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RESUMO

Uma vez admitindo-se que o conhecimento da regulacdo dos mecanismos de
formacdo e reabsorcédo Ossea é crucial na busca de alternativas terapéuticas
em doencas como a osteoporose, a biologia molecular surge como ferramenta
interessante e, indispensavel para alcancar tal objetivo. Dentre esses
marcadores genéticos, os polimorfismos associados ao gene do receptor de
estrogénio alfa (REa) e ao gene da Apolipoproteina “E” (ApoE) tém recebido
maior atencdo nos ultimos anos. O objetivo deste estudo foi analisar a
expressédo dos polimorfismos Pvull (C>T nt -397) e Xbal (G>A nt -351)
presentes no gene do REa e dos polimorfismos presentes no gene da ApoE
(Hhal - €2, €3 e €4) em populacdes de mulheres pds-menopausadas,
associando estas alteracfes génicas, seus perfis clinicos e bioquimicos com a
osteoporose. Apds andlise dos resultados obtidos, o SNP Pvull, do gene do
RE ¢, esta relacionado com a baixa Densidade Mineral Ossea (DMO), sendo
este efeito mais observado em mulheres com idade mais avancada. O alelo P,
contudo, correlaciona-se fortemente com alta DMO (p<0,05) em toda a
populacdo estudada, e se reproduz quando analisada a populacdo com idade
acima de 65 anos, sugerindo um papel protetor a perda de massa mineral
0ssea. No SNP Xball do mesmo gene, observou-se uma associacao
significativa do alelo x em concentracdes de triglicerideos e de lipidios totais,
além da dependéncia da idade dos pacientes e do indice de Massa Corporal
(IMC). Ja o SNP Hhal, no gene da APOE, o alelo E2 pode estar relacionado
como um fator de risco para a baixa DMO, e o alelo E3 pode estar relacionado
como um fator protetor em relacdo a DMO. Esses resultados contribuem para
uma melhor compreensdo sobre a expressao de genes relacionados a
osteoporose e podem fornecer subsidios para uma melhor determinacao
prognoéstica da enfermidade, além de racionalizacdo da conduta terapéutica a
ser escolhida, proporcionando uma melhor qualidade de vida de pacientes ja

na pés-menopausa.

Palavras-chave: Polimorfismo; Receptor de Estrogénio alfa, Apolipoproteina E,
Menopausa e Osteoporose.



ABSTRACT

Since that assuming the knowledge of the regulatory mechanisms of bone
formation and resorption is crucial in the search for alternative therapies in
diseases such as osteoporosis, molecular biology emerges as interesting tool
and essential to achieving this goal. Among these genetic markers, gene
polymorphisms associated with estrogen receptor alpha (ERa) and the gene
Apolipoprotein " E" (ApoE) have received increased attention in recent years.
The aim of this study was to analyze the expression of polymorphisms Pvull
(C>T nt -397) and Xbal (G>A nt -351) gene present in REa and
polymorphisms in the gene ApoE (Hhal - €2 , €3 and €4) in populations of
postmenopausal women, associating these gene alterations, and their clinical
and biochemical profiles with osteoporosis. After analyzing the results obtained,
the Pvull SNP in the gene of ERa is related to low BMD, and this effect is most
noticeable in women with advanced age. The P allele, however, correlates
strongly with high BMD (p < 0.05) in the whole population studied and
reproduced when analyzing the population aged over 65 years, suggesting a
protective role in the loss of bone mineral. In Xball SNP, of same gene, a
significant association of allele x at concentrations of triglycerides and total
lipids and dependence on patient age and Body Mass Index (BMI) was
observed. On the other hand, for SNP Hhal, ApoE gene, the E2 allele may be
associated as a risk factor for low BMD, and E3 allele may be associated as a
protective factor in relation to BMD. These results contribute to a better
understanding of the expression of genes related to osteoporosis and can
provide information for better prognostic determination of the disease as well as
rationalization of therapeutic conduct to be chosen, providing a better quality of

life for postmenopausal patients.

Keywords: Polymorphism, Estrogen Receptor Alpha, Apolipoprotein E,

Menopause and Osteoporosis.
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1 INTRODUCAO

O envelhecimento € um processo natural que ocorre em todos 0s seres vivos. A
populacdo humana também padece deste evento e, atualmente, apresenta uma
tendéncia a comportar um numero crescente de idosos. Em paises como o Reino
Unido e Suécia, o0 numero de pessoas acima de 65 anos de idade j& supera os 15%
de sua populacdo, enquanto, em paises menos desenvolvidos, essa taxa fica em
torno de 6% (KISNELLA, 1988). No Brasil, por exemplo, estima-se que a propor¢ao
de idosos (maior de 65 anos) saltara de 5,1% em 2000, para 14,2% em 2050,
percentual comparavel a paises europeus (MACHADO, 1993). Entretanto, a
populacdo de idosos, no Brasil, em nameros absolutos, é maior que o niumero de
idosos de alguns paises desenvolvidos (JUNIOR, 2000). A este crescimento da
populacdo idosa pode-se associar um aumento da incidéncia de doencas crénico-
degenerativas, como a Doenca de Alzheimer, as enfermidades do sistema

cardiovascular, o cancer e a osteoporose.

A osteoporose é uma das principais Doencas Associadas ao Envelhecimento (DAE)
que ja atinge hoje um numero consideravel de individuos no mundo, afligindo
majoritariamente mulheres ap6s a menopausa. Devido ao envelhecimento
populacional especula-se que esta mazela possa configurar uma das enfermidades
mais incidentes ainda na primeira metade deste século. Portanto, a casuistica da
osteoporose tende a aumentar numa proporcao semelhante também em nosso pais.
Na Unido Europeia, uma pessoa sofre de fraturas resultantes da osteoporose a cada
30 segundos (IOF, 2008). A Organizacdo Mundial de Saude (World Health
Organization - WHO,1994) define a osteoporose como uma redugcédo da Densidade
Mineral Ossea (DMO) associada a uma deterioragdo da microarquitetura Ossea,
tornando o tecido 0sseo enfraquecido e aumentando a susceptibilidade a fraturas
e/ou microfraturas espontaneas (Figura 1). Outros fatores como a idade, o uso de
alguns medicamentos, histérico familiar de fratura por fragilidade e/ou baixo indice
de massa corporal também sdo componentes importantes para o aumento da morbi-
mortalidade da doenca (KANIS, 2001).
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Figura 1 - Osso normal e osteoporo6tico respectivamente.

Fonte: International Osteoporosis Foundation - IOF, 2008.

A elevada susceptibilidade destes pacientes as fraturas é o que gera a alta morbi-
mortalidade da osteoporose. O tipo e a localizagdo da fratura influenciam na
qualidade de vida e sobrevida dos pacientes. Estima-se que, entre as mulheres
osteopordticas de idade superior a 65 anos acometidas de fraturas no fémur ou
quadril, 50% n&o voltem a andar e 20% evoluam para o 6bito em menos de dois
anos apos fratura (LISCUM, 1992). As lesbes do colo de fémur sdo as mais graves,
podendo levar ao 6bito entre 10 a 20 % das mulheres pdés-menopausadas durante o
primeiro ano apos a fratura. Dor nas costas, cifose e diminuicdo da estatura (Figura

2) também sao possiveis consequéncias das fraturas de vértebras. A morbidade da
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osteoporose € também alta, estando principalmente relacionada a incapacidade de
deambulacdo de forma independente, resultando num impacto socioecondémico

grande em uma parcela significante da populacdo (WANNMACHER, 2004).
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Figura 2 - Diminuicdo da estatura com a evolucdo da idade e da osteoporose.

Fonte: WANNMACHER, 2004.

O custo financeiro da osteoporose, portanto, é dificil de ser estimado com preciséo,
porque incluem gastos hospitalares, cuidados na residéncia por tempo prolongado,
medicamentos e outros custos indiretos, como perda de dias de trabalho e o
desenvolvimento de novas estratégias farmacolégicas (WHO, 2000). Em um estudo
pioneiro no Brasil, KOWALSKI e colaboradores (2001) acompanharam, durante um
ano, o0s custos totais (diretos e indiretos), sob a perspectiva da sociedade, do
tratamento de 100 pacientes com osteoporose pos—menopausa atendidas no
ambulatério de Reumatologia / Osteoporose da Universidade Federal de S&o Paulo



21

(UNIFESP), e constataram que a média / paciente / ano foi de R$ 908,19. De acordo
com BURGE e colaboradores (2007), o custo total (direto e indireto) com sistemas
de saude associados a osteoporose foi estimado em U$ 17 bilhées no ano de 2005
somente nos Estados Unidos da Ameérica, constituindo, portanto, uma aflicdo com

um énus socioecondmico.

O diagnostico da osteoporose é feito radiologicamente ou, preferencialmente, pela
medida da Densidade Mineral Ossea (DMO) pela absorciometria por dupla emiss&o
de raios X (Dual-energy X-ray Absorptiometry - DXA), que mede a absor¢cdo de
fétons de uma fonte de raios X, para estimar a quantidade de conteudo de mineral
no osso, de acordo com os critérios densitométricos da Organizacdo Mundial da
Saude (1994) (Tabela 1).

No entanto, a alta sensibilidade do método para o diagnéstico da DMO néo se
relaciona diretamente a predicao do risco de fraturas. Uma metanalise de 11 estudos
com avaliacdo de mais de 2.000 fraturas concluiu que o DXA nao é capaz de
identificar, sozinho, individuos sob risco de fratura (GRAZIANO; MAIA, 1999).
Ademais, ainda ndo se possui um fator fidedigno para a predicao do risco de fraturas

em mulheres menopausadas (WHO, 1994).

Tabela 1 - Critérios Densitométricos da Organiza¢do Mundial da Saude*:

*Critérios estabelecidos para coluna lombar, colo do fémur e 1/3 médio do radio.

Categoria Escore T

Normal até -1

Osteopenia entre-1e-2,5

Osteoporose <-2,5

Osteoporose estabelecida < -2,5 associada a fratura de fragilidade

Fonte: World Health Organization - WHO, 1994.
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Resumidamente, o rapido envelhecimento da populacdo aliado a baixa velocidade
no desenvolvimento de novos e eficientes métodos de prevencgdo e de tratamento da
osteoporose - com alta morbi-mortalidade associada - faz com que este cenario se
agrave ainda mais, configurando um sério problema de saude publica. A
identificacdo de marcadores que sejam capazes de determinar o risco associado a
doenca e de predizer a ocorréncia de fraturas € de suma importancia para o
tratamento da osteoporose, doenca esta que tende a configurar uma das mais

prevalentes do mundo atual.

A osteoporose é uma doenca decorrente de muitos fatores. Apenas recentemente,
no entanto, 0s mecanismos genéticos associados a osteoporose tém sidos
esclarecidos (LIU et al.,, 2003; FERRARI, 2008). Alguns destes mecanismos tém
importantes implicacbes para a fisiopatologia e o tratamento da osteoporose.
Ademais, uma importancia impar estd sendo atribuida aos fatores genéticos de
baixa penetrancia, como os polimorfismos genéticos, encontrados em alguns genes
associados ao metabolismo 6sseo e mineral, como potenciais preditores
prognésticos e possiveis novos alvos terapéuticos na osteoporose. Mutacdes e
polimorfismos em genes como os que codificam os receptores de vitamina D (RVD),
o fator de crescimento insulina simile tipo 1 (IGF-1), a interleucina 6 (IL-6), a
apolipoproteina E (APOE) e os receptores de estrogénio o e  (REa e B), mostram
alta correlagdo com a baixa DMO durante a senescéncia (LIU et al., 2003). Alguns
estudos tém buscado identificar as variantes genéticas que predizem o risco para
osteoporose, incluindo pesquisas gendmicas e candidatos génicos. Nesta busca o
gene da Apolipoproteina “E” (APOE) e o gene do receptor de estrogénio alfa (REq)
tém recebido maior atencdo nos ultimos anos (SCHILLING et al., 2005).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 METABOLISMO OSSEO

No tecido Osseo repousa a origem da osteoporose. Os 0ssos sao tecidos
extremamente ativos ao longo de toda a vida. Os mesmos cumprem nado so6 o papel
de sustentacdo do sistema muscular como também representam o principal estoque
organico de calcio (Ca®"), magnésio (Mg®*) e fosfato (Pi) no organismo. Ademais, 0s
0ssos também propiciam protecdo para 6rgdos chaves, como coragdo, cérebro e
medula O&ssea. Para exercer este papel, o0 tecido 0sseo se organiza
microscopicamente num arranjo denominado microarquitetura O0ssea. A
microarquitetura 0ssea é formada pela composicéo entre o nimero e espessura das
trabéculas (espacos entre o tecido mineralizado) e as pontes teciduais formadas
entre elas. A integridade da microarquitetura influi sobre a resisténcia 6ssea, e sua
deterioracdo pode atuar como importante fator de risco, independente da densidade
mineral 6ssea, de fraturas (JUNIOR, 2000).

2.1.1 FISIOPATOLOGIA OSSEA

7

Ao longo da vida a microarquitetura tecidual 6ssea € constantemente mudada,
apresentando intensa atividade de formac&o e destruicdo — dependendo das
necessidades do organismo — num equilibrio que se denomina remodelamento
0sseo. Este mecanismo € regulado majoritariamente pelo sistema endocrino —
ressaltando-se o papel dos horménios da tiredide (T3 e T4), do hormbénio do
crescimento (do inglés Growth Hormone, ou GH) e horménios sexuais femininos e

masculinos — e também por interacdes restritas ao proprio tecido 6sseo, através de
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fatores de crescimento de acgdo paracrina e autocrina (SZEJNFELD, 2000). No
esqueleto em desenvolvimento, a atividade anabdlica do tecido 6sseo (formacgéo) €
primariamente voltada para o crescimento e o modelamento 6sseo, processos pelos
quais 0s 0ssos atingem suas formas e tamanhos maduros. Nesta fase, tanto os
fatores enddcrinos quanto teciduais exercem um papel importante nesta formacao.
No esqueleto adulto, o crescimento e modelamento sdo reservados apenas para
reparar fraturas e microfraturas decorrentes de traumas ou para suprir necessidades
dos fons Ca**, Mg?* e Pi disponiveis neste tecido, passando entdo a orquestracdo
deste processo a uma interacdo entre as células que formam e destroem o tecido
0sseo (SZEJNFELD, 2000). O remodelamento Osseo, entretanto, estd presente

durante toda a vida de individuos saudaveis.

O remodelamento 6sseo no individuo maduro € consequentemente, um processo
continuo de destruicdo e renovacdo do tecido, primariamente relacionado a
homeostase de calcio e fosforo, mas também que permite a remocdo de 0sso
“velho” e a troca por 0sso “novo”. O processo da-se em unidades de remodelamento
0sseo - denominado Osteon - e caracteriza-se por acoplamento das func¢des dos
osteoblastos (células formadoras de 0sso) e osteoclastos (células destruidoras de
tecido 6sseo) (MARIE et al., 2001; PARFITT et al., 1993; POGODA et al., 2005). O
ciclo completo de remodelamento Osseo, do inicio da reabsorcdo até a
mineralizacdo da nova matriz formada no ésteon, completa-se, geralmente, dentro
de 8 a 12 semanas (SHANE; BILEZIKIAN, 1995).

Os osteoblastos sédo células formadoras da matriz e indutoras de mineralizacéo, e
diferenciam-se a partir de células mesenquimais pluripotentes, que também € a
precursora de células musculares, adipdcitos e fibroblastos. Este evento é
controlado por fatores de crescimento e de transcri¢cdo especificos dos osteoblastos,
através de mecanismos ainda pouco conhecidos. Contudo, ja € sabido que existem
genes especificos de osteoblastos que modulam a diferenciacdo de sua progénie
mesenquimal. Um destes genes é denominado Cbfal/Runx2, um membro da familia
dos fatores de ligagao central, que codifica um fator de transcricdo que induz a
diferenciacdo dos osteoblastos. O fator de transcricAo Cbfal/Runx2 € o mais

precoce e especifico indicador de osteogénese, e sua expressao € induzida pela
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proteina morfogenética 6ssea 7 (BMP-7), seguida da expressao de osteocalcina e
de osteopontina, proteinas estas que constituem o molde para a mineralizagdo
chamado de ostedide (KIERZENBAUM, 2008). Os osteoblastos, entdo, depositam o
ostedide ao longo do espaco existente entre estas células e o osso ja formado.
Ademais, os osteoblastos iniciam e controlam o processo de deposi¢cdo dos ions
calcio ao longo do ostedide orgéanico, o que culmina na impregnacdo de um sal
composto de célcio, fosfato e magnésio (DUCY; SCHINKE; KARSENTY, 2000)
denominado hidroxiapatita - Cajo(PO4)s(OH), - (MAVROPOULOS, 1999). A esta
matriz mineralizada, portanto, atribui-se a dureza fisica dos ossos e influenciando
também as propriedades elasticas deste tecido (SIMOES; BARACAT, 2000).

Os osteoclastos, por sua vez, sdo células multinucleadas formadas da fusdo de
progenitores mononucleares (oriundos da linhagem monocitica-macrofagica) que
infiltram no tecido ésseo por diapedese. ApGs aderirem a matriz 6ssea mineralizada,
0s osteoclastos geram um ambiente acido isolado, porém continuo as
especializacbes de sua membrana plasmatica (denominada ruffled border). Acredita-
se que a aderéncia do osteoclasto a superficie 6ssea seja mediada por receptores
de membrana denominados integrinas, capazes de interagir com proteinas

extracelulares presentes na matriz (HYNES, 1992).

A reabsorcdo 0Ossea, feita pelos osteoclastos, envolve primeiramente o transporte
ativo de prétons e ions cloreto para a superficie do tecido mineralizado através de
uma H*- ATPase do tipo V e de um canal de cloreto denominado CIC-7 (KORNAK,
2001), propiciando um ambiente acidico necessario para a solubilizagdo da
hidroxiapatita e atividades enzimaticas. Concomitantemente, ocorre também a fusédo
de vesiculas lisossomais intracelulares contendo enzimas proteoliticas -
principalmente a cisteino proteinase catepsina K - e fosfatases acidas levando,
assim, a dissolucdo completa dos componentes inorganicos a organicos (colageno
do tipo | e proteinas nao colagénicas) do tecido 6sseo. Ao longo da vida adulta dos
individuos as células originadas da linhagem osteoblastica secretam moléculas que
controlam a ativacéo e diferenciacdo dos osteoclastos (TEITELBAUM, 2000), estas
moléculas sdo fatores de crescimento (como a proteina morfogenética 6ssea 2 —

BMP 2), moléculas de matriz (como a osteocalcina) e fatores inibidores da atividade
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osteoclastica (como a osteoprotegerina), caracterizando que a interacdo destes dois
tipos celulares é essencial para o remodelamento 6sseo adequado.

Em individuos jovens e saudaveis, o ciclo de remodelamento — através da interacao
entre osteoblastos e osteoclastos supracitada (Figura 3) - € efetivo, restando ao
sistema enddcrino apenas um papel permissivo nas homeostases 6ssea e mineral.
Com o envelhecimento, contudo, ocorre uma queda numa seérie de hormdnios
anabdlicos (como horménio do crescimento - GH, por exemplo) e sexuais (como o
estrogénio na menopausa e a testosterona na andropausa) que interfere
gradativamente com o processo de remodelamento Osseo. Em particular, a
insuficiéncia ovariana - que caracteriza a menopausa - acarreta em profundas
alteracdes na atividade osteoblastica - logo na formacdo 6ssea - levando a uma
perda gradual da matriz mineral 60ssea, uma das caracteristicas da osteoporose
(Figura 4) (KIERZENBAUM, 2008; RODAN; MARTIN, 2000).

Formacao
ossea

Atividade , Atividade
osteoblastica osteoclastica

Reabsorcao
ossea

Figura 3 — Homeostase 6ssea em adultos saudaveis.
Fonte: MARIE (2001).



27

Atividade

osteoblastica Atividade —
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Figura 4 - Desequilibrio entre a reabsor¢éo e formacéo éssea na osteoporose.
Fonte: MARIE (2001).

2.1.2 O PAPEL DO ESTROGENIO NO TECIDO OSSEO

2.1.2.1 Estrutura e mecanismo de acao do Estrogénio

Os estrogénios sdo hormoénios esterodides (Figura 5) reconhecidos como reguladores
chave do crescimento, diferenciacdo e metabolismo em humanos. Esses hormdnios
influenciam muitos processos fisioldgicos, que incluem ndo somente a reproducéo, a
saude cardiovascular e a integridade Ossea (Figura 6), mas também as funcdes

cognitivas e comportamentais (JAKIMIUK et al., 2007).

Os hormonios esterdides sdo muito hidrofébicos para se dissolverem no sangue,
sendo transportados por proteinas carreadoras especificas desde o local de sua

sintese até o seu tecido alvo. Nestes, os hormdnios passam através da membrana
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plasmatica por difusdo passiva, e, para exercer a sua acao, o estrogénio liga-se a
receptores nucleares (LEHNINGER, 1995).

OH

HO HO

Figura 5 - Estrutura quimica dos estrogénios. Estrona (A) e Estradiol (B).

Fonte: www.hormone.org

O receptor esteréide ndo-ligado mantém-se em estado inativo, como parte de um
complexo heteroligodimérico que também inclui a proteina “heat shock 90” (HSP90),
a proteina “heat shock 70” (HSP70) e outras proteinas ndo tdo bem caracterizadas.
Parece que o dominio de ligacdo do DNA né&o é capaz de se ligar aos elementos de
ligacdo do horménio, por estar ocultado por esse complexo protéico. Acredita-se que
a forma ativa do receptor seja homodimérica, contendo duas moléculas de ligacédo
(TRUSS, 1993). Uma vez ligada ao receptor, o complexo hormdnio-receptor interage
com uma sequéncia especifica do DNA proxima ao gene alvo, ativando ou
reprimindo a transcricdo génica. As funcdes especificas dos diversos esteroides
dependem dos genes, isto €, da informacdo que eles regulam. Parte da
especificidade da regulacédo génica refere-se ao reconhecimento dos elementos de
resposta de DNA (EVANS, 1988; ZILLIACUS, 1995).

Os esterdides ovarianos controlam o momento e a magnitude da expressao génica
no tecido-alvo. A sequéncia especifica do DNA, amplificadora (enhancer),
denominada elemento de resposta do horménio, apresenta importante papel na
acdo do esteroide (RORIES, 1989).


http://www.hormone.org/Menopause/estrogen_timeline/timeline2.cfm
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Figura 6 - Mecanismos de a¢Bes ndo genbGmicas dependentes de Receptores de Estrogénio
membranares em quatro tipos celulares.
Fonte: COLLIS, WEBB ,1999.

E sabido que o estrogénio apresenta um importante papel no metabolismo 0sseo e
que sua perda — decorrente da menopausa — leva a profundas alteracdes no
metabolismo 6sseo, muitas das vezes evoluindo para osteoporose (SCHUIT et al.,
2004). A associagdo entre osteoporose e deficiéncia estrogénica baseia-se no
trabalho original de Albrigth e colaboradores (1940). A grande quantidade de
informacédo a respeito de tal relacdo assegura a importancia do estrogénio na
homeostasia do tecido O0sseo, tanto em seres humanos como em Varias outras

espécies animais.

Embora tenha decorrido mais de 50 anos desde a publicacdo de Albright, ainda é
controverso 0 mecanismo exato de acdo dos estrogénios no osso. Eles atuam em
nivel de osteoblastos, onde foram identificados seus receptores (COLSTON, 1989),
modulam a secrec¢do enddgena de calcitonina (WILLIAMS, 1996) e incrementam o
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namero dos seus receptores 0sseos (BODY, 1993). Os estrégenos também podem
reduzir a perda 6ssea, inibindo a sintese de prostaglandinas, principalmente as da
série E, reduzem em cerca de 50% a producéo do fator de necrose tumoral (TNF) e
das interleucinas, potentes estimuladores da reabsorcdo 6ssea. Aumentam também
os fatores de crescimento "insulin-like" e de fator de crescimento tumoral beta (TGF-
B), poderoso inibidor dos osteoclastos e estimulador da funcdo osteoformadora dos
osteoblastos (HUGHES, 1998).

Aparentemente, todas essas modificagcbes provocadas pelos estrogenos ndo sao
efeitos mediados pelo Hormoénio Paratireoidiano (PTH) nem pela calcitonina. Como
acdo indireta no metabolismo ésseo atribui-se aos estrégenos uma diminuicdo da
sensibilidade 6ssea ao PTH, incremento da reabsorcao tubular de calcio, aumento
do numero de receptores para a forma ativa da vitamina D (1,25(OH),D3) em
osteoblastos humanos, bem como incremento dos niveis de 1,25(0OH),D3; (CHEEMA,
1998).

Inicialmente, acreditava-se que o estrogénio atuasse sobre 0 0sso de forma indireta,
mediante a acdo de hormdnios calciotropicos, tais como calcitonina, paratorménio e
1,25(0OH),D3 ou de alguns outros fatores de crescimento ndo identificados (RORIES;
SPELSBERG, 1989; GRONEMEYER, 1991; CLARK; SCHRADER; O’MALLEY,
1992). Estudos atuais sugerem que a principal influéncia do estrogénio e de seus
analogos sobre a remodelacdo Ossea seria mediante o controle da sintese de
citocinas pelos osteoblastos e osteoclastos, de forma autécrina ou paracrina
(PACIFICI, 1991).

O mais importante efeito do estrogénio sobre a remodelacdo 6ssea, em seres
humanos adultos, é mais bem representado pela diminuicdo da reabsor¢céo
comparativamente a formacao. Apesar da existéncia de receptor de estrogénio em
osteoclastos, é provavel que a ligacdo do estrogénio ao osteoblasto regule
indiretamente a funcéo osteoclastica. Possivelmente, a ligacdo das citocinas aos
osteoblastos acarreta a liberagcdo de fatores solUveis capazes de modular o
recrutamento e a atividade dos osteoclastos (TURNER; RIGGS; SPELSBERG,

1994). Entre as citocinas com propriedades de reabsorcdo, moduladas pelo
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estrogénio, que merecem atencao especial, realcam as IL-1. Estas apresentam
potente poder de reabsor¢cdo (HOROWITZ, 1993).

Sabe-se que fortes indutores da reabsorcédo, tais como a IL-1 e o TNF, sdo
secretados, em grande quantidade, por mondcitos do sangue periférico, em
mulheres ooforectomizadas na pré-menopausa, com baixos niveis de estrogénio,
comparativamente a outro grupo de ndo-ooforectomizadas, na mesma faixa etéria. A
concentracdo desses fatores de crescimento se inverte com a estrogenoterapia
(PACIFICI, 1991). O fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e a IL-1, por sua vez,
agem sobre os osteoblastos para induzir a producdo e a secrecdo de fator
estimulante da col6nia de macréfagos (GM-CSF) e de IL-6, 0s quais aumentam a
populacdo de macréfagos, bem como sua diferenciacdo (MANOLAGAS, 1995).
Outro possivel mecanismo intermediario da acdo estrogénica faz-se pela
intervencdo da interleucina-4 (IL-4), que inibe a diferenciagdo dos osteoclastos
(MANOLAGAS, 1995). O maior candidato para a atividade do estrogénio é o fator de
crescimento beta. E produzido por muitas células, inclusive os osteoblastos. Na
maior parte dos sistemas biolégicos, seus efeitos séo inibitérios na proliferacéo
celular, mas, para o0s osteoblastos, constitui potente agente mitético e, sobre os
osteoclastos, diminui o recrutamento e a atividade reabsortiva (MUNDY, 1995).

Sabe-se também que varias substancias quimicas atuam como moduladores
seletivos do receptor de estrogénio (SERMs) em diversos tecidos, com perfil
agonista e antagonista; Eles constituem alternativas para a estrogenoterapia em
pacientes com cancer, por apresentarem acao antagonista sobre a mama e o Gtero.
Estas drogas, todavia, seriam agonistas sobre o metabolismo 6sseo (COSMAN,
1996), pois desempenham efeitos diretos sobre a proliferacdo osteoblastica e a
sintese de enzimas e proteinas da matriz ostedide. Tanto o estrogénio quanto o
tamoxifeno interagem com o dominio de ligacdo do receptor nuclear. Ha duas
regides distintas de transativacao: a regido de transativacéo 1 (TAF1), localizada na
porcdo aminoterminal, e a regido de transativacdo 2 (TAF2), confinada na parte
carboxiterminal. Experimentos em células Hela e em fibroblastos de embrido de
galinha sugerem que as atividades das regides TAF1l e TAF2 sdo mediadas da

forma célula-promotor transcricional especificos (TZUKERMAN, 1994). O estrogénio
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promove a transcricdo génica ativando essas duas fungdes (TAF1 e TAF2). Sabe-se
que a ativacdo do receptor é causada por uma mudanca conformacional induzida
pelo estrogénio, que permite a ligacdo das duas funcdes de transcricdo a uma série
de outros fatores intermediarios do processo transcricional. Quando o tamoxifeno se
liga ao receptor de estrogénio, ativa a TAF1 e inibe a TAF2. Dessa forma, pode ser
antagonista estrogénico em células, cuja regido TAF2 seja o principal ativador de
transcricdo génica, como por exemplo, na mama. Ao contrario, pode ser agonista
estrogénico em células cuja regido TAF1 seja o ativador predominante do processo
transcricional, como no osso (BERRY; METZGER; CHAMBON, 1990; GREEN, 1990;
HOWELL, 1996). Tais resultados, conjuntamente, corroboraram o papel da regido

promotora do RE na expressao dos varios genes controlados pelo estrogénio.

2.1.2.2 Polimorfismos do gene do receptor de estrogénio alfa
(REa)

Devido ao grande avanco que vem ocorrendo nas técnicas diagnosticas e
estratégias efetivas para a prevencdo e o tratamento da osteoporose, houve um
aumento abrupto do interesse publico, médico e da industria farmacéutica nessa
area, na ultima década. Estes novos métodos de estudo da biologia celular e
molecular do tecido Osseo tém contribuido para melhor compreensdo do
desenvolvimento do esqueleto, bem como de suas diversificadas func¢des. Tém
proporcionado, também, importantes avancos para o conhecimento da fisiologia
normal do tecido Osseo, levando a novas possibilidades de intervencao

farmacoldgica mais adequada nas doencas 0sseas (CASTRO, 2000).

Dentre os estudos, a genética da osteoporose representa uma das ativas areas de
pesquisa na biologia 6ssea. Especificamente os Polimorfismos de Nucleotideo Unico
(SNPs) Pvull (detecta a substituicdo C>T - rs2234693 - na posi¢ao -397 anterior ao
éxon 2) e Xbal (detecta a substituicdo G>A - rs9340799 - na posi¢do -351 anterior
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ao éxon 2) localizados no intron 1 do gene do REa, (Figura 7) localizado no
cromossomo 6g25-27 (SZEJNFELD, 2000) por despertarem curiosidade e pela
possivel ligacdo com as doencas associadas ao envelhecimento da mulher (Van
MEURS, 2003). Isto se deve ao fato que estes elementos se localizam em regides
nao codificantes, mas que podem interferir na modulagéo da transcricdo desse gene,
pois o primeiro intron do gene contém, usualmente, um largo niumero de sequéncias
regulatorias (JAKIMIUK, 2007). Essa regulacéo, entdo, pode aumentar ou diminuir o

risco de doencas de grande impacto como a osteoporose.
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Figura 7 - Alguns polimorfismos descritos do gene do ESR1 humano.

Fonte: LBCE (arquivo interno).

A auséncia do sitio de restricdo da enzima Pvull é representada pelo alelo P (alelo
ancestral), enquanto que a auséncia do sitio de restricdo da enzima Xbal é
representada pelo alelo X (alelo variante). A presenca do sitio de restricdo da
enzima Pvull é representada pelo alelo p (alelo variante), enquanto que a presenca
do sitio de restricdo da enzima Xbal é representada pelo alelo x (alelo ancestral).



34

Polimorfismos de Nucleotideo Unico (SNPs) Pvull e Xbal do gene do REa s&o
estudados extensivamente com associacdo a DMO, mas existem resultados
conflitantes. Contudo, varios dos elementos polimorficos existentes no gene do
receptor de estrogénio alfa (REa) ainda n&o foram analisados na osteoporose
(GENNAR!I et al., 2005).

2.1.3 O PAPEL DA APOLIPOPROTEINA “E” (APOE) NO TECIDO
OSSEO

A apolipoproteina E (ApoE) foi primeiramente descrita por SHORE e SHORE em
1973 como uma parte da particula de VLDL (Very Low Density Lipoproteins)
sintetizadas principalmente no figado (BLUE et al.,, 1983) e em macréfagos
(MAZZONE, 1996) e que atuam no transporte de triglicerideos do figado para os
tecidos periféricos. A ApoE possui um papel importante também na distribuicdo e no
metabolismo de colesterol e triglicerideos entre muitos organismos e tipos celulares
no corpo humano (MAHLEY et al., 2006).

No contexto da patogénese no tecido Osseo, alguns estudos sugerem que O
polimorfismo no gene esta relacionado a osteoporose pdés-menopausa e ao aumento
do risco de fraturas de punho, vértebras, cabeca do fémur e quadril, e baixa DMO
em diferentes estudos (PLUIJIN et al., 2002; LONG et al., 2004; SCHOFFS et al.,
2004; SALAMONE et al.,, 2000; SHIRAKI et al.,, 1997; CAULEY et al.,, 1999;
KOHLMEIER et al., 1998; JOHNSTON, 1999).
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2.1.3.1 Estrutura e mecanismo de acdo da Apolipoproteina
“E” (ApoE)

A ApoE é uma proteina com peso molecular de 34 kDa composta de 299
aminoacidos (UTERMANN et al., 1979). Também se integra a uma subclasse de
lipoproteinas de alta densidade (HDL) que atua no transporte de colesterol dos
tecidos periféricos para o figado. A apoE possui um papel chave no metabolismo
desses lipidios e lipoproteinas (TAVINTHARAN et al., 2007) mantendo a integridade
estrutural das mesmas, bem como a mediacdo do transporte lipidico através da
interacdo com receptores lipoproteicos (CHAN, 2006).

Baseado em dados de cristalografia de raios X, a ApoE apresenta-se em duas
bandas circulares do tipo “ferradura” em torno de uma particula esférica de
fosfolipidio. De acordo com a figura 8, o nicleo amarelado no centro representa o
nucleo fosfolipidico hidrofébico contendo cadeias de acido graxo; o circulo externo
(rosado) representa grupos das cabecas polares do fosfolipidio e a direita observa-
se o corte de uma regido da particula mostrando a relacdo das duas hélices da
ApoE. Ha interacdo com as cabecas polares do fosfolipidio destes grupos e ndo com
0 nucleo de acido graxo. Desta maneira, a ApoE nesta particula possui a capacidade
Unica de facilitar a expansdo do ndcleo e acomodar o conteido aumentado de
colesterol livre seguido da atividade da lecitina-colesterol aciltransferase (LCAT)
(CURTISS, L.K., 2000).
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Figura 8 — Estrutura da ApoE.
Fonte: CURTISS, L.K., 2000.

O HDL atua na redistribuicdo de lipidios de células com excesso de colesterol
(macrogafos) para células requerentes de colesterol ou para o figado e para
excrecdo. Na figura 11 observa-se que os precursores de HDL (pré- HDL) sao
produzidos pelo figado e intestino. O Pré- HDL, HDL3 e HDL2 podem aceitar
colesterol para o transporte reverso de colesterol. A ApoE permite que as particulas
de HDL2 expandam pelo enriguecimento com ésteres de colesterol (CE) do ndcleo
apos a conversao do colesterol livre para CE pela LCAT. Grandes quantidades de
HDL associados com ApoE (HDL1 e HDL2) podem disponibilizar colesterol para o
figado diretamente via receptor LDL (CURTISS, L.K., 2000).
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Figura 9 — O papel do HDL na redistribui¢c@o de lipidios. FC: colesterol livre; HDL-E: HDL-associado a

ApoE; LDLR: receptor de LDL; PL: fosfolipidio; SR-BI: receptor de depuracgédo tipo | classe B; Tg:
triglicerideos.

Fonte: CURTISS, L.K., 2000

Estudos familiares mostraram que a Densidade Mineral Ossea (DMO) e a renovagéo
do tecido 6sseo sdo afetadas por fatores genéticos como 0s genes dos receptores
de estrogénio e da apolipoproteina E (ZMUDA et al., 1999). Estima-se que de 50-
80% da variabilidade na DMO seja explicada por fatores genéticos (KANIS et al.,
1994; KELLY et al., 1995; POCOCK et al., 1987; GUEGUEN et al., 1995). Alguns
estudos tém buscado identificar as variantes genéticas que predizem o risco para

osteoporose, incluindo pesquisas genémicas e candidatos génicos (SCHILLING et
al., 2005).
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Entre 0s genes que apresentam maior controvérsia nos dados de correlagdo com
baixa DMO em mulheres osteoporoticas esta o gene ApoE (PLUIJM et al., 2002;
ZAJICKOVA et al, 2003. As combinacfes de ApoE 2/2, 2/3, 2/4, 3/3, 3/4 e 4/4 sé&o
encontradas com diferentes distribuicbes nas populagdes humanas (PLUIIIM et al.,
2002).

Individuos com o alelo ApoE4 exibem uma aceleracdo no clearence hepatico da
vitamina K em lipoproteinas ricas em triglicerideos. Desta forma, estes individuos
podem apresentar uma concentracdo muito baixa de vitamina K disponivel no soro
para a absorcdo pelas células 6sseas (KOHLMEIER et al., 1996). Outros estudos
relatam que os niveis de LDL em pessoas com o alelo 4 estdo aumentados e a
acumulacéo de lipidios oxidados no espaco subendotelial dos vasos localizados no
0sso pode levar a inibicdo da diferenciacdo dos osteoblastos (PARHAMI et al., 2000;
PARHAMI et al., 1997).

2.1.3.2 Polimorfismos do gene da Apolipoproteina “E”
(ApoE)

A organizagdo genOmica da ApoE é similar aos genes das familias da ApoA
(apolipoproteina A) e da ApoC (apolipoproteina C), sugerindo que estes genes
advém de um ancestral comum através de duplicacdo génica (HAGBERG et al.,
2000). O polimorfismo da ApoE apresentado nos humanos € Unico e tem sido

proposto como resultado de mudancas adaptativas frente a evolugéao (FINCH, 1999).

O gene da apolipoproteina E (ApoE) humano esta localizado dentro do loco RELB
no braco longo do cromossomo 19 (19g13.2) (OLAISEN et al., 1982; DAS et al.,
1985; PAIK et al., 1985) possuindo 4 éxons (HAGBERG et al., 2000) distribuidos ao
longo de 6740 nucleotideos no genoma humano. Retirando-se os introns sobram
apenas 1156 pares de bases que compdem o mMRNA que sera transcrito,
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responsavel pela traducdo de 3 isoformas da proteina (OJOPI et al., 2004). Em
humanos existem trés alelos principais do gene ApoE, chamados de €2, €3 e €4. As
isoformas proteicas produzidas por esses alelos diferem na composicdo de
aminoacidos nas posicdes 112 e/ou 158 e, deste modo, tem-se €2 (ApoE2: Cys 112,
Cys 158), €3 (ApoE3: Cys 112, Arg 158), a qual € a forma mais comum, e €4
(ApoE4: Arg 112, Arg 158) (Figura 10).

112 158
APCE g2 TGEAGGACGTGTGCGEGCCECCTGETGCA. .. . .. GACCTGCAGAAGT GCCTGGCAGTGTACC
APOE £3 TGEAGGACGTETGCGGCCGCCTGETGCA. . .. .. GACCTGCAGAAGCGCCTGGCAGTGTACC
APOE &4 TGEAGGACGTGCGCGGCCGCCTGETGCA. . .. . . GACCTGCAGAAGCGCCTGGCAGTGTACC
APOE £4 Arg Arg
APOE £3 Cys Arg
APOE g2 Cys Cys

19913+ 2 —

19p13.3
19?1302 —
19p13+1
19q13.1 <
19913.3

Figura 10 — O gene da ApoE.
Fonte: OJOPI, E.P., 2004.
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A substituicdo destes aminoacidos afeta a estrutura tridimensional da ApoE e a
propriedade de ligacdo a lipidios entre as isoformas. Na ApoE4, a substituicdo do
aminodacido resulta em uma mudanca estrutural com a formacéo de pontes salinas
entre a arginina na posicdo 61 e o acido glutamico na posi¢cdo 255, 0 que causa a

esta isoforma uma preferéncia maior a VLDL. ApoE3 e ApoE2 ligam-se
preferencialmente a lipoproteinas de alta densidade (HDL) (MAHLEY et al., 2006).

O dominio de interacdo da ApoE4 pode ser desfeito por pequenas moléculas

(representadas pelos simbolos em amarelo na figura 11).

ApoE4

/ Domaln}x

Figura 11 — O dominio de interacao da ApoE4.
Fonte: CURTISS, L.K., 2000

Na ApoE4, a Arg-61 no dominio N-terminal interage com a Glu-255 no dominio C-
terminal. Pequenas moléculas que sdo pré-indicadas por interagir com ApoE4 na
regido da Arg-61 podem romper o dominio de interagdo e converter ApoE4 em uma
molécula ApoE3-like (MAHLEY et al., 2006).
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3 OBJETIVO GERAL

Em face ao exposto, o objetivo do presente trabalho foi investigar o papel de alguns
polimorfismos presentes no gene receptor de estrogénio alfa - REa (Pvu Il e Xba l) e
do gene da Apolipoproteina E — APOE (Hha 1) em mulheres na pdés-menopausa com
suas densidades minerais dsseas de perfis normais e osteoporoticas, estabelecendo
relacfes entre estas alteracBes génicas e seus parametros clinicos e bioquimicos

com a osteoporose.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

A fim de fornecer subsidios para a melhor determinacao prognostica da enfermidade,
além de racionalizacdo da conduta terapéutica a ser escolhida e poder proporcionar
uma melhor qualidade de vida de pacientes ja na p6s-menopausa, foram delineados

0s objetivos especificos:

1 Verificar se a expressdo dos genes é diferente entre mulheres com

Densidade Mineral Ossea (DMO) normal daquelas com DMO alterada;

2 Verificar se ha correlacdo entre a expressao dos genes com 0s parametros
clinicos e bioquimicos/imunoenzimaticos das mulheres com DMO normal e aquelas

com DMO alterada.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 APROVACAO DO PROJETO

O Laboratoério de Biologia Celular do Envelhecimento (LBCE), localizado no Centro
de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Espirito Santo (UFES), em
parceria com o Centro de Diagndstico e Pesquisa da Osteoporose do Espirito Santo
(CEDOES - Vitéria, ES) (ANEXO I) e o Instituto Tommasi de Pesquisa e
Desenvolvimento (ITPD - Vila Velha, ES) (ANEXO II), solicitaram a aprovagédo do
projeto ao Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos, da Universidade
Federal do Espirito Santo (UFES), que avaliou e aprovou o referido estudo no dia 28
de marco de 2007 (ANEXO IIl) assim como o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (ANEXO 1IV) e a Anamnese Clinica (ANEXO V) aplicados neste trabalho.

4.2 OBTENCAO DAS AMOSTRAS

O Laboratorio de Biologia Celular do Envelhecimento (LBCE), o Centro de
Diagnostico e Pesquisa da Osteoporose do Espirito Santo (CEDOES) e o Instituto
Tommasi de Pesquisa e Desenvolvimento (ITPD), convidaram 600 mulheres, com
idade igual ou superior a 50 anos e ja na pdés-menopausa a participarem da
pesquisa. ApOs a Leitura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE),

547 mulheres concordaram em participar do referido trabalho.
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Apéds a assinatura do TCLE, cada paciente passou por uma anamnese clinica para
conhecermos o historico de fraturas, idade, peso, dentre outros. Posteriormente,
cada paciente foi encaminhada a uma sala de coleta, para realizacdo de coleta
sanguinea (7 mL de amostra colhida em tubo a vacuo contendo heparina sodica), a
fim de extrair seu material genético, e fazer ensaios sorolégicos e imunoenzimaticos
no LBCE (Figura 12).

Figura 12 — Coleta sanguinea.

Fonte: CEDOES - arquivo interno.

Todas as pacientes também foram submetidas ao exame de absorciometria por
dupla emisséo de raios X (Dual-energy X-ray Absorptiometry - DXA) em uma sala
especifica de exames do CEDOES (Figura 13) para averiguacdo de suas
densidades minerais 6sseas que, por sua vez, eram classificadas de acordo com os

critérios densitométricos da Organizacdo Mundial da Saude.
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Figura 13 - Aparelho de densitometria 6ssea localizada no Centro de Diagnostico e Pesquisa da
Osteoporose do Espirito Santo (CEDOES).
Fonte: CEDOES - arquivo interno.

Das amostras sanguineas colhidas, 2 mL foram divididos em 2 mini tubos de
polipropileno e congelados em um freezer -80° para posterior extragdo. Os 5 mL
restantes foram centrifugados e a parte soroldgica foi retirada e armazenada
também em mini tubos de polipropileno e congelados em freezer -80° para analises

sorologicas e imunoenziméaticas posteriores.

4.3 EXTRACAO DE DNA

Foi utilizado somente 1 mL de sangue periférico colhido de cada paciente em tubos
a vacuo contendo heparina sédica para extracdo de DNA e para tal, foi utilizado o
Protocolo de GOELZ, et al., 1985 com modificacdes, de acordo com as seguintes

etapas: Centrifugacdo do tubo por 5 minutos a 4800 G a 4°C, descarte do


http://www.cedoes.com.br/
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sobrenadante e adicdo 1mL de TM gelado, homogeneizando. Nova centrifugacdo do
tubo por 5 minutos a 4800 G a 4°C e descarte do sobrenadante. Adicdo de 1mL de
TM gelado novamente, homogeneizando em seguida de centrifugacéo do tubo por 5
minutos a 4800 G a 4°C. Novo descarte do sobrenadante. Ressuspensdo do
precipitado em 405ul de TE9, homogeneizando. Adigao de 45ul de SDS - proteinase
K, homogeneizacao leve e incubacdo em banho-maria a 48°C por 2 horas. Adicdo
de 450ul de PC9 e homogeneizagao por 1 minuto. Centrifugagao a 14.000 rpm por 2
minutos. Transferéncia do sobrenadante aquoso para um novo tubo e a um volume
prévio de 400ul, adigdo de 100ul de 10M NH,OH. Precipitacdo do DNA com 1mL de
etanol 100% gelado. Centrifugacéo a 14.000 rpm por 15 minutos. Descarte de todo o
liquido e lavagem com etanol 70%. Centrifugacdo a 14.000 rpm por 2 minutos e,
novamente, descarte de todo o liquido. Secagem dos tubos por 15 minutos e
ressuspensdo do DNA em 100yl de agua livre de DNA, RNA e DNAse. Incubagéao
em banho-maria a 37°C por 15 minutos para eluir o DNA e armazenamento a -20°C.

Os DNAs obtidos foram visualizados em gel de agarose 1% depois de percorrerem
40 minutos em uma cuba de eletroforese horizontal a 120 volts para estimar a

qualidade e quantidade de DNA.

4.4 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR) E POLIMORFISMOS
DE COMPRIMENTO DE FRAGMENTO DE RESTRICAO (RFLP)

4.4.1RECEPTOR DE ESTROGENIO ALFA (REa)

Os primers da regido do intron 1 do REa contendo os SNPs Pvull e Xbal foram

feitos com o auxilio do programa BIOEDIT™ (verséo 7.0.9.0) e do servigco BLAST do
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site do National Center for Biotechnology Information

(www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez) de acordo com a Tabela 2.

Tabela 2 - Primers da regido do intron 1 do REa contendo os SNPs Pvull e Xbal

utilizados neste estudo.

Foward 5 CTGTGTTGTCCATCAGTTCATC3®
Reverse 5°"CCATTAGAGACCAATGCTCATC3®
Fonte: LBCE.

Com a utilizacdo de um termociclador (Techne, Brasil) foram amplificados
fragmentos de 119pb pela técnica de PCR de acordo com o ciclo: Primeiros 10
minutos a 95°C; seguidos por 30 ciclos de: 95° C por 60 segundos, 52° C por 30
segundos e 72° C por 30 segundos, respectivamente; e por fim 5 minutos a 72° C.

Para cada reacdo de PCR foram utilizados tampé&o 1X, 3 mM de MgCl, (Invitrogen),
0,4 mM de cada dNTP (Invitrogen), 0,4 uM de cada primer, 2,5 unidades de Taq
DNA polimerase (Invitrogen) e cerca de 50 ng de DNA. Os produtos de PCR
amplificados foram visualizados em gel de poliacrilamida 10% depois de percorridos
40 minutos a 120 volts em uma cuba de eletroforese vertical (BIO-RAD, EUA) e os
tamanhos estimados com marcador de peso molecular de 50pb (Ludwing, Brasil).
Em todas as reacOes de amplificagdo havia um controle negativo para assegurar a

nao contaminacgao de reagentes.

Para utilizacdo da técnica de Polimorfismos de Comprimento de Fragmento de

Restricdo (RFLP) foram utilizadas duas enzimas de restricbes Pvull e Xbal


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez

47

amplamente utilizadas em estudos de polimorfismos do gene do receptor de

estrogénio alfa (REq).

As “digestbes” foram feitas seguindo as especificacbes dos fabricantes e os
fragmentos de restricdo foram aplicados em gel de poliacrilamida 10% e na cuba de
eletroforese vertical “correram” por 1hora e trinta minutos a 120 volts. Apds fixacao
por 6 minutos em solucéo de etanol a 10% e acido acético 0,5%, corado em solugéo
de nitrato de prata 0,1% por 10 minutos e colocado em uma solucdo de hidréxido de
sédio 3% e formaldeido 0,5%, era nitido o aparecimento de fragmentos especificos

(Tabela 3) que possibilitaram a interpretacao dos resultados.

Tabela 3 - Padrdes de bandas especificas de digestdo para o fragmento de 119 pb
amplificado a partir do gene do receptor de estrogénio alfa (REQ).

: Sitio de restricdo reconhecido pelas enzimas.

Enzimas de restricdo Sequéncia dos alelos Tamanho dos fragmentos (pb)
Pvull 5 CAGCCG3 119
5 CAG|CTG3 78 e 41
Xbal 5TCTGGA3’ 119
5T|CTAGA3’ 88e 31

Fonte: pontos de corte descritos pelo fabricante.
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4.4.2 APOLIPOPROTEINA E (APOE)

Os primers utilizados foram (6-ACAGAATTCGCCCCGGCCTGGTACAC-3) e (5-
TAAGCTTGGCACGGCTGTCCAAGGA-3’) descrito por EMI et al., em 1988 -
modificado com o auxilio do programa BIOEDIT™ (versdo 7.0.9.0) e do servigo
BLAST do site do National Center for Biotechnology Information

(www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez).

As amostras de DNA total foram amplificadas em termociclador (Techne, Brasil) pela
técnica de PCR gerando fragmentos de 186 pb. Os ciclos da reacdo foram: 1 ciclo
de 5 minutos a 95°C; seguido por 35 ciclos de 95° C por 30 segundos; 68° C por 30

segundos; 72° C por 30 segundos, respectivamente; finalmente 7 minutos a 72°C.

Para cada reacédo de PCR foram utilizados tampé&o 1X, 3 mM de MgCl, (Invitrogen),
0,4 mM de cada dNTP (Invitrogen), 0,4 uM de cada primer, 2,5 unidades de Taq
DNA polimerase (Ludwing, Brasil) e cerca de 5uL de DNA. Os produtos de PCR
amplificados foram visualizados em gel de poliacrilamida 10% depois de percorridos
40 minutos a 120 volts em uma cuba de eletroforese vertical (BIO-RAD, EUA) e os
tamanhos estimados com marcador de peso molecular de 50pb (Ludwing, Brasil).
Em todas as reacbes de amplificagdo havia um controle negativo para assegurar a

nao contaminacao de reagentes.

Para utilizacdo da técnica de Polimorfismos de Comprimento de Fragmento de
Restricdo (RFLP) foi utilizada a enzima de restricdo Hhal (Invitrogen) amplamente

utilizada em estudos de polimorfismos do gene da ApoE.

As “digestbes” foram feitas seguindo as especificagdes dos fabricantes e utilizando-
se 20uL de produto de PCR, os fragmentos de restricdo foram visualizados em gel
de poliacrilamida 10%, na cuba de eletroforese vertical (BIO-RAD) onde percorreram
no gel por lhora e trinta minutos a 120 volts. Apos fixacao por 6 minutos em solucao

de etanol a 10% e acido acético 0,5%, corado em solucéo de nitrato de prata 0,1%
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49

por 10 minutos e colocado em uma solugéo de hidroxido de sédio 3% e formaldeido
0,5%, era nitido o aparecimento de fragmentos especificos que possibilitaram a
interpretacdo dos resultados sendo que os tamanhos dos fragmentos foram
estimados utilizando marcadores de peso molecular de 25pb (Ludwing, Brasil)
(Tabela 4).

Tabela 4 - Padrées de bandas especificas de digestdo para o fragmento de 186 pb

amplificado a partir do gene da Apolipoproteina E (ApoE)

Enzima de restricdo Sequéncia dos gendtipos  Tamanho dos fragmentos (pb)

Hhal E2E2 91,70,18e 7
E2E3 91,70,48,22,18e 7
E2E4 91,72,70,48,22,19,18e 7
E3E3 91, 48,22,18e 7
E3E4 91, 72,48,22,19,18e 7
E4E4 72,48,22,19,18e 7

Fonte: pontos de corte descritos pelo fabricante.

4.5 ANALISE SOROLOGICA E IMUNOENZIMATICA DAS AMOSTRAS

A analise da atividade da fosfatase alcalina (FA) foi determinada
espectrofotometricamente através de reacdo padrdo (Bioclin, Brasil), seguindo o
protocolo do fabricante. As concentragBes de calcio, fésforo e creatinina foram
determinados colorimetricamente com kits da Bioclin Brasil, seguindo o protocolo do

fabricante. Todo o lipidograma foi mensurado pelo Instituto Tommasi de Pesquisa e
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Desenvolvimento através do Laboratério Tommasi. J& a andlise do telepepitideo c-
terminal de colageno tipo | (CTx) e de osteocalcina no soro dos dois diferentes
grupos experimentais foram determinadas por teste de ELISA (Metra Bioscience,

EUA), seguindo o protocolo do fabricante.

4.6 ANALISE ESTATISTICA

O teste estatistico utilizado para este estudo foi o teste qui-quadrado (X?) de
tendéncia para avaliar a relagdo existente entre a formacao e reabsorcao 6ssea com
0s genotipos encontrados no estudo. Para a analise da presenca de osteoporose
segundo os alelos foi realizado o teste exato de Fisher, assim como a Regresséo
linear para verificar o coeficiente de determinacéo, teste de estatistica F, ANOVA e
Post-hoc de Bonferroni A significancia utilizada para esses testes foi de 5%. O risco
associado com os genotipos encontrados foi calculado através do teste Odds Ratio
(OR) com 95% de intervalo de confianca (CI). O programa utilizado para os calculos
estatisticos foi o GraphPad Prima 5 para Windows (versdo 5.00.288) e Bioestat

(5.0). A populacéo encontra-se em equilibrio de Hardy-Weinberg.



51

5 RESULTADOS

5.1 CARACTERIZACOES DA AMOSTRA

As pacientes que concordaram em participar do estudo apresentam mediana da
idade de 66+1,02 anos. Quando separadas em normais (DMO = 0,808 + 0,016
g/cm®) ou osteoporéticas (DMO = 0,645 +0,014 g/cm?, P<0,05) encontrou-se uma
mediana de idade de 62,39+0,71 anos para as normais e 68,02+0,90 anos para as
osteopordticas. A ocorréncia de fraturas foi observada em 31,7% das mulheres
osteopordticas e em 18,3% das mulheres normais. Como descrito na tabela 5, o uso
de Terapia Hormonal foi observado em 51,5% das pacientes normais e em 32,39%
em pacientes osteoporoéticas. Vale ressaltar que a Terapia Hormonal utilizada pelas
pacientes foi administrada antes da menopausa ou em até 5 anos antes do inicio

deste estudo.

Tabela 5 - Caracteristicas amostrais das pacientes analisadas no estudo.

*Dados expressos em mediana e desvio padrao.

Normal Osteoporotica
Idade (anos) * 62,39+0,71 68,02+0,90
Uso de Terapia Hormonal (TH) 51,50% 32,39%
Ocorréncia de Fraturas 18,3% 31,7%

Fonte: LBCE, 2008.
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5.2 EXAMES DE DXA

Os exames de DXA foram realizados em trés pontos, sabidamente afetados pela
perda de DMO — fémur, espinha dorsal e radio distal (LISCUM, 1998). Cumpre
ressaltar que todos os laudos dos resultados de exames foram analisados por dois
meédicos especialistas em metabolismo 6sseo - Dr. Sérgio Ragi Eis (in memorium) e
Dr. Ben Hur Albergaria — do CEDOES. (Figura 14 e 15). Os resultados dos exames
foram disponibilizados as pacientes para tomarem conhecimento de suas
densidades minerais 6sseas e para posterior orientacao clinica apropriada. Vale
ressaltar também que a maioria das pacientes nunca havia feito um teste de
densitometria. Quando o resultado do exame acusasse osteoporose, em qualquer
um dos trés locais estudados (coluna, fémur ou radio distal), a paciente era
encaminhada ao CEDOES para uma consulta de direcionamento com o Dr. Sérgio
Ragi Eis.

Antebraco Fémur

Figura 14 — Regibes analisadas em exame DXA realizada nho CEDOES.

Fonte: CEDOES - arquivo interno.
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Figura 15 — Resultado de exame DXA realizada no CEDOES.
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De posse dos resultados de DMO, as pacientes foram dividas em dois grupos:
normais e osteoporoticas. Em se tratando de diferencas significativas nas idades
das duas populagdes procedemos com a regressao linear das DMQO’s em toda a
populacdo (Grafico 1). Foi verificado que na idade de 68 anos a maior parte da
populacéo ainda apresenta DMOs de cerca de 0,700 g/cm?®, um ponto médio entre
os valores de DMO das pacientes normais e osteoporoticas, o que torna possivel

nossas comparacoes.
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Gréfico 1 - Regressdo linear das Densidades Minerais Osseas (DMO’s) de todas as pacientes
envolvidas no estudo.
Fonte: LBCE (2012).

Ao analisarmos a idade das pacientes em relacdo & DMO em cada sitio estudado,
encontramos uma relacdo negativa da idade sobre a DMO em todos 0s quatro sitios,
no qual diminui a medida que a paciente se encontra numa idade mais avancada. O
teste do Coeficiente de Determinacao (R?) ajustado indica o quanto a variagcao da
idade influéncia na DMO, 19,3% da variacdo da DMO no radio pode ser explicada
pela idade, no colo do fémur 14,78%, no fémur 17,7% e na coluna 3% como

verificado nos gréficos 2, 3,4 e 5.
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Gréfico 2 - Regresséo linear da Densidade Mineral Ossea (DMO) da coluna de todas as pacientes
envolvidas no estudo. Teste estatistico F valor de p=0.0275 e Coeficiente de Determinagéo (R?)
ajustado (0,03)
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Gréfico 3 - Regresséo linear da Densidade Mineral Ossea (DMO) do fémur de todas as pacientes
envolvidas no estudo. Teste estatistico F valor de p < 0.0001 e Coeficiente de Determinacédo (R?)
ajustado (0,177).
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Gréafico 4 - Regressdo linear da Densidade Mineral Ossea (DMO) do colo do fémur de todas as
pacientes envolvidas no estudo. Teste estatistico F valor de p < 0.0001 e Coeficiente de
Determinacao (R?) ajustado (0,1478).
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Gréfico 5 - Regressdo linear da Densidade Mineral Ossea (DMO) do radio de todas as pacientes
envolvidas no estudo. Teste estatistico F valor de p < 0.0001 e Coeficiente de Determinacdo (R2)
ajustado (0,1932).
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Registrou-se 25% de reducdo da DMO nos radios; 28% de reducdo da DMO na
espinha dorsal; 26% de reducdo da DMO na cabeca do fémur das pacientes
osteoporéticas quando comparadas as normais (medidas individuais de cada sitio,
p< 0,001). Observou-se também que ha um decréscimo de cerca 24% na DMO com
0 aumento da idade das pacientes de 48 a 98 anos. Portanto, pode-se afirmar que a
amostra se trata de mulheres menopausadas, osteoporéticas ou ndo e sem

nenhuma intervencéao terapéutica até o momento da pesquisa.

5.3 EXTRACAO DE DNA

As extracdes de DNA a partir de sangue periférico das pacientes foram realizadas
com sucesso em todas as amostras utilizando o protocolo anteriormente descrito. A
integridade do material gendmico foi corrida em gel de agarose 1%, corado com
brometo de etidio e visualizado por equipamento de emissdo de luz ultravioleta.
(Figura 16).
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Figura 16 - Extracdo de material gendémico (DNA): integridade e qualidade do DNA obtido em gel de
agarose 1%. L - Padrdo de peso molecular 1Kb. 2 a 15 - Amostras de DNA em gel de agarose 1%
coradas com brometo de etideo.

Fonte: LBCE.

5.4 AMPLIFICACAO POR REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)
E POLIMORFISMOS DE COMPRIMENTO DE FRAGMENTO DE RESTRICAO
(RFLP)

5.4.1 GENE DO RECEPTOR DE ESTROGENIO ALFA (RE«)

As amplificagbes do fragmento de 119 pb foram feitas a partir de 0,5 yL do DNA
extraido das pacientes e puderam ser visualizados em gel de poliacrilamida 10% e
corados com nitrato de prata 1% (Figura 17). Apos as amplificagdes, 2,5 yL do

volume total do produto de PCR foram “digeridos” por duas enzimas de restricao -
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Pvull Ffigura 18) e Xbal (Figura 19) - para analise dos polimorfismos existentes e

determinacdo dos genotipos das pacientes.

Os perfis visualizados foram: PP (C/C). homozigoto para a auséncia do sitio de
restricdo da enzima Pvull, Pp (C/T): heterozigoto para o sitio de restricdo da enzima
Pvull, pp (T/T): homozigoto para a presenca o sitio de restricdo da enzima Pvull, XX
(G/G): homozigoto para a auséncia do sitio de restricdo da enzima Xbal, Xx (G/A):
heterozigoto para o sitio de restricdo da enzima Xbal. Nao houve presenca do perfil
xX (A/A): homozigoto para a presenca o sitio de restricdo da enzima Xbal em
nenhuma das pacientes do estudo. As “digestdes” foram visualizadas em gel de

poliacrilamida 10% e coradas com nitrato de prata 1%.

3 4 5 6 7 8 9

L 1 2
I
EELIIL L

Figura 17 - Produto amplificado por PCR das amostras de DNA em gel de poliacrilamida 10%. L:
Ladder de 50pb, 1-8: Produto amplificado PCR com fragmentos de 119pb e 9: Controle negativo.
Fonte: LBCE.
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<«— 119 pb

«— 78 pb

<«— 41 pb

Figura 18 — Digestao por enzima de restricdo Pvull. 1- Padrdo de peso molecular 10 pb. 2 a 10 -
Amostras de digestdo pela enzima de restricdo Pvull coradas por nitrato de prata 1%. 11 - Fragmento
integro de PCR de REa.

Fonte: LBCE.

<«—4119 pb
<«—88 pb

Figura 19 - Digestéo por enzima de restricdo Xbal. 1- Padrdo de peso molecular 10 pb. 2 a 9 -
Amostras de digestdo pela enzima de restrigdo Xbal coradas por nitrato de prata 1%. 10 - Fragmento
integro de PCR de REa.

Fonte: LBCE (2008).



61

Os gendtipos encontrados (PP, Pp, pp, XX e Xx) apresentaram uma distribuicdo
normal sem nenhum desvio para qualquer grupo (Tabela 6). Entretanto, o alelo P
(presente em 73,0% das pacientes normais VS. 57,8% das pacientes
osteopordticas) esta presente na maior parte das pacientes com DMO alta. O alelo
ancestral p, todavia, estd mais distribuido igualmente na mesma populagédo
(presente em 78,6% das pacientes normais VS. 75,4% das pacientes

osteoporoticas).

Tabela 6 - Distribuicdo dos genétipos da populagdo normal e osteoporética.

* Nao foram encontrados gendtipos xx na populacdo estudada.

Normal Osteoporotica
PP 18,4% 17,6%
Pp 54,6% 40,2%
pp 24,0% 35,2%
XX 15,0% 15,3%
XX 75,0% 64,7%
XX - -

Fonte: LBCE (2008).

5.4.2 GENE DA APOLIPOPROTEINA E (APOE)

As amplificagbes do fragmento de 186 pb foram feitas a partir de 0,5 yL do DNA
extraido das pacientes e puderam ser visualizados em gel de agarose 1% e corados

com brometo de etidio 10% (Figura 20).
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Os perfis encontrados foram: E2E2, E3E3, E4E4, E2E3, E2E4, E3E4 como visto na
(Figura 21). As “digestdes” foram visualizadas em gel de poliacrilamida 10% e
coradas com nitrato de prata. Apos as amplificagdes, 2,5 uL do volume total do
produto de PCR foram “digeridos” pela enzima de restricdo Hhal (Figura 22) - para
andlise dos polimorfismos existentes e determinacdo dos genétipos das pacientes.
As “digestbes” foram visualizadas em gel de poliacrilamida 10% e coradas com

nitrato de prata 1%.

Na tabela 7 pode-se observar o perfil populacional (por genoétipo) encontrados no

estudo.

12R nh

Figura 20 - Qualificacdo PCR APOE. 1- Padrdo de peso molecular 50 pb. 2 a 9 - Amostras de DNA
em gel de agarose 1% coradas com brometo de etidio.10 — Controle negativo
Fonte: LBCE.
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Figura 21 — Digestdo por enzima de restricdo Hhal. L: Padréo de peso molecular 25 pb; 1, 2, 3, 4, 5,

6: Amostras de digestéo pela enzima de restricdo Hhal coradas por nitrato de pratal% (E2E2, E2E3,
E2E4, E3E3,E3E4, E4E4).
Fonte: LBCE.

Tabela 7 — Perfil populacional (por genétipo do Gene da ApoE) encontrados no estudo.

*Dados expressos em mediana e desvio padréo.

E2E2 E2E3 E2E4 E3E3 E3E4 E4E4
n (%) 3,1% 13,1% 6,2% 62% 14,7%

0,7%
Altura (cm) 146,45+3,59  154,97+5,38 153,564+5,92  153,79+12,65 152,34+5,53 151
Peso (kg)  59,7+9,04 65,46+16,32 66,86+10,145 66,7+13,14 62,26+9,21 58,5
Idade 70,545,74 66,82+9,71 61,37+4,86 63,64+8,35 63,718,13 64
(anos)

Fonte: LBCE.
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5.5 RESULTADOS SOROLOGICOS E IMUNOENZIMATICOS DE
MARCADORES DO METABOLISMO OSSEO

Para entender-se o metabolismo mineral, analisaram-se 0s elementos minerais,
marcadores de formacdo e de reabsorcdo dssea, como a osteocalcina e o CTx e
outros parametros bioquimicos. N&o foi verificada nenhuma alteragédo significativa
nos parametros bioquimicos séricos como célcio, fésforo, creatinina, magnésio e

outros analisados e descritos na Tabela 8.

Tabela 8 - Perfil sérico das pacientes normais e osteoporéticas envolvidas neste

estudo. *Dados expressos em mediana e desvio padrao.

Normal Osteoporotica
Célcio (mg/dL) 9,256+0,14 9,13540,21
Creatinina (mg/dL) 1,095+0,03 1,067+0,03
Fosfatase Alcalina (U/L) 64,37+1,96 61,15+2,12
Fosforo (mg/dL) 3,857+0,07 3,678+0,07
Magnésio (mg/dL) 2,30+0,2 2,26+0,05
Proteina C Reativa (mg/dL) 7,64+0,51 7,34+0,80
Lipideos Totais (mg/dL) 730,46+18,05 666,51+19,00
Colesterol Total (mg/dL) 230,07+4,61 218,28+5,64
HDL Colesterol (mg/dL) 63,7£1,5 62,4+2,1
Triglicérides (mg/dL) 221,25+12,65 192,98+10,47
Fosfolipideos (mg/dL) 274,3315,98 262,07+6,76

Fonte: LBCE.
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Ademais, ndo foram observados alterac6es no CTx sérico entre todas as pacientes

(osteoporoticas e normais) além de nenhum efeito da idade neste parametro

(Graficos 6 e 7).
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Gréfico 6 — Concentragdo sérica do fragmento C-terminal de colageno tipo | (CTx) em pacientes

osteopordticas e normais. Nao ha diferencas significativas entre os dois grupos de pacientes.

Fonte: LBCE.
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Gréfico 7 — Influéncia da idade na concentracéo sérica do fragmento C-terminal de colageno tipo |

(CTx) em pacientes osteoporoéticas e normais.
Nao ha diferencgas significativas neste parametro com o envelhecimento.
Fonte: LBCE.

Contudo, foi observado um aumento significativo da osteocalcina circulante nas

pacientes osteoporéticas que parece, também, ser influenciado pela idade das

pacientes (Graficos 8 e 9).
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Gréfico 8 — Concentracdo sérica da osteocalcina em pacientes osteoporéticas e normais. Observa-se
um aumento significativo da osteocalcina nas pacientes osteoporéticas (6,025 ng/mL) em relacéo as
normais (3,678 ng/mL) p<0,05.
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Gréfico 9 — Influéncia da idade na concentracdo sérica da osteocalcina em pacientes osteoporoticas e
normais.

Ha diferencas significativas neste parametro com o envelhecimento.

Fonte: LBCE, 2008.
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56 PAPEL DOS ALELOS EM ALGUNS DOS PARAMETROS
SOROLOGICOS DO METABOLISMO MINERAL

5.6.1 GENE DO RECEPTOR DE ESTROGENIO ALFA (REa)

Para entender o papel de cada um dos alelos nos parametros sorolégicos do
metabolismo 6sseo, analisou-se a influéncia dos alelos P, p, X e x na DMO, na
concentracdo do fragmento C-terminal de colageno tipo | (CTx), osteocalcina e
fosfatase alcalina (FA) em todas as pacientes e nos grupos separadamente
(osteoporoéticas e normais).

Conforme explicitado na Tabela 6, encontrou-se em nossa amostra uma prevaléncia
do alelo P em relacédo ao seu alelo ancestral p. Na Tabela 8 pode-se verificar que o
alelo P correlaciona-se fortemente com alta DMO (p<0,05) em toda a populacao
estudada e se reproduz quando analisada a populacdo com idade acima de 65 anos.
Contudo, quando analisadas apenas as pacientes com idade menor que 65 anos,
nao foi obtida tal significAncia. Também nao foi observado significancia estatistica

quando relacionados aos alelos X e x (Tabela 9).
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Tabela 8 - Agrupamento alélico e a influéncia destes alelos ha DMO da populacao

estudada.

*Estatisticamente significante (p < 0,05).

Genotipos
(PP+Pp) X (pp)
(PP+Pp) X (pp)
(PP+Pp) X (pp)
(PP) X (Pp + pp)
(PP) X (Pp + pp)
(PP) X (Pp + pp)

Populacao

Todas as pacientes
Idade > 65 anos
Idade < 65 anos
Todas as pacientes
Idade > 65 anos

Idade < 65 anos

p valor
0,0398*
0,0082*
0,6999
0,8936
0,5215
0,6030

Fonte: LBCE.

Tabela 9 - Agrupamento alélico e a influéncia destes alelos na DMO da populacdo

estudada.

* Nao foram encontrados genoétipos xx na populagéo estudada.

Genotipos

(XX+XX) X (xx)
(XX+XX) X (xx)
(XX+XX) X (xx)
(XX) X (Xx+xX)
(XX) X (Xx+xx)
(XX) X (Xx+xx)

Populacao

Todas as pacientes
Idade > 65 anos
Idade < 65 anos
Todas as pacientes
Idade > 65 anos
Idade < 65 anos

p valor

*

*

*

0,7155
0,7260
0,8209

Fonte: LBCE.
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De acordo com a Tabela 10, pode-se verificar que em toda populagéo estudada, a
presenca do alelo p apresenta significativa diminuicdo de CTx e aumento de
osteocalcina sem, contudo, alterar a concentracdo sérica de FA. Ja a heterozigose
Xx promove um aumento significativo de CTx e osteocalcina circulantes sem alterar

também as concentracdes de FA.

Tabela 10 - Papel dos alelos P, p, X e x nas concentracdes séricas de fosfatase
alcalina (FA), fragmento C-terminal de colageno tipo | (CTx) e osteocalcina em todas
as pacientes.

* estatisticamente significante, p<0,05.

**Nao foram encontrados genoétipos xx na populacéo estudada.

Fosfatase Alcalina CTx Osteocalcina
(mg/dL) (ng/mL) (ng/mL)

PP 65,2+3,758 0,229+0,021 3,613+0,584
Pp 63,4+2,041 0,183+0,019* 5,397+0,633*
pp 62,0+2,544 0,191+0,019* 4.914+0,644*
XX 62,943,850 0,175+0,017 3,825+0,688
XX 63,5+1,495 0,201+0,014* 5,056+0,434*
XX . s . S
Fonte: LBCE.

Quando analisadas as pacientes osteoporoticas nota-se que a presenca dos alelos
pp representam significativo aumento da osteocalcina em relacdo ao homozigoto
PP, sem, contudo, alterar a concentracao sérica de CTx e FA. Ja a heterozigose Pp
promove uma diminuicdo significativa de FA sérica concomitante com aumento da
osteocalcina circulante, sem, contudo, alterar as concentragcbes de CTx quando

comparados com o homozigoto PP. A heterozigose Xx leva a uma diminuicédo
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significativa de FA e CTx sem alteragdo na osteocalcina circulante quando

comparado com o homozigoto XX (Tabela 11).

Tabela 11 - Papel dos alelos P, p, X e x nas concentracdes séricas de fosfatase
alcalina (FA), fragmento C-terminal de colageno tipo | (CTx) e osteocalcina em
pacientes osteoporoticas.

* estatisticamente significante (p<0,05).

** Nao foram encontrados genétipos xx na populacéo estudada.

Fosfatase Alcalina CTX Osteocalcina
(mg/dL) (ng/mL) (ng/mL)

PP 65,84+4,90 1,17+0,09 4,47+0,95
Pp 55,71+3,75* 1,13+0,06 7,05+1,10*
pp 62,00+3,28 1,23+0,07 5,89+1,01*
XX 67,96+5,18 1,12+0,05 5,35+1,01
XX 59,33+2,53* 0,94+0,03* 6,21+0,49
XX _ _— _

Fonte: LBCE.

Quando analisadas a influéncia da idade nas concentracdes séricas de osteocalcina
e CTx em pacientes osteoporoticas portadoras dos alelos P (grupos PP e Pp) e
homozigotos ancestrais (pp) observamos diferencas significativas ao aumento da
osteocalcina e a diminuicdo de CTx séricos nos grupos estudados (Gréficos 10 e
11).
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Gréfico 10 — Influéncia da idade na concentracdo sérica da osteocalcina em pacientes osteoporoéticas
portadoras dos alelos P (grupos PP e Pp) e homozigotos ancestrais (pp). Ha diferencas significativas

no aumento da osteocalcina sérica nestes grupos.
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Gréfico 11 — Influéncia da idade na concentracdo sérica do CTx em pacientes osteoporéticas
portadoras dos alelos P (grupos PP e Pp) e homozigotos ancestrais (pp). Ha diferencas significativas
na diminuicdo do CTx sérico nestes grupos.

Fonte: LBCE.
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5.6.2 GENE DA APOLIPOPROTEINA E (APOE)

Ao observar a média da Densidade Mineral Ossea (DMO) de cada sitio em relagéo
aos genotipos encontrados, verificou-se relevancia significativa no colo do fémur
(p<0,05), indicando que existe uma diferenca entre os gendtipos encontrados e a
DMO, segundo o teste de ANOVA. E importante ressaltar que o genétipo E2E2
apresenta uma baixa DMO em todos os sitios observados em relacdo aos outros
genatipos. Para verificar entre quais genoétipos encontra-se esta diferenca, foi feito o
teste de Post-hoc de Bonferroni que indicou uma diferenca significativa entre os
gendtipos E2E2 x E3E3 e E2E2 x E3E4 (p<0,05) no colo do fémur, como visto na
tabela 12. E importante observar que o gendtipo E4E4 foi excluido deste teste uma

vez que so dispunhamos de uma amostra.

Tabela 12 — Densidade mineral 6ssea dos sitios em relacdo aos gendtipos

encontrados.

Perfil o R R

ApoE Radio Colo do Fémur * Fémur Coluna
E2E2 0,471+0,082 0,539+0,087 0,681+0,172 0,687+0,103
E2E3 0,549+0,110 0,722+0,146 0,838+0,180 0,887+0,174
E2E4 0,54+0,077 0,708+0,114 0,834+0,134 0,944+0,243
E3E3 0,558+0,094 0,734+0,119 0,826+0,116 0,865+0,151
E3E4 0,569+0,108 0,742+0,125 0,832+0,152 0,947+0,285
E4E4 0,435 0,671 0,746 0,774
Valorde p 0.450 0.0452 0.316 0.093

Teste estatistico utilizado:Anova(*).
4Post-hoc de Bonferroni:E2E2 x E3E3 e E2E2 x E3E4 p < 0,05.
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Para verificar a relagcdo da presenca e auséncia dos alelos encontrados a DMO foi
subdividida em osteoporose e normal. Foi feito o teste do Qui-Quadrado de
tendéncia para todos os sitios, sendo verificada uma significancia do alelo E2 no
radio, uma vez que, na sua auséncia ha uma maior incidéncia das pacientes normais
do que osteopordticas, ja a presenca do alelo relaciona-se a um aumento no niamero
de casos de pacientes com osteoporose e diminuicAo no numero de casos de

pacientes normais, como indicado na tabela 13.

Tabela 13- Presenca e auséncia dos alelos analisados com a DMO do rédio.

Radio E2* E3 E4

Auséncia Presenca Auséncia Presenca Auséncia Presenca

Osteoporose 57,7% 42,3% 23,1% 76,9% 84,6% 15,4%

Normal 85,1% 14,9% 4.2% 95,7% 72,3% 27,6%
Valor de
p 0,0502 0,3193 0,19

Teste Qui-Quadrado de tendéncia.

* Estatisticamente significante (p < 0,05).

Na tabela 14, encontramos uma correlacdo entre alelo E3 e a DMO na coluna,
sendo que, a presenca deste alelo indica um namero maior de pacientes normais e
uma reducdo do numero de osteoporoéticos. Ja a auséncia do alelo indica um
aumento no numero de pacientes com osteoporose e uma diminuicdo no numero de

normais.



75

Tabela 14 — Presenca e auséncia dos alelos analisados e comparados com a DMO

na coluna.
Coluna E2 E3* E4

Auséncia Presenca Auséncia Presenca Auséncia Presenca
Osteoporose 76,3% 23,1% 15,4% 84,2% 71,1% 28,2%
Normal 78,5% 20,9% 4,6% 95,3% 76,2% 23,3%
Valor de p 0,4764 0,0529 0,4747

Teste estatistico utilizado: Qui-quadrado de tendéncia.

*Estatisticamente significante (p < 0,05)

N&o houve correlacdo entre a auséncia e a presenca do alelo no colo do fémur e no

fémur como visto nas tabelas 15 e 16.

Tabela 15 — Presenca e auséncia dos alelos analisados e comparados com a DMO

do Colo do Fémuir.

Colo
do
Fémur E2 E3 E4

Auséncia Presenca Auséncia Presenca Auséncia Presenca
Osteoporose 70% 30% 20% 80% 75% 25%
Normal 85% 14,3% 4,7% 95% 80% 19,1%
Valor de p 0,0758 0,7195 0,8581

Teste estatistico utilizado: Qui-quadrado de tendéncia
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Tabela 16 — Presenca e auséncia dos alelos analisados e comparados com a DMO

do fémuir.

Fémur E2 E3 E4
Auséncia Presenca Ausencia Presenca Auséncia Presenca

Osteoporose 71,4% 28,6% 19,1% 80,9% 76,2% 23,8%
Normal 83,3% 16,7% 8,3% 91,7% 79,2% 20,8%

Valor de p 0,1391 0,3285 0,5229

Teste estatistico utilizado: Qui-quadrado de tendéncia.

A comparagao da DMO total subdividida em pessoas com osteoporose e sem
osteoporose, com a presenca e a auséncia dos alelos encontrados néo foi verificada

relevancia significativa como observada na Tabela 17.

Tabela 17- Presenca e auséncia dos alelos analisados e comparados com a DMO
total.

DMO

total E2 E3 E4

Auséncia Presenca Auséncia Presenca Auséncia Presenca

Osteoporose 74,1% 25,9% 14,8% 11,1% 75,9% 24,1%

Sem
Osteoporose 78,6% 21,3% 20% 80% 74,6% 25,3%

Teste estatistico utilizado: Qui-quadrado de tendéncia.
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Em relagdo aos alelos analisados, segundo o teste de Fisher, foi encontrada
relevancia na coluna do alelo E3 (p < 0,05), indicando que a sua presenca relaciona-
se com o aumento do numero de pacientes sem osteoporose, ja sua auséncia esta
relacionada com o aumento do numero de casos com Osteoporose, como Visto na
tabela 18. Além disso, uma correlagdo do alelo E2 no radio mostra que a sua
presenca implica em um aumento do numero de pacientes com osteoporose e a sua

auséncia indica um aumento de pacientes sem osteoporose, visto na tabela 19.

Tabela 18 — Presenca e auséncia dos alelos analisadas com e sem osteoporose na

coluna.

Coluna E2 E3* E4
Auséncia Presenca Auséncia Presenca Auséncia Presenca

Osteoporose 71,8% 28,2% 20,5% 79,5% 69,2% 30,8%

Sem
Osteoporose 80% 20% 5,5% 94,5% 82,2% 17,8%
Valor de p 0,2417 0,0211 0,1619

Teste utilizado: Fisher.

*Estatisticamente significante (p < 0,05).
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Tabela 19 — Presenca e auséncia dos alelos analisadas com e sem osteoporose no radio.

Radio E2* E3 E4

Auséncia Presenca Auséncia Presenca Auséncia Presenca
Osteoporose 60% 40% 20% 80% 84% 16%
Sem
Osteoporose 81,7% 18,3% 7, 7% 92,3% 76,9% 23,1%
Valor de p 0,0309 0,1296 0,5919

Teste utilizado: Fisher.

*Estatisticamente significante (p < 0,05).

N&o foi encontrada relevancia significativa entre a presenca e auséncia dos alelos

encontrados e a DMO no fémur e no neck, segundo o teste estatistico de Fisher,

como visto nas tabelas 20 e 21.
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Tabela 20 — Presenca e auséncia dos alelos analisadas com e sem osteoporose no fémur.

Fémur E2 E3 E4

Auséncia Presenca Auséncia Presenca  Auséncia Presenca
Osteoporose 66,7% 33,3% 22,3% 77, 7% 77, 7% 23,3%
Sem
Osteoporose 79,3% 20,7% 8,1% 91,9% 78,4% 21,6%
Valor de p 0,3602 0,0848 0,996

Teste utilizado: Fisher.

Tabela 21 — Presenca e auséncia dos alelos analisadas com e sem osteoporose no Colo

do Fémur.
Colo do
FEémur E2 E3 E4

Auséncia Presenca Auséncia Presenca  Auséncia Presenca
Osteoporose 64,7% 35,3% 23,5% 76,5% 76,5% 23,5%
Sem
Osteoporose 78,5% 20,7% 8,1% 91,9% 78,5% 20,7%
Valor de p 0,2146 0,0719 0,9982

Teste utilizado: Fisher.
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6 DISCUSSAO

Com o0 aumento da expectativa de vida da populacédo brasileira propiciado pelos
avancos cientificos e descobertas de novos e mais eficientes tratamentos de varias
doencas, observa-se um aumento do nimero de pessoas com idade acima dos 65
anos, o que, consequentemente, vem acompanhado de varias alteragdes intrinsecas
da senescéncia. Essas enfermidades estdo sendo bem mais estudadas com a
finalidade de proporcionar melhor qualidade de vida a esta faixa etaria da populacéo.
Entre estas alteracdes nos deparamos com doencas crbnicas, como diabetes,
hipertensado, problemas vasculares, artrite e a osteoporose. A osteoporose € definida
como um disturbio osteometabdlico caracterizado por reducdo na massa 0ssea,
associado a deterioracdo da microarquitetura 6ssea, levando a um aumento da
fragilidade esquelética e do risco de fraturas (SHAW; WITZKE, 1998). Atinge
majoritariamente mulheres apdés menopausa, e a sua prevaléncia vem crescendo
significantemente devido, principalmente, ao rapido envelhecimento da populacéo, e
atualmente constitui-se em importante problema de saude publica, com

repercussdes econdmicas e sociais relevantes (RODRIGUES, 2002).

O conhecimento sobre multiplos mecanismos 6sseos regulatérios deve tanto auxiliar
o entendimento sobre o remodelamento 0sseo quanto oferecer explicacdes para as
alteracdes que ocorrem em vérias enfermidades (HILL, 1998). Nos ultimos anos tem-
se descoberto a grande complexidade dos mecanismos que influenciam a atividade
celular 0ssea, e a vasta expansao de pesquisas sobre o assunto vem ganhando
éxito, em parte devido ao reconhecimento da osteoporose como importante doenca
gue acomete os idosos (ARNETT, 1990). KHOURY (1998), através de meta-analise,
encontrou evidéncias fortes sugerindo que a interagdo entre genes e ambiente
desempenha um papel importante na Densidade Mineral Ossea (DMO). Sendo a
DMO considerada o principal indicador de maior risco a osteoporose, varios estudos
foram realizados no sentido de estabelecer fatores de risco associados a perda de
massa 0ssea. A idade avancada, o baixo peso corporal e a auséncia de terapias

contendo estrégenos foram observados (HOGDISON, 2003). A coexisténcia de
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determinadas condi¢des ou uso de certos farmacos também podem contribuir para a
perda 6ssea (WADE, 2001).

Existem grandes lacunas nos dados epidemiolégicos internacionais sobre a
prevaléncia de osteoporose e identificacdo prospectiva sobre os riscos de fratura. No
entanto, mesmo sem um sistema de vigilancia efetivo, pode-se inferir que a
modificacdo da piramide etaria conferira importancia ainda maior a osteoporose em
um futuro proximo (MARQUES; LEDERMAN, 1995). Indiscutivelmente, no desfecho

da osteoporose, a idade tem efeito marcante sobre a DMO.

O risco de osteoporose depende tanto da massa 6ssea maxima alcancada nos anos
da idade adulta jovem quanto do indice de perda de massa Ossea nas épocas
posteriores (LANZILLOTI, 2003). Na menopausa ocorre um aumento da renovacgao
e diminuicdo da formacédo 6ssea em cada unidade de remodelacédo, o que conduz
também a uma perda de massa Ossea - fator determinante e responsavel pela
génese da osteoporose - sendo a perda Gssea mais intensa nos cinco anos que se
seguem a ela (CONSENSUS, 1993; GENANT et al., 1989). Por isso, essa condicéo
€ mais frequente e mais dramética nas mulheres, que chegam a perder cerca de 40
a 50% da massa 6ssea (AIRES et al., 1991), o que corresponde a aproximadamente
metade do seu osso trabecular e 35% de seu osso cortical até o final da vida.
(RIGGS; MELTON, 1986).

Recentemente a pesquisa genética tem apontado varias moléculas como potenciais
preditores prognoésticos e terapéuticos da osteoporose. Mutacdes e polimorfismos
em genes como 0S que codificam os receptores de vitamina D (RVD), a
apolipoproteina “E”, os receptores de Estrogénio a e B (REa e B), a interleucina 6
(IL-6) e o fator de crescimento insulina simile tipo 1 (IGF-1), mostram alta correlacao

com a baixa DMO durante a senescéncia (LIU et al., 2003).

Entre os genes que apresentam mais forte correlagdo com baixa DMO em mulheres
estd o gene do Receptor de Estrogénio (RE) e, mais recentemente, o gene da
Apolipoproteina “E” (ApoE) (PLUJIM et al., 2002; SNELLS et al., 2003; ZAJICKOVA
et al., 2003). J& no gene da Apolipoproteina “E”, a hipétese € que a variacado
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genética em locus da ApoE pode modular a DMO através de seus efeitos sobre as
lipoproteinas e o transporte de vitamina K. E sabido que a ApoE medeia o transporte
de vitamina K, a qual € essencial para a carboxilacdo dos residuos de acido
glutdmico da osteocalcina, uma importante proteina 6ssea, que faz a ligacdo do
calcio na matriz 6ssea (KOHLMEIER et al., 1996; KNAPEN et al., 1989).

Neste trabalho, em parceria com o Centro de Diagnéstico e Pesquisa da
Osteoporose do Espirito Santo (CEDOES - Vitoria, ES) e o Instituto Tommasi de
Pesquisa e Desenvolvimento (ITPD - Vila Velha, ES), foram estabelecidos um cohort
de 547 pacientes através do recrutamento e da selecdo aleatéria de mulheres (ja na
pés-menopausa) estabelecidas na Regido da Grande Vitéria (ES) com idade igual

ou superior a 50 anos.

E sabido que elementos polimorficos presentes no REa estéo relacionados com uma
menor DMO em mulheres menopausadas (VAN MEURS, 2003). Recentemente,
JAKIMIUK e colaboradores (2007) estabeleceram a prevaléncia dos sitios
polimérficos Pvu Il e Xba | em uma populacdo de mulheres menopausadas, sem,
contudo, estabelecer uma relagdo com a osteoporose. Os resultados aqui
mostrados, por outro lado, obtiveram algumas associa¢fes. Vale lembrar que a
auséncia do sitio de restricdo da enzima Pvull é representada pelo alelo P (alelo
ancestral), enquanto que a auséncia do sitio de restricdo da enzima Xbal é
representada pelo alelo X (alelo variante) (IOANNIDIS, et al., 2004). A presenca do
sitio de restricdo da enzima Pvull é representada pelo alelo p (alelo variante),
enquanto que a presenca do sitio de restricdo da enzima Xbal é representada pelo

alelo x (alelo ancestral).

Através das analises de PCR-RFLP realizadas, foi demonstrado que os genotipos
encontrados (PP, Pp, pp, XX e XXx) apresentaram uma distribuicdo normal sem
nenhum desvio para qualquer grupo destacando a importancia da homogeneidade
das amostras em relacdo aos genoétipos. Encontrou-se em nosso estudo uma
prevaléncia do alelo P em relacéo ao seu alelo variante p. Pode-se verificar também
gue o alelo P correlaciona-se fortemente com alta DMO (p<0,05) em toda a

populacao estudada e se reproduz quando analisada a populagcdo com idade acima
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de 65 anos. De acordo com alguns estudos como os de GENNARI e colaboradores
(1998) e KOBAYASHI e colaboradores (1996), o perfil genético pp foi associado
com uma baixa densidade mineral 6ssea em mulheres japonesas e italianas,
contudo outros autores associam a baixa densidade mineral éssea ao perfil PP em
mulheres norte americanas e finlandesas (LANGDAHI, et al., 1997; MAHONEN, et
al., 1997). Vale ressaltar que quando analisadas apenas as pacientes com idade
menor que 65 anos, ndo foi obtida tal significancia. Também néo foi obtida
significancia entre os alelos X e x. Estes dados tornam-se relevantes, pois vao de

encontro ao descrito na literatura cientifica (WANG, 2007).

Durante a formacdo do o0sso, a producdo da matriz coldgena precede a
mineralizacdo. A fase de producdo de matriz colagena coincide com uma maior
producdo de fosfatase alcalina - FA, enquanto a mineralizacdo coincide com uma
maior producdo de osteocalcina (STEIN, 1993). A FA é uma enzima codificada pelo
gene A1P, localizado no cromossomo 1, expressa em varios 0rgaos e tecidos. A
isoenzima Ossea € um peptideo de 507 amino acidos, esta localizada na superficie
externa da célula onde exerce sua atividade. No caso da isoenzima Ossea, a
atividade e a importancia da enzima na formacdo e mineralizacdo da matriz 6ssea
ainda é mal definida. As alteracdes encontradas na hipofosfatasia, doenca devida a
uma mutacdo no gene codificador da enzima, predominantemente osteomalécia,
sugerem fortemente que a enzima tenha papel fundamental na mineralizacéo
(VIEIRA, 1999).

Os resultados aqui apresentados ndo mostraram nenhuma modificacdo nos niveis
séricos da FA nos pacientes com fenotipos PP, pp e XX. Apenas 0s genotipos
heterozigotos Pp e Xx apresentaram decréscimo de Fosfatase Alcalina circulante
quando comparado com o0s genotipos PP e XX respectivamente. A presenca do
alelo x na regido 351G-A sobre a expressédo do proprio RE € ainda controverso
(GENNARI, 2005). Assumindo que este elemento polimorfico associa-se a uma
diminuicdo do REa no tecido 6sseo (GENNARI, 2005) & plausivel que haja
diminuicao dos genes regulados por estrogénio, entre eles a FA.
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7

A osteocalcina é um polipeptideo secretado pelos osteoblastos maduros,
condrdcitos hipertrofiados e odontoblastos. Apesar de ser depositada em
guantidades significativas na matriz 6ssea, sendo uma das proteinas nao-colagenas
mais abundantes, ndo é um marcador de reabsorcdo Ossea, pois € totalmente
destruida quando da reabsor¢cdo promovida pelos osteoclastos (VIEIRA, 1999). As
funcdes da osteocalcina sdo ainda mal definidas, apesar de sua estrutura indicar
interacdo com calcio e com cristais de hidroxiapatita. Adicionalmente, estudos
indicam que o aparecimento e aumento de producdo da proteina sdo coincidentes
com o inicio do processo de mineralizacdo sugerindo que a osteocalcina possa
constituir um marcador de formacao 6ssea (OWEN, 1990). Os resultados obtidos ao
longo deste trabalho mostraram que a osteocalcina esta elevada nas mulheres
osteoporéticas. Foi também aqui demonstrado que ocorre um aumento consideravel

da osteocalcina sérica em mulheres mais velhas, que apresentam menor DMO.

Ademais, foi mostrado que o alelo p est4 associado com uma significativa elevacdo
desta molécula no soro destas pacientes, enquanto que o alelo P repercute em
apenas uma ligeira elevacdo da osteocalcina sérica dependente da idade.
Acreditamos, portanto, que estes dados reforcem o papel da osteocalcina como
agente ativador de osteoclastos ou mesmo que estes valores séricos elevados
reflitam uma tentativa do organismo de aumentar a taxa de formacao 6ssea para

compensar a perda de matriz mineral.

E sabido, entretanto, que a principal proteina da matriz 6ssea é o colageno tipo |
produzida também pelos osteoblastos (NIMNI, 1983). Durante a maturacdo do
colageno, as fibrilas colagenas recém depositadas na matriz extracelular séo
estabilizadas pela interligacdo entre os radicais lisina e hidroxilisina de diferentes
cadeias. Assim, por acdo da enzima lisil oxidase, moléculas de lisina e hidroxilisina
da porcao terminal (telopeptideos c-terminais de colageno ou CTx), das moléculas
de colageno, formam aldeidos e se condensam com o residuo de molécula
adjacente formando uma estrutura interligadora composta de trés radicais
hidroxilisina (piridinolina) ou uma lisina e duas hidroxilisinas (deoxipiridinolina). As
piridinolinas atuam como interligadores (cross-links) nos colagenos tipo I, Il e lll, os
principais de todos os tecidos com excec¢ao da pele. Estes cross-links sdo, hoje, os
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principais métodos de avaliacdo bioquimica da reabsorcdo da matriz 6ssea (EYRE,
1987).

Neste trabalho, foi observado um aumento de cerca de 10 vezes a concentracdo
sérica de Ctx nas mulheres osteoporoticas. Verificou-se também que a presenca do
alelo p representa significativa diminuicdo de CTx independente de osteoporose
instaurada. Quando analisadas apenas as pacientes osteoporoticas, contudo, nota-
se que a presenca dos alelos pp - quando comparadas ao homozigoto PP - néo
alteraram a concentracdo sérica de CTx. Interessantemente, a presenca do alelo P
(gendtipos PP e Pp) relaciona-se a um decréscimo progressivo e inversamente
proporcional a idade do paciente das concentracfes séricas de CTx enquanto que a
auséncia do alelo P (gendtipo pp) apresenta um perfil oposto, com aumento
significativo do CTx ao longo do envelhecimento. HERRINGTON e colaboradores
(2002) notaram que o alelo P resulta em um potencial sitio de ligacéo para o fator de
transcricdo myb, que na presenca de B-myb, é capaz de aumentar 10 vezes a
transcricdo in vitro de um gene repodrter clonado posterior ao polimorfismo. Em
algumas ocasifes, entdo, a presenca do alelo P pode amplificar a transcricdo do
REa (GENNARI et al., 2005). E sabido que o estrogénio é capaz de aumentar a taxa
de renovacdo do colageno, com concomitante elevacdo da sintese e degradacéo
desta proteina pelos osteoblastos (REF). Portanto, € razodvel supor que a presenca
do alelo P possa levar a um aumento da expressdo do RE, maior sintese e
degradacédo de colageno e, consequentemente, uma maior concentracdo de CTx no

SOro.

Em relagcdo ao polimorfismo do gene da Apolipoproteina “E”, foi possivel observar
gue existe uma correlagéo entre a redugcéo da DMO e o aumento da idade em todos
os sitios analisados, e através da regressao linear podemos verificar uma influéncia
maior da idade no radio com (19,32%), fémur (17,7%), colo do fémur (14,8%) e na
coluna, que apresenta a menor correlacdo, (3%), indicando que existe uma
diferenciacdo nos padrbes de reducdo da DMO, em relacdo a idade, dependendo

dos sitios analisados.
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A média da Densidade Mineral Ossea (DMO) indicou uma reducdo da mesma em
todos os sitios analisados para o genétipo E2E2, mas a relevancia significativa foi
encontrada no colo do fémur, quando comparados entre 0s genotipos E2E2 x E3E3
e E2E2 x E3E4, sendo que o gendtipo E2E2 possui 0 menor valor DMO, e os
gendtipos E3E3 e E3E4 o0s maiores valores de DMO no colo do fémur,
demonstrando que o alelo E2E2 esta ligado a uma reducdo da DMO nesta regido.

Devido a baixa prevaléncia do alelo E4, ndo foi possivel detectar qualquer
correlagdo significativa com a DMO, como as observadas por VON MUHLEN e
colaboradores (2001), que associam o alelo E4 com um maior indice de fraturas e
uma baixa densidade mineral éssea. O alelo E3, quando analisado a DMO na
coluna, indica que na sua presenca ha uma diminuicdo no numero de pacientes com
osteoporose, € a sua auséncia relaciona-se a um aumento da incidéncia de
osteoporose, verificando assim que o alelo E3 apresenta um perfil protetor em
relacio a DMO. O alelo E3 teve uma alta frequéncia em nossa populacéo,
corroborando com estudos feitos anteriormente por VON MUHLEN e colaboradores

(2001).

Na coluna e no fémur ndo foi encontrada correlacdo significativa entre os sitios
analisados e os alelos encontrados, diferindo de outros estudos como o de WONG e
colaboradores (2005) que relaciona o alelo E2 a baixa DMO no colo do fémur. De
um modo geral, quando comparamos a presenca e auséncia dos alelos e o nimero
de sitios afetados com pela osteoporose, verificou-se novamente a tendéncia do
alelo E3 como um fator de protecdo em relacdo a DMO. Podemos dizer que essa
diferenca de correlacdo pode estar ligada a fatores ambientais, diferencas nos
padrbes alimentares ou ligadas as diferencas de idade das pacientes nos estudos

analisados.
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7 CONCLUSAO

Devido ao grande avanco que vem ocorrendo nas técnicas diagnosticas e
estratégias efetivas para a prevencdo e tratamento da osteoporose, houve um
aumento abrupto do interesse publico, médico e da industria farmacéutica nessa

area, na uUltima década.

Dentre os estudos, a genética da osteoporose, especificamente os Polimorfismos de
Nucleotideo Unico (SNP’s) do gene do Rea e o do gene da APOE tém despertado
curiosidade, por parecerem regular os efeitos e possivel ligagdo com as doencas
associadas ao envelhecimento da mulher (Van MEURS, 2003; OJOPI et al., 2004).

Diante do exposto, conclui-se que somente o SNP Pvull (presenca do alelo p), no
gene do REgq, esta relacionado com a baixa DMO, sendo este efeito observado em
mulheres com idade mais avancada. Ja no SNP Hhal (alelo E2), no gene da APOE,
pode estar relacionado como um fator de risco para a baixa DMO, e no SNP Hhal
(alelo E3) pode estar relacionado como um fator protetor em relacdo a DMO,
proporcionando assim, um aumento das chances de racionalizagdo da conduta

terapéutica utilizada na osteoporose pos-menopausa.
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ANEXO | - Parceria do Centro de Densitometria Ossea do Espirito Santo
(CEDOEYS)

Vitéria, 5 de junho de 2006

A quem interessar possa,

Venho por meio desta, atestar nossa colaboragéo nas linhas de pesquisa
desenvolvidas no Laboratério de Biologia Celular do Envelhecimento, fiderado
pelo Prof. Dr. lan Victor Silva, localizado no Dept. de Morfologia da Universidade
Federal do Espirito Santo. Dentre estas linhas, possuo maior interagdo com
aquelas relacionadas ao projeto “Estudos dos efeitos do estrogénio, da
vitamina K e da APOE sobre o metabolismo ésseo” nos quais presto
assisténcia técnico-cientifica tanto na parte clinica e quanto metodologica
envolvendo analises de densidade mineral 6ssea, realizadas nas dependéncias
do Centro de Diagnéstico e Pesquisa da Osteoporose do Espirito Santo
(CEDOES), sob minha direg&o.

Coloco-me a disposigao para quaisquer esclarecimentos,

Serglo Ragl Eis, M.D., C.C.D.
Centro de Diagnéstico e Pesquisa da Osteoporose do Espirito Santo (CEDOES)
R. Jodo Silva Abreu, 78

Praia do Canto - Vitéria, ES CEP 29055 450

Tel: (27)2125-0202 e-mail: : \
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PESQUISA & DESENVOLVIMENTO

o
TERMO DE COLABORACAO

Este documento serve para orientar o processo de colaboragio téenica entre o Instituto
Tommasi de Pesquisa e Desenvolvimento (ITPD) e o Laboratério de Biologia Celular e
Molecular do Cancer Humano.

Qualificacdo das Partes

Instituto Tommasi de Pesquisa e Desenvolvimento (ITPD), entidade sem fim lucrativo,
com titulagdo de OSCIP, foi fundado em Julho de 2003 objetivando o desenvolvimento
cientifico e humano nas 4reas de genética humana e biologia molecular humana, animal e
vegetal. Desde sua fundagfo o Instituto prima pela qualificagio de seus funcionérios e
pesquisadores desenvolvendo projetos cientificos e sociais que beneficiam a populagdo
mais carente do Estado do Espirito Santo. O Instituto esta representado neste documento
pelo seu Secretario Executivo o sr. Bruno Ottoni Tommasi.

Laboratério de Biologia Celular do Envelhecimento € parte integrante do Departamento
de Morfologia, Centro de Ciéncias da Satde, da Universidade Federal do Espirito Santo. O
Laboratério estd representado neste documento pelo seu coordenador o Dr. lan Victor
Silva.

Da Colaboracio
Por parte do ITPD

O ITPD se compromete a colaborar nas pesquisas realizadas pelo Laboratério de Biologia
Celular e Molecular do Cancer Humano colocando 2 disposigdo deste, a estrutura fisica,
equipamentos e profissionais do ITPD.

Equipamentos disponiveis:
- Seqiienciador Genético ABI 310
- Termocliclador &
- PCR em Tempo Real ABI 7300
- Equipamento Fotografico \
- Cubas para eletroforese
- Equipamento para imunoensaios
- Equipamento para dosagens bioquimicas utilizando a tecnologia de quimica
seca.

T

Rué Araribodia, 322
Centro - Vila Velha
ES - Cep: 29100-340
Tel: (27) 3139-9899

- Instituto@tommasi.com.br
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Por parte do Laboratoério de Biologia Celular do Envelhecimento

O Laboratorio se compromete a colaborar nas pesquisas realizadas pelo ITPD com o
conhecimento cientifico de seus pesquisadores.

Validade do Acordo

Este termo de colaboragdo ¢ valido por tempo indeterminado, sendo necessario apenas uma
comunicago por escrito com um prazo de 30 dias para rescindi-lo.

S
Bruno Ottoni Tommasi Tan Victor Silva
Secretéario Executivo ITPD Coordenador
Laboratério de Biologia Celular do
Envelhecimento
\‘,
(ot A

Rua Araribdia, 322
Centro - Vila Velha
 ES- Cep: 29100-340
. Tel: (27) 31399899

 instilulo@lommasl.com.br
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ANEXO Il - Aprovac&o do Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos

UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO
COMITE DE ETICA EM PESQUISA DO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE

Vitoria-ES, 28 de margo de 2007

Do: Prof. Dr. Fausto Edmundo Lima Pereira
Coordenador
Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias da Saude

Para: Prof. lan Victor Silva
Pesquisador Responsavel pelo Projeto de Pesquisa intitulado: “Efeitos do
Estrogénio, da ApoE e da Vitamina K sobre o Metabolismo Osseo”

Senhor Pesquisador,

Informamos a V.Sa., que o Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias da
Saude da Universidade Federal do Espirito Santo, apds analisar o Protocolo de Pesquisa,
No. de Registro no CEP-018/07, intitulado: “Efeitos do Estrogénio, da ApoE e da
Vitamina K sobre o Metabolismo Osseo” e o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido, cumprindo os procedimentos internos desta Instituigdo, bem como as
exigéncias das Resolugbes 196 de 10.10.96, 251 de 07.08.97 e 292 de 08.07.99,
APROVOU o referido projeto, em Reunido Ordinéria realizada em 28 de margo de 2007.

Gostariamos de lembrar que cabe ao pesquisador elaborar e apresentar os
relatorios parciais e finais de acordo com a resolugdo do Conselho Nacional de Saude n°
196 de 10/10/96, inciso IX.2. letra “c”.

Atenciosamente,

/1 <7
o (@ 7 /-
eow e b NPT e 2
[ Prof Dr.Fausto Edmundo Lima Perelrg
__ Cogrdenador
Comitg de Etica em Pesquisa
Centro Biomédlco { UFES

Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias da Saude
Av. Marechal Campos, 1468 — Maruipe — Vitéria — ES — CEP 29.040-091.
Telefax: (27) 3335 7504
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ANEXO IV - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

Universidade Federal do Espirito Santo
Departamento de Morfologia - CBM
Laboratério de Biologia Celular do Envelhecimento

Projeto de pesquisa: “Efeitos do estrogénio, da vitamina K e da ApoE sobre o metabolismo
0sseo”.

Area de conhecimento: Biotecnologia.

Patrocinador e Colaboradores da pesquisa: Prefeitura Municipal de Vitoria — FACITEC, Instituto
Tommasi de Pesquisa e Desenvolvimento e Centro de Densitometria Ossea do Espirito Santo —
CEDOES.

Nome dos pesquisadores e colaboradores da pesquisa: Prof. Dr. lan Victor Silva, Prof2. Dr2.
Leticia Batista Azevedo Rangel, Prof®. Dr. Silvana dos Santos Meyrelles, Prof. Dr. Elisardo Corral
Vasquez, Dr. Sérgio Ragi Eis, Bruno Tommasi, Breno Valentin Nogueira, Leticia Soncini de Souza,
Guilherme Henrique de Souza Campos, Frederico Ledig, Bruna Ferreira Macedo, Livia S. Borgo,
Karine L. de Araljo, Klesia P. Madeira, Renata Dalmaschio Daltoé.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Folha de informacéo:

Vocé foi convidado para participar de um estudo. O estudo esta sendo conduzido pelo Prof. Dr. lan
Victor Silva, do Laboratério de Biologia Celular do Envelhecimento, da Universidade Federal do Espirito
Santo. Vocé tera que decidir se deseja ou n&o participar.

Este documento possui dois objetivos. Primeiro, dar informacées especificas sobre o estudo que esta
sendo desenvolvido e sobre os potenciais beneficios e riscos envolvidos na participacdo para que vocé
possa dar seu consentimento informado para participar. Em segundo lugar, este documento descreve quais
informacdes serfo obtidas sobre vocé durante o estudo, como estas informacdes ser&o utilizadas e quem
tera acesso a elas.

Por favor, use o tempo necessario para decidir. Leia este termo de consentimento com atencéo e
pergunte ao Coordenador do estudo, ou a alguém de sua equipe, qualquer duvida que vocé possa ter. Caso
vocé concorde em participar do estudo e autorize o uso e divulgacao das informacdes referentes a
participac&o e que a identifiquem, vocé sera convidado a assinar este termo na Ultima pagina.

1. Porque este estudo esta sendo realizado?

Varios aspectos e caracteristicas humanas est&o associados a maior ou menor chance de desenvolver
osteoporose e, ainda, ac seu progndstico. Um desses aspectos, que vem sendo identificado na literatura
cientifica, & a associacao tanto de niveis sanguineos de vitamina K quanto um tipo de proteina que esta
associada a sintese de colesterol, a Apolipoproteina E (ApoE), com o metabolismo 6sseo. Este estudo
pretende obter uma melhor compreensao dos mecanismos deste metabolismo para que, no futuro
possamos intervir de maneira mais eficaz em seu tratamento, assim como uma melhor avaliac&o
prognostica em cada caso. Nenhum medicamento novo ou teste diagnostico em pesquisa serdo
administrados ou utilizados neste estudo.

2. Quem deve participar deste estudo?

Vocé podera participar do estudo se apresentar as seguintes condicdes:
+ Ser mulher ja na pés-menopausa;

« Tiver idade igual ou superior a 50 anos;

+ Se vocé consentir em participar; e

+ Se vocé for auténoma habulatorial e cognitivamente.



Podem existir razées pelas quais vocé n&o possa participar deste estudo. Como exemplo:

e Se vocé utilizou nos ultimos seis meses Terapia de Reposicdo Hormonal Estro-Progestagénica — TH
(Estrogenos, progestagenos ou Tibolona);

¢ Se vocé utilizou nos ultimos seis meses medicamentos a base de corticoides, citostaticos ou
inibidores da aromatase; e

e Se vocé participou, nos ultimos doze meses, de algum estudo clinico com medicamento em
investigacao.

3. O que deverei fazer?

O Coordenador do estudo, ou sua equipe, irdo lhe perguntar sobre sua histéria médica. Vocé néo
recebera nenhum medicamento no estudo nem produto experimental. Somente sera necessario realizar
uma visita para o estudo. Nesta visita, que serd no Cenfro de Densitometria Ossea do Espirito Santo —
CEDOES, o Coordenador do estudo ou alguém de sua equipe, podera realizar algumas ou todas as
atividades descritas a seguir:

e Revisar junto com vocé este termo de consentimento e pedir que vocé o assine caso queira

participar do estudo;

e Medir sua altura e peso;

e Coletar amostras de sangue para exames laboratoriais (10 a 30 ml, o que corresponde até duas

colheres de sopa);

 Examinar a ultima densitometria 6ssea realizada para avaliacdo da composic&o corporal.

As amostras biologicas coletadas serdo usadas apenas para este estudo e para os exames laboratoriais
descritos neste projeto. Este material nédo sera utilizado para outros objetivos.

4. Por quanto tempo eu participarei do estudo?
Vocé estara envolvido no estudo, de apenas uma visita, por algumas horas.

5. Quantas pessoas irao participar do estudo?
Aproximadamente 200 (duzentas) mulheres deverao participar deste estudo, sendo 100 (cem) mulheres
participando do grupo controle.

6. Que efeitos indesejaveis (ruins) podem ocorrer comigo por participar deste estudo?

A coleta de sangue a ser realizada neste estudo é idéntica a realizada de praxe em exames medicos
rotineiros. Assim, sahe-se que pode causar algum desconforto. Os possiveis efeitos indesejaveis (ruins) da
coleta de sangue incluem desmaios, inflamacéo da veia, dor, hematoma ou sangramento no local da picada
da agulha. O Coordenador do estudo, ou alguém de sua equipe podera conversar e esclarecer melhor sobre
o risco deste procedimento do estudo com voceé.

7. Que beneficios posso esperar por participar deste estudo?
Como este estudo n&o ira oferecer tratamento, nenhum beneficio direto e esperado. No entanto, a
ciéncia pode se beneficiar das informacdes que serdo obtidas.

8. Quais informacdes que me identifiquem serdo coletadas pelo Coordenador do estudo efou
alguém de sua equipe?

As informacdes sé&o:

e Data de nascimento;

e Datas relativas ao tratamento medico;

e Histdrico médico e de saude, incluindo anotacdes de médicos e registros hospitalares;

Informagbes obtidas através dos procedimentos usados para determinar se vocé pode entrar no

estudo, incluindo exames laboratoriais para diagnostico ou informacées sobre medicamentos

prescritos para vocé, por seu medico;

* Quando vocé entrou na menopausa;

2
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e Altura e peso;
e Coleta de sangue para realizacdo de exames como parte do estudo.

9. A quem o Coordenador do estudo e sua equipe fornecerdo estas informacdes e o que eles

farao com elas?

O Coordenador do estudo e sua equipe n&o fornecer&o suas informacdes pessoais para outros. Pode
ocorrer a necessidade de compartilhar algumas informacées com o Comité de Etica ou com Agéncias
Regulatérias Nacionais, Estaduais ou Municipais. Nesses casos, seus dados ser&o codificados e incluirdo
apenas:

¢ As iniciais de seu nome;
¢ Data de seu nascimento; e
+« Datas do seu tratamento.

10. Eu receberei informacdes relativas a mim, obtidas a partir deste estudo?
Sim. Quando os resultados dos exames estiverem prontos, eles estardo disponiveis para que vocé
possa recebé-los quando assim desejar.

11. Eu serei paga?
Vocé né&o tera despesas com relacdo ao estudo (com exames e demais procedimentos) e também néo
recebera pagamento pela participacdo neste estudo.

12. A quem devo procurar se tiver duvidas?

Quaisquer duvidas poderéo ser esclarecidas com o Pesquisador Responsavel, Prof. Dr. lan Victor Silva,
na Universidade Federal do Espirito Santo — Laboratério de Biologia Celular do Envelhecimento, ou através
do telefone (27) 3335-7369. Alem disso, informacdes adicionais poderdo ser fornecidas com o Dr. Sergio
Ragi Eis, no Centro de Densitometria Ossea do Espirito Santo — CEDOES, ou através do telefone (27)
2125-0202, ou ainda pelo presidente da Comissdo de Etica do Centro de Ciéncias da Salude da
Universidade Federal do Espirito Santo, Dr. Fausto Edmundo Lima Pereira, através do telefone (27) 3335-
7210.

13. Eu posso me recusar a participar do estudo?
Sim. Sua participac&o no estudo é voluntaria. Vocé pode decidir n&o participar dele. Vocé também pode
desistir de participar a qualquer momento avisando ao Coordenador do estudo e/ou a sua equipe.

14. Posso participar deste estudo se eu nao assinar este termo?
N&o. Se decidir ndo assinar este termo de consentimento, vocé n&o podera participar do estudo. Vocé
recebera uma cépia assinada deste formulario de consentimento se for participar da pesquisa.

Eu li e entendi este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Todas as minhas duvidas foram
respondidas. Decidi participar deste estudo voluntariamente.

Nome da paciente:
Assinatura da paciente: Data: /I

Nome da testemunha™:
Assinatura da testemunha*: Data: I

Nome da pessoa que conduziu a revisédo do consentimento:
Assinatura da pessoa que conduziu a revisdo do consentimento: Data: /I

* A assinatura da testemunha sé se fara necessaria, se 0 paciente tiver um responsavel legal e/ou for
incapaz de ler e/ou fornecer consentimento por escrito.

[F5]
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ANEXO V - Anamnese Clinica

EPEICCF%' Q Q'u

“Efeitos do estrogénio, da vitamina K e da ApoE sobre o metabolismo dsseo”.

Anamnese Clinica do Estudo:

Registro: Iniciais: Data de Nascimento:
Data da coleta de sangue:

PA: X mmHg Pulso: Bpm Peso: Kg Altura: cm

1. Critérios de Incluséo

= |dade > 50 anos O SIM O NAO
= Pos- menopausada O SIM O NAO
= Paciente Capaz de deambular livremente O SIM O NAO
= Termo de Consentimento Livre e Esclarecido Assinado [ SIM em O NAO

2. Critérios de Exclus&o

Evidéncias em exames, historia médica, DXA ou RX de: (alquns exames serdo realizados na fase de screening)
= Doenca/Condicao Médica Significativa OSIM ONAO
= Doenca Maligna Diagnosticada nos ultimos 10 anos anteriores (ou céncer de mama OsIM  ONAO
nos ultimos 20 anos) ao TCLE (exceto Basalioma removido)

= Hipersensibilidade aos Bisfosfonatos ou seus componentes OSIM ONAO
= Contra-indicacdes ao tratamento com Calcio e Vitamina D OsSIM  ONAO
= WBC (Leucopenia) < 2.500/mL OsSIM DONAO
= TGO ou TGP acima do normal (aumentada > 2 vezes o valor normal) OSIM ONAO
= Albumina Sérica <3.0 g/dL OSIM  ONAO

= Clearance de Creatinina <35 mL/min, calculo segundo equac&o de Cockroft & Gault O SIM O NAO
= Historia de Sangramento Digestivo alto nos ultimos 12 meses tendo requerido OsM  ONAO
hospitalizac&o ou internacédo hospitalar

= Ulcera péptica recorrente documentada por radiografia ou endoscopia OsIM  ONAO
= Dispepsia ou refluxo gastro-esofagico néo controlado com medicagdo OSIM  ONAO
= Ulceras gastricas e duodenais ativas OsIM  ONAO
= Doenca Hepatica Cronica (ou gastrica) ou Sindromes Disabsortivas Severas OSIM  ONAO
= Alcoolismo Crénico OsIM  ONAO
= Hiperparatireoidismo Primario (exceto quando cirurgicamente tratado com Caicio e %
PTH normais) =l =
= Doenca de Paget ou Osteomalacia Documentada OSIM  ONAO
= Em uso de bisfosfonatos orais nos ultimos 6 meses, por mais de 1 més no ultimo

ano ou por mais de 3 meses nos ultimos 2 anos ou, ainda, uso de bisfosfonatos O SIM O NAO
intravenosos a qualquer tempo

= Uso de qualquer produto sob investigacao durante 30 dias anteriores a primeira %
dose do IBN ou ALN O SiM - TINAO
= L_Jso de fluoreto ou Estréncio nos ultimos 12 meses ou passado de tratamento por OsiM  ONAO
mais de 2 anos

= Uso de teriparatida (PTH 1,34) dentro de 2 anos OsIM  ONAO
= Nos Ultimos 6 meses: Corticosterdide oral, parenteral ou inalatério (altas doses),

Ciclosporina, metotrexato, tacrolimus (exceto topico), Estrégenos, Progestagenos, OsIM  ONAO

Calcitriol ou Calcitonina

Screening do estudo: “Efeitos do estrogénio, da vitamina K e da ApoE sobre o metabolismo ésseo”.
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3. Tabagismo

O Nunca Fumou

4. Menarca aos

5. Menopausa aos

6. N° de Gravidezes

7. Trombose profunda:

8. Sofreu AVC ou derrame:

9. Sofreu Infarto agudo do miocardio:

O Fumante O Ex-fumante
Ha Quantos anos Parou em /
Fumou por anos
anos
anos
O nao O sim Procedimento:
Ha Quantos anos
O néo O sim Procedimento:

Ha Quantos anos

O nao

O sim
Ha Quantos anos

Familiares: O n&o O sim
O pai O m&e O irmaos

10. Sofre de mal de Alzhaimer:

O nao

O sim
Hé Quantos anos

Familiares: O n&o O sim
O pai O mé&e Oirméos

11. Uso de Horménios Sistémicos:

O Pré-menopausa por
O Pds Menopausa por

O Com Estrégenos por

anos

anos

anos - até

12. Historia Médica e Passado de Cirurgias:

Diagnéstico, Condic&o ou Procedimento (Pré-existentes, presentes ou | Data

historia)

Continua | Resolvido

13. Medicagéo para Osteoporose ou que possam afetar o metabolismo ésseo:
Screening do estudo: “Efeitos do estrogénio, da vitamina K e da ApoE sobre o metabolismo 6sseo”.
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Medicamento Via Inicio Ultimo Uso Tempo de uso
Adm (meses)
14. Medicac&o Concomitante em uso para outras patologias:
Indicacéo
Medicamento Inicio (ATENCAO: ver condicdes
preexistentes)

15. Historico de Fraturas:

Fratura

Data

Descricéo do Trauma

16. Observacdes clinicas relevantes:

Screening do estudo: “Efeitos do estrogénio, da vitamina K e da ApoE sobre o metabolismo ésseo”.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history:
Received 22 February 2010

Received in revised form 19 July 2010
Accepted 19 August 2010

Objective: To evaluate the association of —397T>C and —351A>G single nucleotide polymorphisms (SNPs)
- also called Pvull and Xbal, respectively - located on estrogen receptor alpha (ERS1) gene with age at
menarche, menopause onset, fertility and miscarriage in a population of post-menopausal women. Study
design: Cross-sectional study with 273 healthy, high miscegenated, post-menopausal women (mean age
of 63.1£9.7 years old). Subjects were genotyped for Pvull and Xbal SNPs by PCR-RFLP and confirmed
by automatic sequencing. Reproduction informations (age at menarche, age at menopause, number of

’égr‘:;;frece ptor pregnancies, fertility rate and miscarriages) were obtained by retrospective study using a questionnaire.
Menarche Result(s): Age at menarche, menopause onset, number of pregnancies, total fertility rate, and parity did not
Menopause seem to be influenced by any of the studied genotypes (chi-square, p> 0.05). However, women carrying
Polymorphism the xx genotype showed a 44% higher chance of miscarriage, whereas this value did not trespass 16% for

any other genotype analyzed. It has been also observed a higher occurrence of miscarriage in association
with combined xxpp genotype of ERS1 gene (chi-square, p< 0.01). Conclusion(s): The present data indicate
that the studied SNPs on ERS1 gene do not influence the menstrual cycle timing and parity but there is
a strong relationship between the xx ERS1 SNP genotype and the incidence of miscarriage in the post-
menopausal population analyzed.

Reproduction

© 2010 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Menarche and menopause are milestone events in determin-
ing women fertility lifespan. In this context, ages at menarche
and menopause are noteworthy parameters of female reproduc-
tion capacity, so that it is clinically important to identify factors
influencing menstrual cycle timing [1,2]. Epidemiological studies
have already demonstrated that an early onset of menopause is
related with higher risks of cardiovascular diseases [3], osteoporo-
sis [4], obesity [5], depression [6], and ovarian cancer [7]. On the

* Corresponding author at: Av. Marechal Campos, 1468, Maruipe, Zip code: 29040-
090, Vitdria, Espirito Santo, Brazil.
E-mail address: Ibarangel@yahoo.com (L.B.A. Rangel).

0378-5122/§ - see front matter © 2010 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.maturitas.2010.08.006

other hand, it is known that delayed menopause increases the risk
of endometrial and breast cancer [8].

Human fertility and menstrual cycle timing are determined by
interactions between genetic and environmental factors. Studies
conducted in identical twins have revealed that genetic factors
represent the most significant component of human fertility [1,2].
In these studies, some of the most important aspects of women's
fertility, such as the age at first conception, waiting time to first
pregnancy, and number of offspring were used to establish the
preponderance of genetic factors in this matter [1,2]. Nonetheless,
genetic factors were shown to contribute greatly to the timing of
both onset and cessation of the menstrual cycle [9,10], and also it
was stated that the genetic contribution may be more important
than environmental effects, but the specific genes involved in this
event are not well defined [11-13].
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