foram  comparados as
concentragGes séricas das citocinas pré-inflamatdrias nas amostras de
soros do grupo total de pacientes e controles. Em seguida, as
concentragdes séricas de citocinas em pacientes foram correlacionados
com os seguintes parametros clinicos: extensdo do acometimento pela
doenga d&ssea de Paget, presenca de atividade da doenga e
concentragdes séricas de fosfatase alcalina dssea.

Durante o estudo, sete pacientes com doenca ativa receberam
tratamento com acido zoledronico. Esses pacientes foram submetidos a
nova coleta de sangue 3 meses apos o tratamento para comparacgao das
concentragdes séricas de citocinas pré e pds-tratamento. Esse intervalo
foi escolhido para evitar as reag¢Oes inflamatdrias agudas que podem
ocorrer apoés a infusdo de acido zoledronico.

4.7.2 Avaliacdo de biomarcadores do metabolismo 6sseo

Essa analise foi realizada para comparar as concentracdes séricas de
biomarcadores do metabolismo dsseo em portadores de doenga déssea
da Paget com as concentragles séricas apresentadas pelo grupo
controle e para identificar possiveis aspectos da doenca de Paget
relacionados aos achados.
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As concentragdes séricas das seguintes proteinas foram determinados
em sangues de pacientes e controles: RANKL, osteoprotegerina,
esclerostina, sFRP-1, DKK-1 e osteopontina. A dosagem de fosfatase
alcalina dssea foi realizada apenas nas amostras dos pacientes.

Inicialmente, as concentra¢Ges séricas dos biomarcadores do
metabolismo ésseo foram comparadas nos soros de pacientes e do
grupo controle. Em seguida, as concentragdes séricas de biomarcadores
em pacientes foram correlacionadas com os seguintes parametros
clinicos: extensdo do acometimento pela doenca dssea de Paget,
presenca de atividade da doencga e concentragGes séricas de fosfatase
alcalina dssea.

Durante o estudo, sete pacientes com doenca ativa receberam
tratamento com acido zoledronico. Esses pacientes foram submetidos a
nova dosagem de sangue 3 meses apods o tratamento para comparacgdo
das concentrac¢des dos biomarcadores pré e pds-tratamento.

4.7.3 Avaliagéo de polimorfismos genéticos

A analise de polimorfismos genéticos foi realizada em amostras de
sangue total de todos os portadores de doencga éssea de Paget incluidos
no estudo e que aceitaram ceder amostras de sangue.

s

A populagdo de Floriandpolis é majoritariamente composta por
descendentes de acorianos (13), embora outros grupos étnicos sejam
importantes, particularmente descendentes de imigrantes portugueses,
espanhdis, alemaes e italianos. Os Ac¢ores sdo um arquipélago um uma
populagdo relativamente pequena e muitos de seus descendentes se
estabeleceram em pequenas comunidades que permaneceram
relativamente isoladas até ha poucas décadas (12,13). Teoricamente, a
ascendéncia agoriana ou algum grau de consanguinidade poderiam ter
contribuido para a maior frequéncia de casos de doenca déssea de Paget
na regido de Floriandpolis, ainda que a prevaléncia da doenga nos Agores
seja baixa (14). Para investigar essa hipdtese, a ascendéncia de cada
sujeito foi questionada. Nos casos em que um sujeito apresentava
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ascendéncia multiétnica, foi considerada a regido com maior prevaléncia
de doenga 6ssea de Paget (7).

Apdbs a determinacdo da presenca de mutagbes genéticas, os dados
foram correlacionados com a ascendéncia dos pacientes e com suas
caracteristicas clinicas.

4.7.4 Avaliagdo de indices de qualidade de vida

Os pacientes responderam as versodes brasileiras dos questionarios SF-
36 (90) e WHOQOL-bref (91) (Anexos 3 e 4). Para avaliar quais fatores
estdo associados a redugdo dos indices de qualidade de vida nesses
pacientes, os resultados dos questiondrios foram correlacionados com
caracteristicas demograficas, incluindo sexo, idade e estado civil e com
parametros de atividade da doenga, incluindo tipo de acometimento,
presenca de atividade, extensdo, concentra¢des séricas de fosfatase
alcalina dssea e presenga de complicagdes e sintomas da doenga dssea
de Paget (dor éssea, fratura, osteoartrite, hipertensdo intracraniana,
déficit auditivo secundario a doenca).

Na presente analise, o termo estado civil foi empregado fora de seu
contexto juridico. Assim, o termo “casado” se referiu a pessoas que
vivem com um companheiro e o termo solteiro englobou pessoas que
ndo vivem com um companheiro, incluindo as divorciadas.

Por ndo haver resultados padronizados desses questionarios para a
populagdo brasileira, ndo foi possivel definir, na presente analise, se a
doenca dssea de Paget esta associada a piora nos indices de qualidade
de vida.

4.8. Andlise Estatistica
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A analise estatistica foi realizada com o programa SPSS 20.0 (SPSS Inc.
Chicago, EUA). De acordo com o tipo de dado, os resultados foram
apresentados em percentual, média (desvio padrdo) ou mediana
(percentis 25 e 75).

As diferencas estatisticas de marcadores bioquimicos e das citocinas
entre pacientes e o grupo controle foram avaliadas pelos testes: T de
Student ou por teste de andlise de variancia (ANOVA) complementado,
quando necessario, pelos testes post-hoc de Bonferroni e teste T de
Student. Correlagdes entre variaveis lineares foram analisadas por
regressao linear. O método estimativa de curva foi utilizado para avaliar,
por diferentes regressdes, qual modelo melhor se adaptava aos dados
quando a analise da plotagem de duas varidveis sugeria que uma
regressao linear ndo era adequada. Medidas repetidas foram avaliadas
com o teste T de Student para amostras pareadas.

Na investigacdo de fatores associados a qualidade de vida em portadores
de doenga dssea de Paget, as comparagdes entre subgrupos foram
realizadas com o teste U de Mann-Whitney. As correlagcbes com
variaveis continuas foram testadas com o teste rho de Spearman. Por
fim, um modelo linear generalizado foi utilizado para avaliar a associa¢do
entre os resultados dos questionarios de qualidade de vida e os diversos
parametros avaliados.

Na investigacdo dos fatores genéticos, as comparacgdes entre os grupos
foram realizadas com testes Chi-quadrado ou ANOVA. Para todas as
analises, valores de p < 0,05 foram considerados significativos

5. Consideracdes Eticas

O estudo foi projetado e conduzido de acordo com as Diretrizes e
Normas Regulamentadoras de Pesquisas Envolvendo Seres Humanos



41

(resolucdo 196/1996 do Conselho Nacional de Salde) e foi aprovado
pelos Comités de Etica em Pesquisa do Hospital Governador Celso ramos
e da Universidade federal de Santa Catarina (UFSC) — protocolo nimero
353461. Todos os pacientes assinaram um consentimento informado.
(Anexo 1).
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6. Resultados

6.1 Avaliagao de citocinas pro-inflamatorias

Cinquenta e um pacientes, com média de idade de 66,949,59 anos, 75%
do sexo feminino e 24 controles, com média de idade de 62,4216,97
anos, 83,3% de sexo feminino foram incluidos nessa analise. O
diagndstico de doenca Ossea de Paget fora realizado em média ha
10,45+15,86 anos, 55,1% dos pacientes relatavam histéria de sintomas
relacionados a doenca dssea de Paget, 28,6% apresentavam doenga
monostética e 44,9% foram considerados estar atualmente em
tratamento. Histéria familiar de doenga dssea de Paget e presenga de
mutac¢des do gene do Sequestossomo 1 foram ambos encontrados em
26,5% dos pacientes, sendo que 38,5% dos pacientes com histéria
familiar positiva apresentavam mutagdes do gene SQSTM1.

N3do houve diferencas estatisticamente significantes entre pacientes e
controles em relagdo as concentragdes séricas de TNF-a (85,68+34.41
pg/ml vs 75,60+34.04 pg/ml, p = 0,31) e IL-1B (5,05+2,94 pg/ml vs
4,43+2,80 pg/ml, p = 0,391). Pacientes apresentaram concentrag¢des
séricas mais elevadas de IL-6 (108,06+71.07 pg/ml vs 72,03+36,33 pg/ml,
p = 0,024), ao passo que o grupo controle apresentou maiores
concentragBes séricas de IL-17 (78,56+59,85 pg/ml vs 115,97+56,70
pg/ml, p = 0,012) (figura 2).

Uma vez que as concentragdes séricas de citocinas poderiam diferir
entre pacientes com doenca ativa e inativa, os pacientes foram divididos
de acordo com a atividade da doenga e as concentragles séricas de
citocinas foram comparadas com as do grupo controle. Essa abordagem
revelou um padrdo similar ao da comparagdo do grupo total de
pacientes com os controles, aumento das concentracdes de IL-6 e
reducdo de IL-17 em comparacdo aos controles (tabela 4).
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FIGURA 2 - DOSAGEM DE CITOCINAS PRO-INFLAMATORIAS: (A) TNF-A, (B) IL-
18, (C) IL-6, (D) IL-17,EM PACIENTES COM DOENCA OSSEA DE PAGET (N =
51) E CONTROLES (N = 24).CADA PONTO REPRESENTA OS RESULTADOS DE UM
PACIENTE INDIVIDUAL. AS LINHAS REPRESENTAM MEDIA E DESVIO PADRAO DA
MEDIA (DP). .* = P<0,05, AS COMPARACOES FORAM REALIZADAS COM TESTE T
DE STUDENT. TNF-A: FATOR DE NECROSE TUMORAL ALFA , IL-1B: INTERLEUCINA
1 BETA (B), IL-6: INTERLEUCINA 6, IL-17: INTERLEUCINA 17.
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TABELA 4 - COMPARAGAO DAS CONCENTRAGOES SERICAS DE CITOCINAS PRO-INFLAMATORIAS ENTRE CONTROLES E SUBGRUPOS DE

PACIENTES, DIVIDIDOS DE ACORDO COM A ATIVIDADE DA DOENCA.

Controles PDB com doenca ativa p’ PDB com doencga inativa p**
(n24) (n 23) (n 28)
TNF a 75,60 (34,04) 72.66 (27,03) 0,745 94,37 (52,60) 0,195
(pg/ml)
IL-1p 4,43 (2,80) 6,03 (3,00) 0,066 4,71 (3,18) 0,859
(pg/ml)
IL-6 72,03 (36,33) 121,93 (86,79) 0,015 108,68 (59,89) 0,023
(pg/ml)
IL-17 115,97 (56,70) 94,95 (62,00) 0,231 68,03 (3,30) 0,015
(pg/ml)

Os resultados foram expressos como média e desvio padrdo da média. As comparacdes foram realizadas com teste T
de Student. PDB — pacientes com doenca éssea de Paget. TNF-a: fator de necrose tumoral alfa , IL-1B: interleucina 1
beta, IL-6: interleucina 6, IL-17: interleucina 17. *p = diferencas estatisticas entre os grupos PDB com doenga ativa e
controles, **P = diferencas estatisticas entre os grupos PDB com doenca inativa e controles.
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Para investigar se as concentracgdes séricas de citocinas estariam sendo
pela atividade da doenca dssea de Paget, os resultados foram
comparados entre subgrupos de pacientes divididos de acordo com a
atividade da doenca e com o estado atual de tratamento. Nesse
protocolo também foi investigada a existéncia de correlagbes entre as
concentragdes séricas de citocinas e: extensdo da doenca e as
concentragdes séricas de fosfatase alcalina dssea.

Quando os pacientes foram comparados de acordo com a presenca de
areas de hipercaptacdo a cintilografia ossea, a Unica diferenca
estatisticamente significante entre aqueles com doenca ativa (n= 23) e
inativa (n= 28) foram as concentracGes séricas de fosfatase alcalina
Ossea (p = 0,017) (tabela 5). Ndo houve diferengas estatisticamente
significantes entre as concentragGes séricas de citocinas entre os
pacientes em vigéncia de tratamento (n =23) e sem tratamento atual (n
= 28); embora as concentragdes séricas de IL-6 fossem menores em
pacientes em vigéncia de tratamento, a diferenga nao apresentou
significancia estatistica. (p = 0.053) (tabela 5). Ndo foram encontradas
correlagdes significativas entre as concentragbes séricas de citocinas e
fosfatase alcalina dssea (TNFa: r= 0,053 p = 0,713, IL-1B: r=0,134 p =
0,349, IL-6: r=0,09 p = 0,532, IL-17: r= 0,209 p = 0,142) ou entre as
concentragGes séricas de citocinas e a extensdo da doenca (TNFa: r =
0,179 p 0,204, IL-1B: r= 0,308 p = 0,027, IL-6: r= 0,152 p = 0,283, IL-17:
r=0,265 p = 0,058). As concentragdes séricas de fosfatase alcalina dssea
apresentaram correlagdo significativa com a extensao do acometimento
pela doencga dssea de Paget (r = 0,515, p < 0,001).
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TABELA 5 — COMPARAGAO DAS CONCENTRAGOES SERICAS DE CITOCINAS E FOSFATASE ALCALINA OSSEA EM PORTADORES DE DOENGA
OSSEA DE PAGET DE ACORDO COM A ATIVIDADE DA DOENGA E O TRATAMENTO ATUAL (USO DE BISFOSFADOS ORAIS NOS ULTIMOS 6
MESES OU ACIDO ZOLEDRONICO NOS ULTIMOS 12 MESES).

Atividade da doenga Tratamento atual
Ativa (n 23) Inativa (n 28) p* Sim (n23) Nao (n 28) p*
TNF-a (pg/ml) 72,66 (27,03) 94,37 (52,60) 0,09 89,03 (43,56) 82,69 (43,85) 0,601
IL-1-B (pg/ml) 6,03 (3,00) 4,71 (3,18) 0,195 5,63 (2,93) 4,53 (2,90) 0,179
IL-6 (pg/ml) 121,93 (86,79) 108,68 (59,89) 0,600 88,14 (43,45) 125,85 (85,75) 0,053
IL-17 (pg/ml) 94,95 (62,00) 68,03 (63,30) 0,194 73,23 (54,86) 83,33 (64,60) 0,545
FAO (U/1) 49,95 (42,13) 20,12 (8,16) 0,017 28,87 (16,08) 38,30 (39,89) 0,187

Os resultados foram expressos como média + desvio padrdao da média + desvio padrdao da média. As comparagdes
foram realizadas com teste t de Student, com nivel de significancia de 5%. TNF-a: fator de necrose tumoral alfa, IL-
1B:interleucina 1 beta (B), IL-6: interleucina 6, IL-17: interleucina 17 FOA: fosfatase alcalina 6ssea. *p = diferencgas
estatisticas entre os grupos PDB com doenca ativa e inativa, **p = diferencgas estatisticas entre os grupos PDB com e
sem tratamento atual.
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Durante o periodo de coleta de dados, sete pacientes receberam
tratamento com 4cido zoledrdnico 5 mg por via endovenosa. Novas
amostras de sangue foram colhidas desses pacientes trés meses apds o
tratamento para nova dosagem das concentragdes séricas de citocinas e
fosfatase alcalina dssea. Apds o tratamento, houve redugdo nos valores
de TNFa, IL-1B, IL-6 e fosfatase alcalina déssea e aumento das
concentragdes séricas de IL-17 (TNFa: 71,00£31,42 pg/mlvs 51,33+31,49
pg/ml, IL-1B: 6,73%3,6 pg/ml vs 3,39+2,94 pg/ml, IL-6: 159,97+56,80
pg/ml vs 78,04+47,11 pg/ml, IL-17: 89,60+83,62 pg/ml vs 200,51+54,70
pg/ml, fosfatase alcalina éssea 37,06+17,34 U/l vs 16,71%,98 U/I) (figura
3).
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FIGURA 3 - DOSAGEM DAS CITOCINAS PRO-INFLAMATORIAS: (A) TNFA, (B) IL-1B, (C) IL-17, (D) FOSFATASE ALCALINA OSSEA E
IL-17 (E) EM 7 PACIENTES COM DOENGA OSSEA DE PAGET PREVIAMENTE E 3 MESES APOS O TRATAMENTO COM ACIDO
ZOLEDRONICO. CADA LINHA REPRESENTA O RESULTADO DE UM PACIENTE INDIVIDUAL. TNFA: FATOR DE NECROSE TUMORAL ALFA,
IL-1B: INTERLEUCINA 1 BETA, IL-6: INTERLEUCINA 6, IL-17: INTERLEUCINA 17.
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6.2 Avaliacdo de biomarcadores do metabolismo 6sseo séricos

Cinquenta e sete pacientes, com média de idade de 66,84+9,38 anos,
64,9% do sexo feminino e 24 controles, com média de idade de
62.42+6.97 anos, 83.3% de sexo feminino foram incluidos nessa analise.
O diagndstico de doenca dssea de Paget fora realizado em média ha
8,51+6,36 anos, 38.6% apresentavam doenga monostoética e 31,6%
foram considerados estar em tratamento atualmente. Histéria familiar
de doenca dssea de Paget foi relatada por 31,5°% dos pacientes,
presenca de mutagdes do gene do sequestossomo 1 foi encontrada em
19,6% dos pacientes, sendo que 31,2% dos pacientes com histéria
familiar positiva apresentavam mutac¢ées do gene SQSTM1.

N3o houve diferencas estatisticamente significantes entre pacientes e o
grupo controle com relagdo as concentragdes séricas de esclerostina

(11,5146,74 pg/ml vs 12,246,220 pg/ml, p =  0,992), DKK-1
(1280,14+1644,05 pg/ml vs 955,61+1007,63 pg/ml, p = 0,847), sFRP-
1(24,33%33,79 pg/ml vs 27,78+16,67 pg/ml, p = 0,951) e

osteoprotegerina (249,631£292,25 pg/ml vs 281,71+241,34 pg/ml, p =
0,969). Embora ndo se tenha observado diferengas estatisticamente
significantes, os pacientes apresentaram maiores concentragdes séricas
de RANKL em relagdo aos controles, (110,27+214,40 pg/ml vs
24,69%8,00 pg/ml, p = 0,061). As concentracdes séricas de osteopontina
foram significativamente mais elevadas nos pacientes do que nos
controles (6724,19+6366,32 pg/ml vs 2201,33+2156,49 pg/ml, p =
0,002) (Figura 4). Mais importante do que as concentrages séricas
isoladas de osteoprotegerina e RANKL é a relagdo entre essas duas
moléculas, jd que a osteoprotegerina poderia ser considerada um
antagonista competitivo do RANK. A relagdo entre as concentragdes
séricas de RANKL e osteoprotegerina foi calculada e embora os valores
tenham sido mais elevados nos pacientes do que no grupo controle, a
diferenca ndo alcangou significancia estatistica (4,92 14,10 vs
0,97+2,14, p = 0,195) (figura 4).
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Figura 4 — Dosagem de biomarcadores do metabolismo dsseo: (A) Rankl, (B) osteoprotegerina, (C) relagdo entre Rankl e osteoprotegerina, (D) Dkk-1, (E)
SFRP-1, (F) esclerostina e (G) osteopontina em paciente com doenga dssea de Paget e controles com osteoartrite. Cada ponto representa o resultado de
um paciente individual. Linhas representam médiat desvio padrdo da média. * = p<0,05, comparagdes foram realizadas com teste ANOVA. Rankl= ligante
do receptor ativador de NF-BIB, Dkk-1: Dickkopf 1, SFRP-1: proteina soltvel relacionada ao Frizzled 1.
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Uma vez que as concentragdes séricas de biomarcadores de
metabolismo dsseo poderiam diferir entre pacientes com doenga ativa
e inativa, os resultados dos pacientes com doenga ativa (n = 39) foram
comparados com os dos controles. Essa abordagem revelou um padrao
similar ao da comparacdo do grupo original de pacientes com os
controles (tabela 6).
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TABELA 6 - COMPARAGAO DAS CONCENTRAGOES SERICAS DE BIOMARCADORES DO METABOLISMO OSSEO

ENTRE PACIENTES COM DOENGA OSSEA DE PAGET EM ATIVIDADE E CONTROLES.

Controles PDB com doenga ativa p

(n 24) (n39)
RANKL (pg/ml) 24,69 (8,00) 110,27 (214,40) 0,061
Osteoprotegerina (pg/ml)  281,71(241,34) 278,60 (328,49) 0,969
DKK-1 (pg/ml) 965,61(1007,63) 916,98 (921,26) 0,847
SFRP-1 (pg/ml) 27,28 (16,67) 27,23 (40,07) 0,951
Esclerostina (pg/ml) 12,24 (6,20) 12,25 (6,80) 0,992
Osteopontina (pg/ml) 2201,33 (2156,49) 6724,19 (6366,32) 0,002
RANKL/Opg 0,973 (2,14) 3,42 (7,06) 0,119

Os RESULTADOS FORAM EXPRESSOS EM MEDIA* DESVIO PADRAO DA MEDIA (DP). AS COMPARAGOES ENTRE OS GRUPOS FORAM
FEITAS COM TESTE ANOVA. RANKL= LIGANTE DO RECEPTOR ATIVADOR DE NFkB, DkK-1: DICKKOPF 1, SFRP-1: PROTEINA
SOLUVEL RELACIONADA AO FRIzzLED 1. RANKL/OPG- RELACAO ENTRE AS CONCENTRAGOES SERICAS DE RANKL E

OSTEOPROTEGERINA.
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Para investigar se as concentragBes séricas de biomarcadores de
metabolismo &sseo estariam sendo influenciadas pela atividade da
doenga 6ssea de Paget, as dosagens desses biomarcadores foram
comparadas entre subgrupos de pacientes divididos de acordo com a
atividade da doenga e com o estado atual de tratamento. Nesse
protocolo também foi investigado a existéncia de correlagbes entre as
concentragdes séricas de citocinas e: extensdo da doenga e as
concentragdes séricas de fosfatase alcalina éssea

Os resultados demonstraram que os pacientes com areas de
hipercaptacgdo a cintilografia dssea (n=39) apresentaram concentragdes
séricas mais altas de fosfatase alcalina dssea (p = 0,032) e osteopontina
(p = 0,006) e valores inferiores de DKK-1 (p = 0,011). Ndo houve
diferencas estatisticamente significativas nos demais parametros
estudados (p>0,05) (Tabela 7). Tampouco houve diferengas
estatisticamente significantes entre as concentra¢Ges séricas de
biomarcadores do metabolismo dsseo entre os pacientes em vigéncia de
tratamento (n=18) e sem tratamento atual (p>0,05) (tabela 7).
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TABELA 7 - COMPARAGAO DAS CONCENTRAGOES SERICAS DE BIOMARCADORES DO METABOLISMO OSSEO EM PORTADORES DE
DOENCA OSSEA DE PAGET, DE ACORDO COM A ATIVIDADE DA DOENGA E O TRATAMENTO ATUAL (USO DE BISFOSFADOS ORAIS NOS

ULTIMOS 6 MESES OU ACIDO ZOLEDRONICO NOS ULTIMOS 12 MESES).

Atividade da Doenca

Tratamento Atual

*

sk

Ativa (n 39) Inativa (n 18) p Sim (n 18) Nao (n 39) p
RANKL (pg/ml) 110,27 (214,40) 158,83 (481,29) 0,598 69,66 (196,66) 151,43 (361,79) 0,374
Osteoprotegerina (pg/ml) 278,60 (328,49) 168,88 (184,55) 0,275 250,42 (202,24) 249,27 (327,98) 0,989
DKK-1 (pg/ml) 916,98 (921,26) 2113,27 (2493,30) 0,011 964,74 (739,30) 1429,54 (1922,34) 0,328
sFRP-1 (pg/ml) 27,23 (40,07) 18,06 (10,56) 0,346 23,95 (11,94) 24,51 (40,23) 0,955
Esclerostina (pg/ml) 12,25 (6,80) 9,0 (6,48) 0,214 13,29 (6,88) 10,47 (6,51) 0,096
Osteopontina (pg/ml) 6724,19 (6366,32) 2312,92 (2183,22) 0,006 5922,56 (1395,96) 5347,27(5768,54) 0,976
RANKL/Opg 3,42 (7,06) 8,12 (22,78) 0,248  2,23(7,52) 6,11(16,10) 0,348
FAO (U/1) 59,56 (76,20) 19,77 (7,76) 0,032 28,59 (18,38) 55,38 (77,23) 0,154

Os resultados estdo expressos em médiat desvio padrdao da média. As comparagdes foram realizadas com teste ANOVA. Rankl= ligante
do receptor ativador de NFxB, Dkk-1: Dickkopf 1, SFRP-1: proteina sollvel relacionada ao Frizzled 1, Rankl/opg: relagdo entre as
concentragBes séricas de Rankl e osteoprotegerina, FAO: fosfatase alcalina éssea. *p = diferengas estatisticas entre os grupos PDB com
doenga ativa e inativa, **p = diferencas estatisticas entre os grupos PDB com e sem tratamento atual.
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As concentracOes séricas de fosfatase alcalina dssea apresentaram
correlagdo linear significativa com as concentragbes séricas de
osteopontina (r 0,549 p <0,001). Ndo foram encontradas correla¢des
lineares significativas entre as concentracGes séricas dos demais
biomarcadores e da fosfatase alcalina dssea (DKK-1: r = 0,065, p= 0,636,
sFRP1:r=-0,033, p = 0,809, esclerostina: r =-0,124, p 0,368), RANKL (r
=0,113, p = 0,405) e osteoprotegerina (r =-0,140, p = 0,304) (figura 5).

A extensdo atual do acometimento pela doenga, determinada pela
extensdo da hipercaptacdo a cintilografia éssea, apresentou correlagdo
linear significativa com as concentra¢Oes séricas de osteopontina (r =
0,449, p = 0,001) e de fosfatase alcalina dssea (r = 0,547, p < 0,001)
(figura 5). Ndo houve correlagdo linear significativa entre a extensdo da
doenga e as concentra¢gdes dos demais biomarcadores pesquisados
(DKK-1: r=-0,206, p = 0,131, SFRP-1: r =0,045, p = 0,743, esclerostina r
=-0,29, p = 0.831, RANKL: r=0.,132, p = 0,330 e osteoprotegerinar = -
0,023, p = 0,868).

Para avaliar se os biomarcadores poderiam estar correlacionados com a
as concentragdes séricas de fostatase alcalina dssea ou com a extensao
da doenga de maneira ndo linear, foi utilizado um procedimento de
estimativa de curva empregando regressdes com modelos linear,
logaritmico, logistico, exponencial, de poténcia, quadratico e cubico.
Esses modelos confirmaram a correlacdo entre as concentragdes séricas
de fosfatase alcalina dssea e de osteopontina e entre as concentragdes
séricas de ambos biomarcadores e a extensao atual do acometimento
Ossea pela doenca, No entanto, foi determinado que a curva que melhor
se ajustou a correlagao entre fosfatase alcalina dssea e osteopontina foi
a do modelo de regressao logaritmico (r = 0,599, p < 0,001). Por outro
lado, o modelo exponencial ajustou-se melhor as correlagdes entre a
extensdo da doenca e as concentraces séricas de fosfatase alcalina
Ossea (r = 0,659, p < 0,001). Adicionalmente, esses modelos revelaram
que as concentra¢Oes séricas de RANKL apresentavam correlagdo
significativa, segundo o modelo exponencial, com a extensdo atual da
doencga (r=0,327, p=0,014) e com as concentragdes séricas de fosfatase
alcalina (r = 0,324, p =0,015) (figura 5).
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FIGURA 5 - CORRELACAO ENTRE AS CONCENTRAGOES SERICAS DE (A) OSTEOPONTINA E FOSFATASE ALCALINA OSSEA, (B) OSTEOPONTINA E A EXTENSAO ATUAL
DO ACOMETIMENTO PELA DOENGA, (C) FOSFATASE ALCALINA OSSEA E EXTENSAO ATUAL DO ACOMETIMENTO PELA DOENCA, (D) RANKL E EXTENSAO ATUAL
DO ACOMETIMENTO PELA DOENCA E (E) RANKL E FOSFATASE ALCALINA OSSEA EM 57 PACIENTES COM DOENCA OSSEA DE PAGET. CADA PONTO REPRESENTA
0S RESULTADOS DE UM PACIENTE INDIVIDUAL. AS LINHAS REPRESENTAM O RESULTADO DAS REGRESSAO LINEAR, LOGARITMICA OU EXPONENCIAL.
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Durante o periodo de coleta de dados, sete pacientes receberam
tratamento com 4cido zoledronico 5 mg por via endovenosa. Novas
amostras de sangue foram colhidas desses pacientes trés meses apds o
tratamento para nova dosagem das concentragdes séricas de citocinas e
fosfatase alcalina dssea. Apds o tratamento houve reducdo significativa
nas concentragdes séricas de fosfatase alcalina éssea (34,51+17.14 U/I
vs 16,67£3,56 U/l p = 0,035) e osteopontina (8208,52+7829,00 pg/ml vs
2263,19+2163,47 pg/ml p = 0,041). As demais proteinas testadas
apresentaram variagdes menos intensas e estatisticamente nao
significantes, cujos significados sao de dificil interpretacao devido ao
pequeno nuimero de pacientes (DKK-1: 1101,52+1541,96 pg/ml vs
1293,21+940,27 pg/ml, sfrpl: 53,75+91,18 pg/ml vs 39,80+14,804
pg/ml, esclerostina: 11,5246,32 pg/ml vs 23,48+27,45 pg/ml, rankl:
54,57+68,14 pg/ml vs 83,55+123,77 pg/ml, osteoprotegerina
289,29+269,85 pg/ml vs 269,15+303,43 pg/ml) (figura 6).
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INDIVIDUAL. RANKL= LIGANTE DO RECEPTOR ATIVADOR DE NFkB, Dkk-1:
DickkoPF 1, SFRP-1: PROTEINA SOLUVEL RELACIONADA AO FRIZZLED 1.
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6.3 Avaliacdo de polimorfismos genéticos

Nesse protocolo foram incluidos 72 pacientes, em sua maioria mulheres
(62,5%), caucasianas (95,8%) com média de idade de 67,11+9,13 anos.
Histéria familiar de doenga dssea de Paget foi detectada em 27% dos
casos, 42,3% dos sujeitos foram considerados como tendo somente
ascendéncia agoriana, 23,6% tinham ascendéncia alem3, 16,7% italiana,
8,3% ibérica (compreendendo espanhola e ascendéncia portuguesa,
exceto dos Acores) e 8,5% apresentavam outras ascendéncias. A maior
parte dos sujeitos apresentava doenca poliostética (62,5%).

6.3.1 Andlise do gene SQSTM 1

Quinze sujeitos (20,8%) apresentavam mutagdes no gene do SQSTM1 na
regido correspondente ao dominio de associagdo a ubiquitina da
molécula do sequestossomo 1. Oito (11,1%) desses eram portadores da
mutagdo Pro392Leu no exon 8, ao passo que os restantes apresentavam
uma mutag¢do ainda nado descrita na literatura, Thr430Pro no exon 8. Os
portadores desta mutagdo ndo eram aparentados. Nado foram
encontradas mutagGes no exon 7 do gene SQSTM1. Uma mutacdo ndo
polimdrfica em um dominio ndo codificante do gene SQSTM1, 1VS8 +23
del15bp(CGTGCCCCTCTTCTG), 3'UTR, foi encontrada em dois (2,7%)
sujeitos nao relacionados entre si e sem histéria de doenga familiar.
Mutagdes polimodrficas em regides ndo codificantes do gene foram
encontradas em 10 sujeitos: IVS7 - 60 A>G no intron 6 (em 3 sujeitos),
IVS7 - 60 A>G no intron 6, IVS8 + 189 insTG, 3'UTR (em 3 sujeitos), IVS7
+ 86 delAAG, no intron 7. Dois (2,7%) sujeitos eram portadores de 2
mutacdes (IVS7 - 60 A>G no intron 6; IVS8 + 189 insTG 3'UTR).

Em relagdo a histdria familiar, muta¢des em regides codificantes do gene
SQSTM1 foram encontradas em 20,4% dos casos esporadicos e em 25%
dos casos familiares (p = 0,19).

A tabela 8 relaciona as caracteristicas clinicas dos portadores de
muta¢des no dominio de associagdo a ubiquitina da molécula do
sequestossomo 1. E digno de nota o fato que todos os portadores dessas
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mutacgGes apresentavam doenga poliostoética, ao passo que essa forma
da doenca era apresentada por apenas 62,5% dos portadores da forma
nativa do gene. A compara¢do de outros parametros clinicos revelou
apenas diferencas minimas, cuja interpretacdo é comprometida devido
ao pequeno numero de sujeitos.

Nao foram encontradas associacOes entre a presenca de mutacdes do
gene SQSTM1 e nenhuma ascendéncia em particular embora, mais uma
vez, o pequeno numero de sujeitos em cada grupo tenha tornado a
comparacao dificil (tabela 9).

Foi possivel recuperar dados confidveis sobre a extensdo maxima da
doenga de 58 pacientes, sendo 46 com a forma nativa do gene SQSTM1,
6 com a mutacdo P392L e 6 com a mutagcdo T340P. Os portadores de
mutagdes apresentaram maior extensdo de acometimento dsseo
(extensdo: P392L: 8,28+3.4; T340P: 8,70+3,7) do que os pacientes com
a forma nativa do gene (extensdo: 5,9914,45), embora a diferenca ndo
tenha alcancado significancia estatistica (p = 0,235).
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TABELA 8 - COMPARAGAO DAS CARACTERISTICAS CLINICAS DE 72 PORTADORES DE DOENCA OSSEA DE PAGET, DE ACORDO COM A
PRESENCA DE MUTACOES DO DOMINIO DE ASSOCIACAO A UBIQUITINA DO GENE SQSTM1.

Mutagao Sexo Poliostética  Historia Dor Deformidades  Osteoartrite  Fraturas Déficit Hidrocefalia
Feminino Familiar L. auditivo

Secundarias

aPDB
P392L(N= 62,5% 100% 25% 25% 0% 40% 12,5% 0% 0%
8)
T430P (N 57,1% 100% 42,9% 71,4%  28,6%% 42,9% 0% 14,3% 14,3%
:7)
Nativo (N  63,2% 52,6% 27,8% 70,2% 17,0% 15,6% 0% 7% 7,5%
=57)
p 0,953 0,003 0,686 0,04 0,343 0,142 0,018 0,554 0,568

Os resultados foram expressos em percentuais. As comparagdes foram realizadas com teste Qui-quadrado bi-
caudado, com nivel de significancia de 0,05. PDB: doenca dssea de Paget.
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TABELA 9 - COMPARAGCAO DA ASCENDENCIA DE 72 PORTADORES DE DOENCA OSSEA DE PAGET DE ACORDO COM A PRESENGA DE
MUTACOES DO DOMINIO DE ASSOCIACAO A UBIQUITINA DO GENE SQSTM 1

Acoriano lbérico Alemdo Italiano Outros

Mutacdo do gene P392L (N = 8) 50,0% 25% 12,5% 0% 12,5%
SQSTM1 T430P (N=7) 28,6% 143%  28,6% 28,6% 0

Nativo (N=57) 43,9% 5,3% 24,6% 17,5% 8,8%
Polimorfismo do CC(N=16) 31,2% 6,2% 18,8% 31,2% 12,5%
gene TNFRSF11B GC(N=31) 45,2% 9,7% 22,6% 16,1% 6,5%

GG (N=25) 48% 8% 28% 8% 8%
Polimorfismo do CC(N=6) 33,3% 16,7%  33,3% 16,7% 0%
gene TNFRSF11A CT (N = 40) 17% 10% 17,5% 20% 10%

TT (N = 26) 31% 3,8% 30,8% 7,7% 7,7%

Os resultados estdo expressos em percentuais
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6.3.2 Analise do gene VCP

Nenhum sujeito apresentou mutagdes nos exons 3 ou 5 do gene do VCP.
Uma variagao nao polimérfica foi encontrada no exon 2 em um paciente
(IVS2-42 C>T, intron 2). Contudo, uma analise in silico demonstrou em
tal mutagdo ndo é capaz de modificar o “splicing” desse gene e portanto,
provavelmente ndo estd relacionada ao desenvolvimento da doencga
Ossea de Paget.

6.3.3 Analise do gene TNFRSF11B

Os sujeitos foram avaliados em busca de um polimorfismo especifico —
G118C — no exon 1 do gene TNFRSF11B. Cinquenta e sete sujeitos
(79,2%) eram portadores do alelo G, sendo 43,1% monozigoticos e
34,7% dizigbticos. A presenga dos diferentes alelos ndo se relacionou
significativamente a nenhuma caracteristica clinica da doenca 6ssea de
Paget (tabela 10). Tampouco foi encontrada associagdo entre o referido
polimorfismos e qualquer ascendéncia em particular (tabela 6). Da
mesma forma, ndo houve diferencgas significativas entre os grupos de
acordo com a extensdo maxima da doenga (CC 4,485+3,13 — 10 sujeitos
(13,8%); GC 7,55+4.78 — 25 sujeitos (34,7%); GG 6,26+4.58 — 23 sujeitos
(31,9%), p = 0,183). Ndo houve diferencas significativas na frequéncia
dos alelos em relagdo a histdria familiar (presenca de qualquer um dos
alelos G: casos familiares 85%, casos esporadicos 75,5%, p = 0,280), mas
a presencga do alelo G foi mais comum entre mulheres do que entre
homens (mulheres 84,4%, homens 70,4%, p = 0,851).
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TABELA 10 - COMPARACAO DAS CARACTERISTICAS CLINICAS DE 72 PORTADORES DE DOENCA OSSEA DE PAGET DE ACORDO COM A
PRESENCA DE POLIMORFISMOS NO EXON 1 DO GENE TNFRSF11B.

Alelo do gene Sexo Poliostética Histdria Dor Deformidades Osteoartrite Fraturas Déficit Hidrocefalia
TNFRSF11B feminino familiar auditivo

cc 50,0% 62,5% 18,8% 62,5% 6,7% 27,3% 0% 12,5% 14,3%

GC 64,5% 61,3% 41,4% 71% 20,7% 28% 3,2% 9,7% 6,7%

GG 68% 64% 20,8% 60% 17,4% 9,5% 0% 0% 4,2%

p 0,486 0,979 0,153 0,669 0,487 0,264 0,520 0,224 0,505

Ao menos um  66,7% 63,2 31,5% 66,7% 18,9% 19,6% 1,8% 5,3% 5,5%

alelo G

p” 0,230 0,822 0,389 0,629 0,292 0,683 0,602 0,274 0,217

Os resultados foram expressos em percentuais.

As comparagdes foram realizadas com teste Qui-quadrado bi-
caudado, com nivel de significancia de 0,05. *p = diferencgas estatisticas entre os portadores dos alelos CC, GC e GG,
**p = diferencas estatisticas entre os portadores dos alelos CC e de ao menos um alelo G.
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6.3.4 Analise do gene TNFRSF11A

Os sujeitos foram avaliados em busca de um polimorfismo especifico —
T575C — no exon 6 do gene TNFRSF11A. O alelo C foi encontrado em
63,9% dos sujeitos, sendo 55,6% dizigéticos e 8,3% monozigébticos.

Os diferentes alelos ndo se associaram a nenhuma caracteristica clinica
da doenca odssea de Paget (tabela 11). Ndo foram encontradas
associa¢Oes entre os polimorfismos desse gene e nenhuma ascendéncia
especifica (Tabela 9). Tampouco foram encontradas diferengas
significativas entre os portadores dos diversos alelos no tocante a
extensdo maxima da doenga (C 7.05+5.44 — 5 (6,9%) sujeitos; CT
6.82+5.29 — 33 (45,83%) sujeitos; TT 6.88+2.71 — 20 (27,7%) sujeitos, p =
0.743). Nado houve diferencas significativas na frequéncia dos alelos em
relagdo a histéria familiar (presenga de qualquer um dos alelos C: casos
familiares 67,3%, casos esporadicos 65%, p = 0,522). O alelo C foi
encontrado mais frequentemente em homens (homens 74,1%,
mulheres 60%, p = 0,308).
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TABELA 11 - COMPARAGAO DAS CARACTERISTICAS CLINICAS DE 72 PORTADORES DE DOENGA OSSEA DE PAGET DE ACORDO COM A
PRESENGA DE POLIMORFISMOS NO EXON 6 DO GENE TNFRSF11A.

Alelo do gene Sexo Poliostoética Histéria Dor Deformidades Osteoartrite  Fraturas  Déficit Hidrocefalia
TNFRSF11A feminino familiar auditivo

CC(N=6) 50% 83,5% 50% 83,3% 50% 20% 0% 0% 16,7%

CT (N = 40) 57,5% 62,5% 25,6% 60%% 10,3% 24,2% 2,6% 10% 7,9%

TT (N = 26) 73,1% 57,7% 29,2% 69,2% 18,2% 15,8% 0% 3,8% 4,2%

p’ 0,356 0,505 0,472 0,464 0,048 0,770 0,660 0,494 0,566

Ao menos um 75,4% 63,8% 28,3% 61,7% 15,2% 23,9% 2,2% 8,5% 8,9%

alelo C (N = 66)

p 0,225 0,749 0,851 0,382 0,695 0,491 0,458 0,473 0,497

Os resultados foram expressos em percentuais. As comparagdes foram realizadas com teste Qui-quadrado bi-
caudado, com nivel de significancia de 0,05. p* = diferencgas estatisticas entre os portadores dos alelos CC, CT e TT,
**p = diferencas estatisticas entre os portadores dos alelos TT e de ao menos um alelo C.
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6.4 Avaliacéo de indices de qualidade de vida

Setenta e sete pacientes foram avaliados e cinquenta foram incluidos na
andlise de qualidade de vida. Os sujeitos eram majoritariamente
mulheres (60,8%), caucasianos (96,8%) e casados (80,6%). A média de
idade dos sujeitos foi 66,32+8,65 anos e o tempo médio desde o
diagndstico de 7,6916,15 anos. A maior parte dos pacientes apresentava
doenca poliostética (74,2%) e 29% tinham histéria familiar positiva. A
avaliacdo das cintilografias dsseas, 38,7% apresentavam doenca em
atividade; 41,9% foram considerados em vigéncia de tratamento. Dor
6ssea em algum momento foi relatada por 56,9% dos pacientes, mas
apenas 32,3% apresentavam dor éssea no momento da avalia¢do; 19,4%
apresentavam deformidades, 12,9% alguma incapacidade decorrente da
doenga 6ssea de Paget e 32,3% apresentavam osteoartrite secundaria
as alteragcbGes morfoldgicas decorrentes da doenca éssea de Paget
(tabela 12).

6.4.1 Questionario SF-36

As medianas dos escores do questionario SF-36 foram: escore total 60,91
(38,81 — 78,54) (figura 7), escore do componente saude fisica: 62,60
(38,20 — 75,80) e escore do componente saude mental: 59,70 (41,30 —
79,90). Os resultados dos escores do questionario SF-36 (Total, Saude
Fisica e Saude Mental) ndo diferiram significativamente quando
comparados em grupos divididos por: sexo, tipo de envolvimento (mono
ou poliostotico), atividade da doenga atual, estar em vigéncia de
tratamento, presenca de incapacidades secunddrias a doencga éssea de
Paget ou osteoartrite secunddria. Os resultados do escore total do
questiondrio SF-36 e de ambos os seus dominios diferiram
significativamente quando os pacientes foram divididos de acordo com
a presenca de: dor dssea atual (p = 0,027, 0,008 e 0,15,
respectivamente) e deformidades (p = 0,011, 0,0,12 e 0,017,
respectivamente). O estado civil apresentou associagdo significativa com
o escore total do questionario SF-36 e com seu dominio Saude Mental (p
= 0,046 e 0,016, respectivamente), mas ndo com o dominio Saude Fisica



68

(tabela 13). As concentragdes séricas de fosfatase alcalina dssea e a
extensdo da doenca apresentaram correlagdo significante com o
dominio Saude Fisica do questionario SF-36 (p = 0,038 e 0,03,
respectivamente). O tempo desde o diagndstico ndo apresentou
correlagao significativa com nenhum dos escores do questiondrio SF-36
(tabela 14).
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TABELA 12 - CARACTERISTICAS CLINICAS DE 50 PACIENTES COM DOENGA OsSEA

DE PAGET (PDB).

Idade (anos)

Sexo Feminimo
Masculino
Etnia Caucasianos

Afrobrasileiros
Estado civil Casado

Solteiro ou vitivo
Forma Monostaética

Poliostética

Tempo desde o diagndstico
Historia familiar

Doenga ativa a cintilografia
Tratamento atual

Extensdo da doenga
Fosfatase alcalina 6ssea (U/1)
Dor dssea

Deformidades

Incapacidade devido a PDB
Déficit auditivo

Hipertensao intracraniana
Osteoartrite secundaria a PDB
Fratura secundaria a PDB

Osteossarcoma

66,32 (8,65)
60,8%
39,2%
96,8%

3,2%

80,6%
19,4%
25,8%
74,2%

7,69 (6,15)
29%(12,9-45,2)
38,7% (22,6-54,8)
41,9%(25,8-58,1)
2,21 (2,70)

33,78 (42,83)
32,3%(16,1-48,4)
19,4%(6,5-32,3)
12,9%(3,2-25,8)
3,2%(0-9,7)
3,2%(0-9,7)
32,3%(19,4-51,6)
3,2%(0-9,7)

0

Os resultados foram expressos em percentuais (Intervalo de confianca
95%) ou em média (desvio padrdo). PDB= doencga dssea de Paget
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TABELA 13 - RESULTADOS DO QUESTIONARIO SF-36 EM 50 PACIENTES COM DOENGA OSSEA DE PAGET DIVIDIDOS DE ACORDO COM

SUAS CARACTERISTICAS CLINICAS.

SF-36

Dominio Saude Fisica

Dominio Saude Mental

Escore Total

Sexo

Estado Civil

Forma

Atividade a cintilografia

Feminino
Masculino

p

Casado
Solteiro/Viuvo
p

Poliostético

Monostético

50,60 (38,20-72,80)
73,80 (36,60-82,80)
0,316

61,10 (40,80-75,80)
44,80 (30,20-59,60)
0,097

69,60 (41,20-82,80)
50,40 (38,20-73,80)
0,159

46,40 (30,20-69,60)
66,80 (48,00-75,80)

0,114

59,70 (38,80-80,90)
68,56 (41,30-79,90)
0,707

65,25 (42,7-80,90)
38,50 (35,46-59,70)
0,016

60,80 (41,30-71,90)
56,63 (41,30-71,90)
0,313

53,45 (38,50-81,80)
63,60 (50,36-75,50)

0,213

60,27 (38,81-75,68)
75,93 (35,43-80,18)
0,506

63,48 (40,81-79,00)
45,29 (31,06-60,91)
0,046

75,68 (38,81-76,12)
60,07 (40,56-76,12)
0,285

47,37 (35,43-75,93)
62,10 (47,85-79,18)

0,131



Tratamento atual

Dor 6ssea

Deformidades

Incapacidade secundaria a

doenga dssea de Paget

Osteoartrite secundaria
doenga dssea de Paget

a

55,10 (40,80-75,6)
63,6 (36,6-76,8)
0,894

42,20 (29,4-64,60)
69,60 (44,80-77,80)
0,027

40,70 (24,30-45,80)
64,60 (41,20-77,80)
0,011

43,50 (34,80-48,00)
64,60 (40,60-76,80)
0,113

41,40 (31,00-73,20)
63,10 (40,80-77,80)

0,281

60,41 (43,20-79,90)
56,70 (38,80-74,06)
0,594

43,20 (38,50-56,00)
68,39 (51,80-81,80)
0,008

40,38 (32,21-48,63)
61,13 (43,20-80,90)
0,012

53,28 (41,30-59,70)
60,80 (42,36-80,90)
0,268

46,53 (36,31-73,68)
67,56 (46,90-81,80)

0,195

60,59 (40,81-79,18)
61,31 (38,50-78,41)
0,581

47,00 (32,16-60,91)
72,71 (47-79,18)
0,015

40,68 (27,31-46,57)
62,10 (47,00-79,18)
0,017

47,42 (35,43-54,70)
62,10 (40,56-79,00)
0,151

43,78 (33,50-78,70)
65,90 (40,80-80,35)

0,195

71

Os resultados estdo expressos em mediana (percentis 25% e 75%). As comparacdes foram realizadas com teste U
Mann-Whitney U com nivel de significancia de 5%
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FIGURA 7 — DISTRIBUICAO DO ESCORE TOTAL DO QUESTIONARIO SF-36 EM 50 PACIENTES COM DOENCA OSSEA DE PAGET.
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TABELA 14 - CORRELACAO ENTRE AS VARIAVEIS CONTINUAS E OS RESULTADOS DO QUESTIONARIO SF-36 EM 50 PACIENTES COM

DOENCA OSSEA DE PAGET.

SF-36

Dominio Saide Dominio Satide  Escore Total

Fisica Mental

r p r p r p
Idade (anos) -0,123 0,396 -0,092 0,523 -0,47 0,744
Tempo desde o diagnéstico -0,20 0,891 -0,136 0,341 -0,54 0,708
Extensao da doenga -0,308 0,030 -0,255 0,074 -0,276 0,052
Fosfatase alcalina 6ssea -0,307 0,038 -0,226 0,131 -0,272 0,068

Os resultados foram analisados com o teste Rho de Spearman com nivel de significancia de 5%.
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Para a analise multivariada foram incluidos pardmetros que
apresentaram associa¢do positiva com os resultados do questionario SF-
36 (dor dssea atual, deformidades, estado civil e extensdo da doenca) e
alguns fatores teoricamente associados a piores resultados: idade,
limitacdes e deformidades. As concentracGes séricas de fosfatase
alcalina éssea foram excluidas devido a sua correlagdo com a extensao
da doencga (r 0,673 p<0,001). Apds a andlise multivariada, os Unicos
pardmetros que persistiram significativamente associados aos
resultados do escore total e dos dominios do questionarios SF-36 foram:
dor dssea e estado civil (p, respectivamente, dor: 0,001, 0,002 e 0,003;
estado civil: 0,005, 0,003 e 0,015) (tabela 15).
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TABELA 15 - ANALISE MULTIVARIADA DA RELAGAO ENTRE VARIAVEIS CLINICAS E OS RESULTADOS DO QUESTIONARIO SF-36 DE 50

PACIENTES COM DOENCA OSSEA DE PAGET.

Dominio Saude Fisica Dominio Saude Mental Escore Total

B p B p B 6]
Estado civil 21,397 0,015 23,746 0,003 22,983 0,005
Dor 6ssea 20,051 0,003 18,767 0,002 21,344 0,001
Extensao da doenca 0,075 0,957 0,127 0,920 0,276 0,831
Idade -0,727 0,055 -0,412 0,232 -0,523 0,137
Deformidades 12,177 0,148 12,225 0,111 12,523 0,109
Incapacidade devidoa 9,294 0,305 1,132 0,891 6,376 0,448

doenca de Paget

O resultados foram expressos como estimativas de parametros (B).
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6.4.2 Questionario WHOQOL-bref

O escore mediano do questiondrio WHOOQOL-bref foi 14,61 (13,03 —
15,69) (figura 8). As medianas dos resultados de seus dominios foram:
dominio 1 (funcgéo fisica): 14,28 (12,00-16,14), dominio 2 (psicoldgico):
14,66 (13,81-17,33), dominio 3 (relagdes sociais): 15,33 (13,33-16,00),
dominio 4 (ambiente): 14,5 (12,89-16,00). O escore total do questionario
WHOQOL-bref apresentou associagdo significativa com: dor,
incapacidade fisica e presenca de deformidades (p = 0,019, 0,016 e
0,006, respectivamente). Ndo esteve associado a: sexo, estado civil,
atividade atual da doenga, tratamento atual, osteoartrite secundaria ou
tipo de envolvimento (mono ou poliostético) (tabela 16). Ndo houve
correlagdo entre o escore total do questiondrio WHOQOL-bref e:
fosfatase alcalina dssea, tempo desde o diagndstico e extensdo da
doenca (tabela 17).
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Figura 8- Distribuicdo dos resultados do questionario WHOQOL-bref em
50 pacientes com doenga déssea de Paget
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TABELA 16- RESULTADOS DO QUESTIONARIO WHOQOL-BREF EM 50 PACIENTES COM DOENGA OSSEA DE PAGET DIVIDIDOS DE

ACORDO COM SUAS CARACTERISTICAS CLINICAS.

WHOQOL-bref

Dominio 1

Dominio 2

Escore total

Sexo

Estado Civil

Forma

Atividade a cintilografia
dssea

Feminino
Masculino

p

Casado
Solteiro/viuvo
p

Poliostética

Monostética

14,28(11,42-15,42)
13,71 (10,28-15,42)
0,674

14,28 (12,00-16,00)
11,42 (10,29-12,57)
0,042

14,85 (13,14-15,42)
14,00 910,29-15,42)
0,252

13,71 (10,29-15,43)
14,28 (11,71-15,420

0,384

14,66(12,66-16,66)
15,33 (14,00-17,33)
0,325

15,33 (14,00-17,33)
13,33 (12,00-14,66)
0,029

16,66 (14,66-17,33)
14,66 (12,66-15,33)
0,031

14,66 (12,66-16,66)
14,99 (14,66-17,33)

0,220

14,83(12,92-15,69)
14,30 (13,07-16,46)
0,897

14,61 (13,53-15,69)
12,76 (11,84-14,92)
0,092

15,46 (14,38-16,30)
14,22 (12,64-15,23)
0,069

14,53 (11,84-15,69)
14,76 (13,80-15,84)

0,257



Tratamento atual

Dor 6ssea

Deformidades

Incapacidade  devido
doenga 6ssea de Paget

a

Osteoartrite secundaria a

doenga 6ssea de Paget

13,71 (11,42-14,28)
14,85 (11,14-16,00)
0,147

11,43 (10,29-14,28)
14,86 (12,57-16,00)
0,011

10,00 (9,43-12,57)
14,28 (12,00-15,43)
0,010

11,71 (9,71-12,57)
14,28 (11,42-15,71)
0,053

11,42 (9,71-15,42)
14,28 (11,43-16,00)

0,204

14,66 (14,00-15,33)
15,33 (13,33-17,33)
0,322

14,66 (12,66-15,33)
15,33 (14,00-17,33)
0,123

13,66 (12,00-16,33)
14,99 (14,00-17,33)
0,302

13,00 (12,66-14,66)
15,33 (14,00-17,33)
0,021

14,66 (12,66-17,33)
14,93 (14,00-16,66)

0,935

14,22 (13,07-15,07)
15,03 (13,15-16,46)
0,324

13,38 (11,84-14,92)
14,92 (14,15-16,46)
0,019

12,45 (11,22-13,84)
14,92 (13,60-16,15)
0,006

12,78 (12,00-13,07)
14,87 (13,56-15,92)
0,016

14,15 (11,84-15,53)
14,61 (13,38-15,69)

0,544

79

Os resultados estdo expressos em medianas (percentis 25% e 75%). As comparac¢Ges foram realizadas com teste U de
Mann-Whitney, com nivel de significancia de 5%. °
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TABELA 17 - CORRELAGCAO ENTRE AS VARIAVEIS CONTINUAS E OS RESULTADOS DO QUESTIONARIO WHOQOL-BREF EM 50 PACIENTES

COM DOENGA OSSEA DE PAGET.

WHOQOL-bref

Dominio 1 Dominio 2 Escore Total

r p r p r p
Idade 0,008 0,956 0,069 0,637 0,094 0,519
Tempo desde o 0,001 0,995 -0,080 0,580 -0,051 0,723
diagnéstico
Extensao da -0,167 0,250 -0,089 0,542 -0,205 0,157
doencga
Fosfatase alcalina -0,226 0,131 -0,256 0,087 -0,257 0,085
Ossea

Os resultados foram analisados com o teste Rho de Spearman com nivel de significancia de 5%.
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Dentre os dominios do escore WHOQOL-bref, apenas os resultados do
componentes fisico (dominio 1) e psicolégico (dominio 2) foram
submetidos a analises adicionais. Os resultados do dominio 1
associaram-se significativamente a: estado civil, dor éssea e
deformidades (p = 0,042, 0,011 e 0,010, respectivamente) mas ndo com
sexo, incapacidade, tipo de envolvimento, osteoartrite secundaria ou
atividade da doenga. Os resultados do dominio 2 apresentaram
associacdo estatisticamente significativa com: estado civil, incapacidade
e tipo de envolvimento (p = 0,029, 0,021 e 0,031, respectivamente), mas
ndao com sexo, dor Ossea, atividade da doenga, deformidades e
osteoartrite secunddria (tabela 16). Ndo houve associagdo de ambos os
dominios com: fosfatase alcalina 6&ssea, idade, tempo desde o
diagnostico e extensdo da doenca (tabela 17).

A analise multivariada foi realizada com os mesmos parametros
escolhidos para a analise dos resultados do questiondrio SF-36. Os
resultados do escore total do questionario WHOQOL-bref e de seu
dominio 1 associaram-se significativamente a: dor éssea, deformidades
e estado civil. (p, respectivamente, escore total: 0,040, 0,013, 0,031;
dominio 1: 0,022, 0,004, 0,004). O dominio 2 do questionario WHOQOL-
bref apresentou associagao significativa com dor e estado civil (p = 0,032
e 0,003, respectivamente) (tabela 18).

Os resultados dos escores totais de ambos os questiondrios, SF-36 e
WHOQOL-bref, apresentaram boa correlagdo entre si (r = 0,741,
p<0,001).
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TABELA 18 - ANALISE MULTIVARIADA DA RELACAO ENTRE VARIAVEIS CLINICAS E OS RESULTADOS DO QUESTIONARIO WHOQOL-

BREF DE 50 PACIENTES COM DOENCA OSSEA DE PAGET.

WHOQOL-bref

Dominio 1 Dominio 2 Escore Total

B p B p B p
Estado Civil 3,012 0,004 2,715 0,003 1,666 0,031
Dor dssea 2,002 0,022 1,625 0,032 1,325 0,040
Extensao da doenga 0,306 0,081 0,119 0,433 0,095 0,465
Idade 0,064 0,143 0,049 0,197 0,580 0,710
Deformidades 2917 0,004 0,699 0,428 1,862 0,013
Incapacidade secundaria 0,838 0,477 0,958 0,347 1,184 0,173

a doenga 6ssea de Paget

O resultados foram expressos como estimativas de parametros (B).
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7. DISCUSSAO

O advento dos potentes bisfosfonados endovenosos, como o acido
zoledronico, representou um grande avango no tratamento da doenga
Ossea de Paget, resultando em efetivo controle da doenca na grande
maioria dos pacientes (92). Ao mesmo tempo, o sucesso desse
medicamentos, cujo principal alvo sdao osteoclastos, reforgou o papel
primordial dessas células na patogénese dessa doenca.

No entanto, ainda ha muito por ser elucidado, incluindo as bases
genéticas da doenga na maior parte dos casos familiares, os motivos do
padrdo de heranga com penetrancia incompleta, o papel das infec¢Ges
virais e quais os outros possiveis fatores ambientais importantes na
patogénese, o porqué de afetar alguns ossos e poupar outros e os
mecanismos intracelulares que resultam na hiperatividade dos
osteoclastos.

Os resultados do presente estudo demonstraram que portadores de
doenga dssea de Paget apresentam, em comparagao com controles,
concentragdes séricas mais elevadas de IL-6 mas menores
concentragbes de IL-17. Ndo houve diferencas significativas nas
concentracgdes séricas de TNFa ou IL-1pB. E deveras interessante que as
concentragdes séricas de citocinas inflamatdrias, ao contrario do
esperado, ndao apresentaram relagdo significativa com a presenga de
atividade da doenca, concentragdo de fosfatase alcalina éssea ou com a
extensdo do acometimento a cintilografia 6ssea. Contudo, o tratamento
de um pequeno grupo de pacientes com acido zoledrénico resultou com
reducGes das concentragdes séricas de TNF a, IL-1 B, IL-6 e em aumento
nas concentragdes séricas de IL-17.

A literatura sobre citocinas inflamatdrias em portadores de doenca
Ossea de Paget é escassa. Hd um estudo publicado que relatou
concentragbes aumentadas em amostras de soro de pacientes com
doenca dssea de Paget (93) e dois outros estudos com resultados
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opostos, embora o nimero de pacientes avaliados tenha sido bastante
menor do que o do presente estudo (82,94).

Além deste estudo, apenas um trabalho prévio investigou as
concentragoes séricas de IL-1B e TNFa (77) nessa populacdo, ndo tendo
encontrado, a exemplo do presente estudo, diferengas significativas
entre pacientes e controles. Ndo ha estudos publicados além do
presente que relatem concentragdes séricas de IL-17 em portadores de
doencga déssea de Paget.

O aumento da concentragao de IL-6 no soro dos pacientes poderia ser
produzido pelo préprio osso pagético, uma vez que ja foi demonstrado
hiperexpressao de IL-6 em osteoblastos e osteoclastos de ossos afetados
pela doencga de Paget (95), ou por células do sistema imune, cuja funcdo
poderia, em tese, ser afetada pelas mesmas mutagdes que predispde a
doenga dssea de Paget. A Ultima hipdtese soa atraente, ja que as
concentragdes séricas de IL-6 e IL-17 ndo apresentaram correlagdo com
as concentragdes séricas de fosfatase alcalina dssea ou com a extensao
do acometimento d&sseo. No entanto, o tratamento com 4&cido
zoledronico resultou em intensa redugdo das concentragdes séricas de
IL-6, IL-1 B e TNF e em aumento das concentragdes séricas de IL-17. Isso
indica que a mais provavel fonte das alteracbes é o tecido ésseo, o alvo
da agdo dos bisfosfonados. Uma possivel hipdtese para explicar esses
achados aparentemente contraditdrios seria um envolvimento global do
esqueleto na doencga de Paget, ou seja, mesmo 0ssos aparentemente
poupados teriam um fendtipo alterado. Essa hipdtese é bastante
atraente, ja que as alteragdes genéticas que predispde a doenca dssea
de Paget estdo presentes em todo o esqueleto e ndo apenas nos 0ssos
com envolvimento radioldgico.

Em um estudo recente, Gallone e col. (96) ndo encontraram associagdes
entre polimorfismo dos genes que codificam as citocinas IL-1q, IL-1B, IL6
e TNFa e a ocorréncia da doenca dssea de Paget. Esses achados sugerem
que as alteragbes nas concentragdes séricas de IL-6 podem ser
decorrentes de outros genes envolvidos na expressdo dessa citocina ou
por infecgBes virais que podem ter papel importante na patogénese da
doencga ou, ainda pela interacdo desses fatores. A Ultima hipotese é
favorecida por achados recentes de que a presenca da proteina do
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nucleocapsideo do virus da caxumba aumenta e expressao de IL-6 por
osteoclastos (68).

As concentragdes séricas reduzidas de IL-17 em portadores da doenca
Ossea de Paget, e seu aumento apds o tratamento, é mais intrigante e
demanda pesquisas adicionais. Além de ser produzida por linfécitos
Th17, sua principal fonte, a IL-17 também é produzida por outros tipos
celulares, incluindo osteoblastos (97), mas ndo por osteoclastos. A IL-6 é
fundamental para a diferenciacdo das células Th17 (98), mas a agdo
concomitante de outras citocinas é necessaria no processo. Isso poderia
explicar porque as concentrages séricas elevadas de IL-6 ndo sdo
acompanhados por igual alteragdao nas concentragbes de IL-17. Outra
explicagdo possivel para esse fendmeno poderia ser a existéncia de um
feedback negativo ente osteoclastos e linfécitos Th17, ja que a IL-17 tem
intensa atividade osteoclastogénica (98). Esse feedback poderia ser
mediado por substancia como o interferon 3, uma citocina secretada por
osteoclastos (99) e que apresenta efeitos negativos sobre a
diferenciacdo de células Th17 (100).

O RANKL é uma citocina fundamental para a diferenciagao e ativagao de
osteoclastos. Em condig¢des fisioldgicas, é secretado principalmente por
osteoblastos e ostedcitos, que também secretam a forma soltvel de seu
receptor RANK, a osteoprotegerina (101). O efeito liquido sobre os
osteoclastos depende da relagdo entre as quantidades secretadas de
ambas as proteinas. A doenga déssea de Paget é caracterizada por
aumento do numero de osteoclastos, que se apresentam com maior
volume, hiperativos e hiper-responsivos ao RANKL (74). Além disso, ja foi
demonstrado aumento na expressao de RANKL em células de medula
Ossea de tecido pagético (102). Considerando a hiperatividade de
osteoclastos, seria tentador imaginar que as concentragdes séricas de
RANKL deveriam estar elevados em portadores de doenca dssea de
Paget, no entanto, diversos fatores podem tornar essa impressdo falsa:
osteoclastos hiperresponsivos necessitam, na verdade, de quantidades
inferiores de RANKL; muito dos efeitos dessa citocina sobre os
osteoclastos ocore por contato célula a célula ou por forma pardcrina; e
o pool de RANKL e osteoprotegerina séricos podem ter outras fontes
além do tecido dsseo (103).
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No presente estudo ndo foi possivel identificar diferencas significativas
nas concentragdes séricas de RANKL e osteoprotegerina ou na relagdo
entre as duas proteinas entre pacientes e controles ou entre pacientes
com e sem doenca ativa. No entanto, as concentragdes séricas de RANKL
foram maiores em pacientes com doenga 6ssea de Paget do em
controles e se correlacionaram significativamente com as concentragdes
séricas de fosfatase alcalina éssea e com o acometimento dsseo atual
pela doenga. Alvarez e col. (82) também ndo encontraram diferencgas
significativas nas concentracdes séricas de RANKL e na relagdo entre
RANKL e osteoprotegerina entre portadores de doenca dssea de Paget e
controles, embora tenha relatado valores elevados de osteoprotegerina
nos pacientes. Da mesma forma que no presente estudo, os valores ndo
tiveram alterag@es significativas com o tratamento com bisfosfonado,
achado compartilhado por Polyzos e col. (104). No entanto, os achados
do presente estudo contradizem os de Martini e col. (105) que
encontraram concentragées séricas mais elevadas de RANKL e
osteoprotegerina em portadores de doenca dssea de Paget e aumento
nas concentragdes de osteoprotegerina apds o tratamento. Moserti e
col. (106) ndo avaliaram as concentracées de RANKL, mas relataram
concentragdes séricas aumentadas de osteoprotegerina em portadores
de doenga dssea de Paget e aumento com o uso de bisfosfonados. A
discrepancia nos resultados indica que novos estudos sdo necessarios
para determinar se a doenga dssea de Paget acarreta alteragdes nas
concentragdes séricas dessas proteinas.

Para garantir a integridade o¢ssea, as ac¢Oes de osteoclastos e
osteoblastos sao intimamente acopladas, os osteoblastos regulam a
funcdo de osteoclastos e estes, ao reabsorver o osso, estimulam a
diferenciagdo e a fungdao dos osteoblastos por: secre¢do de citocinas,
liberacdo de fatores de crescimento presentes na matriz éssea e por
contato célula a célula. Adicionalmente, os ostedcitos regulam a ambos,
osteoblastos e osteoclastos (107,108). Um dos principais fatores
determinantes da diferenciagdo dos osteoblastos é a via wnt/B-catenina.
As glicoproteinas da familia wnt sdo sintetizadas por varios tipos
celulares, incluindo osteoclastos, que por sua vez, também podem ter
sua diferenciacdo influenciada por proteinas dessa via (109-111). Os
membros da familia wnt sdo pouco soluveis, dificeis, portanto, de ser
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mensurados em amostras sanguineas. Os inibidores dessa via, por outro
lado, podem ser mensurados, entre eles, a esclerostina, produzida
majoritariamente por ostedcitos, a DKK-1 e a sFRP-1, produzidas por
varios tipos celulares, incluindo ostedcitos (84-86). Na doenca dssea de
Paget, a excessiva reabsor¢do dssea por osteoclastos hiperativos resulta
em igualmente excessiva ativacdo de osteoblastos. Presumivelmente, a
ativacdo dos osteoblastos envolve sinalizagdo pela via wnt.

No presente estudo, ndo foram encontradas diferencgas significativas
entre pacientes e controles em relagdo as concentragdes séricas dos
inibidores da via wnt: DKK-1, sFRP-1 e esclerostina. As concentra¢des
séricas de sFRP-1 e esclerostina também nao diferiram entre pacientes
com doenga ativa e inativa e, a exemplo da DKK-1, ndo variaram
significativamente com o tratamento com &cido zoledronico. Neste
estudo foram encontradas concentragdes séricas mais elevadas de DKK-
1 em pacientes com doenga ativa, mas essa observagdo deve ser
interpretada com cuidado pois pode se dever ao acaso, suspeita
reforcada pela falta de reducdo significativa com o tratamento. N3o h3,
na literatura, descri¢ao prévia de concentragdes séricas de SFRP-1 em
portadores de doenga dssea da Paget. Em relagdao as concentragdes
séricas de DKK-1, Polyzos e col. (104) encontraram resultados
semelhantes aos do presente estudo. Por outro lado, Marshall e col.
(112) relataram valores elevados de DKK-1 em comparagdo com
controles, embora ndao tenham encontrado diferengas entre pacientes
tratados e ndo tratados. No Unico outro relato publicado sobre
concentragdes séricas de esclerostina em portadores de doencga déssea
de Paget, Yavropoulou e col. (113) reportaram valores elevados dessa
citocina em portadores de doenga dssea de Paget, o que contraria os
nossos achados.

Os achados divergentes no tocante as concentracbes séricas de
inibidores da via wnt entre o presente estudo e alguns outros estudos
publicados indicam a necessidade de andlises adicionais, com maior
numero de sujeitos e com uso de ensaios bem padronizados para
elucidar a questdo. De qualquer forma, como essas citocinas ndo
parecem se alterar com o tratamento da doenca, é pouco provavel que
a dosagem dessas substancias venha a ter aplica¢do clinica na avaliacdo
do tratamento da doenca dssea de Paget. Deve ser ressaltado que o fato
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de ndo haver variagdes das concentracdes séricas de inibidores da via
wnt em portadores de doenga éssea de Paget ndo exclui o papel dessa
via na patogénese da doenca. Deve ser considerado que ha vdrias
moléculas da familia wnt que regulam a diferenciacdo de diversos tipos
celulares e que o tecido dsseo nao é a Unica fonte dos inibidores da wnt.
Na verdade, caso a via wnt seja importante na ativacao de osteoblastos
na doenca dssea de Paget, o achado de concentragGes séricas de seus
inibidores préximas as dos individuos normais poderia sinalizar uma
deficiéncia relativa desses fatores. Estudos adicionais, com emprego do
0ss0 pagético em si, sdo necessarios para elucidar essa questao.

A osteopontina é uma molécula expressa em varios tecidos e que possui
fungdes diversas, que incluem: papel na adesdo celular, quimiotaxia,
regulacdo de crescimento celular, regulagdo do sistema imune (114-
116). Nos ossos essa substancia é produzida principalmente por
osteoblastos, embora também seja produzida por osteoclastos,
constituindo-se em um dos principais componentes da matriz
extracelular éssea. A osteopontina exerce importantes fun¢des no
tecido dsseo, particularmente na regulagdo da nucleagdo e do
crescimentos dos cristais de hidroxiapatita além de ter fun¢do de
molécula de adesdo. A osteopontina tem a capacidade de ligar-se aos
cristais de hidroxiapatita e a integrinas expressas na superficie celular
que, assim como o CD44, funcionam como receptores para as funcdes
de sinalizagdao dessa proteina. Além disso, permite a ancoragem de
células a matriz dssea e é essencial para a migragdao dos osteoclastos.
Todas suas fun¢bes podem ser reguladas por variagdes no grau de
fosforilagdo da osteopontina (117, 118).

No presente estudo foi demonstrado que portadores de doencga dssea
de Paget apresentam concentragdes séricas mais elevadas de
osteopontina quando comparados ao grupo controle. Além disso,
pacientes com doenga ativa também apresentam concentragdes séricas
elevadas de osteopontina quando comparados com pacientes com
doenca inativa. As concentragGes séricas de osteopontina apresentaram
correlagdo positiva significativa com a extensdo da doenga e com as
concentracdes de fosfatase alcalina éssea e apds o tratamento com
acido zoledronico, apresentaram intensa reducdo. Esses dados indicam
que a dosagem da osteopontina poderia ser utilizada como marcador de
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atividade da doenca dssea de Paget. Ndo ha na literatura outros estudos
publicados sobre as concentragbes séricas de osteopontina em
portadores de doenga dssea de Paget.

A investigacdo das caracteristicas da doenca em populagdes com maior
prevaléncia em uma regido de aparente baixa frequéncia pode auxiliar a
identificar os fatores causais da doenca. A aparente maior frequéncia de
casos de doenca 6ssea de Paget na regido de Floriandpolis em
comparag¢do com o restante do pais e mesmo com outras regides de
Santa Catarina sempre levantou indagacdes sobre as causas desse
fendbmeno.

Dentre as explicagbes aventadas, uma hipdtese plausivel seria a
colonizagdo agoriana ou alguma consanguinidade em colbnias de
descendentes de agorianos. No entanto, tal hipdtese se revelou pouco
provavel, haja visto ndao haver predominio de nenhum grupo étnico
entre os casos investigados.

A doencga 6ssea de Paget é considerada de etiologia multifatorial,
a presenca de casos familiares claramente implica fatores genéticos em
sua patogénese. A investigacdo de fatores genéticos presentes em
populagdes diversas é importante pois a identificagdo de alteragdes
semelhantes em populagées diferentes fornece evidéncias importantes
do envolvimento dos fatores pesquisados (41). Varios genes tém sido
implicados na patogénese da doencga dssea de Paget, no entanto, apenas
as mutagdes dos exons 7 e 8 do sequestossomo 1 tém sido descritas em
casos familiares e esporadicos de casos tipicos da doencga (22,38,39-
41,47,49, 72,119-125). No presente estudo, 20,8% dos pacientes
apresentaram mutacgdes desse gene, sendo 20,4% dos casos esporadicos
e 25% dos casos familiares. Em geral, os estudos publicados tém
reportado prevaléncias que variam entre 2,5-10% dos casos esporadico
e 40-50% dos casos familiares (22,38,47,120, 126).

Oito dos pacientes desta casuistica eram portadores da mutacdo do
SQSTM1 mais comumente descrita, Pro392Leu. Os 7 pacientes restantes
eram portadores de uma mutacdo até entdo inédita, Thr430Pro. Ambas
as mutagdes foram descritas em casos familiares e em casos
aparentemente esporadicos. Sempre é complicado afirmar que
determinado portador de doenca dssea de Paget representa um caso
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esporadico e ndo familiar, devido ao padrdo de heranga com penetrancia
incompleta dessa doenga e ao fato que muitos casos leves nao sao
diagnosticados (120). Para tentar identificar casos familiares, foi
realizada uma triagem de familiares de primeiro grau dos sujeitos, mas
mesmo essa analise, embora aumente a precisdo da informacdo, pode
ndo ser capaz de identificar alguns casos familiares, que podem se
apresentar muito leves para causar alterages nas concentragdes séricas
de fosfatase alcalina ou comprometer ossos nao incluidos em nossa
triagem. Devem ser consideradas, ainda, as hipdteses de que a doenca
ainda ndo tenha se manifestado nos familiares investigados ou que
tenha acometido apenas geragGes mais anteriores.

Embora a frequéncia de casos familiares entre os portadores da mutacdo
Thr430Pro tenha sido maior do que entre os portadores da mutagao
Pro392Leu e do que entre os portadores da forma nativa do gene, o
pequeno numero de casos ndo permite afirmar que essa diferenca nao
se deva ao acaso. O interessante achado dessa mutagdo, previamente
ndo descrita, em uma grande propor¢ao de pacientes de Floriandpolis
torna tentadora a hipdtese de um ancestral em comum.
Aparentemente, esses pacientes ndo sdo relacionados entre si, no
entanto, a escassez de dados genealdgicos confidveis no Brasil ndo
permite elucidar essa questao com seguranca. De qualquer forma, o fato
de que esses pacientes tenham reportado diferentes ascendéncias
torna essa hipdtese um pouco menos provavel.

Devido ao pequeno numero de pacientes, ndao foi possivel tragar
correlagdes nitidas entre as caracteristicas clinicas da doenca éssea de
Paget e a presenga de mutagdes do SQSTM1, com excec¢do da clara
predisposicdo ao acometimento poliostético conferido pela presenca
das mutagdes. Essa predisposicdo a acometimento mais extenso
conferida pela presenca de mutacdes do gene SQSTM1 também foi
relatada em outros trabalhos (22,72,119).

Em suma, a populagdo de portadores de doenga dssea de Paget da
regido de Floriandpolis ndo parece diferir significativamente das
populagdes de outros paises no tocante as caracteristicas associadas as
mutac¢des do gene SQSTM1, embora a frequéncia das mutagGes tanto
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entre casos esporadicos quanto entre casos familiares difira do
reportado na literatura.

Mutagbes da proteina contendo valosina sdo associadas a uma forma
rara de doenca 6ssea de Paget, miopatia por corpusculos de inclusdo,
doenca de Paget e deméncia fronto temporal e, em geral, ndo tém sido
associadas a formas tipicas da doenca dssea de Paget (49), embora um
SNP (rs565070) dessa proteina tenha sido associado a casos de doenga
Ossea de Paget de apresentagdo tipica em um estudo Belga (63). Na
amostras pesquisada, a exemplo do estudo de Lucas e col. (127), ndo
foram encontradas mutagdes da VCP.

Mutagdes do gene TNFRSF11B, que codifica a osteoprotegerina, tém
sido associadas a uma forma rara de doencga dssea de Paget de inicio
juvenil (49). Dois estudos relacionaram a presen¢a de um SNP desse
gene (G1181C, que codifica uma substituicdo lisina-aspartato no cédon
3) ao desenvolvimento de casos tipicos de doenga dssea de Paget,
particularmente no sexo feminino (59, 60), embora tal associagdo ndo
tenha sido replicada em outros estudos (55). Apesar de ndo dispormos
de andlise genética de um grupo controle para nossa populagao, a
frequéncia do alelo G foi maior do que a do alelo C na presente casuistica
e a frequéncia entre mulheres foi maior do que entre homens.

O gene TNFRSF11A que codifica o receptor RANK tem sido associado as
sindromes ostedlise expansivel familiar e hiperfosfatasia esquelética
expansivel, que apresentam alteragdes fenotipicas semelhantes as da
doencga dssea de Paget (49). Mais recentemente, SNPs desse gene tém
sido associados a maior susceptibilidade para desenvolvimento de
doenga dssea de Paget (55 - 57). Gianfrancesco e col. (58) relataram
associacdo da doenga déssea de Paget com o SNP T575C desse gene, cuja
presenga também estaria relacionada a maior extensdo do
acometimento. Na presente casuistica, a frequéncia do alelo C foi de
63,9% dos pacientes, mas ndo encontramos relagdo entre esse SNP e a
extensdo da doenga. Chung e col.(57), embora ndo tenham encontrado
em sua andlise um SNP especifico, relataram relacdo entre a
susceptibilidade para a doencga éssea de Paget e variagbes do gene
TNFRSF11A e que essa associa¢do seria mais frequente em mulheres. Na
presente amostra, a frequéncia do alelo C foi maior entre homens.
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A andlise da possivel relagdo das alteragdes genéticas com a ocorréncia
da doenca dssea de Paget na regido de Floriandpolis somente sera
possivel com a avaliagdo de controles saudaveis, dado indisponivel no
momento. Tampouco é possivel especular se algum fator ambiental local
especifico poderia estar associado ao desenvolvimento da doenga,
particularmente pelo desconhecimento de quais fatores ambientais
contribuem para sua patogénese, embora tal hipétese ndo possa ser de
todo descartada.

Mesmo em relagdo aos aspectos da doenca Ossea de Paget ja bem
estabelecidos, como o tratamento, ainda ha fatores a ser elucidados,
incluindo quais as melhores indicagdes, os beneficios a longo prazo, a
capacidade de prevencdo de complicacdes e a influéncia sobre a
qualidade de vida.

Embora seja geralmente assintomatica, a doenga éssea de Paget pode
afetar a qualidade de vida de seus portadores, por diversas
manifestagdes, incluindo: dor &ssea, fraturas, deformidades,
osteoartrite, manifestagdes neuroldgicas, entre outras. (11,128). Por
esse motivo, diversos estudos tém avaliado a qualidade de vida dos
portadores de doenga dssea de Paget e os efeitos do tratamento sobre
esses parametros(16,19-25).

No entanto, poucos desses estudos procuraram identificar quais os
determinantes da reducdo de qualidade de vida nessa populagdo. Esse
conhecimento é importante para interpretar os efeitos do tratamento
sobre a qualidade de vida. Caso o tratamento seja capaz de alterar os
parametros responsaveis pela diminuicdo da qualidade de vida, é
esperado que os indices de qualidade de vida melhorem apés o
tratamento. Por outro lado, se alguns importantes determinantes da
qualidade de vida ndao forem passiveis de alteragao pelo tratamento
ministrado, indices de qualidade de vida terdo valor limitado na
avaliacdo de qualquer alternativa terapéutica.

No primeiro estudo a avaliar a qualidade de vida nessa populagdo Gold
e col. (24) relataram que a maioria dos portadores de doenca dssea de
Paget consideraram ndo ter uma boa qualidade de vida. Entretanto, esse
estudo ndo empregou um questionario padronizado e, embora tenha
avaliado um grande numero de sujeitos, a maioria desses apresentava
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comorbidades que também poderiam comprometer a qualidade de
vida.

Outros estudos avaliaram a qualidade de vida em portadores de doenca
Ossea de Paget com auxilio do questionario SF-36 (16,21,23). Em geral,
esses estudos reportam redugdo nos indices de qualidade de vida nessa
populagdo. Contudo, apenas um desses estudos avaliou quais os
preditores da reducdo da qualidade de vida. Langston e col. (16)
encontraram como preditores do dominio Saude Fisica do questionario
SF-36 os seguintes fatores: dor dssea, idade e tratamento prévio com
bisfosfonados, enquanto que o dominio Saude Mental foi predito por:
tratamento prévio com bisfosfonados, ndao ser casado e dor dssea.
Assim como no presente estudo, as concentragGes séricas de fosfatase
alcalina dssea nao apresentaram correlagdo significativa com os
resultados do indice SF-36. Condizentemente com os resultados desse
estudo, os fatores que predisseram os resultados dos escores de
qualidade de vida na populagdo ora avaliada foram dor dssea e estado
civil, embora os resultados do questiondario WHOQOL-bref também
tenham sido preditos pela presenga de deformidades.

O tratamento com bisfosfonados potentes, particularmente o acido
zoledrénico, é muito eficaz, resultando em controle do quadro algico na
maior parte dos pacientes (11, 17, 20). E esperado, portanto, que o
tratamento da doenca dssea de Paget resulte em melhora da qualidade
de vida. Alguns estudos tém avaliado essa questao, embora geralmente
como um desfecho secundario. O estudo Horizon (20, 25) mostrou que
o tratamento com acido zoledronico é capaz de melhorar a qualidade de
vida em portadores de doenga déssea de Paget e que esse resultado se
mantém por longo periodo. Interessantemente, o risedronato, apesar
de ser eficaz em grande parte dos pacientes, ndo produziu efeitos
similares nos indices de qualidade de vida. Por outro lado, em outro
estudo, nomeado Prisma, o tratamento nao foi capaz de produzir efeitos
significativos na qualidade de vida (19). Esse achado poderia ser
decorrente do fato que o bisfosfonado utilizado pela maioria dos
pacientes foi o risedronato, mas outros fatores precisam ser
considerados, incluindo o qudo apropriados os escores de qualidade de
vida sdo como desfechos em estudos sobre tratamento de doencga éssea
de Paget. No presente estudo, assim como no de Lansgston e col (16),
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dor dssea foi o Unico parametro relacionado a atividade da doencga d6ssea
de Paget capaz de predizer de modo significativo os resultados do
questiondrio SF-36. No entanto, nem todo paciente com doenga déssea
de Paget tem dor e a dor ndo é a Unica indicagdo para tratamento da
doenga. Outrossim, outras fontes de dor comuns nesses pacientes, como
osteoartrite secundaria, ndo sdo passiveis de alteracdo pelo tratamento
habitual da doenga. Além de estar indicado para controle dos sintomas
agudos da doenga, o tratamento da doenca dssea de Paget pode ser
prescrito para prevencgdo de complicacdes a longo prazo (17, 129). A
prevencdo de complicacdes pode resultar em melhor qualidade de vida
a longo prazo, portanto estudos com tempos de seguimento muito
longos teriam que ser empregados para identificar esses efeitos. No
entanto, tais estudos ainda ndo foram realizados.

Concluindo, de acordo com os resultados do presente estudo, o principal
fator relacionado a atividade da doenga, e portanto passivel de controle
com o tratamento, que pode influir na qualidade de vida dos portadores
de doenca dssea de Paget é a dor éssea. Os demais fatores, incluindo
deformidades e estado civil ndo podem ser alterados por tratamento
medicamentoso. Ha que se ressaltar que a doenga dssea de Paget é
muito heterogénea e assim o sdo as indica¢des de tratamento. Todos os
pacientes sintomdticos tém indicagao de tratamento medicamentoso,
mas, de acordo com o sitio de acometimento, pacientes assintomaticos
também podem ser tratados (129,130). E esperado que os primeiros
manifestem melhora de seus sintomas e, portanto, aumento nos indices
de qualidade de vida. Contudo, para os ultimos, que, por serem
assintomaticos ndo apresentam alteragdes de qualidade de vida
decorrentes da doenca éssea de Paget, o tratamento estaria prevenindo
uma futura deteriora¢do da qualidade de vida, o que n3o pode ser
observado em estudos de curta duracdo. Dessa forma, pode-se inferir
que indices de qualidade de vida ndo sdo um bom desfecho em estudos
sobre tratamento de doencga de Paget que tenham curta duragao.

O presente estudo apresenta algumas limita¢Ges, que devem ser levadas
em consideragdo. Na pratica clinica, o método usual para avaliagdo da
atividade da doenca dssea de Paget é a dosagem das concentracgdes
séricas de fosfatase alcalina. Contudo, no presente estudo a fosfatase
alcalina dssea foi medida por ELISA, com um anticorpo que nao é
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utilizado na pratica clinica e do qual, portanto, ndo dispde de valores de
referéncia de normalidade. No entanto, ha que se ressaltar que alguns
pacientes com doenga dssea de Paget sintomadticos apresentam
concentracbes séricas de fosfatase alcalina dentro do intervalo
considerado normal. Muitos desses pacientes apresentam
hipercaptacdo a cintilografia dssea e apresentam melhora de seus
sintomas com o uso de acido zoledronico. Portanto, nem todo paciente
com doenga ativa pode ser adequadamente identificado pela dosagem
de fosfatase alcalina.

Outro possivel viés poderia ser o uso de portadores de osteoartrite como
controles. Essa escolha se justifica pela alta prevaléncia da osteoartrite
no grupo etdrio comumente afetado pela doenga dssea de Paget
(131,132). E muito dificil encontrar pessoas com idades acima de 60 anos
que nao apresentem osteoartrite. Além disso, muitos daqueles que nao
apresentam osteoartrite sdo acometidos por outras doengas que
afetam o metabolismo dsseo ou aumentam mediadores inflamatorios.
A maior parte dos idosos com osteoartrite é assintomatica e poderia, de
fato, ser considerada assintomatica na maioria dos estudos. E necessario
enfatizar que a maioria dos controles incluidos neste estudo, a despeito
de ter evidéncias radiograficas de osteoartrite, era assintomatica, e que
a maioria dos pacientes com doenga Odssea de Paget também
apresentava osteoartrite primadria.

Outra limitagdo que deve ser levada em consideragdo é o numero
relativamente pequeno de sujeitos em algumas comparagbes de
subgrupos, o que aumenta o risco de resultados decorrentes do acaso.
No entanto, o fato dos resultados serem consistentes em todas as
analises torna essa possibilidade pouco provavel.

A maior limitagdo da andlise dos indices de qualidade de vida é o
tamanho relativamente pequeno da amostra, o que resulta em nimero
reduzido de sujeitos com complica¢cGes pouco frequentes, mas passiveis
de interferir adversamente na qualidade de vida, como o déficit auditivo.
Por outro lado, pacientes que apresentavam comorbidades com
conhecido impacto sobre a qualidade de vida foram excluidos,
eliminando, dessa forma, um grande fator de confusdo, o que ndo foi
feito nos demais estudos sobre o tema. Por ndo haver resultados padrao
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para a populacgdo brasileira dos indices de qualidade de vida empregados
no presente estudo, ndo foi possivel comparar os resultados com os de
pessoas normais. Assim, ndo foi possivel avaliar se a doenga dssea de
Paget resulta em piora da qualidade de vida.

A avaliagdo de fatores genéticos também enfrenta algumas limitacGes.
A primeira, por ndo termos sido capazes de avaliar sujeitos sem doenca
6ssea de Paget, ndo foi possivel determinar se as mutagdes e os SNPs
avaliados sdo mais frequentes em portadores de doenca éssea de Paget.
Além disso, a falta de dados genealdgicos confiaveis no Brasil dificulta a
analise da contribuicdo de cada ascendéncia na génese dos casos da
doenga na regidao de Florianépolis.
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8. CONCLUSOES

1 - O presente estudo confirmou o achado de concentragdes séricas
aumentados de IL-6 em portadores de doenga Ossea de Paget e
demonstrou pela primeira vez concentragées séricas reduzidas de IL-17.

2 - As concentragOes séricas de osteopontina estdo aumentadas na
doenca dssea de Paget e se correlacionam com a extensdo e a atividade
da doenga.

3 — Foi encontrada uma mutagao inédita do gene SQSTM1 em uma
grande propor¢cdo de portadores de doenca dssea de Paget de
Floriandpolis.

4 — A dor 6ssea é um dos poucos fatores associados a atividade da
doenca de Paget que resultam em deterioracdo da qualidade de vida.
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Anexo 1
CONSENTIMENTO INFORMADO
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Consentimento pds informacdo

Vocé esta sendo convidado a participar voluntariamente de um estudo de
pesquisa clinica sobre doenga 6ssea de Paget, Esta folha de informagéo
tem como objetivo fornecer-lhe maiores detalhes sobre este estudo, de tal
forma que vocé possa decidir se deseja ou ndo participar do mesmo.

A doenca 6ssea de Paget € uma doenca cronica que, ao afetar 0s 0ssos,
pode causar dor, deformidades, fraturas, sintomas neurolégicos, artrose e
acarretar o desenvolvimento de neoplasias malignas. Muitas pessoas
acometidas ndo apresentam sintomas mas podem apresentar futuramente.
Apesar de terem sido identificados alguns fatores genéticos ligados ao
desenvolvimento da doenca, sua causa ndo foi completamente elucidada.
Recentemente, foi confirmada a presenga de um grande nimero de
pessoas afetadas por essa doenca na regido de Floriandpolis — SC e ha
necessidade de pesquisar o porqué desse fendmeno. Em torno de 30% dos
portadores doenca 6ssea de Paget apresentam famiares acometidos pela
mesma doenca, a identificacdo de mutacGes géticas que propiciem seu
surgimento pode identificar pessoas com maior risco e propiciar
tratamento precoce.

O estudo tem como objetivo avaliar alteragdes dos niveis de substancias
relacionadas a processos inflamatérias e ao metabolismo 6sseo no sangue
de portadores de doenca dssea de Paget. Para possibilitar comparacdes,
sera necessario colher também sangue de portadores de osteoartrite,
designados controles. Sera avaliada, ainda, a presenca de alteragdes
genéticas em portadores de doenca déssea de Paget. Nao sera realizada
nenhuma analsie genética dos individuos que particuaprem da pesquisa
como controles.

Termos de Participacdo e assinatura
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Pesquisa: Avaliagdo clinico-laboratorial de portadores de doencga éssea
de Paget.

Responsaveis: Dr. Glaucio R. W. de Castro, Profa. Dra. Tania Silvia
Frode

Dados do paciente

Nome do paciente: RG:

CPF:
Data de nascimento:

Endereco:
Telefone:

Eu, abaixo assinado, aceito participar voluntariamente de uma pesquisa
para estudar alteracGes genéticas e laboratoriais na doenca 6ssea de Paget.
Estou ciente que para participar do estudo terei que responder a um
guestionario e ser submetido a coleta de sangue de veia periférica. Por
tratar-se de procedimento invasivo, a coleta de sangue apresenta alguns
riscos, incluindo dor local, tromboflebite, formacéo de ecmoses e alergia
ao curativo.. Sei que 0s riscos serdo minimizados pelo emprego de
métodos  adequados  que  terei  suporte  adequado  em
caso de intercorréncias, O material coletado servira apra analise de
citocinas, de marcadores de metabolismo 06sseo e para pesquisa de
mutacles associadas a doenca 6ssea de Paget. Sei que posso sair do
estudo em qualquer momento e que isso ndo ird prejudicar 0 meu
tratamento no ambilatério de doencas osteometabdlicas do Hospital
Governador Celso Ramos. Estou ciente que a pesquisa de polimorfismos
genéticos sera realizada apenas para portadores de doenca 6ssea de Paget,
ndo para os controles, e sesus resultados serdo identificados apenas por
cédigos, ndo havendo identificagdo do paciente. Esses resultados poderéo
ser conhecidos apenas por mim e por meu médico, mediante prévia
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autorizacdo. Sei que terei acesso a aconselhamento genético caso
Necessario.

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

Data Assinatura do pacientes ou

responsavel

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

Glaucio R. W. de Castro

Telefones:
Dr. Glaucio Castro —(48)91133176

Profa. Dra. Tania Silvia Frode — (48)

Anexo 2 - Aprovacio do Comité de Etica em Pesquisa
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Anexo 3 - Reproducdo do questiondrio SF-36 validado para a lingua
portuguesa (Brasil)

ESTADO GERAL DE SAUDE — SF 36 — Versdo em portugués do Medical
Outcomes Study 36 — Item short form health survey

Questiondrio traduzido e validado para o portugués em 1997 por
Ciconelli (MARTINEZ, 2002)

Instrugdes: Esta parte da pesquisa questiona vocés sobre sua saude.
Estas informagdes nos manterdo informados de como vocé se sente e
qudo bem vocé é capaz de fazer suas atividades de vida didria. Responda
cada questao marcando a resposta como indicado. Caso vocé esteja
inseguro em como responder, por favor tente responder o melhor que
puder.

Em geral, vocé diria que sua saude é:
(circule uma)

Excelente 1
Muito boa 2
Boa 3
Ruim 4
Muito ruim 5
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Comparada ha um ano atras, como vocé classificaria sua salide em geral,

agora?

(circule uma)

Muito melhor agora do que ha um ano atras

Um pouco melhor agora do que ha um ano atras

Quase a mesma de um ano atras

Um pouco pior agora do que ha um ano atras

Muito pior agora do que hd um ano atrés

v A W N

Os seguintes itens sdo sobre atividades que vocé poderia fazer
atualmente durante um dia comum. Devido a sua saude, vocé tem

dificuldade para fazer essas atividades? Nesse caso, quanto?

Atividades Sim. Sim. Nao. Nao
Dificulta | Dificulta | dificulta de
muito um modo algum

pouco

a) Atividades vigorosas, que exigem muito | 1 2 3

esforgo, tais como correr, levantar objetos

pesados, participar em esportes arduos

b) Atividades moderadas, tais como mover uma | 1 2 3

mesa, passar aspirador de pd, jogas bola, varrer

acasa

c) Levantar ou carregar mantimentos 1 2 3

d) Subir vérios lances de escada 1 2 3

e) Subir um lance de escada 1 2 3

f) Curvar-se, ajoelhar-se ou dobrar-se 1 2 3

g) Andar mais de 1 quildometro 1 2 3
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h) Andar varios quarteirGes 1 2 3
i) Andar um quarteirdo 1 2 3
j) Tomar banho ou vestir-se 1 2 3

Durante as Ultimas 4 semanas, vocé teve algum dos seguintes problemas
com o seu trabalho ou com alguma atividade didria regular, como
consequéncia de sua saude fisica?

(circule uma em cada linha)

Sim Nao
a) Vocé diminuiu a quantidade de tempo que se | 1 2
dedicava ao seu trabalho ou a outras
atividades?
b) Realizou menos tarefas do que vocé |1 2
gostaria?
c) Esteve limitado no seu tipo de trabalho ou | 1 2
em outras atividades?
d) Teve dificuldade de fazer seu trabalho ou | 1 2
outras atividades (p. ex.: necessitou de um
esforgo extra)?

Durante as Ultimas 4 semanas, vocé teve algum dos seguintes problemas
com o seu trabalho ou outra atividade regular didria, como consequéncia
de algum problema emocional (como sentir-se deprimido ou ansioso)?
(circule uma em cada linha)

Sim Nao
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a) Vocé diminuiu a quantidade de |1 2
tempo que dedicava ao seu
trabalho ou a outras atividades?

b) Realizou menos tarefas do que |1 2
vocé gostaria?

c¢) Nao trabalhou ou ndo fez|1l 2
qualquer das atividades com tanto
cuidado como geralmente faz?

Durante as ultimas 4 semanas, de que maneira sua saude fisica ou
problemas emocionais interferiram nas suas atividades sociais normais,
em relagdo a familia, vizinhos, amigos ou em grupo?

(circule uma)

De forma nenhuma
Ligeiramente
Moderadamente

Bastante

v b W N

Extremamente

7. Quanta dor no corpo vocé teve durante as Ultimas 4 semanas?
(circule uma)

Nenhuma
Muito leve
Leve
Moderada

Grave

o U A~ W N R

Muito grave
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Durante as Ultimas 4 semanas, quanto a dor interferiu com o seu
trabalho normal (incluindo tanto o trabalho fora de casa como dentro de
(circule uma)

casa)?

De maneira alguma

Um pouco
Moderadamente
Bastante

Extremamente

v A W N

Estas questdes sdo sobre como vocé se sente e como tudo tem
acontecido com vocé durante as Ultimas 4 semanas. Para cada questao,
por favor dé uma resposta que mais se aproxime da maneira como vocé
se sente. Em relagdo as ultimas 4 semanas.
(circule um ndimero para cada linha)

Todo | A maior | Uma Algum | Uma Nunca
temp | parte do | boa a pequen
o tempo parte do | parte |a parte
tempo do do
temp | tempo
o
a) Quanto tempo vocé | 1 2 3 4 5 6
tem se sentido cheio
de vigor, cheio de
vontade, cheio de
forga?
b) Quanto tempo vocé | 1 2 3 4 5 6

tem se sentido uma
pessoa muito nervosa?
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¢) Quanto tempo vocé | 1 2 3 4 5 6
tem se sentido tdo
deprimido que nada
pode anima-lo?

d) Quanto tempo vocé | 1 2 3 4 5 6
tem se sentido calmo
ou tranquilo?

e) Quanto tempo vocé | 1 2 3 4 5 6
tem se sentido com
muita energia?

f) Quanto tempo vocé | 1 2 3 4 5 6
tem se sentido

desanimado e

abatido?

g) Quanto tempo vocé | 1 2 3 4 5 6
tem se sentido

esgotado?

h) Quanto tempo vocé | 1 2 3 4 5 6

tem se sentido uma
pessoa feliz?

i) Quanto tempo vocé | 1 2 3 4 5 6
tem se sentido
cansado?

Durante as ultimas 4 semanas, quanto do seu tempo a sua fisica ou
problemas emocionais interferiram com as suas atividades sociais (como
visitar amigos, parentes, etc.)?

(circule uma)

Todo o tempo 1

A maior parte do tempo 2
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Alguma parte do tempo 3
Uma pequena parte do tempo 4
Nenhuma parte do tempo 5

O guanto verdadeiro ou falso é cada uma das afirmacgdes para vocé?

(circule um niimero em cada linha)

Definitivame | A maioria | Nao A Definitiv
nte das vezes | sei maiori | amente
verdadeira verdadeira a das | falsa
vezes
falsa
a) Eu costumo adoecer | 1 2 3 4 5
um pouco mais
facilmente que as outras
pessoas
b) Eu sou tdo saudavel |1 2 3 4 5
quanto qualquer pessoas
gue eu conhego
c) Eu acho que a minha | 1 2 3 4 5
saude vai piorar
d) Minha saude é|1 2 3 4 5
excelente
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Anexo 4

Questionario WHOQOL-abreviado

Instrugdes

Este questiondrio é sobre como vocé se sente a respeito de
sua qualidade de vida, salde e outras areas de sua vida. Por
favor responda a todas as questdes. Se vocé ndo tem
certeza sobre que resposta dar em uma questdo, por favor,
escolha entre as alternativas a que lhe parece mais
apropriada. Esta, muitas vezes, podera ser sua primeira
escolha.

Por favor, tenha em mente seus valores, aspiragoes,
prazeres e preocupagdes. Nés estamos perguntando o que
vocé acha de sua vida, tomando como referéncia as duas
ultimas semanas. Por exemplo, pensando nas ultimas duas
semanas, uma questao poderia ser:

Muit
nad o médi | muit | completame
a pouc | o o nte
o
Vocé
recebe
dos 1 2 3 4 5
outros o

apoio



de que
necessit
a’
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Vocé deve circular o nimero que melhor corresponde ao quanto vocé

recebe

dos

outros o apoio de que necessita nestas Ultimas duas semanas.
Portanto, vocé deve circular o nimero 4 se vocé recebeu "muito" apoio

como abaixo.

Muit
nad o
a pouc
o
Vocé
recebe
dos
outros o 5
apoio
de que
necessit
a?

médi

(o]

muit | completame
o nte

Vocé deve circular o nimero 1 se vocé nao recebeu "nada" de apoio.

Por favor, leia cada questao, veja o que vocé acha e circule no nimero e

Ihe parece a melhor resposta.

muit

ruim

Rui

nem
rui .
bo muit
m
a o boa
nem

boa
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Como
vocé
avaliaria
1 sua 1 2 3 4 5
qualidad
e de
vida?

nem
satisf muit

Insati eito satis o

sfeito nem feito satis
insati feito
sfeito

muito
insati
sfeito

Quao
satisfe
ito(a)
vocé
2 | esta 1 2 3 4 5
com a
sua

saude
?

As questfes seguintes s3o sobreo quantovocé
tem sentido algumas coisas nas ultimas duas semanas.
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na
da

mui
to
pou
co

mai
s ou

nos

basta
nte

extrema
mente

Em que
medida
vocé
acha
gue sua
dor
(fisica)
impede
vocé de
fazer o
que
vocé

precisa
?

(o
guanto
vocé
precisa
de
algum
tratam
ento
médico
para
levar
sua
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vida
diaria?

O
quanto
vocé
aprovei
ta a
vida?

Em que
medida
vocé
acha
que a
sua
vida
tem

sentido
?

o
quanto
vocé
conseg
ue se
concen
trar?

Quado
seguro(
a) vocé




se
sente
em sua
vida
diaria?

Quao
saudav
el é o
seu
ambien
te fisico

9 | (clima,
barulho
,
poluica
o,
atrativo
s)?

As guestdes

seguintes

perguntam

132

sobre quao

completamente vocé tem sentido ou é capaz de fazer certas
coisas nestas ultimas duas semanas.

na
da

mui
to mé
pou dio

co

mu
ito

completa
mente
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Vocé
tem
energia
suficient
e para
seu dia a
dia?

Vocé é
capaz de
aceitar
sua
aparénci
a fisica?

Vocé
tem
dinheiro
suficient
e para
satisfaze
r suas
necessid
ades?

Quado
disponiv
eis para
vocé
estao as
informacg
Oes que
precisa




no seu
dia-a-
dia?

Em que
medida

vocé tem
oportuni 1
dades de
atividade

de lazer?

[EY
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As questdes seguintes perguntam sobre qudo bem ou
satisfeito vocé se sentiu a respeito de varios aspectos de sua

vida nas ultimas duas semanas.

muit
o
ruim
Quao
bem
1 vocé é
capaz 1
5
de se
locom

over?

ruim

nem
ruim
nem
bom

muit
bom o

bom
4 5
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nem
muit satisf Muit
o Insati eito satis o]

insati sfeito nem feito | satis
sfeito insati feito
sfeito

Quado
satisfei
to(a)
vocé
estd
com o
seu
sono?

Quado
satisfei
to(a)
vocé
estd
com
sua
capaci | 2 3 4 5
dade
de
desem
penhar
as
ativida
des do
seu
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dia-a-
dia?

Quao
satisfei
to(a)
vocé
estd
com
sua
capaci
dade
para o
trabalh
o?

Quado
satisfei
to(a)
vocé
estd 1 2 3 4 5
consig
o
mesm
o?

Quao

satisfei
to(a)

vocé 1 2 3 4 5
esta
com
suas
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relagd
es
pessoa
is
(amigo
S,
parent
es,
conhec
idos,
colega
s)?

Quao
satisfei
to(a)
vocé
estd
com
sua
vida
sexual
?

Quao
satisfei
to(a)
vocé
esta
com

0 apoio
que
vocé
recebe
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de
seus
amigos
?

Quao
satisfei
to(a)
vocé
estd
com
as
condig
Oes do
local
onde
mora?

Quado
satisfei
to(a)
vocé
estd
com o
seu
acesso
aos
servigo
s de
saude?

Quao
satisfei




to(a)
vocé
esta
com

o seu
meio
de
transp
orte?
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As questdes seguintes referem-se a com que frequéncia vocé sentiu ou
experimentou certas coisas nas Ultimas duas semanas.

Com
que
frequ
éncia
vocé
tem
2 senti
6 | ment
0s
negati
VoS
tais
como
mau

nu
nc

1

Alg

um frequen
as tement
vez e

es

2 3

muito
frequen

mp
tement

e
e
4 5



Alguém Ihe ajudou a preencher

Quanto tempo vocé levou para preencher

140

este questionario?

este questionario?
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history: This study was to evaluate th of i v cytokines in patients with Paget's disease
Received 6 November 2013 . of bone (PDB). Serum levels of tumoral necrosis factor-e, interleukin 18, interleukin-6 and interleukin- 17 were
Received in revised form 28 November 2013 measured in 51 patients with PDB and in 24 controls with primary osteoarthritis. Compared to controls, patients
Accepted 5 December 2013

with Paget's disease of bone presented higher levels of interleukin 6 and reduced interleukin 17, but levels of

Availaie opline 17 December 2013 tumoral necrosis factor c and interleukin 1  did not differ significantly. We found no sgmfican[dlﬂ‘erenms

s when patients were compared according to disease activity or current There were no
Key words: %
Paget's disease of bone between cytokine levels and bone-specific alkaline phosphatase or extension of Paget's disease of bone on
Cywokines bone scintigraphs. In conclusion, patients with PDB present significant differences on levels of certain cytokines
TNFa in comparison to primary osteoarthritis patients, but these alterations did not appear to have a clear correlation
Interleukin 1B with parameters of disease activity or severity.
Interleukin 6 © 2013 Elsevier B.V. All rights reserved.

Interleukin 17
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Determinants of quality of life assessed by SF-39 and WHOQOL-bref in a
sample of patients with Paget’s disease of bone.
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E-mail: castrogrwc@gmail.com

Abstract

Paget’s disease of bone (PDB) is usually asymptomatic, but may cause
bone pain and complications that can adversely affect the quality of life
of the symptomatic PDB patient. Studies evaluating quality of life in PDB
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patients have been published but few of them have focused on
determinants of quality of life in this population. This study was
undertaken to evaluate parameters associated to quality of life in PDB
patients.

Methods

Patients with PDB were evaluated with SF-36 and WHOQOL
questionnaires. Patients with other diseases that could cause significant
impairment to quality of life were excluded. We searched for
correlations between tests results and: age, time from diagnosis, type of
involvement, pain related to PDB limitation to daily activities,
deformities, bone specific alkaline phosphatase, extent of involvement
and treatment.

Results

Fifty patients were included. Results of SF-36 total score and of both its
physical and mental health domains were correlated to bone pain and
deformities. Marital status was significantly correlated with SF-36 total
score and Mental Health. BAP levels and disease extension were
significantly correlated to SF-36 Physical Health domain. After
multivariate analysis, the only parameters that remained significantly
associated to SF-36 total score and to its Mental Health and Physical
Health domains were pain and marital status.

WHOQOL-bref total score was significantly associated with: pain,
physical impairment and deformities. WHOQOL-bref Domain 1 (physical)
score was significantly associated with marital status, pain and
deformities and Domain 2 (psychological) score was associated with
marital status, physical impairment, and kind of involvement. After
multivariate analysis, presence of pain, deformities and marital status
were significantly associated to results of WHOQOL-bref total score and
its Domain 1). WHOQOL-bref domain 2 results were significantly
predicted by pain and marital status.

Conclusion

The main disease related factor associated with SF-36 results in PDB
patients was bone pain and with WHOQOL-bref, bone pain and
deformities. Because of the heterogeneity of manifestations of this
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disease and the long period necessary for some complications to
develop, quality of life questionnaires might not be an appropriate
endpoint for short-term studies of treatment of PDB.

Key words: Paget’s disease of bone, quality of life, SF-36, WHOQOL-
bref

Introduction

Paget’s disease of bone (PDB) is a common osteometabolic disease
characterized by increased and disorganized bone turnover. It is usually
asymptomatic, but may cause bone pain, fractures, deformities,
secondary osteoarthritis, neurologic and cardiac complications and, in
rare cases, neoplasm. [1] [2]. These complications can adversely affect
the quality of life of the symptomatic PDB patient. Therefore, studies
evaluating quality of life in PDB patients and how this is affected by
treatment have been published.[3][4][5][6][7][8][9][10]

Few of these studies have focused on determinants of quality of life in
this population. This kind of data is important in evaluation of treatment
effects on quality of life. If the parameters related to poor quality of life
are affected by currently available treatments, an increase in quality of
life is expected after the treatment. On the other hand, if some
important parameters are not influenced by PDB’s treatment, then
measures of quality of life would have limited role in evaluation of
different therapeutic options. The present study was undertaken to
evaluate parameters associated to quality of life in PDB patients.

Methods

Patients with PDB followed by rheumatologists in Florianopolis , Brazil,
were invited to participate in this study . Exclusion criteria were:
incapacity to understand the questionnaires and presence of any other
chronic disease that may adversely affect quality of life, including:
depression, dementia, systemic inflammatory diseases, primary
osteoarthritis of the lower limber, neurological syndromes not due to
PDB, acute or chronic infections, peripheral arterial insufficiency,
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ischemic cardiac disease, heart failure, chronic pulmonary diseases,
renal or hepatic insufficiency, neoplasm and osteoporotic fractures.

PDB and osteoarthritis were diagnosed by typical findings on X-rays.
Disease activity was evaluated by 99mTc MDP bone scintigraphs; a
patient was considered to have active disease if bone scintigraph shows
high uptake suggestive of PDB and other possible diagnosis were
excluded by x-rays or other computed tomography. Disease extension
was evaluated by X-rays and bone scintigraphs, previous and recent. The
method described by Meunier et al.[11] was used to calculate disease
extension on bone scintigraphs. A patient was considered to be in
current treatment if he had used oral bisphosphonates (alendronate,
risedronate or ibandronate) in the past 6 months or zoledronic acid in
the past 12 months. No patient has taken calcitonin, intravenous
ibandronate or pamidronate in the past 12 months. Fasting blood
samples were collected for determination of bone-specific alkaline
phosphatase (BAP) by enzyme-linked immunosorbent assay
(Mybiosource, San Diego, CA, ref. MBS724100) .

Patients were asked to answer to the Brazilian versions of SF-36 [12] and
WHOQOL-bref [13] questionnaires. Results were further compared
among subgroups defined by clinical characteristics and correlated to
disease activity and extension parameters. Study protocol was approved
by local ethical committee (protocol number 353461). All subjects
signed an informed consent form, this study was conducted in
accordance to the principles of the Declaration of Helsinki[14].

Stastistical Analysis

Comparisons of subgroups were done with Mann-Whitney U test.
Correlations between continuous variables were analyzed by
Spearman’s rho correlation. Generalized linear model regression was
used to assess the association between the results of quality of life tests
and PDB parameters. Results are presented as mean (SD) or median (25
- 75 percentiles).

Statistical analysis was performed with SPSS 18.0, with a level of
significance of 0.05.
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Results

Seventy seven PDB patients were screened and 50 patients were
included. Reasons for exclusions are listed in table 1. Subjects were
mainly women (60.8%), Caucasian (96.8%) and married (80.6%). They
had a mean age of 66.32+8.65 years and had 7.69+6.15 years from
diagnosis. Most subjects had polyostotic disease (74.2%) and 29% had a
positive familial history. 41.9% were considered to be on active
treatment and 38,7% were considered to have active disease on bone
scintigraphs. Bone pain related do PDB in any moment was reported by
56.9% of subjects, but only 32.3% had current bone pain, 19.4% had
deformities secondary to PDB, 12.9% any physical impairments due to
PDB and 32.3% had osteoarthritis considered to be secondary to PDB.
(table 2)

SF-36

Median total score in SF-36 questionnaire was 60.91 (38.81 — 78.54)
(figure 1), median score of Physical health component was 62.60 (38.20
— 75.80) and of mental health component was 59.70 (41.30 — 79.90).
Results of SF-36 total score and its Physical health and Mental Health
components were not significantly different when subjects were divided
according to: sex, kind of involvement (monostotic or polyostotic),
current disease activity, current treatment of PDB, presence of physical
impairments due to PDB, presence of secondary osteoarthritis . Results
of SF-36 total score and of both its physical and mental health domains
were significantly different when patients were categorized according
to: present bone pain (p: 0.027, 0.008 and 0.15, respectively) and
deformities secondary to PDB (p 0.011, 0.0,12 and 0.017, respectively)
Marital status was significantly correlated with SF-36 total score and
Mental Health domain (p:0.046 and 0.016, respectively) , but not with
Physical Health domain. (table 3). BAP levels and disease extension were
significantly correlated to SF-36 Physical Health domain (p:0.038 and
0.03, respectively), but not to SF-36 total score or to Mental Health
domain. Time from diagnosis was neither associated to SF-36 total score
nor to any of its domains. (table 4)

In regression analysis, we included parameters with significant
association to variations in SF-36 results (current bone pain, deformities,
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marital status and disease extension) and some factors theoretically
associated to worse results: age, presence of impairments and
deformities. BAP levels were excluded because they were correlated
with disease extension (Pearson correlation r 0,673 p <0,001). After
regression, the only parameters that remained significantly associated
to SF-36 total score and to its Mental Health and Physical Health
domains were pain and marital status (value of p, respectively, pain:
0.001, 0.002 and 0.003; marital status: 0.005, 0.003 and 0.015) (table 5).

WHOQOL-bref

Median score of WHOQOL-bref questionnaire was 14,61 (13.03 — 15.69)
(figure 2). Results of its domains were: domain 1 (physical function):
14.28 (12.00-16.14), domain 2 (psychological): 14.66 (13.81-17.33),
domain 3 (social relationship): 15.33 (13.33-16.00), domain 4
(environment): 14.5 (12.89-16.00). WHOQOL-bref total score was
significantly associated with: pain, physical impairment and presence of
deformities (p: 0.019, 0.016, 0.006 respectively). It was not associated
with: sex, marital status, disease activity, current treatment, presence
of secondary osteoarthritis or kind of involvement (monostotic or
polyostotic). (table 6) There was no correlation between WHOQOL-bref
score and: BAP, age, time from diagnosis and disease extension.(table
7)

Concerning to WHOQOL-bref domains, only the results of physical
(domain 1) and the psychological (domain 2) components were further
analyzed. Domain 1 score was significantly associated with marital
status, pain and deformities, (p: 0.042, 0,011, 0.010, respectively) but
not with sex, physical impairment, kind of involvement or osteoarthritis,
disease activity or current treatment. Median results of domain 2 score
were associated with marital status, physical impairment, and kind of
involvement (0.029, 0.021, 0.031, respectively), but not with sex pain,
current treatment, disease activity, deformities and osteoarthritis (table
6). WHOQOL-bref domains 1 and 2 were not associated to: BAP, age,
time from diagnosis and disease extension. (table 7)

Regression was performed with the same parameters chosen for SF-36
analysis. Presence of pain, deformities and marital status were
significantly associated to results of WHOQOL-bref total score and its
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Domain 1 in regression (p results, respectively: total score: 0.040, 0.013,
0.031; domain 1: 0.022, 0.004, 0.004). WHOQOL-bref domain 2 results
were significantly predicted by pain and marital status (p0.032 and
0.003, respectively) (table 8).

Results of SF36 total score and WHOQol-bref total score were well
correlated ( r 0,741 <p,0,001).

Discussion

Paget’s disease of bone can be completely asymptomaticin one extreme
of its clinical presentation, but in the other extreme it can cause life-
threating complications, such as intracranial hypertension, severe heart
failure and osteosarcoma. Between these extremes, many patients
experience manifestations that could impair their quality of live, like
bone pain, secondary osteoarthritis, fractures, peripheral nerve
compressions and hear impairment. [1][2]

In the first study to evaluate quality of life in this population, Gold et al.
[9] have found that the majority of PDB patients considered that they
did not have good quality of life. However, that study did not employ a
standardized questionnaire and, although a high number of subjects
were evaluated, a large number of them had PDB complications or
comorbidities that can adversely affect quality of life.

Other studies have evaluated quality of life in PDB patients using SF-36
questionnaire [8] [6] [3]. In general, these studies have reported reduced
quality of life in this population, but only one of them has searched for
predictors of quality of life. Langston et al.[3] have found that SF36
Physical Health domain was predicted by: bone pain, age and previous
bisphosphonate treatment and the Mental Health domain by previous
bisphosphonate treatment, not being married and bone pain. As in our
study, BAP levels were not correlated to SF-36 results.

In line with the previous findings the factors that significantly predicted
results of both quality of life scores in our population were bone pain
and marital status. WHOQOL-bref results were also predicted by
deformities.
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Treatment of PDB with potent bisphosphonates, particularly zoledronic
acid, is very efficient in controlling disease activity and reduces bone pain
in most patients[2] [15][5]). By reducing disease activity, treatment is
also expected to prevent long term complications of PDB. Therefore, it
would be expected that treatment with bisphosphonates results in
improved quality of life in PDB and some studies have evaluated this
question, usually as a secondary end point. The Horizon study [5][10]
has shown that zoledronic acid was able to improve quality of life in PDB
patients and this result was maintained for a long time. Interestingly,
risedronate, in spite of being effective in a large proportion of patients,
did not produce similar effects on quality of life. By the other side, in
another study, the PRISM trial, treatment of PBD was not able to induce
improvements in quality of life [4]. This might have happened because
most patients used risedronate, but other factors should be considered,
including the appropriateness of Quality of Life scores as endpoints in
studies of PDB treatment. In the present study, as in the study of
Lansgston et al [3], bone pain was the only parameter directly related
to PDB that significantly predicts SF-36 results, but not every PDB patient
has pain and pain is not the only indication for treatment of this disease.
Moreover, other sources of pain, such as secondary osteoarthritis, are
not affected by treatment of PDB. Besides control of symptoms,
treatment of PDB is also indicated to prevent long-term
complications[15][16], so, a very long follow-up period should be
employed in order to detect long term effects on quality of life due to
prevention of complications. Another factor that could impair the utility
of quality of life questionnaires in evaluation of PDB treatment is the
high prevalence of comorbidities elder people, the population most
affected by PDB.

The main limitation of the present study is the relatively small sample,
which results in low number of subjects with some PDB complications
that could impair quality of life but that are not highly prevalent, like
hearing impairment. Besides, we were not able to compare our results
to those of normal Brazilian population because there are not reference
values of these tests for our population. By the other hand, we were
able to exclude subjects with concomitant diseases that also affect
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quality of life, therefore eliminating a confusion factor, which was not
done by other studies that have evaluated quality of life in PDB.

In conclusion, the main disease related factor associated with SF-36
results in PDB patients was bone pain and with WHOQOL-bref, bone pain
and deformities. Because of the heterogeneity of manifestations of this
disease and the long period necessary for some complications to
develop, questionnaires like those might not be an appropriate endpoint
for short-term studies of treatment of PDB.
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