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Resumo



 

 

Resende AL. Doença óssea em pacientes com nefrite lúpica: aspectos inflamatórios 

[tese]. São Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo; 2014. 

 

 

INTRODUÇÃO: O comprometimento ósseo em pacientes portadoras de nefrite lúpica é 

comum e multifatorial. O objetivo deste trabalho foi estudar a contribuição do 

componente inflamatório para o comprometimento ósseo destas pacientes. MÉTODOS: 

Foram estudadas 15 pacientes do sexo feminino (no menacme) com diagnóstico recente 

(≤ 2 meses) de Lupus Eritematoso Sistêmico e Nefrite Lúpica (NL). Foram excluídos 

pacientes com história/evidência de doença renal ou óssea prévia. A avaliação 

laboratorial incluiu a dosagem de 25-hidroxivitamina D3 ([25(OH)D] e de citocinas 

inflamatórias associadas a fisiopatologia do lupus [Interleucina-6, Fator de necrose 

tumoral α e Monocyte Chemoattractant Protein-1 (MCP-1)]. Além disso, as pacientes 

foram submetidas a biópsia óssea, com análise histomorfométrica, imunohistoquímica e 

cultura celular (estudo da proliferação e citometria de fluxo). RESULTADOS: As 

pacientes lúpicas apresentavam em média 29,5±10 anos, com uma proteinúria de 

4,7±2,9 g/dia, e uma taxa de filtração glomerular estimada de 37(31-87) ml/min/1,73m², 

e estavam em uso de glicocorticóide por 34±12 dias. Todas as pacientes  apresentavam 

níveis insuficientes de vitamina D (9,9±4,4ng/ml, variando de 4 a 20 ng/ml). Os níveis 

de 25(OH)D se correlacionaram negativamente com os de todas as citocinas 

inflamatórias estudadas. Os níveis de MCP-1 urinário se correlacionaram negativamente 

com os de 25(OH)D (r= -0,53, p=0,003) e positivamente com os de deoxipiridinolina 

(r=0,53, p=0,004). Não observamos diferença significativa entre pacientes e controles 

na proliferação de osteoblastos medida pela incorporação pela timidina (82,22±8,43 vs 

56,06±23,73 contagem por minuto, p=0,21). Os osteoblastos provenientes dos 

fragmentos ósseos das pacientes lúpicas apresentaram uma maior expressão de MCP-1, 

medida pela intensidade média de fluorescência (32,0±9,1 vs 22,9±5,3, p=0,01). 

Quando comparadas a controles, as pacientes portadoras de nefrite lúpica apresentaram 

valores significativamente inferiores de dois parâmetros de formação óssea (volume e 

espessura osteoide). Além disso, detectamos também uma redução em dois parâmetros 

de mineralização óssea (superfície mineralizante e taxa de formação óssea). Por fim, as 

pacientes lúpicas apresentaram um aumento significativo da reabsorção óssea e da 

superfície osteoclástica. Com relação a imunohistoquímica, as pacientes lúpicas 



 

 

apresentaram uma menor expressão de osteoprotegerina (0,61±0,82 vs 1,08±0,50, 

p=0,003) e uma maior expressão do receptor ativador do fator nuclear-B ligante 

(RANKL) (1,76±0,92 vs 0,41±0,28, p<0,001) quando comparadas aos controles. 

CONCLUSÕES: Pacientes com diagnóstico recente de nefrite lúpica, submetidas a um 

reduzido tempo de exposição e carga cumulativa de corticóide, apresentam um 

significativo comprometimento ósseo, caracterizado por uma redução da formação e 

mineralização óssea, associada a um aumento da reabsorção óssea. Os níveis de MCP-1 

urinário se correlacionaram negativamente com os de 25-hidroxivitamina D3 e 

positivamente com os de deoxipiridinolina, sugerindo que fatores inflamatórios possam 

contribuir para a insuficiência de vitamina D e a reabsorção óssea. A expressão óssea 

aumentada de RANKL e reduzida de OPG, assim como o aumento da expressão de 

MCP-1 pelas células ósseas das pacientes lúpicas, reiteram a hipótese de que a 

inflamação per se possa influenciar a reabsorção óssea observada nestas pacientes.  

 

 

Descritores: Mulheres; Pré-menopausa; Lúpus eritematoso sistêmico; Nefrite lúpica; 

Vitamina D; Inflamação; Doenças Ósseas; Histologia. 



 

 

Summary



 

 

Resende AL. Bone disease in lupus nephritis patients: inflammatory aspects 

[thesis]. São Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo; 2014. 

 

 

INTRODUCTION: Bone disease in lupus nephritis patients is common and 

multifactorial. The aim of this study was evaluate the contribution of inflammatory 

factors to the bone disorder observed in these patients. METHODS: We studied 15 

female pre-menopausal patients with ≤ 2 months of diagnosed Systemic Erythematosus 

Lupus and Lupus Nephritis (LN). Subjects with prior kidney or bone disease were 

excluded. We measured the levels of 25-hydroxyvitamin D3 [25(OH)D] and cytokines 

involved in LN physiopathology [Interleucin-6, Tumor Necrosis Factor α, and 

Monocyte Chemoattractant Protein-1 (MCP-1)]. Patients were submitted to bone 

biopsy, followed by osteoblast culture (cell proliferation and flow cytometry), 

histomorphometric and immunohistochemistry analysis.  RESULTS: LN patients 

presented a mean age of 29.5±10 years, a proteinuria of 4.7±2.9 g/day and an estimated 

glomerular filtration rate of 37(31-87) ml/min/1,73m². They were on glucocorticoid 

therapy for 34±12 days. All patients presented vitamin D insufficiency (9.9±4.4 ng/ml, 

range 4-20). Vitamin D levels were negatively correlated with all inflammatory 

cytokines. Urinary MCP-1 correlated negatively with 25-hydroxyvitamin D3 (r= -0.53, 

p=0.003) and positively with serum deoxypyridinoline (r=0.53, p=0.004). There were 

no differences between NL patients and controls in osteoblast proliferation measured by 

incorporation of thymidine (82.22±48.43 vs 56.07±23.73 counts per minute, 

respectively, p=0.21). Osteoblasts isolated from LN patients presented a significantly 

higher expression of MCP-1, as measured by mean fluorescence intensities (32.0±9.1 vs 

22.9±5.3, p=0.01). LN patients presented a significantly reduction in two formation 

parameters (osteoid volume and osteoid thickness). They also presented a decrease in 

mineralization surface and bone formation rate, associated with an increased eroded 

surface and osteoclast surface. Patient’s bone specimens demonstrated a reduced 

immunostaining for osteoprotegerin (0.61±0.82 vs 1.08±0.50%, p=0.003), and an 

increased expression of Receptor Activator of NF-κB ligand (RANKL) (1.76±0.92 vs 

0.41±0.28%, p<0.001) when compared to controls. CONCLUSION: Newly diagnosed 

lupus nephritis patients, submitted to a limited time of exposure and to a low cumulative 

dose of glucocorticoids, presented a significant disturbance in bone metabolism, 



 

 

characterized by an impaired bone formation and mineralization, associated with an 

increase in resorption parameters. The levels of urinary MCP-1 were negatively 

correlated to 25-hydroxyvitamin D3 and positively correlated to serum 

deoxypyridinoline, suggesting that inflammation may contribute to vitamin D 

insufficiency and bone resorption. Bone tissue overexpression of RANKL and 

underexpression of osteoprotegerin, as well as increased expression of MCP-1 by 

cultured bone explants cells reinforces inflammatory background contributing to bone 

resorption in LN bone disease.  

 

 

Descriptors: Women; Premenopausal; Lupus erythematosus, systemic; Lupus nephritis; 

Vitamin D; Inflammation; Bone Diseases; Histology. 
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1. Introdução 

 

 

O Lupus Eritematoso Sistêmico (LES) é uma doença auto-imune que cursa com 

manifestações clínico-laboratoriais, evolução e prognóstico variáveis (1). O 

comprometimento renal (Nefrite Lúpica) é uma manifestação grave, podendo ocorrer 

precocemente em até 30% dos casos (2).           

Nas últimas décadas, têm-se observado um aumento significativo na sobrevida 

geral e renal dos pacientes com nefrite lúpica (NL), atribuído essencialmente a dois 

fatores: o diagnóstico precoce e o tratamento imunossupressor agressivo (3-6). Em 

função desta tendência, têm aumentado também a preocupação da comunidade 

científica com a prevenção e manejo das comorbidades relacionadas ao LES e ao seu 

tratamento.  

O comprometimento ósseo em pacientes portadores de LES é uma complicação 

muito comum, com taxas de osteopenia e osteoporose variando de 25-74% e 1,4-68%, 

respectivamente (7, 8). No entanto, sua fisiopatologia permanece pouco compreendida, 

o que limita a adoção de medidas profiláticas e terapêuticas para o manejo clínico.   

Uma das maiores dificuldades reside no fato de que a etiologia do 

compromentimento ósseo em pacientes lúpicas é multifatorial. Deste modo, torna-se 

complexa a tarefa de avaliar a contribuição individual de cada fator. Nos pacientes 

portadores de Nefrite Lúpica deve-se atentar para um risco adicional para o 

comprometimento ósseo, uma vez que a proteinúria e/ou disfunção renal podem agravar 

a deficiência de vitamina D (7, 9-11). 

Além disso, a maior parte dos estudos disponíveis são baseados na avaliação 

densidade mineral óssea (DMO) através da densitometria, um método de custo 

relativamente baixo e amplamente disponível (12-18). Entretanto, sabemos que a 

redução da DMO, apesar de clinicamente relevante, pode não refletir adequamente a 

resistência óssea e, principalmente, não contribui para a compreensão da fisiopatologia 

da doença óssea (19, 20).  
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1.1. Inflamação e fisiopatologia do LES 

 

 

A fisiopatologia do LES é extremamente complexa. Acredita-se que fatores 

genéticos, ambientais, hormonais e imunoregulatórios possam atuar sequencialmente ou 

simultaneamente sobre o sistema imune, determinando uma perda de auto-tolerância, 

que culmina na ativação de células T e na geração de auto-anticorpos, imunocomplexos, 

e citocinas inflamatórias, responsáveis por iniciar e/ou amplificar a inflamação e o dano 

tecidual (1). 

Vários publicações abordam os fatores envolvidos na desregulação do sistema 

imune observada no Lupus Eritematoso Sistêmico. De modo geral, e apesar de muitas 

controvérsias, acredita-se que a diferenciação a favor das respostas Th1 contribua para o 

desenvolvimento e/ou progressão das doenças auto-imunes, enquanto os estímulos Th2 

parecem ter efeito protetor nestas patologias
  
(21).  

Como citado anteriormente, esse desbalanço imunológico é associado a 

múltiplas anormalidades na produção, expressão e/ou atividade de várias citocinas.  

A interleucina (IL) 6 é uma proteína de fase aguda que apresenta vários efeitos 

sobre o sistema imunológico, dentre os quais: diferenciação, maturação e estimulação 

de células B; secreção de imunoglobulinas; e diferenciação de células T citotóxicas. Em 

modelos animais (NZB/W F1), o tratamento com IL-6 promove o desenvolvimento de 

uma forma severa e acelerada de glomerulonefrite membranoproliferativa. Além disso, 

o tratamento com anti-IL-6 ou anticorpos anti-receptor de IL-6 leva à redução da 

proliferação de células B, diminuição da produção de anticorpos anti-DNA e da 

proteinúria, além do aumento da sobrevida dos animais
 
(22). Estudos em humanos, por 

sua vez, já demonstraram níveis séricos, urinários, e expressão renal glomerular 

aumentada de IL-6 em pacientes portadores de LES em atividade (21-24). Além disso, é 

importante salientar que vários estudos clínicos evidenciaram uma correlação positiva 

entre os níveis de IL-6 e a atividade da doença [mensurada pelo Systemic Lupus 

Erythematosus Disease Activity Index (SLEDAI)] (21-24).  

O Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-α) apresenta propriedades pró-

inflamatórias e imunoregulatórias. Contribui como fator de crescimento para linfócitos 

B, além de atuar na ativação e maturação de células dendríticas e na indução de resposta 

de fase aguda pelos hepatócitos (com produção de IL-1 e IL-6). Apesar de algumas 
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controvérsias quanto ao seu papel na fisiopatologia do LES, a correlação dos níveis de 

TNF-α com a atividade da doença, assim como sua expressão no tecido renal de 

pacientes acometidos já foi previamente demonstrada (23-25). 

 O Monocyte Chemoattractant Protein-1 (MCP-1) é um fator quimiotático para 

leucócitos envolvido na patogênese da injúria renal relacionada ao LES (26). Vários 

trabalhos recentes sugerem o papel dos níveis urinários de MCP-1 como um marcador 

sensível e específico de atividade renal, guardando correlação com a severidade do flare 

e a histologia proliferativa (27-31).     
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1.2. Comprometimento Ósseo no LES 

 

 

Como citado anteriormente, a etiologia do comprometimento ósseo em pacientes 

portadores de LES é multifatorial (8). Além dos fatores de risco tradicionais (tais como 

sexo feminino, idade superior a 65 anos, raça branca ou asiática, baixo peso corporal e 

tabagismo), os portadores de LES são susceptíveis a alguns fatores de risco associados à 

doença e/ou seu tratamento:  

 

 Redução de atividade física decorrente do comprometimento ósteo-muscular 

e articular;  

 Menopausa precoce (relacionada à atividade da doença e/ou uso de 

imunossupressores como ciclofosfamida);  

 Uso de glicocorticóides; 

 Redução dos níveis de vitamina D, associado principalmente a dois fatores: 

o Fotossensibilidade e recomendações para fotoproteção; 

o Proteinúria e/ou disfunção renal associados à nefrite lúpica;  

 Atividade inflamatória per se. 
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1.2.1. Glicocorticóides 

 

 

O uso de glicocorticóides têm sido extensivamente associado a redução da DMO 

em pacientes portadores de LES (16, 32, 33). Na verdade, a Doença Óssea induzida por 

Corticóides (também denominada Osteoporose induzida por Corticóides) é considerada 

a causa mais comum de osteoporose secundária. Sua relevância clínica pode ser 

exemplificada pela alta incidência de fraturas (até 30-50%) em pacientes submetidos ao 

uso crônico de corticoide (34, 35)   

A Doença Óssea induzida por Corticóides evolui caracteristicamente em duas 

fases. No primeiro ano, ocorre uma rápida perda de densidade mineral óssea (6-12%), 

presumivelmente associada ao aumento de reabsorção óssea. Posteriormente ocorre uma 

fase mais lenta e progressiva (3% por ano), na qual a redução da DMO é atribuída a 

uma redução na formação óssea
 
(34-36).  

Vale ressaltar que, na osteoporose induzida por corticóide, o risco de fraturas 

pode aumentar em até 75% nos primeiros 3 meses, habitualmente antes de uma redução 

expressiva da DMO (37). Acredita-se que essa particularidade possa ser atribuída, pelo 

menos em parte, aos efeitos dos glicocorticóides em ossos trabeculares (perda da 

resistência óssea) (19), alterações pouco traduzidas pela densidade mineral óssea (34, 

35). 

A dose e duração de uso necessárias para acarretar um aumento do risco de 

doença óssea ainda não está bem estabelecida. Na maior parte dos estudos disponíveis, 

são avaliados pacientes submetidos a doses diárias ≥ 7,5 mg/dia de prednisolona (ou 

equivalente) por um período ≥ 3 meses (38, 39). Além disso, vale ressaltar que a 

American College of Rheumatology, a National Osteoporosis Foundation e a Royal 

College of Physicians recomendam intervenções farmacológicas em pacientes expostos 

a glicocorticóides por pelo menos 3 meses (40-43).   
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1.2.2. Vitamina D 

 

 

 Um dos fatores que pode contribuir para o comprometimento ósseo observado 

nas pacientes lúpicas é a redução dos níveis de vitamina D.  

A função primordial da vitamina D é manter níveis fisiológicos de cálcio sérico, 

participando, deste modo, tanto de ações metabólicas (como transdução de sinais e 

atividade neuromuscular), quanto no metabolismo ósseo. Seu principal mecanismo de 

ação é o aumento da absorção intestinal de cálcio e fósforo. Além disso, sabe-se que a 

vitamina D pode aumentar a expressão de RANKL (receptor ativador do fator nuclear-

B ligante), osteocalcina e fosfatase alcalina, dentre outros mediadores e citocinas (44-

48).  

Ações não calcêmicas da vitamina D sobre o sistema imune também já foram 

descritos em alguns modelos animais. Estudos em humanos, entretanto, têm 

demonstrado resultados conflitantes. Acredita-se que a forma ativa da vitamina D seja 

responsável por uma redução na resposta das células Th1 e na apresentação de 

antígenos pelas células dendríticas. Outro efeito descrito é o aumento da expressão de 

catelicidina, um peptídeo antimicrobiano importante para o sistema imune inato, com 

particular ação sobre o Mycobacterium tuberculosis
 
(49). 

Dentre os fatores que poderiam contribuir para a deficiência de vitamina D nas 

pacientes portadoras de LES podemos citar:     

 

 Fotossensibilidade e as recomendações para fotoproteção: vale citar um 

estudo realizado por Ruiz-Irastorza et al em um centro da Espanha com 92 

pacientes (90% do sexo feminino e 98% da raça branca). A insuficiência e 

deficiência de vitamina D foram encontradas em 75 e 15% dos pacientes, 

respectivamente. Fotossensibilidade e fotoproteção foram significativamente 

associados à deficiência/insuficiência de vitamina D
 
(50);  

 Aumento do metabolismo ou 25-hidroxilação prejudicada induzida por 

drogas ou pela doença per se (45, 51); 

 Presença de anticorpos anti-vitamina D: previamente detectados em 

portadores de LES e significativamente associados à anti-DNA (52).  
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1.2.2.1. O papel da proteinúria 

 

 

A proteinúria é um importante marcador de Nefrite Lúpica e acarreta um 

aumento do risco de comprometimento ósseo.  

Existem alguns estudos que abordam a correlação entre proteinúria e alterações 

ósseas. Mittal et al publicou um estudo com 30 pacientes portadores de síndrome 

nefrótica (proteinúria média 7,3 g/dia). A osteomálacia foi o achado de 

histomorfometria mais comum (56,7%), enquanto uma biópsia normal foi encontrada 

em apenas 33,3% dos casos. A severidade da osteomalácia (determinada pelo tempo de 

mineralização) se correlacionou linear e significativamente com a duração e quantidade 

da proteinúria
 
(53). 

 Outro estudo interessante foi realizado por Dias et al nesta instituição com 17 

pacientes adultos portadores de glomerulopatias primárias (proteinúria >1,5g/dia) e 

função renal normal (Taxa de Filtração Glomerular > 55ml/min/m
2
) (54). Observou-se 

uma correlação negativa entre proteinúria e níveis de 25-hidroxivitamina D3 

[25(OH)D]. Acredita-se que a perda urinária de vitamina D (ligada a sua proteína 

carreadora) possa ser atribuída basicamente a dois mecanismos:  

 

 Aumento da filtração (alterações de carga e tamanho dos poros da membrana 

capilar glomerular); 

 Reabsorção tubular inadequada (secundária a lesão tubular ou a uma 

competição com as proteínas de maior peso molecular).  

  

 As repercussões destas alterações foram demonstradas neste mesmo estudo por 

meio das biópsias ósseas dos pacientes, que evidenciaram redução da formação e 

aumento da reabsorção óssea (54). 
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1.2.2.2. Disfunção renal 

 

 

O Distúrbio Mineral e Ósseo da Doença Renal Crônica (DMO-DRC) pode ser 

definido como uma desordem sistêmica do metabolismo mineral e ósseo que ocorre em 

função da doença renal crônica (DRC) e pode se manifestar através de (55, 56):  

 

 Anormalidades do cálcio, fósforo, hormônio paratiroidiano (PTH) ou 

metabolismo da vitamina D; 

 Anormalidades do remodelamento, mineralização ou volume ósseo; 

 Calcificações vasculares ou extra-vasculares.  

 

Apesar de apresentar uma fisiopatologia complexa e ainda não totalmente 

elucidada, acredita-se que o DMO-DRC se desenvolva caracteristicamente a partir do 

estadio 3 da DRC (taxa de filtração glomerular < 60ml/min/1,73m
2
), quando a 

habilidade renal para excreção de fósforo se encontra reduzida a ponto de resultar em 

um estímulo para liberação de fibroblast growth factor 23 (FGF-23) e PTH. O prejuízo 

a conversão de 25(OH)D em 1,25-dihidroxivitamin D3 [1,25(OH)2D] leva a redução da 

absorção intestinal de cálcio e estímulo adicional para a liberação de PTH. Com o 

tempo, ocorre uma resistência renal a ação do PTH e do FGF-23, além de uma 

resistência tecidual a ação da vitamina D e do PTH (55).  

As anormalidades ósseas são observadas em quase todos os pacientes em terapia 

renal substitutiva, e na maior parte dos pacientes portadores de DRC estadios 3-5 em 

tratamento conservador. O tratamento atualmente disponível é dirigido para a correção 

das anormalidades bioquímicas, visando limitar suas consequências (55).   

Vale a pena lembrar que, em 2002, a Kidney Disease Outcome Quality Initiative 

(KDOQI), publicou uma diretriz sobre DRC que compreendia sua avaliação, 

classificação e estratificação de risco. Desde então, o diagnóstico de DRC é baseado em 

três componentes: um componente anatômico ou estrutural (marcadores de dano renal), 

um componente funcional [baseado na Taxa de Filtração Glomerular (TFG)] e um 

componente temporal. Com base nessa definição, seria portador de DRC qualquer indi-

víduo que, independente da causa, apresentasse TFG < 60 mL/min/1,73m
2
 ou a TFG > 

60 mL/min/1,73m
2
 associada a pelo menos um marcador de dano renal parenquimatoso 
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[albuminúria, alterações do sedimento urinário, histologia renal ou estrutura renal 

(detectados por exame de imagem), ou ainda antecedente de transplante renal] presente 

há pelo menos 3 meses (57-59). 

Por fim, ainda não existem estudos suficientes para determinar a relevância de 

eventuais alterações bioquímicas ou ósseas no contexto de uma disfunção renal aguda.  
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1.2.3. Fatores Inflamatórios 

 

 

A influência da atividade inflamatória per se sobre o status ósseo dos pacientes 

lúpicos começou a ganhar destaque na literatura mediante a publicação de alguns 

estudos que não demonstraram associação entre redução da DMO e uso de corticóide (9, 

12, 13, 60-62).   

Um destes estudos, desenvolvido por Almehed et al, objetivou identificar a 

prevalência e importância de alguns dos fatores de risco para osteoporose em pacientes 

lúpicos. Em uma regressão multivariada, a redução da densidade mineral óssea foi 

significativamente associada à idade avançada, baixo peso corpóreo, elevação de 

marcadores inflamatórios (velocidade de hemossedimentação, proteína C reativa) e 

creatinina sérica, combinação de DMARDs (drogas anti-reumáticas modificadoras da 

doença) e índice de dano (SLICC/ACR - Systemic Lupus International Collaborative 

Clinics/American College of Rheumatology - Damage Index). O uso atual ou 

cumulativo de glicocorticóide, no entanto, não foi relacionado à redução da densidade 

mineral óssea
 
(9). 

De modo análogo, Lee et al avaliou 307 pacientes lúpicas e demonstrou que a 

redução da DMO estava associada a presença de dano relacionado ao LES (medido pelo 

Systemic Lupus International Collaborating Clinics/American College of Rheumatology 

cumulative disease damage index - SDI), independentemente do uso de corticoide (60).     

Além disso, existem relatos de redução da DMO em pacientes que nunca foram 

tratados com corticoides (12, 14, 63). Um exemplo é o trabalho publicado por Sels et al. 

Nesta revisão de dados referentes a 61 pacientes citados previamente na literatura e que 

não foram tratados com glicocorticóides, observou-se uma redução significativa da 

densidade óssea na coluna, quadril e antebraço, sugerindo novamente que o 

comprometimento ósseo poderia estar relacionado à atividade da doença (63).  

Mais recentemente, o trabalho desenvolvido por Borba et al com mulheres em 

pré-menopausa acompanhadas no Hospital São Paulo/ Universidade Federal de São 

Paulo abordou a correlação da atividade clínica do LES não apenas com citocinas 

inflamatórias, mas também com deficiência de vitamina D e marcadores de 

remodelação óssea (51). As pacientes (n=36), clinicamente semelhantes aos controles, 
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apresentavam em média 4-5 anos de doença e foram divididas em dois grupos de acordo 

com a atividade da doença [mensurada pelo Systemic Lupus Erythematosus Disease 

Activity Index (SLEDAI)]. O Grupo I era constituído de pacientes com maior atividade 

da doença (SLEDAI≥12, dose média de prednisona no último ano = 12,2 mg/dia, 

variando entre 0 e 32,1 mg/dia). No Grupo II foram incluídas pacientes com SLEDAI≤3 

(dose média de prednisona no último ano = 6,2 mg/dia,  variando de 0 a 15,2 mg/dia). A 

comparação entre os grupos evidenciou que as pacientes do Grupo I (maior atividade 

lúpica) apresentaram níveis significativamente maiores de IL-1, IL-6 e TNFα. Além 

disso, este grupo foi associado aos menores níveis de 25(OH)D e osteocalcina 

(marcador de formação óssea). Observou-se uma correlação negativa entre osteocalcina 

e TNFα (r = -0.428, p = 0.01), enquanto a deoxipiridinolina urinária (marcador de 

reabsorção óssea) se correlacionou positivamente com o SLEDAI (r = 0.063, p = 0.02), 

sugerindo a influência de fatores inflamatórios no metabolismo ósseo. Não se observou 

correlação estatística entre os marcadores de remodelação óssea e a dose atual ou 

pregressa de glicocorticóides
 
(51).                   

Apesar dos dados citados, ainda faltam estudos que permitam esclarecer a 

relação entre fatores inflamatórios e comprometimento ósseo em pacientes portadores 

de LES. Não são relatados na literatura protocolos que estudem biópsias ósseas 

(histomorfometria e imunohistoquímica) em pacientes com NL, alta atividade 

inflamatória, e submetidos à baixa carga de glicocorticóides. Vale citar apenas um 

resumo do XV Congresso Latino Americano de Nefrologia e Hipertensão, que apresenta 

dados de um estudo realizado em um hospital infantil do México que avaliou 30 

crianças portadoras de LES (idade média de 11 anos, sendo 80% do sexo feminino) 

através de exames laboratoriais e biópsias ósseas com estudo histomorfométrico. As 

crianças foram divididas em grupos de acordo com a exposição a tratamento 

imunossupressor e a presença de disfunção renal. No grupo constituído por crianças que 

não haviam recebido tratamento imunossupressor e não apresentavam disfunção renal 

(n=7, perfazendo 23% do total), todas as crianças apresentaram biópsias sugestivas de 

baixo remodelamento ósseo, sugerindo novamente a influência da atividade inflamatória 

per se sobre a densidade mineral óssea em pacientes lúpicos (64).  
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1.3. Osteoimunologia: atividade inflamatória e comprometimento ósseo 

 

 

A interação entre os sistemas imunológico e ósseo tem sido estudado desde a 

década de 70. Desde então, vários trabalhos têm demonstrado que estes sistemas não só 

podem ser mediados por inúmeras moléculas em comum (citocinas, receptores e fatores 

transcricionais), como também podem interagir na própria medula óssea (65).  

Em 2000, um ano após a descrição do sistema RANK (receptor ativador do fator 

nuclear-B) – RANKL (receptor ativador do fator nuclear-B ligante), o termo 

Osteoimunologia foi utilizado pela primeira vez para descrever o campo interdisciplinar 

que estuda as interrelações entre os sistemas ósseo e imunológico.  

Apesar das evidências de interação entre os sistemas imunológico e ósseo 

provenientes de estudos experimentais, observações in vitro (66-70), e determinados 

contextos clínicos (como a perda de massa óssea associada a menopausa e a 

hipercalciúria idiopática) (67, 70, 71), os maiores  exemplos desta interação são 

esperados em estados de ativação anormal e/ou prolongada do sistema imune, em 

doenças auto-imunes como Artrite Reumatóide, Doença Inflamatória Intestinal e LES 

(7, 72-76).  

A ação da osteoprotegerina (OPG) e do sistema RANK-RANKL sobre a 

imunidade e regulação do metabolismo ósseo constitui uma área de crescente interesse 

da comunidade científica. Portanto, seguem algumas considerações a respeito deste 

sistema.   
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1.3.1. Osteoprotegerina e Sistema RANK-RANKL 

 

 

 A osteoprotegerina (OPG) é uma glicoproteína, membro da superfamília do 

receptor do fator de necrose tumoral (TNF), codificada pelo cromossomo oito. Trata-se 

de um receptor solúvel para o RANKL, que atua competindo com o RANK. Acredita-se 

que tenha efeitos regulatórios sobre a maturação de células B e a geração de uma 

resposta humoral específica. É secretada por uma variedade de tecidos, tais como órgãos 

do sistema cardiovascular, pulmões, intestino, tecido hematopoiético e ossos 

(especificamente linhagem osteoblástica). Pode ser expressa em células B e células 

dendríticas. Sua produção e expressão é modulada por citocinas, hormônios e outras 

substâncias, tais como medicamentos usados na prática clínica (figura 1) (8, 77-79).    

O RANK e o RANKL também são membros da superfamília do receptor de 

TNF. O RANK é expresso na superfície de osteoclastos e seus precursores, células T 

ativadas e células dendríticas. Seu ligante, o RANKL, é uma proteína transmembrana 

produzida e expressa por células da linhagem osteoblástica e células T ativadas. A 

ligação RANK-RANKL deflagra mecanismos no metabolismo ósseo e sistema imune: 

 

 Estímulo para formação, fusão, diferenciação, ativação e sobrevivência dos 

osteoclastos, responsáveis pela reabsorção óssea; 

 

 Aumento da sobrevida e da capacidade imunoestimulatória das células 

dendríticas, além de modular células T ativadas. 

  

A expressão de RANKL por osteoblastos também pode ser regulada por várias 

citocinas, tais como IL-1, IL-6, IL-17 e TNFα (figura 1) (65, 77, 78, 80).  
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Figura 1: Osteoprotegerina e sistema RANK-RANKL: relação entre mediadores 

inflamatórios, sistema imune e metabolismo ósseo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: IL ( interleucina); PTH (hormônio paratiroidiano); RANK (receptor ativador 

do fator nuclear-B); RANKL (receptor ativador do fator nuclear-B ligante); TNF-α 

(fator de necrose tumoral alpha); TFG-β (transforming growth factor beta). 
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Objetivos
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 O objetivo deste trabalho foi estudar, em pacientes com Nefrite Lúpica ativa de 

diagnóstico recente, e submetidas à baixa carga de corticóide: 

 

 A doença óssea através de técnicas de: 

o Histomorfometria; 

o Imunohistoquímica; 

o Cultura de osteoblastos. 

 

 O estado inflamatório sistêmico/renal e suas correlações com a doença óssea. 

 

Nossa hipótese é que estas pacientes apresentem um comprometimento ósseo 

precoce, possivelmente influenciado pela atividade inflamatória per se.  
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Métodos
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3.1. População estudada 

 

 

Neste estudo observacional foram incluídos pacientes do sexo feminino com 

diagnóstico recente (≤ 2 meses) de LES [≥ quatro critérios do American College of 

Rheumatology (ACR) (81)] e nefrite lúpica (de acordo com critérios ACR) atendidos no 

Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo (FM 

USP) no período de dezembro de 2010 a dezembro de 2012. 

Os critérios de exclusão foram: história/evidência de doença renal crônica; 

gestação; menopausa; uso prévio de suplementação de cálcio/vitamina D ou medicações 

que influenciam o metabolismo ósseo (como anticoagulantes orais e 

anticonvulsivantes); presença de doença tireoidiana.  

Os critérios de inclusão e exclusão foram determinados de modo a reduzir a 

influência de outros fatores sabidamente associados à perda de massa óssea.  

Todos os pacientes candidatos ao estudo receberam explicações e orientações 

sobre o protocolo e seus riscos e assinaram um termo de consentimento informado. O 

projeto foi aprovado pela Comissão de Ética para Análise de Projetos de Pesquisa 

(CAPPesq) da Diretoria Clínica do Hospital das Clínicas e da Faculdade de Medicina da 

Universidade de São Paulo (n°0373/10). 
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3.2. Avaliação clínico-laboratorial 

 

 

A atividade clínica do LES foi estimada pelo SLEDAI (Systemic Lupus 

Erythematosus Disease Activity Index) (82).  

As biópsias renais foram realizadas pelo Serviço de Nefrologia, de acordo com 

suas indicações e normas, independentemente deste estudo. As biópsias realizadas 

foram analizadas pelo Serviço de Patologia utilizando a Classificação da International 

Society of Nephrology (ISN)/Renal Pathology Society (83).   

As pacientes foram tratadas pelo Serviço de Nefrologia do Hospital das Clínicas 

da FM USP de acordo com protocolos padronizados na literatura. Todas as pacientes 

receberam glicocorticóides desde o seu diagnóstico. A dose acumulada e tempo de 

exposição foram contabilizados no momento da biópsia óssea.  

Os exames sumarizados abaixo são rotineiramente utilizados no manejo clínico 

dos pacientes e foram realizados no Laboratório Central do Hospital das Clínicas da FM 

USP duas a três semanas antes da biópsia óssea: 

 

 Hemograma, uréia, creatinina, glicemia, perfil lipídico, cálcio total, cálcio iônico, 

fósforo, eletroforese de proteínas e fosfatase alcalina;  

 Perfil imunológico (FAN, Frações do complemento C3 e C4, anti-DNA);  

 25(OH)D3 medido por quimioimunoensaio;   

 PTH intacto medido por imunoquimioluminométrico;  

 Dosagens urinárias de creatinina e proteinúria.  

 

A taxa de filtração glomerular (TFG) foi estimada pela fórmula simplificada do 

MDRD (Modification of Diet in Renal Disease) (84). 

Durante o período de inclusão das pacientes, amostras de sangue e urina das 

pacientes foram colhidas e acondicionadas a -80°C no Laboratório de Investigação 

Médica (LIM) 16. Ao final do estudo, foram realizadas as seguintes dosagens 

bioquímicas:  

 

 MCP-1 sérico e urinário (Human MCP-1 ELISA, R&D Systems);  

 IL-6 sérico (Human IL-6 ELISA, R&D Systems);  
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 TNFα sérico (Human TNFα ELISA, R&D Systems);  

 Esclerostina sérica (Human Sclerostin ELISA Kit, Quidel);  

 Deoxipiridinolina sérica (Total Deoxypyridinoline ELISA, Quidel).  

 

Os níveis urinários de MCP-1 foram normalizados para a excreção urinária de 

creatinina dosada na mesma amostra e expressas como pg/mg de creatinina. 

O grupo controle para a análise bioquímica foi constituído por mulheres 

saudáveis pareadas por idade, predominantemente estudantes e funcionárias do LIM. As 

amostras de sangue e urina dos controles foram colhidos no final do inverno (setembro 

2012), período em que são esperados os níveis mais baixos de vitamina D. Todas as 

pacientes e controles eram residentes permanentes da região metropolitana de São 

Paulo.  

Além disso, as pacientes lúpicas foram comparadas a 6 pacientes do sexo 

feminino portadores de glomerulonefrite primária (proteinúria >1,5g/dia e Taxa de 

Filtração Glomerular > 55ml/min/1,73m
2
), previamente estudadas pelo nosso grupo 

(54).  
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3.3. Biópsia Óssea 

 

 

Antes da biópsia óssea, as pacientes foram submetidas a uma marcação com 

tetraciclina 20 mg/Kg/dia (por via oral, em duas tomadas) por três dias. Esta mesma 

dose foi repetida após um intervalo de dez dias. As biópsias ósseas foram realizadas 

entre o segundo e o sétimo dia após o final da segunda tomada de tetraciclina, sob 

anestesia local com lidocaína 2% e sedação com midazolan 7,5 mg intramuscular. 

As biópsias foram realizadas no osso ilíaco. Inicialmente foi realizada uma incisão 

de aproximadamente 2cm na pele e tecido subcutâneo em um ponto determinado a dois 

centímetros posterior e dois abaixo da crista ilíaca antero-superior. Utilizando uma 

trefina elétrica (Gaulthier Medical, Rochester, EUA), foram retirados fragmentos ósseos 

de 1,5cm  de comprimento. 

As biópsias foram colocadas em meio de transporte [Dulbecco's Modified Eagle 

Medium (DMEM) suplementado com tampão HEPES 25 mM, Penicilina 250 UI, 

estreptomicina 250 μg/mL e anfotericina 3μg/mL)] e levadas até o fluxo laminar, onde 

foram divididas em 2 fragmentos, um para a cultura de células e outro para os 

experimentos de histomorfometria/imunohistoquímica).   
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3.3.1. Cultura de células ósseas  

 

 

Os fragmentos destinados a cultura foram subdivididos em fragmentos menores 

(1mm
3
), que foram lavados com PBS (tampão fosfato salina) para a retirada de células 

da medula óssea, e distribuídos em placas de Petri de poliestireno de 100 mm (Nunc, 

Ilinois, EUA) nas quais adicionamos 10 mL de meio de cultivo celular [DMEM, 

suplementados com 50 UI de penicilina, 50μg/mL de estreptomicina, 2,5μg/mL de 

anfotericina B e 20% de soro fetal bovino (SFB) (Cultilab, Campinas, Brasil)].  

As placas foram mantidas a 37°C em estufa contendo CO2 a 5%, tendo seu meio 

de cultura trocado três vezes por semana, durante aproximadamente duas semanas. 

Após esse período, os fragmentos foram retirados da placa de Petri, e as células 

mantidas sob os mesmos cuidados até atingirem confluência. A seguir, as células foram 

dissociadas com tripsina recombinante TrypLE
TM

 Express (Gibco, USA) e separadas 

em duas alíquotas. A primeira foi semeada em placa de seis orifícios para a 

caracterização fenotípica das células ósseas (avaliação da capacidade de mineralização e 

atividade de fosfatase alcalina) (85, 86). A segunda foi congelada em nitrogênio líquido 

para posterior análise da proliferação e função celular (experimentos de incorporação 

pela timidina e citometria de fluxo).  

Fragmentos ósseos de falecidos doadores de órgãos do sexo feminino e pareados 

quanto à idade, foram colhidos durante o período do estudo, submetidos ao mesmo 

protocolo descrito acima e utilizados como grupo-controle para os experimentos de 

cultura.  

Ao final do estudo, as células dos pacientes e dos controles foram descongelados 

em banho-maria (37ºC) e semeadas em garrafas de 75 cm
2
. O meio de cultura DMEM + 

SFB 10% foi trocado três vezes por semana até as células atingirem nova confluência. 

Após serem dissociadas, as células foram utilizadas nos experimentos descritos abaixo. 

Vale a pena ressaltar que, uma vez que o fenótipo das células ósseas humanas tende a 

diminuir após múltiplas passagens (86), as células utilizadas nestes experimentos 

estavam em primeira ou segunda passagem.  
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3.3.1.1. Proliferação Celular  

 

 

As células ósseas foram semeadas em placas de 24 wells (1,8x10
4
 células por 

well) até atingirem confluência. O soro fetal bovino foi então retirado do meio de 

cultura e o ácido ascórbico (100μg/ml) foi adicionado. Após um período de 16 horas 

(privação), foi acrescentado 5μCi/ml de ³H-Timidina (Amersham Pharmacia Biotech 

Brasil Ltda, São Paulo, Brasil) em cada well. Após 2 horas, a timidina foi retirada, as 

células foram lavadas duas vezes com PBS 5 gelado (1 mL) e duas vezes com 1 mL de 

ácido tricloracético (TCA) 5% para a precipitação do DNA. As células foram 

resuspendidas com 300 μL de NaOH 0,2N/Sarcosil 0,3%. Alíquotas de 60 μL desse 

homogenato foram adicionados a 3 mL de líquido de cintilação (com ácido acético 

glacial: 1,2 μL/3 mL). Os frascos foram agitados no vortex, protegidos da luz por duas 

horas e em seguida analisados em contador de cintilação beta Beckman modelo LS6200 

(Beckman Instruments, Palo Alto, EUA).  

A contagem do controle foi realizada em 60 μL de NaOH 0.2N/Sarcosil 3%. Os 

valores desse controle foram descontados daqueles obtidos das células. Os experimentos 

foram realizados em triplicata e os resultados foram expressos como contagem por 

minuto (CPM). 
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3.3.1.2. Citometria de Fluxo 

 

 

Pela citometria de fluxo foram avaliadas as seguintes proteínas: fosfatase 

alcalina, osteocalcina e Monocyte Chemoattractant Protein-1 (MCP-1). As marcações 

foram realizadas nas células separadamente de acordo com os protocolos descritos a 

seguir.  

Para avaliar a expressão da fosfatase alcalina (marcação da membrana celular), 

cerca de 0,5x10
6
 células foram dispensadas em tubos próprios para citometria. As 

células foram incubadas por 10 minutos a 4°C com 10 μl de IgG humana (10 mg/mL), 

visando bloquear receptores Fcγ. As células foram lavadas duas vezes com PBS 

contendo 1% de BSA (albumina de soro bovino) (Sigma, St Louis, EUA) e 0,1% de 

azida sódica (Sigma, St Louis, EUA), e centrifugadas por 5 minutos a 4°C (1200 rpm). 

A seguir, as células foram incubadas por 30 minutos a 4°C com anti fosfatase alcalina 

humana, produzida em camundongo, na concentração de 10 μg/ml (US Biological, MA, 

EUA). Como controle negativo, as células foram incubadas com anti IgG1 de 

camundongo (controle isotípico), por 30 minutos a 4°C, na concentração de 10 μg/ml 

(R&D systems Inc., MN, EUA). Em seguida, as células foram novamente lavadas duas 

vezes com PBS contendo 1% de BSA e 0,1% de azida sódica e centrifugadas 5 minutos 

a 4°C (1200 rpm). Na etapa seguinte, as células foram incubadas com 10 μl de anticorpo 

de cabra anti-imunoglobulina de camundongo conjugado com isotiocianato de 

fluoresceína - GAM-FITC, na concentração de 50 μg/ml (Southern Biotechnology 

Associates, Birmingham, AL., EUA) por 30 minutos protegidas da luz. Em seguida, as 

células foram novamente lavadas duas vezes com PBS contendo 1% de BSA e 0,1% de 

azida sódica, centrifugadas por 5 minutos a 40°C (1200 rpm), fixadas com 

paraformaldeído a 1% em PBS (10 mM tampão fosfato salino, pH 7,4), e mantidas a 

4ºC, novamente protegidas da luz.  

 Para avaliar a expressão intracelular de osteocalcina e MCP-1, cerca de 0,5x10
6
 

células foram dispensadas em tubos para citometria. As células foram fixadas com 

paraformaldeído 1% em PBS, lavadas duas vezes com tampão Hanks’ balanced salt 

solution – HBSS, centrifugadas por 7 minutos a 4°C, 200 x g. Após a última 

centrifugação, as células foram então ressuspendidas em tampão SAP (0,1% de 

saponina, 0,05% de azida sódica em tampão HBSS) e centrifugadas, uma vez, por 7 
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minutos a 4°C, 200 x g. O sobrenadante foi decantado e as células incubadas com 

anticorpo monoclonal anti osteocalcina humana conjugada com o fluorocromo 

ficoeritrina (OC-PE), 0,25 μg/ml (R&D systems Inc., MN, EUA) ou com anticorpo 

monoclonal anti MCP-1, 2,5 μg/ml (R&D systems Inc., MN, EUA), 45 minutos, a 4° C, 

protegidas da luz. Após a incubação, as células foram lavadas duas vezes com tampão 

SAP, centrifugadas 7 minutos a 4°C, 200 x g e o sobrenadante descartado.  

As células que foram incubadas com anti OC-PE, foram ressuspendidas com 

PBS, mantidas a 4ºC, protegidas da luz. As células incubadas com anti MCP-1, foram 

novamente incubados com - GAM-FITC, na concentração de 50 μg/ml, por 30 minutos, 

a 4ºC, protegidos da luz. Após essa etapa, as células foram lavadas duas vezes com 

tampão SAP e centrifugadas 7 minutos a 4°C, 200 x g. O sobrenadante foi descartado e 

as células ressuspendidas com PBS, mantidas a 4ºC, protegidas da luz.  

As células usadas como controles foram incubadas com uma proteína (IgG 

K7.1) que não se expressa em osteoblastos. As células foram analisadas no citômetro 

FACScalibur (Becton Dickinson, San Diego, CA, EUA) e com o programa CellQuest® 

(Becton Dickinson, San Diego, CA, EUA). Os resultados foram expressos como 

porcentagem de células positivas (%) e intensidade média de fluorescência (IMF), 

descontados do controle. 
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3.3.2. Histomorfometria e imunohistoquímica  

 

 

O fragmento destinado a análise histomorfométrica e imunohistoquímica foi 

fixado em álcool a 70%, desidratado em álcool 100%, diafanizado em Tolueno e 

incluído em metil-metacrilato. Os blocos foram cortados em micrótomo de impacto 

Polycut S (Leika, Alemanha) com navalha de tungstênio obtendo-se cortes de 5 e 10μm.  

Os cortes de 5μm foram corados com azul de toluidina 0,1%, pH 6,4 (Sigma 

Chemical, St. Louis, EUA). A análise dos parâmetros histomorfométricos estáticos foi 

realizada utilizando-se microscópio (Nikon, Labophot-2A), cursor, placa digitalizadora 

e o software Osteomeasure (Osteometrics, Inc, Atlanta, EUA). Os cortes de 10 μm, não 

corados, foram utilizados para análise das marcações pela tetraciclina (parâmetros 

dinâmicos), empregando-se uma fonte de luz ultravioleta.  

Os parâmetros histomorfométricos foram divididos em estáticos/estruturais e 

dinâmicos e seguiram a nomenclatura padronizada pela American Society for Bone and 

Mineral Research (87), traduzida para o português, com exceção das abreviaturas.  

Os parâmetros estáticos avaliados foram:  

 

 Estruturais: volume trabecular (BV/TV) (%), espessura trabecular (Tb.Th) (μm), 

separação trabecular (Tb.Sp) (mm) e número de trabéculas (Tb.N) (/mm);  

 Formação: volume osteóide (OV/BV) (%), superfície osteoblástica (Ob.S/BS) (%), 

espessura osteóide (O.Th) (μm) e superfície osteóide (OS/BS) (%);  

 Reabsorção: superfície de reabsorção (ES/BS) (%) e superfície osteoclástica 

(Oc.S/BS) (%).  

 

Os parâmetros dinâmicos avaliados foram:  

 

 Superfície mineralizante (MS/BS) (%), taxa de aposição mineral (MAR) (μm/dia), 

taxa de formação óssea (BFR/BS) (μm
3
/μm

2
/dia) e tempo de mineralização (MLT) 

(dias). 

 

Utilizamos um método de imunohistoquímica adaptado para detecção de 

citocinas e proteínas no tecido ósseo calcificado (88). Cortes histológicos de 5μm do 
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tecido ósseo calcificado foram submetidos inicialmente a desplastificação (remoção do 

metacrilato) com uma mistura de 50% de xilol e 50% de clorofórmio por 30 minutos. 

Em seguida as amostras foram rehidratadas com álcool em concentrações decrescentes 

(100%, 96%, 70% e 50%) por 20 segundos cada, e a uma rápida descalcificação com 

ácido acético a 1% por 10 minutos sob agitação. Posteriormente, o tecido foi tratado 

com Tween a 0,1% em PBS por 30 minutos, seguido de peróxido de hidrogênio a 3% 

em álcool metílico para bloqueio da peroxidase endógena.  

Para a realização da imunohistoquímica utilizamos o kit LSAB System-HRP 

composto de Biotinylated Link Universal e Streptavidin-HRP (DAKO Corporation, 

California, EUA). Após o bloqueio da peroxidase endógena, foi utilizado o Protein 

Block (Dako Cytomation) para evitar marcações inespecíficas. Terminada esta etapa, os 

cortes foram submetidos a incubação com os seguintes anticorpos primários (12-16 

horas, a 4ºC):  

 

 Osteoprotegerina 1:80 (goat monoclonal anti-human, Santa Cruz Biotechnology, 

CA, EUA);  

 RANKL 1:150 (goat monoclonal anti-human,Santa Cruz Biotechnology, CA, 

EUA). 

 

Após este período, os cortes foram incubados com os anticorpos secundários 

(biotinylated link). Como último passo, as lâminas foram incubadas com estreptavidina. 

A revelação foi realizada com a solução de AEC (3-amino-9 ethyl-carbazol). Os cortes 

foram contracorados com solução do hemalumbre de Mayer. Controles negativos 

simultâneos foram realizados em cada experimento, omitindo-se o anticorpo primário. 

Como controles positivos, foram utilizados amostras de pacientes com Distúrbio 

Mineral e Ósseo da Doença Renal Crônica (DMO-DRC) pertencentes ao banco de 

dados do LIM 16.   

Foi realizada a contagem de osteócitos em todos os campos das biópsias 

(aumento de 200x). A expressão foi considerada positiva quando os osteócitos 

apresentavam uma coloração marrom característica. Os resultados foram expressos 

como a porcentagem de osteócitos positivos para cada proteína estudada em relação ao 

total de osteócitos de cada biópsia.  
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Foram utilizados 3 grupos-controle distintos. Os parâmetros histomorfométricos 

estáticos e os resultados de imunohistoquímica das pacientes foram comparados aos de 

15 indivíduos do sexo feminino (pareados for idade) provenientes de um banco de 

dados brasileiro de indivíduos normais (89). Os parâmetros dinâmicos, por sua vez, 

foram comparados aos de 29 indivíduos saudáveis do sexo feminino (idade média 29 

anos, variando de 19 a 53 anos) (90). Adicionalmente, os parâmetros estáticos e 

dinâmicos das pacientes lúpicas foram comparadas aos de 6 pacientes do sexo feminino 

portadores de glomerulonefrite primária (proteinúria >1,5g/dia e Taxa de Filtração 

Glomerular > 55ml/min/1,73m
2
), previamente estudadas pelo nosso grupo  (54).  
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3.4. Dados evolutivos 

 

 

Ao final dos seis primeiros meses de acompanhamento pelo Serviço de 

Nefrologia, as pacientes foram classificadas de acordo com sua resposta ao tratamento 

imunossupressor utilizado. Esta classificação foi realizada através de exames realizados 

no Laboratório Central do Hospital das Clínicas da FM USP como rotina do manejo 

clínico das pacientes, seguindo os seguintes critérios (adaptado de KDIGO Clinical 

Practice Guideline for Glomerulonephritis) (91): 

 

 Resposta Completa: retorno da creatinina sérica aos valores basais associado a 

queda da proteinúria para valores inferiores a 500mg/24 horas;  

 Resposta Parcial: estabilização (± 25% do valor basal) ou melhora da creatinina 

associado a uma redução ≥ 50% da proteinúria em relação ao valor basal. Em casos 

de proteinúria basal em níveis nefróticos, a redução ≥ 50% da proteinúria em relação 

ao valor basal deve ser associada a níveis < 3g/24 horas.   

 Não-resposta: aumento > 25% da creatinina basal ou ausência de redução da 

proteinúria segundo critérios descritos acima.  

 

 

3.5. Análise estatística  

 

 

Os resultados foram expressos como média (±desvio padrão), mediana (quartil 25-

75) ou n/%. As análises univariadas foram realizadas utilizando-se teste t para variáveis 

contínuas paramétricas, teste não-paramétrico de Mann-Whitney para variáveis 

contínuas não-gaussianas e teste de Qui-quadrado para as variáveis categóricas. As 

correlações foram feitas com o teste de Spearman. A variável MCP-1 urinário foi 

tratada através de transformação logarítmica e utilizada como variável dependente nos 

modelos de regressão linear. A análise estatística foi realizada com o Software SPSS 

13.0. Valores de p inferiores a 0,05 foram considerados significativos. 
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3.6. Recursos financeiros 

 

 

Este estudo recebeu o auxílio da Fundação de Amparo à Pesquisa do Estado de 

São Paulo (FAPESP) (número 2010/15409-3), vigente de dezembro de 2010 a 

dezembro de 2012.   
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4.1. Características clínico-laboratoriais 

 

 

Durante o período de 01/12/2010 a 01/12/2012 foram incluídas 15 pacientes, 

cujas características clínico-laboratoriais estão descritas na tabela 1. As pacientes 

lúpicas apresentavam em média 29,5±10 anos, com uma proteinúria de 4,7±2,9 g/dia, e 

uma TFG estimada de 37(31-87) ml/min/1,73m².  

 

Tabela 1: Características clínico-laboratoriais das pacientes lúpicas 

 

média±dp, 

mediana (P 25-

75) ou n/% 

Variação 

(quando 

apropriado) 

Valores de 

Referência 

(quando 

apropriado) 

Idade (anos) 29,5±10,0 18-47 - 

Raça (não branco) (n/%) 7/46,7 - - 

IMC (Kg/m
2
) 24±3 20-28 18,5-25 

SLEDAI 21±6 14-32 - 

Classe de Nefrite 

Lúpica 

II 

III                                        

IV 

V 

1/6,7 

3/20 

10/66,6 

1/6,7 

- - 

Dose cumulativa de metilprednisolona 

(mg) 
3000 (0-3000) 0-4500 - 

Dose cumulativa de prednisona (mg) 1953±765 950-3720 - 

Período de uso de corticóide (dias) 34±12 16-62 - 

Uso de inibidores da ECA 8/53,3 - - 

Creatinina sérica (mg/dl) 1,67 (0,89-1,83) 0,57-4,85 0,5-0,9 

TFG estimada (ml/min/1,73m
2
) 37 (31-87) 12-155 110±20 

Proteinúria de 24 horas (g/dia) 4,7±2,9 0,8-9,7 <0,15 

Albumina (g/dL) 2,4±0,8 1,0-3,9 3,2-5 

continua 
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Legenda: IMC (Índice de massa corpórea); SLEDAI (Systemic Lupus Erythematosus 

Disease Activity Index); ECA (Enzima conversora da angiotensina I); TFG (Taxa de 

filtração glomerular); 25(OH)D (25-hidroxivitamina D3); PTH (hormônio 

paratiroidiano); FAN (Fator anti-nuclear).  

 

  

As pacientes estavam em uso de glicocorticóide por 34±12 dias. Com relação 

aos outros imunossupresssores utilizados, as pacientes portadoras de nefrite lúpica 

proliferativa (classes III e IV) foram tratadas com pulsos mensais intravenosos de 

ciclofosfamida (n=11) ou micofenolato via oral (n=2). A paciente portadora de nefrite 

lúpica membranosa (classe V) foi tratada com ciclosporina via oral, enquanto a paciente 

portadora de nefrite lúpica classe II foi tratada com um pequeno curso de 

glicocorticóide isolado.  

Continuação da tabela 1: Características clínico-laboratoriais das pacientes lúpicas 

 

média±dp, 

mediana (P 25-75) 

ou n/% 

Variação 

(quando 

apropriado) 

Valores de 

Referência 

(quando 

apropriado) 

Colesterol total (mg/dL) 306±130 152-679 <200 

Triglicérides (mg/dL) 268±111 85-480 <150 

25(OH)D (ng/ml) 9,9±4,4 4-20 30-100 

Cálcio total (mg/dL) 8,2±0,8 6,6-9,5 8,6-10,2 

Fósforo (mg/dL) 4,9±1,2 3,2-7,6 2,7-4,5 

Fosfatase Alcalina (U/L) 58 (45-85) 42-259 35-104 

PTH (pg/ml) 73 (29-102) 14-196 16-87 

FAN positivo 11/73,3 - - 

Anti-DNA positivo 11/73,3 - - 

C3 diminuído 12/80 - - 

C4 diminuído 13/86,7 - - 

Glicemia (mg/dL) 83,8±15,1 61-117 70-100 

Hemoglobina (g/dL) 9,6±1,1 7,4-11,9 12-16 

Leucócitos (/mm
3
) 6670 (4310-10520) 2410-17560 4000-11000 

Plaquetas (mil/mm
3
) 203 (179-410) 104-572 140-450 
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Todas as pacientes  apresentaram níveis insuficientes de vitamina D 

(9,9±4,4ng/ml, variando de 4 a 20 ng/ml). 

Como sumarizado pela tabela 2, as pacientes lúpicas e os controles 

apresentavam faixa etária, raça e índice de massa corpórea (IMC) comparáveis. As 

pacientes lúpicas apresentavam níveis significativamente inferiores de 25(OH)D e TFG 

estimada. Elas também apresentaram níveis aumentados de MCP-1 sérica e urinária, IL-

6, TNFα e deoxipiridinolina.  

 

Tabela 2: Características clínicas e laboratoriais das pacientes portadoras de nefrite 

lúpica e dos controles  

 

Legenda: IMC (Índice de massa corpórea); TFG (Taxa de filtração glomerular); 

25(OH)D (25-hidroxivitamina D3); MCP-1 (Monocyte Chemoattractant Protein-1); IL-

6 (interleucina 6); TNFα (Fator de Necrose Tumoral α). 

 

 

Os níveis de 25(OH)D se correlacionaram negativamente com os de MCP-1 

sérico (r= -0,53, p=0,003) e urinário (r= -0,63, p<0,001), IL-6 sérica (r= -0,58, 

p<0,001), TNFα sérico (r= -0,53, p=0,003) e deoxipiridinolina sérica (r= -0,59, 

p<0,001) (figura 2).  

 
Nefrite Lúpica 

(n=15) 

Controles 

(n=15) 
p 

Idade (anos) 29,5±10,0 31,7±6,4 0,25 

Raça (não branco) (n/%) 7/46,7 7/46,7 1,00 

IMC (Kg/m
2
) 24±3 24±4 0,74 

TFG estimada (ml/min/1,73m
2
) 37 (31-87) 90 (73-100) 0,009 

25(OH)D (ng/ml) 9,9±4,4 24,3±6,2 <0,001 

MCP-1 sérico (pg/ml) 18,3 (16,3-39,9) 11,1 (10,3-13,4) <0,001 

MCP-1 urinário (pg/mg Cr) 1594 (595-2447) 177 (113-267) <0.001 

IL-6 sérico (pg/ml) 5,8 (1,9-11,3) 1,2 (1,1-1,4) 0,002 

TNF sérico (pg/ml) 9,1 (8,2-19,9) 5,6 (5,2-6,7) <0,001 

Esclerostina sérica (ng/ml) 0,388 ± 0,175 0,357 ± 0,102 0,97 

Deoxipiridinolina sérica (nmol/L) 9,1 (5,4-15,5) 3,8 (3,5-4,9) <0,001 
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Além disso, os níveis de MCP-1 urinário se correlacionaram positivamente com 

os de deoxipiridinolina sérica (r=0,53, p=0,004). O SLEDAI, o período de uso e a dose 

cumulativa de corticosteróides não se correlacionaram com nenhuma das variáveis 

estudadas. 

 

Figura 2: Correlação entre os níveis de 25(OH)D e mediadores inflamatórios   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Nos quadros estão descritos o coeficiente de correlação de Spearman e o valor 

de “p”. Os círculos vermelhos e os losangos verdes representam as pacientes lúpicas e 

os controles, respectivamente. 25(OH)D (25-hidroxivitamina D3); MCP-1 (Monocyte 

Chemoattractant Protein-1); IL-6 (interleucina 6); TNFα (Fator de Necrose Tumoral α). 
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No modelo de regressão linear, observamos que a correlação entre MCP-1 

urinário e 25(OH)D permaneceu após ajustes para idade, IMC e TFG estimada (beta 

coeff. -0,585, IC 95% -0,13 a -0,04, p=0,001) (tabela 3).  

 

Tabela 3: Modelo de regressão linear utilizando log MCP-1 urinário como variável 

dependente 

 

 Beta Se IC 95% p 

25(OH)D (ng/ml) -0,585 0,02 -0,13 – -0,04 0,001 

 Beta Se IC 95% p 

25(OH)D (ng/ml) -0,387 0,02 -0,11 – -0,01 0,03 

Idade (anos) -0,263 0,02 -0,09 – 0,01 0,10 

IMC (Kg/m2) 0,133 0,06 -0,08 – 0,19 0,39 

TFG estimada (ml/min/1,73m
2
) -0,360 0,01 -0,02 – 0,01 0,04 

 

Legenda: IMC (Índice de massa corpórea); TFG (Taxa de filtração glomerular); 

25(OH)D (25-hidroxivitamina D3); MCP-1 (Monocyte Chemoattractant Protein-1). 

 

 

A comparação entre as características clínico-laboratoriais das pacientes lúpicas 

e com glomerulopatias primárias está descrita na tabela 4. 

Observamos que as pacientes lúpicas e os controles portadores de 

glomerulopatias primárias apresentavam valores comparáveis de idade, IMC, 

proteinúria e TFG estimada. Apesar disso, as pacientes lúpicas apresentaram níveis 

significativamente menores de vitamina D, o que possivelmente contribuiu para o 

aumento dos níveis de PTH.  
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Tabela 4: Características clínico-laboratoriais das pacientes lúpicas e dos controles 

portadores de glomerulopatias primárias 

 

Legenda: IMC (Índice de massa corpórea); TFG (Taxa de filtração glomerular); 

25(OH)D (25-hidroxivitamina D3); PTH (hormônio paratiroidiano). 

   

  

 
Nefrite Lúpica 

(n=15) 

Pacientes com 

Glomerulopatias 

Primárias (n=6) 
(54)

 

p 

Idade (anos) 29,5±10,0 33,5±5,3 0,42 

IMC (Kg/m
2
) 24±3 24±2 0,65 

Proteinuria de 24 horas (g/dia) 4,7±2,9 5,6±3,3 0,68 

Albumina (g/dL) 2,4±0,8 2,1±0,9 0,57 

Cálcio total (mg/dL) 8,2±0,8 8,2±0,7 0,91 

Fósforo (mg/dL) 4,9±1,2 4,4±0,6 0,30 

Creatinina (mg/dL) 1,67 (0,89-1,83) 0,85 (0,7-1,0) 0,06 

TFG estimada (ml/min/1,73m
2
) 37 (31-87) 85 (63-116) 0,12 

25(OH)D (ng/ml) 9,9±4,4 18,4±11,1 0,045 

PTH (pg/ml) 73 (29-102) 19 (10-26) 0,003 
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4.2. Biópsias ósseas 

 

 

Todas as biópsias ósseas transcorreram sem intercorrências. Não observamos 

efeitos adversos, a exceção de discreta dor local (tratada com analgésicos simples). As 

biópsias apresentaram uma área de 9.2-54.0 mm
2
, sendo que apenas 3 amostras 

apresentaram uma área < 30mm
2
.  

 

 

4.2.1. Cultura de células ósseas 

 

 

Não obtivemos células ósseas a partir dos fragmentos de 5 pacientes. Quando 

comparamos os parâmetros clínico-laboratoriais e histomorfométricos destas pacientes 

com os das pacientes cujos fragmentos liberaram células ósseas, não encontramos 

diferença significativa.  

Durante o período do estudo, foram colhidos fragmentos ósseos de 9 falecidos 

doadores de órgãos do sexo feminino. Tratavam-se de vítimas de acidente vascular 

encefálico hemorrágico e sem comorbidades relatadas. Este grupo-controle apresentava 

idade, IMC e TFG estimada semelhantes as pacientes lúpicas (tabela 5).   

Os resultados dos experimentos de cultura de células ósseas estão sumarizados 

na tabela 5. Não observamos diferença significativa entre pacientes e controles na 

proliferação de osteoblastos medida pela incorporação pela timidina.  

Nos experimentos de citometria de fluxo, as células ósseas de ambos grupos 

apresentaram uma alta expressão de fosfatase alcalina e uma baixa expressão de 

osteocalcina. Os osteoblastos das pacientes lúpicas apresentavam uma maior expressão 

de MCP-1 quando comparado aos controles (32,0±9,1 vs 22,9±5,3 IMF, p=0,01) (figura 

3).   

Com relação a porcentagem de células positivas, observamos que as pacientes 

lúpicas apresentaram uma maior população de células osteocalcina positivas 

(12,25±7,13 vs 4,66±3,69%, p=0,007) (tabela 5). 
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Tabela 5: Características clínico-laboratoriais e resultados dos experimentos de cultura 

(proliferação celular e citometria de fluxo) nas pacientes lúpicas e controles  

 

 
Nefrite Lúpica 

(n=10) 

Controles 

(n=9) 
p 

CARACTERÍSTICAS CLÍNICO-LABORATORIAIS 

Idade (anos) 33±10,5 38,3±9,5 0,39 

IMC (Kg/m
2
) 24,3±3,6 26,2±5,8 0,44 

TFG estimada (ml/min/1,73m
2
) 62,6±50 91,4±61,9 0,27 

PROLIFERAÇÃO CELULAR 

Incorporação pela timidina (CPM) 82,22±48,43 56,06±23,73 0,21 

CITOMETRIA DE FLUXO 

MCP-1 (%) 95,1±2,3 92,9±4,3 0,24 

MCP-1 (IMF) 32,0±9,1 22,9±5,3 0,01 

Osteocalcina (%) 12,25±7,13 4,66±3,69 0,007 

Osteocalcina (IMF) 1,77±0,61 1,63±0,50 0,63 

Fosfatase alcalina (%) 49,8±17,2 40,5±15,1 0,22 

Fosfatase alcalina (IMF) 20,9±12,7 16,3±10,9 0,33 

 

Legenda: IMC (Índice de massa corpórea); TFG (Taxa de filtração glomerular); MCP-1 

(Monocyte Chemoattractant Protein-1); CPM (contagem por minuto); IMF (intensidade 

média de fluorescência); % (porcentagem de células positivas).  
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Figura 3: Expressão de MCP-1 pela citometria de fluxo em células ósseas de pacientes 

lúpicas (A) e controles (B)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Os dados descritos representam a média±desvio padrão da intensidade média 

de fluorescência (IMF) obtida nos grupos. Os osteoblastos das pacientes lúpicas (A) 

apresentavam uma maior expressão de MCP-1 quando comparado aos controles (B).   

  

IMF: 32.0±9.1 IMF: 22.9±5.3 

A B 
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4.2.2. Histomorfometria 

 

 

Os resultados da análise histomorfométrica dos pacientes e controles estão 

descritos na tabela 6. Não observamos alterações significativas entre os grupos nos 

parâmetros estruturais (figura 4).  

Observamos que as pacientes lúpicas apresentaram valores significativamente 

inferiores de três parâmetros de formação óssea [o volume (OV/BV), a espessura (O.Th) 

e a superfície osteóide (OS/BS)]. Além disso, detectamos também uma redução em dois 

parâmetros de mineralização óssea [a superfície mineralizante (MS/BS) e a taxa de 

formação óssea  (BFR/BS)]. Por fim, as pacientes apresentavam um aumento 

significativo da reabsorção óssea (ES/BS) e da superfície osteoclástica (Oc.S/BS)  

(tabela 6) (figura 5). 

 

Figura 4: Aspecto histológico do tecido ósseo de paciente lúpica (A) e de individuo 

controle (B)  

 

                                                                                               

 

 

 

 

 

 

Legenda: Não observamos diferenças significativas entre os parâmetros estruturais de 

pacientes lúpicas (A) e controles  pareados por idade (B) (Cortes de 5μm de osso não 

descalcificado, coloração azul de toluidina) (Aumento de 40X). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A B 
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Tabela 6: Parâmetros histomorfométricos das pacientes portadoras de nefrite lúpica e 

controles 

 

Legenda: (BV/TV) volume trabecular; (Tb.Th) espessura trabecular; (Tb.Sp) separação 

trabecular; (Tb.N) número de trabéculas; (OV/BV) volume osteóide; (Ob.S/BS) 

superfície osteoblástica; (O.Th) espessura osteóide; (OS/BS) superfície osteóide; 

(MS/BS) superfície mineralizante; (MAR) taxa de aposição mineral; (BFR/BS) taxa de 

formação óssea; (MLT) tempo de mineralização; (ES/BS) superfície de reabsorção; 

(Oc.S/BS) superfície osteoclástica. *Os parâmetros dinâmicos das portadoras de nefrite 

lúpica foram comparados aos de 29 indivíduos saudáveis do sexo feminino (idade média 

29 anos, variando de 19 a 53 anos) (91). 

 

 

 

 
Nefrite lúpica 

(n=15) 

Controles 

(n=15)
 (89)

 
p 

Idade (anos) 29,5±10,0 29,3±9,0 0,90 

ESTRUTURAIS    

BV/TV (%)
 
 26,0±6,8 26,4±5,0 0,98 

Tb.Th (μm) 130,7±23,7 122,8±21,2 0,49 

Tb.Sp (μm) 390,4±110,9 346,8±63,2 0,42 

Tb.N (/mm) 1,99±0,39 2,15±0,32 0,22 

FORMAÇÃO    

OV/BV (%)
 
 0,19 (0,08-0,38) 1,63 (1,10-2,96) <0,001 

Ob.S/BS (%)  0,68 (0,20-2,65) 0,80 (0,20-2,66) 0,69 

O.Th (μm)
  
 2,85±1,04 11,4±2,1 <0,001 

OS/BS (%)
 
 3,6 (2,1-8,9) 8,9 (7,2-16,5) 0,03 

MINERALIZAÇÃO
*
    

MS/BS (%)
 
 2,2±1,6 12,0±5,0 <0,001 

MAR (μm/dia)
 
 0,44±0,23 0,64±0,10 0,41 

BFR/BS (μm
3
/ μm

2
/ dia)

  
 0,01±0,01 0,07±0,03 <0,001 

MLT (dias)
  
 28,8±12,8 23,7±2,7 0,71 

REABSORÇÃO    

ES/BS (%)
  
 9,78 (5,02-11,80) 2,00 (1,30-3,30) <0,001 

Oc.S/BS (%)
 
 0,54 (0,19-0,69) 0,02 (0-0,10) <0,001 
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Figura 5: Aspecto histológico do tecido ósseo de pacientes lúpicas (A,C) e de individuo 

saudável (B) (250X) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Um menor volume, espessura e superfície osteóide foram observados em 

pacientes lúpicas (A) quando comparados aos controles (B). Área de reabsorção óssea  

em trabécula óssea em uma paciente lúpica (C) (Cortes de 5µm de osso não 

descalcificado, em azul de toluidina) (Aumento de 250X). 

 

 

A comparação entre os parâmetros histomorfométricos das pacientes e controles 

portadores de glomerulopatias primárias está sumarizada na tabela 7. Os resultados se 

assemelham aos observados mediante a comparação das pacientes com controles 

normais. Não observamos alterações significativas nos parâmetros estruturais. As 

pacientes lúpicas apresentaram valores significativamente inferiores de espessura 

osteoide (O.Th), superfície mineralizante (MS/BS) e taxa de formação óssea  (BFR/BS), 

além de uma maior  reabsorção óssea (ES/BS) e superfície osteoclástica (Oc.S/BS). 

 

 

 

 

A B 

C 
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Tabela 7: Parâmetros histomorfométricos das pacientes lúpicas e controles portadores 

de glomerulopatias primárias 

 

Legenda: (BV/TV) volume trabecular; (Tb.Th) espessura trabecular; (Tb.Sp) separação 

trabecular; (Tb.N) número de trabéculas; (OV/BV) volume osteóide; (Ob.S/BS) 

superfície osteoblástica; (O.Th) espessura osteóide; (OS/BS) superfície osteóide; 

(MS/BS) superfície mineralizante; (MAR) taxa de aposição mineral; (BFR/BS) taxa de 

formação óssea; (MLT) tempo de mineralização; (ES/BS) superfície de reabsorção; 

(Oc.S/BS) superfície osteoclástica. 

 

 

 

 

 
Nefrite Lúpica 

(n=15) 

Pacientes com 

glomeulopatias 

primárias (n=6) 
(54)

 

p 

ESTRUTURAIS    

BV/TV (%)
 
 26,0±6,8 22,1±6,7 0,35 

Tb.Th (μm) 130,7±23,7 126,6±36,4 0,59 

Tb.Sp (mm) 390,4±110,9 468,0±139,7 0,12 

Tb.N (/mm)
 
 1,99±0,39 1,76±0,45 0,16 

FORMAÇÃO    

OV/BV (%)
 
 0,19 (0,08-0,38) 0,33 (0,13-1,11) 0,44 

Ob.S/BS (%) 0,68 (0,20-2,65) 0,47 (0,35-2,58) 0,76 

O.Th (μm)
 
 2,85±1,04 7,1±4,2 0,02 

OS/BS (%) 3,6 (2,1-8,9) 3,9 (1,7-10,8) 0,88 

MINERALIZAÇÃO    

MS/BS (%) 2,2±1,6 4,2±3,5 0,16 

MAR (μm/dia)
 
 0,44±0,23 0,62±0,21 0,09 

BFR/BS (μm
3
/ μm

2
/ dia)

 
 0,006 (0,002-0,010) 0,021 (0,008-0,045) 0,01 

MLT (dias)
 
 28,8±12,8 15,1±8,8 0,03 

REABSORÇÃO    

ES/BS (%)
 
 9,78 (5,02-11,80) 2,55 (0,90-3,88) 0,001 

Oc.S/BS (%)
 
 0,54 (0,19-0,69) 0,21 (0-0,33) 0,04 
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4.2.3. Imunohistoquímica 

 

 

Os resultados da expressão das proteínas estudadas por imunohistoquímica estão 

descritos na tabela 8 e nas figuras 6 e 7. Observamos que as pacientes lúpicas 

apresentavam uma menor expressão de osteoprotegerina e uma maior expressão de 

RANKL quando comparadas aos controles. 

 

Tabela 8: Expressão de osteoprotegerina e RANKL em biópsias ósseas de pacientes 

portadoras de nefrite lúpica e controles 

  

Legenda: RANKL (Receptor ativador do fator nuclear-B ligante) 

 

Figura 6: Expressão de osteoprotegerina em biópsias ósseas de pacientes com nefrite 

lúpica (A) e de indivíduos controles (B) 

 

 

 

      

 

 

 

 

 

   

Legenda: A marcação positiva é identificada por uma coloração marrom característica. 

As pacientes lúpicas (A) apresentaram uma menor expressão de osteoprotegerina 

quando comparados aos controles (B) (Aumento de 200X).  

 

 

 

 

 Nefrite lúpica (n=15) Controles (n=15) 
(89)

 p 

Osteoprotegerina (%) 0,61±0,82 1,08±0,50 0,003 

RANKL (%) 1,76±0,92 0,41±0,28 <0,001 

A B 
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Figura 7: Expressão de RANKL em biópsias ósseas de paciente com nefrite lúpica (A) e 

de individuos controles (B) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: A marcação positiva é identificada por uma coloração marrom característica. 

As pacientes lúpicas (A) apresentaram uma maior expressão de RANKL (Receptor 

ativador do fator nuclear-B ligante) quando comparados aos controles (B) (Aumento 

de 200X). 

 

 

4.3. Dados evolutivos 

 

 

Após seis meses de tratamento (período de indução), 7 pacientes (46,6%) 

apresentaram uma resposta completa, 4 (26,7%) apresentaram uma resposta parcial e 4 

(26,7%) não apresentaram resposta.  

Apenas uma paciente estava em terapia renal substitutiva. Considerando as 

outras 14 pacientes estudadas, a creatinina média foi de 0,97±0,38mg/dl, com uma 

proteinúria de 0,86 (0,21-3,39). Observamos um aumento significativo da TFG estimada 

das pacientes quando comparada aos valores basais [81(49-121) vs 37(31-87) 

ml/min/1,73m², p=0,002]. 

 

 

 

  

  

A B 
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Discussão
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Nosso estudo mostrou que pacientes com diagnóstico recente de Nefrite Lúpica 

apresentavam valores signficativamente inferiores de volume (OV/BV), espessura 

(O.Th) e superfície osteóide (OS/BS), sugerindo uma menor formação óssea. 

Detectamos também que estas pacientes apresentavam uma menor superfície 

mineralizante (MS/BS) e taxa de formação óssea  (BFR/BS), sugerindo um 

comprometimento da mineralização óssea. Além disso, as pacientes portadoras de NL 

apresentavam um aumento da superfície de reabsorção (ES/BS) e da superfície 

osteoclástica (Oc.S/BS), sugerindo uma maior reabsorção óssea. Em função do limitado 

período de exposição aos glicocorticóides (≤ 3 meses), acreditamos que estes achados 

não podem ser atribuídos a estas medicações.  

Níveis insuficientes de vitamina D foram observados em todos os nossos 

pacientes (9,9 ± 4,4 ng/ml, variando de 4 a 20), sendo provavelmente um dos fatores 

associados ao comprometimento ósseo. A principal função da forma ativa da vitamina 

D (1,25-dihidroxivitamina D3) para a mineralização óssea é manter níveis adequados de 

cálcio e fósforo. Além disso, níveis insuficientes de vitamina D levam a redução da 

absorção intestinal de cálcio, redução dos níveis séricos de cálcio e, consequentemente, 

a síntese e liberação de PTH pelas glândulas paratireóides (hiperparatiroidismo 

secundário). O PTH não só aumenta a reabsorção tubular de cálcio, como também 

estimula a formação de osteoclastos, favorecendo a reabsorção óssea  (45, 46).  

A redução dos níveis de vitamina D em pacientes lúpicos tem sido relacionada a 

vários fatores. Como citado anteriormente, Ruiz-Irastorza et al demonstraram que a 

fotosensibilidade e a fotoproteção eram preditores de insuficiência e deficiência de 

vitamina D (OR 3,5 e 5,7, respectivamente) (50). No entanto, vale a pena ressaltar que 

as amostras de sangue e urina das nossas pacientes haviam sido colhidas ao diagnóstico. 

Deste modo, as pacientes ainda não haviam sido orientadas quanto a necessidade de 

evitar a exposição solar.    

O envolvimento renal também tem sido associado a um maior risco para 

deficiência de vitamina D em pacientes lúpicos (10, 11). A redução dos níveis de 1,25-

dihidroxivitamina D3 observada no contexto de uma disfunção renal crônica tem sido 

atribuída a dois mecanismos fisiopatológicos: a limitação da quantidade disponível de 

1α-hidroxilase e a supressão da ação da mesma pelo aumento dos níveis de FGF-23 

(92). Entretanto, a relevância destes mecanismos no contexto de uma injúria renal aguda 

não está bem estabelecido, e a redução da TFG basal das pacientes estudadas não pode 
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ser atribuída a disfunção renal crônica. Pelo contrário, os dados evolutivos reiteram que 

esta redução da TFG provavelmente estava relacionada a uma injúria renal aguda 

associada a atividade lúpica.  

A proteinúria também está associada a redução dos níveis de vitamina D. Como 

relatado anteriormente, acredita-se que isso ocorra em função da perda urinária do 

complexo vitamina D - proteína carreadora (45, 93, 94), podendo afetar 

significativamente o metabolismo ósseo (53, 54, 95). Entretando, quando comparadas a 

portadoras de glomerulopatias primárias com faixa etária, IMC, TFG estimada e 

proteinúria similares (54), as pacientes lúpicas apresentaram valores significativamente 

menores de vitamina D (9.9±4.4 vs 18.4±11.1 ng/ml, p=0.04), provavelmente 

contribuindo para o aumentos dos níveis de PTH [73 (29-102) vs 19 (10-26) pg/ml, 

p=0.003]. Esses resultados reforçam a hipótese de que outros fatores, além da 

proteinúria e da disfunção renal, podem influenciar os níveis de vitamina D das 

pacientes lúpicas.  

Por fim, observamos que os níveis de 25(OH)D se correlacionaram 

negativamente com todos os mediadores inflamatórios estudados (IL-6, TNFα, and 

MCP-1). A correlação negativa entre 25(OH)D e MCP-1 urinário, em especial, persistiu 

mesmo após ajustes para idade, IMC e TFG estimada. A correlação negativa entre a 

vitamina D e a atividade lúpica já foi demonstrada em vários trabalhos utilizando 

índices de atividade da doença, tais como o SLEDAI e o  Physicians’ Global 

Assessment (51, 96, 97), reforçando a hipótese de que a vitamina D possa exercer 

importantes efeitos imunomodulatórios.    

Além disso, os níveis de MCP-1 urinário se correlacionaram positivamente com 

os de deoxipiridinolina, um marcador de reabsorção óssea. Como esperado, as pacientes 

portadoras de NL apresentaram níveis aumentados de MCP-1, sérico e urinário, IL-6 

sérico e TNFα sérico, considerados marcadores de atividade lúpica.  

As células obtidas dos fragmentos ósseos das pacientes e controles apresentaram 

uma alta expressão de fosfatase alcalina e uma baixa expressão de osteocalcina, 

sugerindo um fenótipo de pré-osteoblastos. Apesar de não termos observado diferença 

na proliferação celular in vitro, as células ósseas provenientes das pacientes lúpicas 

apresentaram uma maior expressão de MCP-1. Esta citocina inflamatória, largamente 

implicada na fisiopatologia do LES, já foi identificada como um importante mediador 

na comunicação entre osteoblastos e osteoclastos, afetando diretamente o 
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remodelamento ósseo. O MCP-1 é produzido pelos osteoblastos e, em resposta ao 

RANKL, pode ser expresso por precursores de osteoclastos, recrutando monócitos e 

outros precursores de osteoclastos (98-101). A expressão de MCP-1 já foi detectada em 

sítios de erupção dentária, metástases ósseas e Artrite Reumatóide, sendo regulada por 

outras citocinas inflamatórias, como TNFα e IL-1b, além de hormônios como o PTH 

(99, 100, 102-105). Deste modo, acreditamos que o aumento da expressão de MCP-1 

associada a atividade lúpica pode influenciar a atividade osteoclástica, resultando em 

uma maior reabsorção óssea.  

A interação entre os sistemas imunológico e ósseo também foi demonstrada 

pelos experimentos de imunohistoquímica. Observamos que as pacientes lúpicas 

apresentavam uma menor expressão de osteoprotegerina e uma maior expressão de 

RANKL quando comparadas aos controles, sugerindo que essas proteínas possam estar 

envolvidas na ativação dos osteoclastos, e consequentemente aumento da reabsorção 

óssea detectada na análise histomorfométrica. Como mencionado anteriormente, o 

sistema OPG/RANK/RANKL, composto por membros da superfamília do TNF, é uma 

via final de sinalização envolvida na regulação da reabsorção óssea. O RANKL é uma 

proteína transmembrana produzida por células da linhagem osteoblástica e células T 

ativadas. Além dos efeitos imunomodulatórios, a ligação do RANKL ao seu receptor 

RANK estimula a formação, fusão, diferenciação, ativação e sobrevida de osteoclastos, 

levando a aumento da reabsorção óssea. É importante lembrar que a expressão de 

RANKL pode ser aumentada por várias citocinas inflamatórias, tais como IL-1, IL-6, 

IL-17 e TNFα (65, 77, 78, 80). A osteoprotegerina (OPG), por sua vez, atua como um 

inibidor solúvel que previne a ligação do RANKL ao RANK, reduzindo a diferenciação 

e ativação dos osteoclastos, e promovendo a apoptose dos mesmos (77, 78).  

Nosso estudo apresenta várias limitações. Não obtivemos células ósseas a partir 

dos fragmentos de 5 pacientes. A comparação dos parâmetros clínico-laboratoriais e 

histomorfométricos destas pacientes com os das pacientes cujos fragmentos liberaram 

células ósseas não evidenciou diferenças significativas. Atribuímos este resultado ao 

reduzido número de pacientes em cada grupo (5 versus 10), e acreditamos que a não 

obtenção de células ósseas ocorreu em função de características próprias dessas 

pacientes que ainda não foram elucidadas. A possibilidade de eventual erro no 

processamento do material foi considerada improvável, uma vez que a rotina de 
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processamento dos fragmentos ósseos está bem estabelecida e é praticada 

frequentemente no Laboratório de Investigação Médica (LIM) 16.  

Também não foi possível detectar alterações significativas entre os parâmetros 

estruturais das pacientes lúpicas e controles. Em função das alterações detectadas na 

formação, mineralização e reabsorção óssea, acreditamos que este resultado 

provavelmente ocorreu devido ao pequeno tempo transcorrido entre o diagnóstico e a 

realização de biopsia óssea. Vale a pena lembrar que este tempo foi definido em função 

do nosso objetivo principal: detectar alterações precoces do metabolismo ósseo, que não 

pudessem ser justificadas pelo uso de corticoesteróides, e que provavelmente estivessem 

relacionados a atividade lúpica.   

Apesar do reduzido número de pacientes, nosso estudo demonstrou que 

pacientes com diagnóstico recente de NL apresentam um significativo 

comprometimento ósseo, que provavelmente é influenciado pela insuficiência de 

vitamina D e por fatores inflamatórios. Neste contexto, a suplementação terapêutica de 

vitamina D está recomendada, apesar de que ainda restam controvérsias com relação a 

dose e aos níveis desejáveis. Também restam dúvidas quanto aos efeitos 

imunomodulatórios da vitamina D (96, 106, 107). Outras possibilidades de tratamento 

seriam medicações anti-reabsortivas ou ainda o denosumab, um anticorpo monoclonal 

humano contra RANKL. Esta medicação tem sido utilizada com sucesso para aumentar 

a densidade mineral óssea e reduzir o risco de fraturas em mulheres com osteoporose 

pós-menopausa (108-110). Além disso, já exitem protocolos de estudo avaliando o uso 

de denosumab em diversas situações clínicas, tais como Artrite Reumatóide, tumores 

primários e metástases ósseas (111-113). No entanto, outros estudos são necessários 

para avaliar sua eficácia e segurança em pacientes portadores de LES.  
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5.1. Considerações Finais 

 

 

Pacientes com diagnóstico recente de Nefrite Lúpica apresentaram um 

significativo comprometimento ósseo, marcado por uma redução da formação e 

mineralização, associado a um aumento da reabsorção óssea, mesmo quando 

comparadas a portadoras de glomerulopatias primárias com TFG e proteinúria 

semelhantes. 

Todas as pacientes estudadas apresentaram níveis insuficientes de vitamina D, 

provavelmente contribuindo para o comprometimento ósseo observado.  

Os níveis de MCP-1 urinário se correlacionaram negativamente com os de 

25(OH)D e positivamente com os de deoxipiridinolina, sugerindo que fatores 

inflamatórios possam contribuir para a insuficiência de vitamina D e a reabsorção óssea. 

A expressão óssea aumentada de RANKL e reduzida de OPG, assim como o 

aumento da expressão de MCP-1 pelas células ósseas das pacientes lúpicas, reiteram a 

hipótese de que a inflamação per se possa influenciar a reabsorção óssea observada 

nestas pacientes.  

A melhor compreensão da fisiopatologia do comprometimento ósseo no LES e 

NL é importante para aperfeiçoar a abordagem profilática e terapêutica destas pacientes, 

que estão sob risco adicional diante do uso de imunossupressores e do desenvolvimento 

de disfunção renal. 
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Conclusões
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 Pacientes com diagnóstico recente de nefrite lúpica (≤ 2 meses), submetidas a 

um reduzido tempo de exposição e carga cumulativa de corticóide, apresentaram:  

 

 Análise histomorfométrica: uma diminuição da formação e mineralização 

óssea, associado a um aumento da reabsorção óssea; 

 

 Imunohistoquímica: uma expressão óssea aumentada de RANKL e reduzida 

de OPG; 

 

 Citometria de fluxo das células ósseas: um aumento da expressão de MCP-1; 

 

 Análise laboratorial (estado inflamatório x comprometimento ósseo):  

 

o níveis insuficientes de vitamina D;  

 

o correlação negativa entre a vitamina D e os mediadores inflamatórios 

(MCP-1, IL-6 e TNFα); 

 

o correlação positiva entre MCP-1 urinário e deoxipiridinolina. 
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