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INTRODUCAO

I. INTRODUCAO




As doencas metabodlicas pertencem a um grupo heterogéneo de afeccdes que afeta o
coldgeno ou a deposicio mineral esquelética (RAUBENHEIMER, 2004). Em paises
desenvolvidos a maioria das doencas Osteo-metabdlicas estd associada a idade avancada,
imobilidade e uso de drogas, enquanto nos paises em desenvolvimento destacam-se os fatores
nutricionais. Tais doencas, em geral, progridem de modo sub-clinico e sdo diagnosticadas
tardiamente, quando aparecem as manifestacdes do estagio de debilitacdo final do esqueleto
(RAUBENHEIMER, 2004).

A osteoporose € a doenca metabodlica do osso mais prevalente nos paises desenvolvidos.
E definida como uma afeccio esquelética sistémica, caracterizada por baixa massa e
deterioragdo da microarquitetura do tecido 6sseo, conduzindo ao conseqiiente aumento na
fragilidade 6ssea e suscetibilidade a fraturas ndo-traumaticas (CONSENSUS DEVELOPMENT
CONFERENCE, DIAGNOSIS, PROPHYLAXIS AND TREATMENT OF OSTEOPOROSES,
1993; WOOD & FLEET, 1998; GENNARI et al., 2002). Entende-se por massa Ossea, a
diferenca entre a quantidade maxima de densidade mineral adquirida durante o crescimento, ou
seja, até o fim da puberdade quando se observa o pico de massa dssea, e a posterior perda
verificada durante a senilidade (FERRARI er al., 1999).

O osso € um tecido altamente ativo metabolicamente, no qual os processos osteobldsticos
de formagdo Ossea e osteocldsticos de reabsorcdo dssea sdao continuos ao longo da vida
(GENNARI et al., 2002). Os osteoblastos e osteoclastos, agindo em conjunto no processo de
remodelagcdo, asseguram a manutencdo da estrutura 6ssea normal (PIETSCHMANN &

PETERLIK, 1999; GENNARI et al., 2002). A perda da homeostase dssea pode resultar em



diminui¢do da massa Ossea levando a osteoporose ou a um defeito na mineraliza¢do do 0sso

(GENNARI et al., 2002). (Figura 1)

Figura 1. Organizagdo do osso trabecular de um individuo ndo osteopordtico (esquerda) e de outro

com osteoporose (direita).

Em conseqiiéncia de ser uma doenga silenciosa, que pode progredir sem detec¢do por
décadas, a osteoporose € considerada como um dos principais e crescentes problemas de
saide em todo o mundo, afetando milhdes de individuos e atingindo a qualidade de vida de
idosos (EPSTEIN & GOODMAN, 1999; VON MUHLEN et al, 1999). Os custos
relacionados a osteoporose sdo considerados como o maior encargo para as autoridades de
saude dos paises desenvolvidos. Na Bélgica, por exemplo, tem sido classificada como o maior
problema econdmico de satde, com um custo total de 126 milhdes de doélares por ano. Nos
Estados Unidos, estima-se que a ocorréncia de perda Ossea atinja cerca de um quarto da
populacdo (mais de vinte e cinco milhdes de individuos afetados), sendo 12% de homens e
40% de mulheres; em todo o mundo pode ser estimada em até 220 milhdes de pessoas. O

custo do tratamento nesse pais supera a cifra de 10 bilhdes de délares anuais (REGINSTER et



al., 1999). E pertinente ressaltar que a osteoporose afeta principalmente mulheres pds-
menopausadas, mas também homens. Devido ao aumento da incidéncia nesse género, tem se
tornado evidente a necessidade da inclusdo dos homens nos programas de prevencao
(EBELING, 1998; PRAKASAM et al., 1999).

A fratura é o efeito clinico mais importante da osteoporose, cuja incidéncia aumenta
com a idade e nos individuos da raca branca. As fraturas osteopordticas podem afetar
qualquer ponto do esqueleto, exceto o cranio. Mais comumente, as fraturas ocorrem na por¢cao
distal do antebracgo, coluna vertebral lombar e tordcica e por¢ao proximal do fémur. Enquanto
as fraturas de quadril e raddio constantemente sdo diagnosticadas, as fraturas vertebrais t€ém
apresentacdo clinica varidvel, visto que a maioria delas € assintomética. As fraturas de quadril
contraem os maiores custos diretos para os servicos de saide e ocorrem principalmente em
idosos, provocando substancial morbidade e mortalidade. Por outro lado, as fraturas
osteoporoéticas de vértebra e antebraco sdo de significancia econdmica menor, mas também
provocam importante morbidade. As conseqiiéncias das fraturas vertebrais incluem dores nas
costas e invalidez, cifose e perda de altura. A qualidade de vida comeca a ser prejudicada
progressivamente com o aumento do nimero e gravidade das fraturas vertebrais. Além disso,
o risco de outras fraturas é grandemente aumentado em pacientes com uma ou mais fraturas
vertebrais (MELTON et al., 1999).

Nos Estados Unidos, tem sido estimado que, pelo menos 90% de todas as fraturas de
quadril e coluna entre mulheres brancas idosas, acrescidas de mais de 70% daquelas entre
homens brancos idosos podem ser atribuidas a osteoporose (MELTON et al., 1997). O risco
de fraturas em mulheres de 50 anos é cerca de 16% para as fraturas de quadril, 15% para as de
punho e 32% para as de vértebras (CUMMINGS et al., 1993). Aproximadamente, 50% de
todas as mulheres irdo ter osteoporose aos 80 anos de idade. Inversamente, homens brancos

de 50 anos de idade t€m cerca de 6% de risco para fraturas de quadril e entre 16 a 25% de



risco de qualquer outra fratura osteoporédtica (BILEZIKIAN, 1999). De importancia notdria,
os custos relacionados as fraturas de quadril tém sido calculados a dobrarem nos préximos 25
anos (COOPER et al., 1992b).

Na verdade, por causa do aumento da expectativa de vida da populag¢do, o nimero de
individuos com osteoporose ird aumentar drasticamente durante os préximos anos, com
enormes implicacdes na saide de homens e mulheres. A prevencdo e tratamento da
osteoporose sao, portanto, de principal importancia para as organizagdes de saide em todos os
paises, pois metade de todos os pacientes acometidos de fraturas dificilmente retorna as
condic¢des de vida anteriores (GENNARI et al., 2002). Como agravante, existe um aumento
do indice de mortalidade dentro do primeiro ano da fratura (KULAK & BILEZIKIAN, 1998;
EPSTEIN & GOODMAN, 1999), com implicacdes significativas nos or¢camentos de todas as
nacdes. Conseqiientemente, a osteoporose € considerada o maior problema de saide do

mundo (ROUSSEAU, 1997; WALKER-BONE et al., 1998; GENNARI et al., 2002).

1.2 Fatores de Risco no Desenvolvimento da Osteoporose

A tipica mulher peri-menopausada ird, normalmente, comegar a perder osso quando os
niveis de estrogeno declinam e as taxas de reabsor¢do e remodelacdo dsseas e a atividade
osteocldstica aumentam por si proprias, devido a perda dos efeitos supressivos do estrogeno
sobre receptores 6sseos (RIGGS et al., 1998). Isto pode ocorrer devido a menopausa natural
ou de forma precoce decorrente de ooforectomia completa. Por outro lado, os homens também
perdem osso com o avango da idade, por causa da reducdo na producdo dos hormdnios
(ORWOLL et al., 1990; ORWOLL, 1998). Nessa relacdo, os osteoclastos causam mais perda
Ossea do que os osteoblastos podem reconstituir, causando a perda do balan¢o normal e reparo

da remodelacdo 6ssea (ETTINGER, 2003).



A massa 6ssea e as taxas de remodelacdo (reabsorcdo) Ossea sdo os principais
componentes, tornando mensuravel o risco de fratura, que devido a osteoporose, aumenta
continuamente conforme a densidade mineral 6ssea (DMO) declina, com aumento
aproximado de duas vezes no risco de fratura para cada desvio padrdo diminuido na DMO
(CUMMINGS et al., 1993). O idoso, tanto os homens como as mulheres, perde massa dssea
e a taxa de perda 6ssea € inicialmente maior em mulheres do que em homens (BURGER et
al., 1998).
Os idosos apresentam, particularmente, alto risco de fraturas por osteoporose, nao
apenas por causa das anormalidades na massa e arquitetura 6ssea, mas também devido a
fatores que afetam a incidéncia de quedas (HUI et al.,1988; DE LAET et al., 1997). Embora
a DMO reduzida seja um poderoso fator de predi¢do de fraturas ou mesmo de pequenos
traumas futuros, hd a sugestdo de que na osteoporose o risco de fraturas também esteja
baseado em outros aspectos de qualidade dssea, ndo somente a DMO (LINDSAY et al.,
2001; ETTINGER, 2003). Em complementacdo a baixa DMO, o risco de fratura aumenta
com a taxa elevada de remodelacdo, independentemente da DMO (RIGGS & MELTON,
2002).
E intuitivo que a fragilidade ssea seja afetada pelo tamanho, formato, pela arquitetura
e qualidade 6ssea (TURNER, 2002), mas fatores nutricionais também contribuem para a
perda Ossea e retardam a velocidade do reparo de fraturas. Esses incluem a baixa ingestio de
calcio e vitamina D, ma-nutricao, habito de fumar, etilismo, diminui¢cdo na absorcdo de célcio
ao longo do trato gastrintestinal (ocorre com o aumento da idade), e desequilibrio na
conversdo renal da vitamina D (KYRO et al., 1993; KEIVER et al., 1997, ROSEN & KIEL,
1999; UENG et al., 1999).

A nutricdo, particularmente com relacdo ao consumo de proteinas, produtos lacteos e

verduras, tem sido referida como contribuinte da formag¢do da massa 6ssea (ANDERSON,



1999; RIZZOLI & BONJOUR, 1999). A suplementacdo de cdlcio e vitamina D na infancia
parece também desempenhar papel importante na saide dos ossos (WARDLAW, 1993).
Estudos retrospectivos em adultos sugerem que o consumo de cdlcio na primeira fase do
desenvolvimento estd associado com o risco de ocorréncia de fraturas e o desenvolvimento de
osteoporose na fase adulta (STALLINGS, 1997). Entretanto, é possivel que a sensibilidade de
absor¢do desse nutriente varie dependendo do gendétipo do individuo (NAKAMURA, 1997).

O uso de cafeina, o consumo de dlcool e o hédbito de fumar parecem influir na
diminuicdo da densidade 6ssea (ULLOM-MINNICH, 1999). Com relacdo a cafeina, seu
efeito provavelmente estd associado com o fato de que ela aumenta a excre¢do de cdlcio. De
um modo geral, seu consumo didrio de mais de duas xicaras por dia estd moderadamente
associado com o aumento de fraturas (KIEL ef al., 1990; HERNANDEZ-AVILA et al.,
1991). Contudo, outros autores discordam desses resultados, afirmando ser inconsistente a
associacao da cafeina com o aumento do risco de fratura e o desenvolvimento da osteoporose
(COOPER et al., 1992a; LLOYD et al., 1997).

Uma maior concordancia de resultados ocorre, todavia concernente a relacio entre o
habito de fumar e o consumo de dlcool com o risco de fraturas. O cigarro é considerado um
fator de risco moderado para a osteoporose (ILL. & ALEXANDRE, 1993), uma vez que os
seus componentes quimicos, entre eles a nicotina, atuam deprimindo a atividade do
osteoblasto, tanto diretamente ou por via hormonal (LAROCHE et al., 1994). O habito de
fumar induz estresse bioquimico em diversos tecidos. Tal estresse faz parte dos componentes
ambientais, que contribuem para a nutri¢ao e circulagio sangiiineas, ambas alteradas no osso,
além de aumentar a excrecdo de cdlcio urindrio favorecendo o desenvolvimento da
osteoporose (ODA et al., 2004). A ocorréncia de um déficit médio de 5 a 10% na densidade
ossea de individuos fumantes também € relatada (HOPPER & SEEMAN, 1994). Por seu

efeito prejudicial na DMO, o cigarro tem sido também apontado como capaz de aumentar o



risco a fraturas (MAY et al., 1994), bem como de induzir a perda de massa 6ssea em homens
e mulheres, provavelmente pelo seu efeito anti-estrogénico, que reduz o nivel de estradiol e
aumento de globulinas ligantes de hormonios sexuais (DANIEL et al., 1992; HOLLENBACH
et al., 1993; EGGER et al., 1996).

E pertinente ressaltar que os efeitos deletérios do cigarro ndo ficam restritos apenas
aos individuos idosos. Ortego-Centeno et al. (1997) relatam perda de massa 6ssea em homens
jovens e sauddveis, considerados fumantes pesados (mais de 21 cigarros/dia). A partir de um
estudo realizado em gémeos monozigdticos, constatou-se que os individuos fumantes
apresentaram incidéncia 20% superior de degeneracdo discal e deficiéncia da densidade
mineral éssea vertebral, comparada com individuos nao fumantes (BATTIE et al., 1991).
Evidéncias epidemioldgicas vém adicionar provas de que fumantes cronicos possuem
vértebras menos resistentes e apresentarem avanco da desmineralizacdo 6ssea, o que pode
acelerar o desenvolvimento de osteoporose (OKTENOGLU et al., 2002). Em suma, o habito
de fumar parece estar envolvido com a osteoporose, como importante fator de risco para a
doenca em humanos.

A atividade fisica tem sido apontada como fator favordvel no aumento da massa dssea
reduzindo, conseqiientemente, o risco de fraturas (GREGG et al.,1998). Os beneficios
especificos de um programa regular de exercicios incluem o controle da obesidade, melhora
do perfil lipidico sérico e a otimiza¢do da ingestdo de micronutrientes (SHEPHARD, 1989;
NGUYEN et al., 1998). Aconselha-se o exercicio fisico desde a infancia, por ser esse o
periodo de formacdo da massa 6ssea (BASS et al., 1998). Ao mesmo tempo, é prudente evitar
a atividade fisica exagerada durante a puberdade, uma vez que numerosos estudos
demonstram distirbios hormonais ao nivel do eixo pituitdrio do hipotdlamo, em atletas jovens

(AEBERSOLD-SCHUTZ, 1997).



A idade, o sexo feminino, corpo longilineo e a raca branca também sdo fatores de risco
bem estabelecidos para fraturas osteopordticas (CADARETTE er al., 2001). Homens e
mulheres negros, tanto os de meia idade, como os mais idosos t€m massa 6ssea maior e taxas
de fraturas substancialmente menores do que individuos brancos (BARRET-CONNOR et al.,
2005). Desse modo, em parte devido ao seu risco reduzido, os negros tém sido apenas
recentemente incluidos em estudos prospectivos de osteoporose com medidas de DMO e
incidéncia de fraturas (BARRET-CONNOR et al., 2005; CAULEY et al., 2005).

A densidade mineral 6ssea € altamente indicativa do risco de fraturas em mulheres
brancas (MARSHALL et al., 1996). Entretanto, a cada unidade de DMO (desvio-padrao), as
taxas de fratura para mulheres negras foram de 30 a 40% menores do que as de mulheres
brancas. Quando ajustados para DMO e outros fatores de risco que diferem entre os dois
grupos, mulheres negras no grupo de estudo de fraturas osteoporédticas (CAULEY et al.,
2005) tiveram menos que a metade do risco de fraturas comparadas com as mulheres brancas.

Uma doengca multifatorial como a osteoporose, resulta de processos genéticos,
ambientais, comportamentais e sociais (KEITA et al., 2004). A descoberta de diferencas na
histéria natural das fraturas entre os grupos populacionais € o primeiro passo para a defini¢dao
de medidas clinicas da diferenca individual a suscetibilidade a fraturas (KRAVITZ et al.,
2004). A definicdo dos fatores genéticos e ambientais responsdveis pelas variagdes na massa
Ossea durante o crescimento esquelético pode ajudar na identificacdo de criancas com risco
para osteoporose e fraturas na fase adulta (RIGGS & MELTON, 1986). Os desafios sdo a
identificacdo e o tratamento de mulheres suscetiveis, mas assintomaticas até que o risco de
fratura possa ser reduzido tdo rapidamente quanto possivel, uma vez que uma fratura, de
pequeno trauma em um paciente idoso, pode ser o gatilho que provoca a osteoporose

(ETTINGER, 2003).



1.3 Suscetibilidade Genética a Osteoporose

O crescimento e desenvolvimento do esqueleto iniciam-se nos primérdios da vida fetal
e procede por duas décadas em uma série de eventos bem definidos. O osso nunca esta
metabolicamente inativo, sua matriz e suplementos minerais estdo sendo remodelados
constantemente, ao longo das linhas de estresse mecanico (MARCHIGIANO,1997).

Baseado nas medidas de DMO estabelecidas pela Organizacdo Mundial de Saude
(OMS), aproximadamente oito milhdes de mulheres e dois milhdes de homens nos Estados
Unidos, atualmente s@o portadores de osteoporose (LINDSAY & COSMAN, 2001).

Muitos tipos de genes estdo envolvidos no metabolismo 6sseo, entre eles figuram
aqueles que codificam para hormodnios esterdides, calciotrépicos e seus receptores, proteinas
da matriz 6ssea, citocinas e fatores de crescimento, entre outros (LIU et al., 2003), referidos
como candidatos participativos da osteoporose (GENNARI & BRANDI, 2001).

Em raras instancias, a osteoporose pode ser herdada como uma forma mendeliana
simples, como por exemplo, as sindromes osteoporéticas familiais, que ocorrem devido a
mutacdes nos genes para aromatase e receptor alfa de estrogeno (SMITH et al., 1994;
MORISHIMA et al., 1995). Tém sido descritas familias, em que a alta taxa de massa dssea é
herdada como um trago autossdmico dominante, consistente com o efeito de um tnico gene
localizado no cromossomo 11 (JOHNSON et al., 1997).

A maioria das doencas multifatoriais exibe um claro componente genético e sdo
frequentemente chamadas doengas poligénicas, para enfatizar sua determinag¢do por mdltiplos
fatores genéticos. Considerando a complexidade bioldgica do esqueleto, € provavel que a
massa Ossea esteja sob controle de grande nimero de genes, muitos dos quais exercem
relativamente pequenos efeitos sobre a DMO, enquanto poucos contribuem substancialmente

para a variagdo nesse traco. E provdvel também que existam complexas interacdes gene-



ambiente (GENNARI er al., 2002). Possivelmente, um mesmo fenétipo para osteoporose
pode ser o resultado de diferentes interacdes genéticas e ou ambientais.

Estudos epidemioldgicos e clinicos tém delineado a importancia da genética na
patogénese da osteoporose. Nesse contexto, incluem-se diferengas raciais para DMO e
remodelacdo dssea, com mulheres negras mostrando valores de DMO maiores para diferentes
pontos do esqueleto comparados aos de mulheres brancas semelhantes em idade, peso, altura,
ingestdo de célcio e nivel de atividades fisicas (LUCKEY et al., 1989; SCHNITZLER et al.,
1990; DANIELS et al., 1995). Além disso, valores de DMO diferentes tém sido observados
entre populacdes polinésias e européias (CUNDY et al., 1995). Essas variacdes na incidéncia
de osteoporose entre grupos raciais e populacionais podem estar relacionadas a fatores
ambientais, mas também podem refletir diferencas na suscetibilidade herdada.

Estudos familiais também confirmam a existéncia de contribuicdo genética na
osteoporose, mostrando correlagdo nos valores de DMO entre maes e filhas, particularmente
na regidao da coluna lombar (EVANS et al., 1988; SEEMAN et al.,1989; HANSEN et
al.,1992; LOZER et al., 1996). Além disso, pares de gémeos tém sido avaliados com sucesso
em estudos genéticos e quantitativos de vdrias doengas, incluindo a osteoporose. A andlise
comparativa das diferencas intrapares em gémeos monozigéticos e dizigéticos pode resultar
de forma util no cdlculo da contribuicio genética e ambiental na massa Ossea, com a
possibilidade de medir o quanto da variacdo fenotipica é causada pelo ambiente. Nos tltimos
anos, os resultados de varios estudos de gémeos demonstraram alta concordancia em massa
Ossea nos pares de monozigéticos, comparados aos dizigéticos, delineando influéncia genética
relevante no metabolismo 6sseo (SMITH et al., 1973; POCOCK et al., 1987; CHRISTIAN et
al., 1989; SLEMENDA et al., 1991; KELLY et al., 1993; FLICKER et al., 1995; ARDEN &

SPECTOR, 1997; HARRIS et al., 1998; HOPPER et al., 1998; ARDEN et al., 1996).



A DMO tem alta determinac@o genética e € herdada como um trago poligénico em
uma freqiiéncia aproximada de 50-90% (SMITH et al., 1973; DEQUEKER et al., 1987,
POCOCK et al., 1987; LUTZ & TESAR, 1990; SLEMENDA et al., 1991; SOWERS et al.,
1992; KRALL & DAWSON-HUGHES, 1993; GUEGUEN et al., 1995; DENG et al., 1999b;
DENG et al., 2000; LIVSHITS et al., 2001; DENG et al., 2002a; PEACOCK et al., 2002;
RALSTON et al., 2002; RECKER & DENG, 2002; SHEN et al., 2004). Nesse contexto,
estudos genético-moleculares t€ém sido langados para a pesquisa de candidatos envolvidos na
variacdo da DMO (MORRISON et al., 1994; JOHNSON et al., 1997; DENG et al., 1998;
KLEIN er al., 1998; AUDI et al., 1999; BEAMER et al., 1999; DENG et al., 1999a;
DUNCAN et al., 1999; BENES et al., 2000; KOLLER et al., 2000; DENG et al., 2001;
SHMOOKLER et al., 2001).

Estudos de rastreamento do genoma (WGS) tém sido desenvolvidos para procurar por
locos de tragos quantitativos (QLT) subordinados a variagdo da DMO (DEVOTO et al., 1998;
NIU et al., 1999; KOLLER et al., 2000; DENG et al., 2002b; KARASIK et al., 2002;
KAMMERER et al., 2003; STYRKARSDOTTIR et al., 2003; WILSON et al., 2003; ECONS
et al., 2004). As regides gendmicas reveladas apresentam uma grande variabilidade, o que
reflete a complexidade da heranca genética da DMO (LIU er al., 2003). No entanto, a
densidade 6ssea ndo € o unico fator envolvido no processo de fragilidade esquelética, pois
também influenciam, nesse caso, propriedades micro-arquitetonicas, tamanho total e
geometria do 0sso, embora esses aspectos também envolvam influéncias genéticas (ZMUDA
et al., 1999). A variacdo genética em uma variedade de vias metabdlicas contribui para a
perda 6ssea e origem da osteoporose (NIU & XU, 2001; PEACOCK et al., 2002; RALSTON
et al., 2002).

A fragilidade esquelética ¢ amplamente determinada pela massa Ossea e micro-

estrutura do osso. O pico de massa 6ssea € o maior fator na quantificagio de risco a fratura.



Variacdes alélicas no gene receptor da vitamina D (VDR) t€m sido relatadas como
responsaveis pela alteracdo da homeostase de célcio, com efeitos subseqiientes sobre o
tamanho e a densidade 6ssea (WOOD & FLEET 1988; RALSTON, 1997; FERRARI et al.,
1998; SOSA - HENRIQUEZ et al., 1998).

A vitamina D tem efeitos diretos sobre o esqueleto, e seus metabdlitos ativos regulam a
diferenciacdo, proliferacio e migracdo de osteoblastos e dos condrdcitos da placa de
crescimento epifiseal, células que determinam o crescimento esquelético (CORVOL et al.,
1978; SCHWARTZ et al., 1989; BOUILLON et al., 1995). Provavelmente, de grande
importancia, a vitamina D afeta o metabolismo esquelético indiretamente via regulacdo da
homeostase do célcio e fosfato através do estimulo da absor¢do intestinal desses ions
(BOUILLON et al., 1995; HAUSSLER et al.,1998). A deficiéncia de vitamina D causa falhas
no crescimento, tais como aquelas em individuos raquiticos (RASMUSSEN & ANAST,
1983; BOUILLON et al., 1995). Os polimorfismos do gene VDR tém sido associados com
parametros de tamanho corporal em criangas, dos géneros masculino e feminino (KEEN et
al., 1997, SUAREZ et al., 1997).

O VDR ¢ um membro da superfamilia de receptores nucleares de proteinas que contém
aminodcidos homoélogos dentro de dois dominios funcionais separados (EVANS, 1988;
HAUSSLER et al.,1988; BEATO, 1989; HAUSSLER et al., 1995). A regiao N-terminal do
VDR ¢ configurada em forma de dois “zinc-fingers”, responsdveis pelo reconhecimento e
ligacdo ao DNA, enquanto o segmento C-terminal liga-se a 1,25-(OH),Ds; (HAUSSLER et al.,
1995). Essa estrutura modular comum reflete as acdes moleculares similares empregadas
pelos membros da superfamilia de receptores nucleares em traduzir um sinal hormonal em
uma resposta transcricional. Uma vez ligado a 1,25-(OH),D3;, o VDR regula a transcri¢ao
especifica para o gene, por meio da ligacdo heterodimero com o receptor X retindico (RXR) a

uma seqiiéncia de DNA chamada elemento responsivo a vitamina D (VDRE), presente na



regido promotora dos genes controlados pela vitamina D (LIAO et al., 1990; NODA et al.,
1990; OZONO et al., 1990; MACDONALD et al., 1991; TERPENING et al., 1991 ROSS et
al., 1992). De fato, tem sido relatada a interagdo do VDR diretamente, com os componentes
da maquinaria basal de transcricdo (BLANCO et al.,1995; MACDONALD et al., 1995; GUO
et al.,1997;, MASUYAMA et al., 1997, MENGUS et al.,1997; LAVIGNE et al., 1999;

NAKAJIMA et al.,1998) (Figura2).
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Figura 2. Atuagio da vitamina D na ativagdo da transcri¢do de um gene alvo, por meio do complexo

molecular miltiplo. JURUTKA et al., 2000)

O gene VDR possui varios polimorfismos, tanto na regido codificadora, quanto na nao
codificadora do gene (HAUSSLER et al.,1998; WOOD & FLEET, 1998). Entretanto,
somente um desses polimorfismos resulta em uma mudanga na seqiiéncia primdria do VDR.
Esse polimorfismo ocorre dentro do primeiro cédon de iniciacio (ATG) do VDR humano e
contém um sitio de restricdo Fok I (designado f). A auséncia do sitio Fok I (denominado F)
indica que o primeiro cédon € ACG, resultando na inicia¢do traducional in-frame no segundo
codon ATG, trés coédons abaixo (GROSS et al., 1996; ARAI et al., 1997). Além disso, o
polimorfismo Fok I produz ou uma proteina com 424 (F) ou com 427 aminodcidos (f). Essas
duas isoformas sao, portanto, estruturalmente distintas, diferentemente das VDRs que contém
polimorfismos em regides nao codificadoras ou com mudangas silenciosas de cddons

(HAUSSLER et al., 1998).



Por causa do papel central do VDR na homeostase de cdlcio e fosfato para assegurar a
deposi¢cdo mineral 6ssea, o polimorfismo Fok I tem sido estudado no contexto de sua
influéncia na densidade mineral Ossea. Sabe-se que individuos portadores de genétipos
desfavordveis apresentam maior prevaléncia e incidéncia de fraturas e perda de massa dssea
(BALTZER et al., 1999; GENNARI et al., 1999; GOMEZ et al., 1999). No entanto, existem
resultados contraditérios, como os de Zmuda et al. (1999) que ndo encontraram associagao
entre a presenca de polimorfismo Fokl e influéncia no risco de osteoporose em mulheres afro-
americanas. Esses dados, contudo reforcam a tese de que por ser o fator genético
preponderante nessa doenca, € necessario considerar as diferengas raciais e, além disso, a
interacao desse gene com outros envolvidos no processo.

Um outro gene que se destaca como candidato no processo da osteoporose é o da
apolipoproteina E (apo E). A apoE € o principal constituinte protéico das lipoproteinas de
densidade muito baixa (VLDL) e possui papel importante no metabolismo das lipoproteinas
(DAVIGNON et al., 1998) e no transporte de lipidios nos tecidos (CORBO & SCACCHLI,
1999). Estd presente também nos quilomicrons e em seus remanescentes, assim como nas
lipoproteinas de densidade intermedidria (IDL) (MAHLEY, 1988). A apo E, codificada por
um gene no cromossomo 19 humano, media a absorcdo das lipoproteinas nos tecidos, tais
como o figado e osso (ZANNIS et al., 1993). As trés isoformas da apo E, codificadas pelos
alelos €2, €3 e &4, diferem em sua habilidade para facilitar a remo¢do de lipoproteinas
intestinais, ricas em vitamina K, da circulagdo na ordem E2<E3<E4 (WEINTRAUB et
al.,1987).  Os polimorfismos da apo E sdo associados a vdrias doengas cronicas, incluindo
doencas cardiovasculares e doenca de Alzheimer (ST AMAND et al., 1999). Recentemente, o
gene APOE foi introduzido como candidato para osteoporose, devido sua influéncia nos
osteoblastos e menor absor¢do intestinal de vitamina K, que € essencial para a carboxilacao

das proteinas Osseas contendo residuos glutamil, resultando em altos niveis de osteocalcina



descarboxilada em individuos portadores do alelo €4 de apo E (KOHLMEIER et al., 1996;
NEWMAN et al., 2002). Cauley et al. (1999) relataram que mulheres com pelo menos um
alelo €4 do gene, possuem risco aumentado de fraturas nos quadris e pulso, resultados esses
confirmados por outros autores (SZULC et al., 1993; 1994).

Virios estudos tém mostrado associagdes entre os gendtipos para apo E e DMO
(SHIRAKI et al., 1997b; CAULEY et al., 1999; PLUIM et al., 2002; ZAJICKOVA et al.,
2003), remodelacdo 6ssea (SHIRAKI et al., 1997a), e risco de fratura (KOHLMEIER et al.,
1998; CAULEY et al., 1999), enquanto outros t€ém falhado em confirmar tais associacoes
(BOOTH et al., 2000; HEIKKINEN et al., 2000; MUHLEN et al., 2001; SENNELS et al.,
2003). Long et al. (2004) estudaram quatro polimorfismos de nucleotideo tnico (SNPs) no
gene APOE usando testes quantitativos de desequilibrio de ligacio (QTDT) em nucleos
familiares caucasoéides e observaram associacao de haplétipos do gene APOE com valores de
DMO em homens, mas ndo em mulheres.

Pluijm et al. (2002) confirmaram a importancia de apo E4 como possivel fator
genético de risco relacionado a DMO e deformidades vertebrais, demonstrando que esses
efeitos estdo associados ao sexo e com a idade nos homens, o que pode explicar parcialmente,
as diferencas entre homens e mulheres no desenvolvimento da osteoporose. No entanto, ainda
€ controversa a relacdo do alelo Apo E4 como fator de risco para a osteoporose. H4 relatos de
valores reduzidos de DMO na coluna lombar em individuos idosos portadores do alelo &4
(SHIRAKI et al., 1997a; CAULEY et al.,1999; SALAMONE et al., 2000). Além disso,
apresentam também niveis mais altos de osteocalcina descarboxilada (SHIRAKI er al.,
1997a), e risco aumentado de fraturas, em duas a quatro vezes (KOHLMEIER et al., 1998;
CAULEY et al.,1999; JOHNSTON et al.,1999), comparado a auséncia de €4. Por outro lado,

outros estudos nao confirmaram estas diferencgas na osteoporose relacionadas aos genétipos da



apo E (BOOTH et al., 2000; HEIKKINEN et al., 2000; VON MUHLEN et al., 2001;
ZAJICKOVA et al., 2003).

A identificacdo de outros fatores genéticos de risco pode ser ttil para a predicao de
fraturas e elucida¢do dos mecanismos bioldgicos relacionados a osteoporose (PLUIIM et al.,
2002). Destacam-se, nesse caso, os genes para as Glutatido-S-transferases M1 (GSTM1) e T1
(GSTTI), envolvidos na Fase II do metabolismo de agentes xenobidticos.

Dois tipos de reagdes principais, as reagdes de Fase I e de Fase I, estdao envolvidos na
metabolizacdo dos agentes ambientais. Na Fase I, ocorre a ativacdo desses compostos
tornando-os mais reativos, enquanto na fase I, ao contrdrio da primeira, ocorre a conjugacao
enzimdtica dos compostos quimicos, originando derivados metabdlicos inativos. Participam
ativamente dessas reacdes, a familia de isoenzimas das glutatido — S — transferases (GST), que
também apresenta cardter polimérfico (CONFORTI — FROES et al., 1997). Dentre os agentes
destoxificados pela GST encontram-se os hidrocarbonetos arométicos policiclicos, presentes
na dieta alimentar e fumaca do cigarro. Desse modo, a presenca de genétipos desfavordveis
em um individuo, torna-o menos capaz de inativar metabodlicos reativos. Assim sendo, €
fundamental intensificar as pesquisas para a precisa identificacdo de marcadores genéticos de
suscetibilidade a doencas, a interagdo entre esses marcadores, sua relacdo com o ambiente,

fornecendo conseqiientemente, subsidios nos campos da satide publica e medicina preventiva.



OBJETIVOS
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Foram objetivos deste estudo:

1. identificar a freqii€ncia dos polimorfismos nos genes para a apolipoproteina E (apo
E), receptor da vitamina D (VDR) e gene codificador das glutatido S-transferases M1 e T1
(GSTM1 e GSTTI) em pacientes com osteoporose € ou osteopenia em comparagdo com
individuos sem a doenca;

2. associar os polimorfismos descritos acima com os achados obtidos pela densitometria
ossea e habito de fumar;

3. correlacionar os gen6tipos com a suscetibilidade a ocorréncia de osteoporose.




MATERIAL E METODOS

II. MATERIAL E METODOS




II1.1 Casuistica

Foram estudados 53 pacientes, nao relacionados e triados independente do género, de
clinicas de ortopedia da cidade de Sdo José do Rio Preto, SP. De raca miscigenada, os
pacientes tinham idade variando entre 35 e 79 anos (valor médio = 58 anos), apresentando
diagnéstico clinico positivo de osteopenia ou osteoporose, revelado por meio de densitometria
Ossea. Foram excluidos os individuos sob terapia com esterdides por mais de seis meses ou
aqueles submetidos a quimio ou radioterapia para tratamento de cancer (atual ou passado). Os
pacientes foram pareados, por género e faixa etdria (+/- 5 anos) com individuos controles,
clinicamente sem diagnéstico da doenga, triados nas mesmas clinicas que os pacientes, bem
como na Universidade Estadual Paulista “Jilio de Mesquita Filho”, campus de Sdo José do
Rio Preto. Todos os participantes foram informados sobre os objetivos do estudo, apds o que

consentiram em participar, assinando o Termo de Consentimento (Apéndicel).

I11.2 Método

Os participantes responderam a um questiondrio detalhado sobre suas atividades fisicas
e ocupacionais, tipo de alimentacdo, hdbitos de vida e antecedentes pessoais (Apéndice 2).

Os individuos foram estudados, considerando-se as freqii€ncias alélicas e genotipicas
para os genes APOE, VDR- Fokl, GSTM1 e GSTT1. Foi realizada uma coleta de sangue por

pungao venosa para o estudo dos polimorfismos genéticos referidos.

IIL.2.1. Avaliacao dos pacientes
A avaliacdo dos pacientes foi realizada por médicos especialistas em ortopedia e

reumatologia. A andlise consistiu de anamnese, histéria familial para osteoporose e fraturas,



exames fisico e de imagem de densitometria Ossea. Da densitometria foram extraidas
informacdes de densidade mineral 6ssea (DMO) para varios pontos do esqueleto (coluna,
fémur e tridngulo de Ward). Os dados de DMO foram obtidos em termos de desvio padrdao
(DP) em relagcdo a um adulto jovem sauddvel, segundo as normas estabelecidas pela

Sociedade Internacional de Densitometria Clinica em 2001, de acordo com os seguintes

critérios.
e (0 a-1DP= Normal
e -12a-2,5DP = Osteopenia
e Abaixo de 2,5 DP = Osteoporose
I11.2.2. Genotipagem

I11.2.2.1. Extracao de DNA

De cada individuo foram puncionados SmlL de sangue periférico, usando-se EDTA
como anticoagulante. O DNA foi obtido pela técnica de extracdo descrita por Gustincich et al.
(1991). As amostras de sangue foram centrifugadas a 3500rpm por dez minutos, seguida da
aspiracao de cerca de 0,5 mL da camada de leucdcitos e adi¢ido de 0,5mL de DTAB (brometo
de dodeciltrimetilam6nio) a 12%, sendo este responsdvel pela lise das células sanguineas.
Ap6s cinco minutos de incuba¢do a 70°C, foram adicionados 900 pL de cloroférmio
(desnaturante protéico) aos leucdcitos e apds a centrifugacdo houve formagdo de trés
camadas: a fase organica inferior, uma intermedidria contendo as proteinas desnaturadas e
uma fase aquosa superior contendo o DNA genomico.

A dltima etapa desse processo incluiu lavagem do DNA com 100uL de CTAB a 5%
(brometo de cetiltrimetilamo6nio), responsdvel pela precipitacio do DNA. O material foi

dissolvido em 300uL de NaCl 1,2M e 750uL de etanol 90%. Apds a centrifugacdo e



eliminacdo do sobrenadante, o DNA foi lavado com 750 uL de etanol 70% sendo este
descartado para a secagem do DNA em temperatura ambiente, seguido de sua hidratacdo com
200 puL de 4dgua deionizada autoclavada. O material foi armazenado em freezer - 20°C até sua

utilizacdo.

I11.2.2.2 Polimorfismo apo E - Hhal

O segmento do gene APOE estudado foi amplificado por PCR em termociclador
(Eppendorf®), sendo usado em cada tubo de reacdo 0,5 UL de cada desoxinucleotideo
(0,8mM); 2,5 uLL de tampao PCR 10 X; 2,5 uL de dimetil sulféxido 10 %; 2,5 u L de cada
primer (2,5 UM); 0,2 u L de Tag polimerase (5U/UL); 7 uL de dgua ultra-pura (Milli Q®); 5
UL de DNA gendmico.

Para os polimorfismos de apo E foram utilizados primers complementares as regides
préximas aos cédons polimoérficos 112 e 158, localizados no exon 4 do gene para apo E. P1:
5'-ACA GAA TTC GCC CGG CCT GGT ACA C-3' P2: 5-TAA GCT TGG CAC GGC TGT
CCA AGC A-3' (HIXSON & VERNIER, 1990). A desnaturacao inicial do DNA foi obtida a
94°C por 5 minutos e a mistura de reagdo submetida em seguida a 40 ciclos de ~ 94°C por 30
segundos para desnaturacdo e 65°C por 2 minutos para o anelamento dos primers, com ciclo
final a 72°C, por 7 minutos para a extensdao das cadeias (HIXSON & VERNIER, 1990, com
modificagdo).

O produto de amplificagdo da PCR foi submetido a enzima de restricdo Hha I (5 U por
25uL. de reacdo) em banho-maria a 37°C, durante 8 horas, para clivagem das seqiiéncias
amplificadas dos alelos €2, €3 e €4 em regides especificas (GCGTC).

Os alelos distinguem-se entre si pelo contetido de cisteina e arginina nas posi¢des 112
e 158 do éxon 4. A isoforma mais comum, a apo E3 exibe uma cisteina e uma arginina nas

posicoes 112 e 158, respectivamente. A apo E4 e a apo E2 t€ém respectivamente, arginina e



cisteina em ambas as posicoes (ZANNIS et al., 1981; UTERMAN et al., 1982; DAVIGNON
et al., 1988; GOEDERT et al., 1991; FAZEKAS et al., 2006).

Foram obtidos apds restricdo com a enzima Hha I, fragmentos com 91 e 83 pares de
bases (€2), 91 e 48 pares de base (3) e 72 e 48 pares de base (e4) que foram separados por
eletroforese em gel de poliacrilamida 6% ndo desnaturado, sob corrente constante de 180
Volts, por 50 minutos. Como controle foi utilizada uma amostra de DNA padrdao (100pb
Invitrogen®). ApOs a eletroforese, o gel foi corado com brometo de etideo (0,2 mg/L) por 10
minutos e os fragmentos de DNA visualizados sob iluminag¢do ultravioleta e fotogratados por

camera Polaroid (filme Polaroid® 667). (Figuras 3 e 4)

L

Figura 3. Perfil de bandas eletroforéticas em gel de poliacrilamida 6 % com amostras de DNA
submetidas a andlise de polimorfismo de fragmento de restricdo do gene para a apolipoproteina E por restri¢ao

enzimdtica com Hhal. A letra L designa uma amostra de DNA padrio (pBR 322). pb = pares de bases




Genotipo €2/e2 €2/e3 €2/e4 £3/e3 £3/ed cd/ed
91pb< N I I
82pb< N I I I I
73 pb < I I I
48 pb < I I I I

Figura 4. Esquema mostrando a disposi¢do dos fragmentos representados por pares de bases (pb) para

cada genétipo da apolipoproteina E, sob acdo da restricdo enzimatica com Hha L.

I11.2.2.3 Polimorfismo do VDR-Fok I

A amplificacdo do seguimento polimérfico do gene VDR-Fokl ocorreu por PCR. A
deteccdo do polimorfismo Fokl seguiu o protocolo descrito por Harris et al. (1997). Os
primers: 5’-AGCTGGCCC TGGCACTGACTCTGCTCT-3’ e 5’-
ATGGAAACACCTTGCTTCTTCTCCCTC-3’ foram diluidos em 1,5 mM de cloreto de
magnésio, 60 mM de Tris HCI, pH 9,0, 15 mM NH4SO4 10% de dimetil sulféxido (DMSO),
dNTPs (200[um]M cada), 0,25uL de Taq polimerase e DNA gendmico a concentracdo de
200ng/50uL. As condi¢des de amplificacio em termociclador (Eppendorf®) foram as
seguintes: 94°C por 30 segundos para desnaturacdo do DNA, temperatura para anelamento
dos primers de 60°C por 30 segundos, 72°C por 30 segundos durante 35 ciclos de extensao.
Os produtos gerados foram digeridos pela enzima Fokl a 37°C por 3 horas e entdo submetidos
a eletroforese em gel de agarose a 2%, contendo tampao Tris-EDTA e brometo de etideo
(10mg/mL). As bandas eletroforéticas foram visualizadas sob luz ultravioleta e as imagens

registradas por camera fotografica Polaroid (filme Polaroid® 667).



O genétipo homozigoto denominado de FF, ndo contém o sitio de restricdo para a
enzima Fokl, resultando, assim, em um fragmento completo de 265 pb. A presenca do sitio de
restricdo desta enzima resulta em um fragmento de 196 pb e outro de 69 pb. Nessas
condigdes, classifica-se o gendétipo homozigoto ff, sendo que o genétipo heterozigoto Ff

contém trés bandas: uma de 265 pb, outra de 196pb e a tltima com 69 pb (Figuras 5 e 6).

> 265 pb

> 196 pb

> 69 pb

Figura 5. Perfil de bandas eletroforéticas em gel de agarose 2 % com amostras de DNA submetidas 2 andlise
de polimorfismo de fragmento de restri¢do do gene receptor da vitamina D, por restricdo enzimatica com Fokl. A
coluna de nimero 1 corresponde ao genédtipo FF; nimero 2 ao genétipo Ff e nimero 3 ao gendétipo ff. A letra L

designa o marcador de tamanho molecular (100pb Ladder, Fermentas®).
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Figura 6. Esquema mostrando a disposi¢do dos fragmentos representados por pares de bases (pb) para

cada genotipo VDR, sob acdo da restri¢do enzimatica com Fok L.

I11.2.2.4 Polimorfismos de GSTT1 e GSTM1

Os polimorfismos dos genes GSTTI e GSTMI foram detectados pela amplificacdo
génica por PCR Multiplex descrita por Abdel-Rahman et al. (1996). No procedimento da
PCR utilizaram-se 30 pmol de cada um dos primers para o genes GSTMI (5°-
GAACTCCCTGAAAAGCTAAAGC; 5°-GTTGGGCTCAAATATACGGTGG), GSTTI (5°-
TTCCTTACTGGTCCTCACATCTC; 5’-TCACCGGATCATGGCCAGCA) e CYPIAI (5’-
GAACTGCCACTTCAGCTGTCT; 5-CAGCTGCATTTGGAAGTGCTC), este ultimo
usado como um controle interno de amplificagdo. O mix de reacdo foi feito utilizando 1,5 mM
de cloreto de magnésio, 60 mM de Tris HCI, pH 9,0, 15 mM NH4SO4, dNTPs (200[um]M
cada), 0,25uL. de Tag polimerase ¢ DNA gendmico na concentracdo de 200ng/50uL. O
material foi processado em termociclador automético (Eppendorf®), sendo inicialmente
submetido a uma temperatura de 94°C por 4 minutos para pré-denaturacio do DNA e, em
seguida, por 40 ciclos com pardmetros de denaturacdo a 94°C por 2 minutos, anelamento dos
primers a 59°C por 1 minuto e extensdo da cadeia a 72°C por 1 minuto. A extensdo final deu-

se a 72°C por 10 minutos.



Os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 2% corado com
brometo de etideo (10mg/mL). A presenca ou auséncia dos genes foi visualizada com a
utilizacdo de um transiluminador e fotografada para posterior anélise. Os produtos da reagcao
foram observados como fragmentos de 480 pb para a presenga do gene GSTTI, 215 pb para a
presenca do gene GSTM1 e 312 pb para o gene CYPIAI. Na auséncia de GSTTI e GSTM1,
gendtipo nulo (0/0) visualizou-se somente a banda intermedidria correspondente ao gene
CYPIAI (presente obrigatoriamente em todos os individuos, ja que a mutacdo deste gene seria

deletéria) (Figuras 7 e 8).

> 482 pb
>312 pb

> 215 pb

Figura 7. Perfil de bandas eletroforéticas em gel de agarose 2 % com amostras de DNA submetidas a
andlise dos polimorfismos genéticos GSTTI e GSTMI. A coluna de nimero 1 corresponde aos gendtipos nulos
de GSTT1/M1 (0/0); nimero 2 aos gendtipos presentes (+/+); nimero 3 ao genétipo GSTT1 presente (+/0); e 0
nimero 4 ao genétipo GSTM 1 presente (0/+). A letra L designa o marcador de tamanho molecular (100pb

Ladder, Fermentas®).
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Figura 8. Esquema mostrando a disposi¢do dos fragmentos representados por pares de bases (pb) para

cada genétipo GSTT1/GSTM1 (0 = delecd@o do gene; + = presenca do gene).

I11.2.3 Analise estatistica

Para o estudo de varidveis com distribuicao ndo-gaussiana foram utilizados os valores
de mediana, minimo e maximo e teste de Mann-Whitney. J4 para as varidveis com
distribuicdo gaussiana foram utilizados os valores de média e desvio-padrdo e teste t. Para as
varidveis discretas aplicou-se o teste exato de Fisher. Para estimar a influéncia dos
polimorfismos e antecedentes pessoais estudados na osteoporose foi utilizado o teste de
regressao multivariada. Para analisar o tipo de segregacdo dos alelos estudados utilizou-se o

teste de Hardy-Weinberg. Admitiu-se erro o de 5% com nivel de significancia para p<0,05.
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IV. RESULTADOS

IV.1 Freqiiéncias Alélicas e Genotipicas para apoE-Hhal, VDR-Fokl, GSTTI e
GSTM1

A Tabela 1 apresenta a distribui¢do das freqii€ncias alélicas e genotipicas para o gene
APOE em pacientes com osteoporose € seus respectivos controles. A freqii€éncia do alelo €3
foi significantemente maior nos controles (0,85; P=0,0431), enquanto o alelo €4 o foi nos
pacientes (0,20; P=0,0075). O gendtipo €3/e4 destacou-se no grupo de pacientes (32,1%), em
relagc@o aos controles (13,2%; P=0,0493).

Referente ao gene VDR, observa-se que pacientes e controles ndo diferiram quanto as
freqiiéncias alélicas (P=0,1917), de acordo com a Tabela 2, que contém as freqiiéncias alélicas
e genotipicas para esse gene. O mesmo ocorreu para os gendtipos FF e Ff (P=1,1546;
P=0,0755, respectivamente), ao contrario do gendtipo ff, cuja freqii€ncia mostrou-se

significantemente maior nos pacientes (22,6%; P=0,0078).

A Tabela 3 apresenta as freqii€ncias genotipicas para os genes GSTT1 e GSTM 1. Pode-
se denotar que pacientes e controles ndo diferiram quanto a presenca (+/+) e auséncia (0/0) do
gene GSTTI (P=0,5328). Por outro lado, para o gene GSTM1, o gendtipo nulo (0/0) mostrou-
se significantemente mais freqiiente nos pacientes (64,1%) comparados aos controles (37,7%;

P=0,0112).



Tabela 1: Freqiiéncias alélicas e genotipicas para o polimorfismo apo E-Hhal em pacientes

com OStCOPOI'OSC e controles.

Paciente Controle
Apo E P*
n Freqiiéncia n Freqiiéncia
Alelo
8 0,07 9 0,08 1,0000
g2
77 0,73 90 0,85 0,0431
3
21 0,20 7 0,07 0,0075
e4
Total 1,00 1,00
Genotipo N % N %
g2/ €2 1 1,9 1 1,9 1,5024
€2/ €3 4 7.5 7 13,2 0,5378
€2/ ¢4 2 3,8 0 0 0,4976
€3/ €3 28 52,8 38 71,7 0,1817
€3/ &4 17 32,1 7 13,2 0,0493
e4/ 4 1 1,9 0 0 1,0000
Total 53 100 53 100

*Teste exato de Fisher; n = nimero de alelos; N= nimero de individuos; apo E= apolipoproteina E.



Tabela 2: Distribui¢do das freqii€ncias alélicas e genotipicas para o polimorfismo VDR-Fokl

cm pacientes com osteoporose e controles.

VDR-Fokl Paciente Controle -
n % n %
Alelo
65 0,61 75 0,71
F
f 41 0,39 31 0,29 0,1917
Total 1,00 1,00
Genotipo N % N %
FF 24 45,3 24 45,3 1,1546
Ff 17 32,1 27 50,9 0,0755
ff 12 22,6 2 3,8 0,0078
Total 53 100 53 100

“Teste exato de Fisher; n = nimero de alelos; N= nimero de individuos; VDR= receptor da vitamina D.



Tabela 3: Freqii€ncias genotipicas para os polimorfismos GSTT! e GSTM1 em pacientes com

osteoporose e controles.

Paciente Controle
Gendétipo
N % N % P*
GSTT1
+/+ 38 71,7 34 64,1
0/0 15 28,3 19 35,9
Total 53 100 53 100 0,5328
GSTM1
+/+ 19 35,9 33 62,3
0/0 34 64,1 20 37,7
Total 53 100 53 100 0,0112

*Teste exato de Fisher; N = niUmero de individuos; +/+ = presencga do gene; 0/0 = auséncia do gene.



IV.2 Antecedentes Pessoais

O hébito de fumar esteve em destaque entre os pacientes (43,4%; P<0,0001),
comparados com o grupo controle. Os pacientes que eram fumantes apresentaram o valor
médio para DMO significantemente diminuido (-3,11), em comparacdo as medidas para os

pacientes nao fumantes (-2,11; P<0,0001) (Tabela 4).

Tabela 4: Distribuicao da freqiiéncia do habito de fumar e densidade mineral éssea (DMO) de

pacientes com osteoporose e controles.

Habito de Fumar P*
DMO Sim Nao
(g/cm3) Paciente Controle Paciente Controle
N %0 N %0 N %0 N %

23 434 3 5,7 30 56,6 50 943 <0,0001
Média -3,11 -2,11 _ <0,0001

DP 0,7018 0,5886

*Teste exato de Fisher; N = nimero de individuos; DP = desvio padrao; DMO = densidade mineral 6ssea em
glem’, (- ) = sem registro.



IV.3 Associacao entre Antecedentes Pessoais e Polimorfismos apoE-Hhal, VDR-
Fokl, GSTTI e GSTM1

A Tabela 5 mostra a relag@o entre os polimorfismos apoE-Hhal, VDR-Fokl, GSTTI e
GSTM1 com o habito de fumar e DMO em pacientes e controles. As freqii€ncias genotipicas
de apoE-Hhal, VDR-Fokl, GSTT1 e GSTM1, analisadas em conjunto com o habito de fumar,
ndo apresentaram diferencas significantes entre pacientes e controles.

Em relacdo a densidade mineral oOssea (DMO), verificou-se valor para DMO
significantemente diminuido em pacientes com o genétipo -/ €4 (-2,835) comparado aqueles

portadores de gendtipos sem &4 (-2,200; P=0,0028).



Tabela 5: Polimorfismos apoE-Hhal, VDR-Fokl, GSTT1 e GSTMI1 e antecedentes

pessoais em pacientes com osteoporose e controles e sua relagdo com DMO nos pacientes.

Habito de fumar DMO (g/cm’)
Grupos Sim Nao P* Média DP pP*
Minimo/
N Yo N Yo Mediana Maximo
Paciente
apoE-Hhal
-/ 4 12 22,6 08 15,1 -2,835 -4,58/-1,74
Sem g4 11 20,8 22 41,5 0,087 -2,200 -4,50/-1,14 0,0028
VDR-Fokl
FF 11 20,8 14 26,4 -2,252 1,351
-/f 12 22,6 16 30,2 1,000 -2,598 0,760 0,2466
GSTTI
+ + 15 28,3 23 434 -2,527 0,795
00 08 15,1 07 13,2 0,378 -2,495 1,059 0,8880
GSTM1
++ 09 17,0 10 18,9 -2,516 0,534
00 14 26,4 20 37,7 0,775 -2,552 0,933 0,8797
Controle
apo E-Hhal
-/ 4 01 1,9 06 11,3
Sem &4 02 3,8 44 83,0 0,352
VDR-Fokl
FF 03 5,7 21 39,6
-/f - - 29 54,7 0,086
GSTTI
++ 03 5,7 31 58,5
00 - - 19 35,8 0,545
GSTM1
+ + 02 3,8 31 58,5
00 01 1,9 19 35,8 1,000

*Teste exato de Fisher; N = nimero de individuos; DP = desvio padrao; +/+ = presenca do gene; 0/0 = auséncia
do gene; -/ €4 = presenca de pelo menos um alelo &4, -/f = presenga de pelo menos um alelo f; DMO =

densidade mineral 6ssea em g/cm’ ; apo E= apolipoproteina E.



IV.4 Associacao entre os Polimorfismos apoE-Hhal, VDR-Fokl , GSTTI e GSTM1

A Tabela 6 apresenta a relacao entre os genotipos da apoE (sem €4 , com pelo menos um
alelo €4) , VDR-Fokl (FF, com pelo menos em alelo f), GSTTI e GSTM1 (auséncia dos dois
genes; presencga de pelo menos, um dos genes). Os gendtipos com pelo menos, um alelo f (-/f)
para VDR-Fokl associaram-se com freqiiéncia significantemente mais elevada com o
genotipo apresentando pelo menos, um alelo &4 (-/e4) (24,5%) em pacientes, quando
comparados aos controles (5,7%; P=0,0127). A combinacdo do gendtipo com a presenca de
pelo menos, um gene GSTT1 ou GSTM 1, com os gendtipos com pelo menos um alelo f (-/f) e
um alelo &4 (-/e4) apresentou freqiiéncia significantemente aumentada em pacientes (22,6%)

comparada aos controles (3,8%; P=0,008).



Tabela 6: Associacdo dos polimorfismos apoE-Hhal, VDR-Fokl, GSTT] e GSTMI em

pacientes com osteoporose e controles.

Paciente Controle P*

Combinacdes Genotipicas
N=53 %o N=53 Yo

T1*0 e M1*0 ; FF 4 7.5 1 1,9 0,363
T1*0 e M1*0 ; -/f 4 7.5 5 9.4 1,000

T1+ e/ou M1+ ; FF 20 37,7 23 43,4 0,693
T1+e/ou M1+ ;-/f 25 473 24 453 1,000

FF ; -/ ¢4 4 7.5 4 7.5 1,284

FF ; Sem ¢4 20 37,7 20 37,7 1,159

-/t -/ €4 13 24.5 3 5,7 0,013

-/f ; Sem &4 16 30,3 26 49,1 0,073
T1*%0 e M1%0 ; -/ &4 3 5,7 1 1,9 0,618
T1*0 e M1*0 ; Sem €4 5 9.4 5 9.4 1,258
T1+ e/ou M1+ ; -/ €4 14 26,4 6 11,3 0,081
T1+e/ou M1+ ; Sem €4 31 58,5 41 77,4 0,060
T1*0e M1*0; FF ; -/ e4 2 3,8 0 0,0 0,495
T1*0e M1*0 ; FF ; Sem 4 2 3,8 1 1,9 1,000
T1*0e M1*0; -/f ; -/ €4 1 1,9 1 1,9 1,505
T1*0e M1*0 ; -/f ; Sem &4 3 5,7 4 7.5 1,000
T1+ e/ou M1+ ;FF ; -/ €4 2 3,8 4 7,5 0,678
T1+ e/ou M1+ ; FF ; Sem €4 18 33,9 19 35,9 1,000
T1+elou M1+ ;-/f ; -/ €4 12 22.6 2 3,8 0,008
T1+ e/ou M1+ ;-/f ; Sem e4 13 24,5 22 41,5 0,098

*Teste exato de Fisher; N = niimero de individuos; T1+ e/ou M1 = presenca do gene GSTT1 e/ou GSTM1,
T1*0 e M1*0 = auséncia dos genes GSTT1 e GSTM1; -/ €4 = presenca de pelo menos um alelo €4, -/f = presenca

de pelo menos um alelo f.



IV.5 Influéncia da idade, habito de fumar e dos polimorfismos de apoE-Hhal,
VDR-Fokl , GSTTI e GSTM1 na Osteoporose

Os célculos de regressao mdltipla (OP = 0,25 + 0,0036 [idade] — 0,0585 [GSTT 1nulo]
+ 0,2251 [GSTMlnulo] - 0,0149 [-/f] + 0,1624 [-/e4] + 0,4381 [fumo]), mostraram
associacdo significante (P = 0,0001) entre a osteoporose (OP), idade superior a 50 anos,
habito de fumar e os alelos €4, f, M1 e T1 nulos. Houve maior contribui¢do do genétipo
GSTM1 nulo (P = 0,0115) e do hébito de fumar (P = 0,0001), confirmado pelo teste do efeito
de uma varidvel, excluindo-se os efeitos dos genoétipos -/f (P = 0,8668), GSTT1 nulo (P =

0,5288) e -/ €4 (P =0,1267), e da idade (P = 0,9705).

IV.6 Segregacao dos alelos apoE-Hhal, VDR-Fokl , GSTT1 e GSTM1 na populaciao

estudada

Os calculos de Hardy-Weinberg mostraram que os genotipos e alelos apoE-Hhal,
GSTT1 e GSTM] estao distribuidos de acordo com o equilibrio de Hardy-Weinberg em
pacientes e controles. Por outro lado, as freqiiéncias alélicas e genotipicas de VDR-Fokl
apresentaram um desvio do equilibrio de Hardy-Weinberg no grupo de pacientes

(0,01<P<0,02), o que nao foi observado nos controles.

Gene Paciente Controle
GL X’ P GL X’ P
apo E-Hhal 3 3,40 0,30<P<0,50 3 2,21 0,50<P<0,70
VDR-Fokl 1 5,53 0,01<P<0,02 1 2,86 0,05<P<0,10
GSTTI 0 0 1,0000 0 0 1,0000
GSTM1 0 0 1,0000 0 0 1,0000

*Teste de Hardy-Weinberg; GL=grau de liberdade; X°= Qui-Quadrado.
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V. DISCUSSAO

Devido ao aumento de longevidade, a osteoporose tem causado Onus ao sistema de
cuidado a sadde, pelo extenso nimero de médicos e custo econdmico de tratamento.
Aproximadamente, um milhdo e quinhentas mil fraturas sdo causadas pela osteoporose a cada
ano nos Estados Unidos (NATIONAL OSTEOPOROSIS FOUNDATION, 2001). Os custos
associados com fraturas osteoporéticas sao considerdveis, especialmente para fraturas de
quadril (RAY et al., 1997, JOHNELL, 1997). Assim sendo, os resultados obtidos neste
trabalho corroboram no melhor entendimento dessa doenca, cuja prevengdo parece ser o
melhor caminho.

Nesse particular aspecto, é evidente a importancia da participacdo genética para o
desenvolvimento da osteoporose e de como esses novos conhecimentos podem auxiliar na
deteccdo de grupos de risco. De abordagem inédita, este estudo examinou a relacdo dos
polimorfismos dos genes da apolipoproteina E (APOE) e o receptor de vitamina D (VDR) e
das glutatido-S-transferases M1 e T1 (GSTM1e GSTT1) na densidade mineral 6ssea (DMO),
em individuos normais e com osteoporose do sudeste do estado de Sao Paulo.

A andlise da distribuicdo alélica e genotipica para o gene APOE revelou freqiiéncia
significantemente maior do alelo €3, nos controles (0,85; P=0,0431), e do alelo €4 nos
pacientes (0,20; P=0,0075). O gendtipo €3/ €4 destacou-se nos pacientes (32,1%), com
relacdo aos controles (13,2%; P=0,0493). Quando examinada a relacdo entre os gendtipos
APOE com a densidade mineral &ssea em pacientes, verificou-se uma DMO
significantemente diminuida em pacientes com o gendtipo portadores de pelo menos, um
alelo €4 (-/ €4) (-2,835 DP) comparado aqueles portadores de genétipos sem &4 (-2,200 DP;
P=0,0028). Estes resultados foram confirmados por estudos anteriores que demonstraram

que pessoas idosas portadoras do alelo Apo E4, comparadas a pessoas sem Apo E4, t€ém



valores mais baixos de DMO da coluna lombar (SHIRAKI et al., 1997a; CAULEY et

al.,1999; SALAMONE et al., 2000).

Outros autores também demonstram associacdo entre esse gendtipo com marcadores nao
pesquisados neste estudo, como por exemplo, o do padrao de osteocalcina descarboxilada,
cujos niveis se mostraram elevados (SHIRAKI et al., 1997b) e associados com um risco
aumentado de fraturas, em duas a quatro vezes (KOHLMEIER et al., 1998; CAULEY et
al.,1999; JOHNSTON et al.,1999). Esses dados ndo sdo corroborados por outros, que relatam
essas relacdes com a osteoporose associadas aos gendtipos da Apo E (BOOTH et al., 2000;
HEIKKINEN et al., 2000; VON MUHLEN et al., 2001).

A ApoE é uma proteina plasmadtica, codificada por um gene no cromossomo 19
(ZANNIS et al., 1993), que media a absor¢do das lipoproteinas nos tecidos. O gene da
apolipoproteina E (APOE) tem sido considerado como um candidato para a osteoporose, dada
sua influéncia nos osteoblastos e absor¢dao de vitamina K, sendo o alelo Apo E4 um fator
genético de risco para a osteoporose. Pluijm et al. (2002) estudaram a associacdo entre a
presenca do alelo ¢4 de ApoE com diferentes aspectos, por exemplo a diminui¢io da DMO,
alta remodelacdo dssea e o risco de fratura em idosos (homens e mulheres), tendo verificado
se tais relacdes sdo modificadas pelo género e/ou idade. Os resultados confirmaram a
importincia de Apo E4 como um possivel fator genético de risco relacionado a densidade
mineral 6ssea e deformidades vertebrais, bem como sua relagdo com o género e a idade nos
homens.

Long et al. (2004) analisaram quatro polimorfismos de nucleotideo tinico (SNPs) no
gene APOE, usando testes quantitativos de desequilibrio de ligacdo (QTDT) em ntcleos
familiares caucaséides e observaram que os haplétipos do gene APOE estavam associados

com os valores de DMO em homens, mas nao em mulheres.



Referente ao gene VDR, nossos dados mostraram que pacientes e controles nao
diferiram quanto as freqiiéncias dos alelos F e f (P=0,1917). O mesmo ocorreu para os
genotipos FF e Ff (P=1,1546; P=0,0755, respectivamente), ao contrario do gendtipo ff, cuja
freqiiéncia mostrou-se significantemente maior nos pacientes (22,6%; P=0,0078). Estes dados
mostram-se de acordo com os achados da literatura, que associam a presenca do alelo f de
VDR-Fokl com a maior prevaléncia e incidéncia de fraturas e perda de massa Ossea
(BALTZER et al. 1999; GENNARI et al. 1999; GOMEZ et al. 1999), e o alelo F com DMO
aumentada em vdrias populacdes (GROSS et al.,1996; ARAI et al.,1997; HARRIS et
al.,1997; FERRARI et al.,1998; AMES et al.,1999; GENNARI et al.,1999).

O VDR ¢é um membro da familia dos receptores esterdides que media os efeitos do
metabolito ativo da vitamina D3, pela regulacdo da transcricdo de um ndmero de diferentes
genes celulares (WHITFIELD et al., 1995). Por causa do papel central do VDR na
homeostase de cdlcio e fosfato para assegurar a deposi¢do mineral dssea, o polimorfismo Fok
I tem sido estudado no contexto de sua possivel influéncia na densidade mineral Gssea.
Loretzon et al. (2000) investigando a associacdo dos polimorfismos do gene VDR com o
crescimento esquelético observaram também que os gendtipos VDR influenciam o tamanho
Osseo em todas as fases do desenvolvimento. Porém, o papel dos diferentes alelos do gene
VDR na suscetibilidade a osteoporose permanece ainda pouco entendido, devido aos achados
obtidos em pesquisas serem conflitantes ou de dificil replicacdio (KEEN et al., 1997;
UITTERLINDEN et al., 1997).

Neste estudo, a avalia¢do da relagdo entre os polimorfismos dos genes GSTTI e GSTM 1
e o desenvolvimento da osteoporose demonstrou que 28,3% dos pacientes e 35,9% dos
controles apresentavam delecdo completa do gene GSTT1 (GSTTI 0/0), nao havendo

diferencas estatisticamente significantes entre esses grupos (P=0,5328). Por outro lado,



quando analisada a freqiiéncia dos gen6tipos GSTM1, observou-se que o gendtipo nulo esteve
em maior freqiiéncia entre pacientes (64,1%) comparados aos controles (37,7%; P=0,0112).

A freqiiéncia de nulidade do gene GSTTI na populacdo, em geral é de 20 a 60%
(PEMBLE, 1994). Entre as diferentes etnias, 60% dos asiaticos, 40% dos africanos e 20% dos
caucasianos ndo expressam essa enzima (STRANGE & FRYE, 1999). No presente estudo,
32% dos individuos mostraram nulidade para GSTT1. Com relagdo ao gene GSTMI, as
freqiiéncias elevadas do gendtipo nulo caracterizado pela delecao homozigota desse gene, t€ém
sido observadas na populacdo em geral, variando de 20 a 50% (SEIDGARD, 1998; Rossini,
2002). Neste trabalho, 51% dos individuos estudados apresentaram o gendtipo GSTM1 nulo,
0 que estd em concordancia com o de outros estudos. Nesse caso, destacam-se os caucasoéides
e asidticos com freqiiéncias mais elevadas de individuos que ndo expressam essa enzima,
comparado aos africanos (BAILEY, 1998, ROTH, 2000).

Reconhecidamente, as glutatido-S-transferases sdao um dos principais grupos de enzimas
detoxificantes (PAVANELLO & CLONFERO, 2000). As enzimas codificadas pelos genes
GSTM1 e GSTTI estdo envolvidas na detoxificacdo de hidrocarbonetos arométicos
policiclicos (HAPs), um dos principais componentes da fumaca do cigarro, e de muitos
poluentes ambientais (PAVANELLO & CLONFERO, 2000). Desse modo, as células de
individuos com GSTM1/T1 nulos estdo mais suscetiveis a danos ao DNA causados por esses
agentes (Strange & Frye, 1999). Muthusami et al. (2005) estudando ratas ooforectomizadas,
como modelo para osteoporose, observaram um aumento na producdo de espécies reativas de
oxigénio juntamente com a diminuicao na atividade de complexos de detoxificag¢do, incluindo
as enzimas glutatido-S-transferases (GST). Esses resultados sugerem claramente que o
estresse oxidativo induzido, pela deficiéncia de estrégenos, nas ratas sem ovdrios € o principal

fator por trds da perda 6ssea nesses animais. Desse modo, a associacdo da osteoporose com o



estresse oxidativo permite concluir sobre a importancia das enzimas da fase II do
biometabolismo, na etiopatogénese da osteoporose.

Embora o fator genético exerca grande influéncia no processo de osteoporose, os fatores
nutricionais e antecedentes pessoais parecem influir no desenvolvimento dessa doencga, tais
como o habito de fumar e a densidade mineral dssea.

O habito de fumar esteve em destaque entre os pacientes (43,4%; P<0,0001), quando
comparado com o grupo controle (5,7%). Os pacientes que eram fumantes apresentaram
DMO média significantemente diminuida (-3,11 DP), quando comparada a dos pacientes nao
fumantes (-2,11; P<0,0001). Estes resultados eram esperados, uma vez que os componentes
quimicos do cigarro, entre eles a nicotina, atuam deprimindo a atividade do osteoblasto, tanto
diretamente ou por via hormonal (LAROCHE et al., 1994).

Dentre os constituintes quimicos de maior toxicidade do cigarro, encontram-se a
nicotina, o benzopireno e outros hidrocarbonetos arométicos e policiclicos. Esses conduzem
as lesdoes endoteliais e induzem a um aumento de catecolaminas, resultando em
vasoconstri¢do, limitando o suprimento de oxigénio nos tecidos e gerando danos as vértebras
e 0sso0s (SLOSAR et al., 2002).

O déficit médio de 5 a 10% na densidade 6ssea de individuos fumantes também ¢é
relatado (HOPPER & SEEMAN, 1994). Por seu efeito prejudicial na densidade mineral
dssea, o cigarro tem sido também apontado como capaz de aumentar o risco a fraturas (MAY
et al., 1994), bem como de induzir a perda de massa 6ssea em homens e mulheres,
provavelmente pelo seu efeito anti-estrogénico, que reduz o nivel de estradiol e aumento de
globulinas ligantes de hormoénios sexuais (DANIEL et al., 1992; HOLLENBACH et al.,
1993; EGGER et al., 1996). E pertinente ressaltar que os efeitos deletérios do cigarro nio
ficam restritos apenas a individuos idosos. Ortego-Centeno et al. (1997) relatam perda de

massa 6ssea em homens jovens e sauddveis, considerados fumantes pesados (mais de 21



cigarros/dia), ratificando o cigarro como fator de risco moderado para a osteoporose (ILL &
ALEXANDRE,1993).

A andlise da relacdo entre os polimorfismos APOE-Hhal, VDR-Fokl, GSTT1 ¢ GSTM1
com o hébito de fumar ndo apresentou diferencas significantes entre pacientes e controles,
para nenhum dos genes estudados.

Quando analisada a relacdo entre os genétipos APOE (sem €4 ; com pelo menos, um
alelo €4) , VDR-Fokl (FF ; com pelo menos um alelo f), GSTTI e GSTM1 (auséncia dos dois
genes; presenca de pelo menos, um dos genes) em pacientes e controles, 0os genétipos com
pelo menos, um alelo f (-/f) para VDR-Fokl associaram-se com freqiiéncia significantemente
maior com 0 gendtipo com pelo menos, um alelo €4 (-/e4) (24,5%) em pacientes, quando
comparados aos controles (5,7%; P=0,0127). A combinacdo do gendtipo com a presenca de
pelo menos, um gene GSTT1 ou GSTM1 com os gendtipos com pelo menos, um alelo f (-/f) e
um alelo &4 (-/e4) apresentou freqiiéncia significantemente aumentada em pacientes (22,6%)
comparado aos controles (3,8%; P=0,0078).

Estes resultados reforcam a teoria de que a osteoporose € resultado de uma complexa
interacdo entre os polimorfismos genéticos sutis e influéncias ambientais, tornando
extremamente relevante o estudo das interacdes gene-gene e gene-ambiente nessa doenca.
Isso conduzird certamente ao melhor entendimento dessa doenga, facilitando seu diagnéstico,
auxiliando, sobremaneira na identificacdo e deteccdo de grupos de risco, bem como
propiciando a conducdo de tratamentos individualizados especificos, por permitir a sele¢io de
opgoes terapéuticas mais apropriadas. Como conseqiiéncia, estratégias de prevencdo poderao
ser adotadas e marcadores genéticos possivelmente serdo, em futuro proximo, utilizados nao

apenas em estudos epidemioldgicos, como também na pratica clinica.
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VI. CONCLUSOES

1. O alelo €4 e os gendtipos €3/e4 para apolipoproteina E (apo E), ff para receptor da
vitamina D (VDR-Fokl) e GSTMI1 nulo para a glutatido-S-transferase M1 (GSTM1)
associam-se a osteoporose, sendo a nulidade do gene GSTMI um fator de risco para o
desenvolvimento da osteoporose, o mesmo nao ocorrendo para a glutatido-S-transferase T1
(GSTTI);

2. O hébito de fumar apresenta-se como fator de risco para a osteoporose entre 0S
pacientes, mostrando influenciar a densidade mineral 6ssea (DMO) de pacientes fumantes,
que mostra-se reduzida em pacientes portadores de gendtipos com pelo menos, um alelo &4
para apo E;

3- A associac@o dos gendtipos com pelo menos, um alelo f de VDR-Fokl e um alelog4
para apo E-Hhal (-/f; -/ €4) apresenta-se como fator de risco para o desenvolvimento da
osteoporose; similarmente para a associacdo dos gendtipos com a presenca de GSTTI e/ou
GSTM1 com pelo menos, um alelo f de VDR-FoklI e um alelo €4 para apo E-Hhal (T1+ e/ou

MI1+; -/f; -/ €4).
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RESUMO

A osteoporose € uma doenca metabdlica, que se caracteriza por baixa massa e
deterioragdo do tecido dsseo, conduzindo a fragilidade do osso com conseqiiente aumento do
risco de fraturas. O inicio da doenga € influenciado por uma complexa interagdo entre fatores
genéticos e ambientais, que pode afetar diferentemente os individuos. Por essa razdo, faz-se
necessario o estudo dos polimorfismos dos genes associados ao metabolismo 6sseo, como 0s
do Receptor para Vitamina D (VDR) e da Apolipoproteina E (APOE), além dos envolvidos
no biometabolismo de agentes ambientais, como as Glutatido-S-Transferases (GSTs). Foram
estudados 53 pacientes, homens e mulheres, com osteoporose e ou osteopenia, pareados por
sexo e faixa etdria com um grupo controle. O DNA foi extraido de leucécitos de sangue
periférico e amplificado por Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR). Os polimorfismos
GSTM1 e GSTT1 foram analisados em gel de agarose 2%, enquanto os da APOE e VDR
foram submetidos a restricdo enzimética com as enzimas Hha I e Fok 1, respectivamente,
seguido da andlise em gel de poliacrilamida 6%, corados com brometo de etideo e
visualizados em luz UV. A analise estatistica dos dados foi realizada, utilizando-se o teste t,
teste de Fisher, a regressdo multivariada e o teste de equilibrio de Hardy-Weinberg. O
genotipo nulo (0/0) de GSTM1 mostrou-se significantemente mais freqiiente nos pacientes
(64,1%) comparado ao dos controles (37,7%; P= 0,00112). Por outro lado, pacientes e
controles ndo diferiram quanto a presencga (+/+) e auséncia (0/0) do gene GSTT1 (P=0,5328).
A distribuicdo genotipica do polimorfismo VDR — Fok I revelou freqiiéncia significantemente
aumentada do gendtipo ff nos pacientes (22,6%; P=0,0078). Para o gene da APOE, o alelo €3
foi significantemente mais freqiiente nos controles (0,85; P=0,0431), enquanto o alelo €4 nos
pacientes (0,20; P=0,0075). O genétipo €3/e4 destacou-se nos pacientes (32,1%), com relagao
aos controles (13,2%; P=0,0493). O héabito de fumar predominou entre os pacientes (43,4%;
P<0,0001), comparado com os controles. Os pacientes fumantes apresentaram o valor médio
para densidade mineral 6ssea (DMO) significantemente diminuido (-3,11) comparado as
medidas para os pacientes ndo fumantes (-2,11; P<0,0001). As freqii€ncias genotipicas de apo
E, VDR-Fok 1, GSTTI e GSTM1, analisadas em conjunto com os valores médios de DMO
revelaram que pacientes portadores de gendtipo apo E com pelo menos, um alelo €4 (-/e4)
apresentaram DMO significantemente diminuida (-2,835) comparados aqueles portadores de
genotipos sem €4 (-2,200; P=0,0028). A andlise da relacio entre os genodtipos da apoE (sem
€4 , com pelo menos um alelo €4) , VDR-Fokl (FF, com pelo menos em alelo f), GSTTI e
GSTM1 (auséncia dos dois genes; presenca de pelo menos, um dos genes) revelou que os
gendtipos com pelo menos, um alelo f (-/f) para VDR-Fokl associaram-se com freqiiéncia
significantemente maior com o gendétipo com pelo menos, um alelo &4 (-/e4) (24,5%) em
pacientes, quando comparados aos controles (5,7%; P=0,0127). De modo semelhante, a
combinacdo do genétipo com a presenca de pelo menos, um gene GSTTI ou GSTM1 com os
gendtipos com pelo menos, um alelo f (-/f) e um alelo €4 (-/e4) apresentou também,
freqiiéncia significantemente aumentada em pacientes (22,6%), em relacdo aos controles
(3,8%; P=0,0078). Em conclusio, a presenga dos alelos €4 de apo E, o alelo f de VDR-Fokl, o
gen6tipo GSTMI1 nulo, bem como o habito de fumar podem desencadear o processo
degenerativo da osteoporose, provavelmente por interferirem nas reagdes do metabolismo
dsseo e na inativagdo de compostos quimicos.

Palavras-chave: polimorfismos genéticos, osteoporose, VDR, apo E, GSTTI, GSTM 1, hébito
de fumar e DMO.
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ABSTRACT

Osteoporosis is a metabolic disease characterized by low body mass and bone
deterioration, leading to bone fragility with the consequent increase of fractures risk. The
disease onset is influenced by a complex interaction between genetic, and environment factors
that can affect differently the individuals’ response. Therefore, the study of polymorphisms
regarding the genes involved in bone metabolism is of upgrade necessity, such as the Vitamin
D Receptor gene (VDR), Apolipoprotein E (APOE), besides the genes involved in xenobiotic
metabolism, it means, the Glutathion-S-Transferases (GSTs). We have studied 53 patients,
men and women, with osteoporosis and/or osteopenia, matched by gender and age with a
control group. The DNA was extracted from peripheral blood lymphocytes and amplified
through Polimerase Chain Reaction (PCR). GSTMI1, and GSTT1 polymorphisms were
analyzed in 2% agarose gel, while APOE, and VDR had been submitted to enzymatic
restriction with Hha I and Fok I enzymes, respectively, followed by the analysis in 6%
polyacrilamide gel, stained with ethidium bromide and visualized under UV light. The
statistic analysis was carried on using test t, test of Fisher, the multi-varied regression and the
test of Hardy-Weinberg balance. The GSTM1 null genotype (0/0) was significantly more
frequent in patients (64.1%) compared to the controls (37.7%; P= 0.00112). On the other
hand, patients, and controls did not differ concerning the presence (++) and absence (0/0) of
GSTT1 gene (P=0.5328). The genotypic distribution of VDR —Fok I polymorphism showed a
significantly increased frequency of the genotype ff in patients (22.6%; P=0.0078). For the
APOE, the allele €3 was significantly more frequent in controls (0.85; P=0.0431), while the
allele €4 was in patients (0.20; P=0.0075). The genotype €3/e4 was evidenced in patients
(32.1%), compared to the controls (13.2%; P=0.0493). The smoking habit was prevalent
among the patients (43.4%; P<0.0001), compared to the controls. The smoker patients
presented a significant reduction of the bone mineral density (BMD) mean value (- 3.11)
compared to non-smoker patients (- 2.11; P<0.0001). The genotype frequencies of apo E,
VDR-Fok I, GSTT1 and GSTMI1, grouped with the BMD average values disclosed that
patients carrying apoE genotype with at least, one allele €4 (-/e4) presented significantly
decreased BMD (- 2.835) compared to those carrying genotypes without €4 (- 2.200;
P=0.0028). The analysis of the relationship among apoE genotypes (without €4, with at least,
one allele €4), VDR-Fokl (FF, with at least, one allele f), GSTTI and GSTM1 (absence of the
two genes; presence of at least, one of the genes) disclosed that in patients, the genotypes with
at least, one allele f (-/f) for VDR-Fokl were associated with a significantly higher frequency
to the genotype presenting at least, one allele €4 (-/e4) (24.5%), compared to the controls
(5.7%; P=0.0127). Likewise, the combination of the genotypes with the presence of at least, a
gene GSTT1 or GSTM1 with the genotypes with at least, one allele f (-/f), and one allele €4 (-
/e4) also presented a significantly increased frequency in patients (22.6%), regarding the
controls (3.8%; P=0.0078). In conclusion, the presence of the alleles €4 of apo E, allele f of
VDR-Fokl, GSTM1 null genotype, as well as the smoking habit are likely to trigger the
degenerative osteoporotic process for intervening in the bone metabolism, and chemical
inactivation.

Keywords: genetic polymorphisms, osteoporosis, VDR, Apo E, GSTT1, GSTM1, smoking
habit, and Bone Mineral Density (BMD).
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Estou ciente de haver concordado em participar, voluntariamente, da
pesquisa que vem sendo realizada pelo Instituto de Biociéncias, Letras e
Ciéncias Exatas- IBILCE-UNESP de Sao José do Rio Preto-SP. Para tanto,
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apresentado em publicagdes cientificas sem a minha identificacdo.

Sao José do Rio Preto, -------- de --------mmmm e de 200 .
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QUESTIONARIO A SER RESPONDIDO PELOS PARTICIPANTES DO PROJETO
SOBRE OSTEOPOROSE.

DATA:
N° DO PACIENTE NO ESTUDO:
N° DO PACIENTE NO HOSPITAL OU CLINICA
PRIMEIRO NOME:
NOME DO MEIO:
SOBRENOME:
IDADE:
SEXO:
ENDERECO:
CIDADE:
ESTADO:
TELEFONE RESIDENCIAL.:
TELEFONE COMERCIAL.:
INFORMA COES BASICAS

1- GRUPO ETNICO:
(INDICAR DE QUE PARTE DO PAIS E ORIGINARIO):

2- ESTADO CIVIL: CASADO, VIUVO, SEPARADO, DIVORCIADO, SOLTEIRO
3- DATA DE NASCIMENTO( / / )

4- LOCAL DE NASCIMENTO:

CIDADE:

ESTADO:

PAIS:

5- QUAL E A RENDA FAMILIAR?

6- INCLUINDO VOCE, QUANTAS PESSOAS VIVEM EM SUA CASA?




HISTORICO OCUPACIONAL

QUE TIPO DE TRABALHO VOCE TEM ATUALMENTE?

QUAIS SAO SUAS MAIORES RESPONSABILIDADES NO TRABALHO?

QUAL TIPO DE FERRAMENTA, EQUIPAMENTO OU COMPOSTO QUIMICO
VOCE MANUSEIA?

PARA QUE TIPO DE COMPANHIA VOCE TRABALHA?

POR QUANTOS ANOS VOCE DESENVOLVE ESTA ATIVIDADE?

QUAL OUTRO TRABALHO VOCE TEVE ? QUANTO TEMPO?

VOCE TEVE ALGUM TRABALHO EM QUE SE EXPOS A PRODUTOS QUIMICOS
OU PESTICIDAS?

SE SIM DE DETALHES:

8- VOCE VIVE PROXIMO DE AREA INDUSTRIALIZADA? (DENTRO DE 8,0 KM DE

FABRICA OU USINA)

9- SE SIM, POR QUANTOS ANOS VOCE VIVE NESTE LUGAR?

10-EM SEU TRABALHO OU PASSATEMPO, VOCE SE EXPOS A ALGUMAS DAS
SUBSTANCIAS CITADAS ABAIXO? SE SIM, INDIQUE QUAL E POR QUANTO
TEMPO SE EXPOS.

MATERIAL

TRABALHO

PASSATEMPO

SIM

ANOS
DE _ ATE

NAO

AMIANTO

ARSENICO

CROMIO

SOLVENTE

COLA

PINTURA

PESTICIDA

HERBICIDA

FERTILIZANT
E

OLEOS
MOTOR

GASOLINA

FUMACA
CARRO

DIESEL

POEIRA
MADEIRA




MATERIAL
RADIOATIVO

SUBTS.

OUTRAS

HISTORICO DE FUMO

1- VOCE JA FUMOU, PELO MENOS 100 CIGARROS EM SUA VIDA?

SIM

NAO

2- SE SIM, QUAO FREQUENTE VOCE FUMA OU FUMOU CIGARROS?

3- VOCE ESTA FUMANDO ATUALMENTE?

4- QUANTOS ANOS VOCE TINHA QUANDO COMECOU A FUMAR?

5- EM MEDIA, QUANTOS ANOS VOCE FUMOU CIGARROS REALMENTE? NAO
INCLUA O TEMPO QUE VOCE PODE TER PARADO POR MESES OU ANOS.

6- EM MEDIA, QUANTOS CIGARROS VOCE FUMA POR DIA?

7- VOCE FUMOU NESTE ULTIMO MES?

8- SE NAO, QUANTO TEMPO FAZ QUE VOCE PAROU?

9- VOCE JA ESTEVE EXPOSTO A FUMACA DE OUTROS FUMANTES
DIARIAMENTE OU REGULARMENTE? VERIFIQUE O QUADRO ABAIXO E

RESPONDA-O.
NUNCA/ ALGUMAS | REGULARME | TEMPO DE
RARAMENTE VEZES NTE EXPOSICAO
(DE / A)
IDADE / ANOS
DURANTE A A
INFANCIA EM
CASA
ADULTO: A
EM CASA
NO A
TRABALHO

10. VOCE JA USOU ALGUM DESSES PRODUTOS DE TABACO?



SIM / DESISTI /

NAO

FREQUENCIA?

POR QUANTOS ANOS?

TABACO DE
MASCAR

CACHIMBO

RAPE

CIGARRO DE
PALHA

CHARUTO

HISTORICO DE ALCOOL

1- VOCE JA BEBEU, PELO MENOS 4 DRINQUES POR SEMANA DURANTE SEIS
MESES OU MAIS?

2- COM QUE IDADE VOCE COMECOU A BEBER REGULARMENTE?

3- NESTE MOMENTO, VOCE AINDA BEBE?

4- TANTO PARA OS QUE BEBEM ATUALMENTE COMO PARA OS EX-

BEBEDORES:

IDADE OU ANOS

INICIO / PARADA

QUANTIDADE/
SEMANA
CERVEJA

QUANTIDADE/
SEMANA
VINHO

QUANTIDADE/
SEMANA
OUTROS

A

A

A

A

5. QUA,O FREQUENTEMENTE VOCI?ZBEBE OS SEGUINTES TIPOS DE BEBIDAS
ALCOOLICAS DURANTE A REFEICAO? INCLUA AQUELAS QUE VOCE BEBE
ANTES OU APOS A REFEICAO.

ALCOOL NA
REFEICAO

NUNCA/RARAMENTE

ALGUMAS VEZES

REGULARMENTE

CERVEJA

VINHO

LICOR

6. QUAO FREQUENTEMENTE VOCE BEBE ENQUANTO FUMA?

7. VOCE SENTE CALOR NA FACE APOS BEBER ALCOOL?




EXPOSICAO A LUZ SOLAR

1. QUAL SUA COR DE OLHOS?

a) AZUL/CINZA
b) VERDE

¢) CASTANHO CLARO
d) CASTANHO ESCURO

2. COMO VOCE CLASSIFICA SUA PELE EM UMA ESCALA DE 1 (MUITO CLARA) A
10 (MORENA ESCURA)? ASSINALE UMA:

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
2. CARACTERISTICAS SOBRE BRONZEAMENTO. VOCE SEMPRE:

a) QUEIMA-SE FACILMENTE COM QUEIMADURAS DOLOROSAS E FORMACAO
DE BOLHAS SEGUIDA DE ESCAMACAO;

b) QUEIMA-SE FACILMENTE SEM FORMACAO DE BOLHAS, BRONZEIA-SE
MINIMAMENTE;

c) QUEIMA-SE MODERADAMENTE E BRONZEIA-SE FACILMENTE;

d) BRONZEIA-SE FACILMENTE, NUNCA SE QUEIMA.

3. SE VOCE FOR JOVEM, QUANTAS HORAS POR DIA VOCE SE EXPOE AO SOL?

HISTORICO MEDICO

1. VOCE JA SE SUBMETEU A RAIO- X PARA TRATAMENTO DE QUALQUER
DOENCA OU CONDICOES QUE POSSAM INCLUIR TRATAMENTO PARA ACNE,
TIMO OU AMIGDALA AUMENTADOS, TIROIDE, TINHA OU CANCER? NAO
INCLUA RAIOS- X DENTARIO PARA OSSOS QUEBRADOS.

. PARTE DO CORPO ANOS DE TRATAMENTO
DOENCA OU CONDICAO TRATADA

2. VOCE TEVE FRATURA OSSEA QUANDO CRIANCA OU NA FASE ADULTA?



4. SUA(S) FRATURA(S) DEMOROU (ARAM) MAIS DE 6 SEMANAS PARA
REPARAR?

5. VOCE TEM HISTORIA NA SUA FAMILIA DE FRATURA OSSEA?

6. SE SIM, POR FAVOR, INDIQUE EM QUAL MEMBRO DA FAMILIA E QUAL O
TIPO DE FRATURA.

FAMILIAR
TIPO DE FRATURA

MAE
PAI
IRMA
IRMAO

AVO MATERNA
AVO MATERNO
AVO PATERNA
AVO PATERNO

7. VOCE JA TEVE ALGUM TIPO DE CANCER? POR FAVOR, INDIQUE CANCER DE
PELE, MELANOMA, LEUCEMIA, LINFOMA OU DOENCA DE HODKINS, ETC.

8. VOCE JA FOI DIAGNOSTICADO COM ALGUMA DESSAS CONDICOES?

DIAGNOSTICO ANO NAO IDADE QUANDO
DIAGNOSTICADO

DIABETES
DEPENDENTE
DE INSULINA,
FORMA JUVENIL
DIABETES
DEPENDENTE DE
INSULINA,
FORMA ADULTA
CONDICOES DA
TIREOIDE
(ESPECIFICAR)
LUPUS

ARTRITE
REUMATOIDE
ESCLEROSE
MULTIPLA

9. VOCE JA TOMOU CORTICOIDE POR TRES MESES OU MAIS, POR ALGUMA
RAZAO?




10. SE SIM, POR FAVOR INDIQUE QUANDO, POR QUE E POR QUANTO TEMPO.

RAZAO DE POR QUANTO
TIPO DE TOMAR TEMPO FOI EM QUE ANOS
CORTICOIDE CORTICOIDES | ADMINISTRADO

11. A SER COMPLETADO PELAS MULHERES PARTICIPANTES DO ESTUDO.
Complete a tabela abaixo, assinalando se voc€ toma algum desses tipos de hormonios ou
pilulas anticoncepcionais listados abaixo, a idade que iniciou o uso desses medicamentos, a
idade de suspensdo dos mesmos, ou se ainda os usa, € por quantos meses ou total de anos
(circule meses ou anos) voc€ usou esses hormdnios ou anticoncepcionais. Por favor, ndo
inclua o tempo de gravidez, amamentacdo ou de suspensdo do medicamento, por alguma
razao.

TIPO DE SIM | NAO |IDADE EM IDADE EM AINDA | TOTAL
HORMONIO QUE INICIOU |QUE PAROU | USA |DE
MESES/
ANOS

PILULA
ANTICONCERP.
IMPLANTES

INJECOES

EX.: PROVERA
DISPOSITIVO
INTRA-UTERO
OUTROS

GRAVIDEZ

1. VOCE JA FICOU GRAVIDA? INCLUA TODOS OS NATIMORTOS, NASCIDOS
VIVOS, INSUCESSOS E ABORTOS.

2. COMPLETE A TABELA ABAIXO PARA TODAS AS GRAVIDEZES QUE VOCE
TEVE, INICIANDO COM SUA PRIMEIRA GRAVIDEZ. INCLUA A DATA DO
TERMINO DA GRAVIDEZ, DURACAO, SEU GANHO DE PESO E OS EFEITOS DE
CADA GESTACAO. SE A GRAVIDEZ RESULTOU EM NASCIMENTO VIVO,
PREENCHA O NUMERO DE BEBES NASCIDOS E OS MESES QUE VOCE
AMAMENTOU.



GRAVI | DATA |DURA
DEZ TERM |-CAO

I-NO EM

MESE

GANH
O DE
PESO

NATI-
MOR-
TOS

ABORT

ESPON-
TANEO
ou
MORTE
FETAL

ABOR- |GRAV |[N°DE
TO IDEZ |BEBE
INDU- |TUBA-|S
ZIDO |RIA

MESES
DE
AMA-
MEN-
TACAO

el RN Koy AU, | F S RUSH | \OF o

3. VOCE TEVE DIFICULDADES PARA ENGRAVIDAR; VOCE TENTOU POR, PELO
MENOS 12 MESES OU MALIS ?

4. VOCE RECEBEU ALGUM TRATAMENTO POR NAO SER CAPAZ DE
ENGRAVIDAR?

4. COMPLETE A TABELA ABAIXO PARA TODOS OS MEDICAMENTOS QUE VOCE
TOMOU PARA TENTAR ENGRAVIDAR. ESPECIFIQUE A IDADE QUE VOCE
COMECOU A TOMA-LOS E O NUMERO DE CICLOS QUE VOCE TOMOU CADA
DROGA. SE VOCE NAO SABE O NUMERO DE CICLOS, COLOQUE NAO SEI (NS)

MEDICAMENTO

IDADE
INICIO

1A3
CICLOS

4A6
CICLOS

TA12
CICLOS

> 12
CICLOS

NAO
SEI

CLOMID

DANAZOL OU
DANOCRINE

LUPRON (ACETATO

DE LEUPROLIDE)

BROMOCRIPINE
(PARLODEL)

HMG, PERGONAL
MENOTROPIN

GHRH

FSH

SYRANEL E/OU
SYNAREL SPRAY
NASAL

OUTROS
(ESPECIFIQUE)

HISTORICO DA MENSTRUACAO




1.

QUANTOS ANOS VOCE TINHA QUANDO SEU PERIODO MENSTRUAL
COMECOU?

2. FORNECA AS SEGUINTES INFORMACOES SOBRE SEUS CICLOS MENSTRUAIS
DURANTE A IDADE DE 18 AOS 50 ANOS. NAO INCLUA O TEMPO QUE VOCE
ESTEVE GRAVIDA, AMAMENTANDO OU USANDO PILULA ANTICONCEPCIONAL

OU OUTROS HORMONIOS.
) ) NUMERO MEDIO DE
IDADE AGRUPADA NUMERO MEDIO DE DIAS |DIAS ENTRE OS
DE SANGRAMENTO PERIODOS

18-24

25-29

30-34

35-40

3.

a)
b)
c)
d)

4.

5.

a)
b)
c)
d)
e)
f)

COMO VOCE DESCREVERIA SEU CICLO MENSTRUAL?

REGULAR SEMPRE OU QUASE SEMPRE

USUALMENTE REGULAR

NUNCA REGULAR

IRREGULAR, MAS REGULADO COM PILULA OU OUTROS HORMONIOS

VOCE JA ATINGIU A MENOPAUSA, OU SEJA, SUA MENSTRUACAO PAROU
HA, PELO MENOS, 12 MESES?

POR QUE SEU PERIODO PAROU?

MENOPAUSA NATURAL

HISTERECTOMIA ( REMOCAO DO UTERO)- APONTE A RAZAO DA CIRURGIA
REMOCAO DE AMBOS OS OVARIOS- APONTE A RAZAO DA CIRURGIA
QUIMIOTERAPIA PARA O CANCER

TRATAMENTO DE RADIACAO

OUTROS (ESPECIFIQUE)

6. QUANTOS ANOS VOCE TINHA QUANDO SEU PERIODO PAROU?

7. DURANTE OS ULTIMOS 5 ANOS OU NOS 5 ANOS ANTERIORES A CHEGADA DA
MENOPAUSA, VOCE SENTIU MUDANCAS NO SEU CICLO MENSTRUAL, OU SEJA,
O NUMERO DE DIAS DE FLUXO, O TEMPO ENTRE OS PERIODOS OU O TIPO DE
FLUXO? COMPLETE A TABELA ABAIXO.

NENHUMA |(POUCOS |[MAIS |MESES FLUXO FLUXO
MUDANCA |DIAS DIAS |VARIADOS |INTENSO [LEVE




N° DIAS

TEMPO
ENTRE OS
PERIODO
S

TIPO DE
FLUXO

REPOSICAO HORMONAL

1. VOCE JA USOU ALGUM HORMONIO DE REPOSICAO?(NAO INCLUA PILULAS
ANTICONCEPCIONAIS OU HORMONIOS DE FERTILIDADE)

2. QUAL TIPO(S) DE HORMONIO(S) VOCE TOMOU OU TOMA?

HORMONIOS IDADE DE INICIO DURACAO
MESES ANOS

PILULASADE
ESTROGENIO (Premarin,
Estrace, Estratab, Ogen,Etc.)

PROGESTERONA
(Progestin, Provera, Megace)

COMBINACAO DE
ESTROGENIO E
PROGESTERONA
(PREMPRO)

ADESIVO DE
ESTROGENIO
(ESTRADERM)

ADESIVO DE
ESTROGENIO E
PROGESTERONA
COMBINADO

ESTROGENIO E
TESTOTERONA
COMBINADOS
(ESTRATEST)

ESTROGENIO VAGINAL

SUPOSITORIOS DE
HORMONIO

TESTOSTERONA

ESTEROIDES

OUTROS (ESPECIFICAR)

NAO SABE

2. SE VOCE PAROU DE USAR HORMONIOS, QUAL IDADE VOCE TINHA AO
FAZE-LO?




3. QUAL ERA A FREQUENCIA DE SEUS PERIODOS MENSTRUAIS ANTES DE
VOCE COMECAR A TOMAR HORMONIOS?

a) EUNAO TINHA MENSTRUACAO POR 12 MESES OU MAIS

b) EU TIVE, PELO MENOS UM PERIODO NOS 12 MESES PRECEDENTES, MAS OS
CICLOS ERAM IRREGULARES

¢) MEUS PERIODOS ERAM QUASE REGULARES DURANTE OS 12 MESES
PRECEDENTES.

OUTROS FATORES

1. VOCE USOU ALGUM ANALGESICO COM PRESCRICAO OU NAO, EM
ALGUMA FASE DE SUA VIDA, PELO MENOS 3 VEZES POR SEMANA POR UM
MES OU MAIS? MUITOS DELES SAO USADOS PARA DOR, ENXAQUECA,
ARTRITE, DOR DE ESTOMAGO OU COLICA MENSTRUAL.

2. COMPLETE A TABELA ABAIXO, INDICANDO QUAL ANALGESICO VOCE
TOMOU, SUA IDADE QUANDO COMECOU A FAZER USO DELES E O NUMERO
TOTAL DE ANOS QUE VOCE O TOMOU. LEMBRE-SE DE MARCAR APENAS
AQUELES QUE VOCE TOMOU, PELO MENOS 3 VEZES POR SEMANA
DURANTE UM MES OU MALIS.

MEDICACAO SIM/ |IDADE | POR < | POR 2- | POR 4- | POR 6- | POR >
NAO DE DE 1 3 5 10 10
INICIO| ANO | ANOS | ANOS | ANOS | ANOS

ASPIRINA
(BUFFERIN,
AAS)
ACETAMINOFEN
(TILENOL,
ANACIN-3,
DORICO
PANADOL)
IBUPROFEN
( ADVIL,
INDOCIN,
NAPROSIN)
FELDENE,
LODINE

OUTROS
(ESPECIFICAR)

PERIODOS INDICADOS. PENSE NA MELHOR E MAIS EXATA MEDIA DE PESO
DURANTE CADA PERIODO SOLICITADO.

ANO 14-19 EM EM EM EM EM 70




TORNO
20
ANOS

TORNO
30
ANOS

TORNO
40
ANOS

TORNO
50
ANOS

TORNO
60
ANOS

ANOS

PASSA | ANOS
DO

PESO

EM

KG

4. QUANDO VOCE ENGORDA, ONDE SE LOCALIZA ESSE AUMENTO DE PESO?

a) QUADRIS E COXAS, PRINCIPALMENTE;

b)
c)
d)
e)

NADEGAS

CINTURA E ESTOMAGO
PEITO E PARTE SUPERIOR

TODAS AS PARTES IGUALMENTE
f) NUNCA CARREGO PESO EXTRA.

5. QUAL SUA ALTURA SEM SAPATOS?

ATIVIDADE FISICA

ATIVIDADES RELACIONADAS AO DIA- A- DIA E AO TRABALHO

1. NO ANO PASSADO, QUANTAS HORAS DIARIA EM MEDIA, VOCE GASTOU EM
CADA UMA DAS ATIVIDADES ABAIXO?

ATIVIDADE

MEDIA DE HORAS

DIARIAS

DIAS POR SEMANA

CAMINHADA ATIVA,
SUBIR ESCADAS,
TRABALHO VIGOROSO

CAMINHADA,
TRABALHO DOMESTICO,
JARDINAGEM,

TRABALHO MODERADO

FICAR EM PE OU ANDAR
NO TRABALHO

FICAR SENTADO,
DIRIGIR, ANDAR DE
ONIBUS

DORMIR

ATIVIDADES FISICAS DE LAZER

1. QUANTAS HORAS POR SEMANA OU MESES POR ANO, EM MEDIA, YOCI:Z
PASSOU PARTICIPANDO DE EXERCICIOS VIGOROSOS DURANTE O PERIODO
REQUERIDO? ATIVIDADES OU EXERCICIOS VIGOROSOS FAZEM SEU CORACAO



BATER FORTE E PROVOCAM SUOR ( NADAR, AEROBICA, CORRER, JOGGING,
BASKETBALL, PEDALAR DE BICICLETA EM SUBIDAS, ETC...)

IDADE POR GRUPO MEDIA DE HORAS POR MEDIA DE MESES POR
SEMANA ANO

ANO PASSADO

18-24 ANOS
25-34 ANOS
35-44 ANOS
45 OU MAIS

2. QUANTAS HORAS POR SEMANA OU MESES POR ANO, EM MEDIA, VOCE
GASTOU PARTICIPANDO DE EXERCICIOS MODERADOS OU ESPORTES,
DURANTE O PERIODO REQUERIDO? ATIVIDADES MODERADAS INCLUEM
CAMINHADAS, GOLFE, VOLEIBOL, TENIS RECREATIVO E ANDAR DE BICICLETA
EM NiVEL PLANO.

IDADE POR GRUPO MEDIA DE HORAS POR|MEDIA DE MESES POR
SEMANA ANO

ANO PASSADO
18-24 ANOS
25-34 ANOS
35-44 ANOS
45 OU MAIS

INFORMACOES SOBRE A ALIMENTACAO

1. VOCE ESTEVE EM DIETA NO ULTIMO ANO OU ANTES EM DECORRENCIA DE
ALGUMA DOENCA?

2. SE SIM, QUAL O TIPO DE DIETA?

PERDA DE PESO ()
CONDICAO MEDICA ()

VEGETARIANO ()

POUCO SAL ()

POUCA GORDURA OU BAIXO COLESTEROL ( )

GANHO DE PESO () OUTRA ( )

1. VOCE TOMOU VITAMINAS NO ULTIMO ANO?

2. SE VOCE TOMA VITAMINAS MULTIPLAS, ELAS CONTEM:
MINERALIS (ZINCO, FERRO, ETC.) NAO CONTEM MINERAIS NAO SABE

3. QUAL TIPO E QUANTO DE VITAMINAS VOCE TOMA?




TIPO: QUANTIDADE:
4. QUANTOS ANOS FAZ QUE VOCE TOMA VITAMINAS?

5. VOCE TOMA VITAMINAS DO TIPO STRESS TAB OU SIMILAR?

QUANTIDADE: REGULARIDADE: TEMPO:

6. VOCE TOMA VITAMINAS MULTIPLAS TIPO TERRAGRAN?
QUANTIDADE: REGULARIDADE: TEMPO:

7. VOCE TOMA ALGUMA VITAMINA UNICA EM SEPARADO AQUELAS LISTADAS
ANTERIORMENTE?

- VITAMINA A (NAO BETA-CAROTENO)

- BETA-CAROTENO

- VITAMINA C

- VITAMINA E

- CALCIO, DOLOMITA, TUMS, OSCAL-D, OSSOPAN

- SELENIO

~ZINCO

- FERRO
8. SEU SUPLEMENTO DE CALCIO CONTEM FERRO?
9. SEU SUPLEMENTO DE CALCIO CONTEM VITAMINA D?
10. SEU SUCO DE LARANJA CONTEM CALCIO?

11. VOCE TOMA OUTROS SUPLEMENTOS TAIS COMO ACIDO FOLICO, VITAMINA
B COM C, ANTIOXIDANTES, OLEO DE FIGADO, LEVEDO OU OUTROS?

12. VOCE COMPRA SUA COMIDA PRONTA?
13. QUAO FREQUENTEMENTE VOCE COME A PELE DO FRANGO?
14. VOCE COME A GORDURA DA CARNE?

15. COMO E A CARNE QUE VOCE COME?
MAL PASSADA BEM PASSADA AO PONTO

16. QUAL O TIPO DE GORDURA OU OLEO VOCE USA PARA COZINHAR?
17. QUAL O TIPO DE GORDURA VOCE ADICIONA A SALADA?

18. QUANTO VOCE COME DE SALADA POR DIA, SEMANA OU MES ?




19. SEM CONTAR OS SUCOS, QUANTO DE FRUTAS VOCE COME POR DIA,
SEMANA OU MES?

20. QUANTO DE CEREAL VOCE COME POR DIA? QUAL E O SEU FAVORITO, OU
SEJA O QUE COME MAIS FREQUENTEMENTE?

21. QUANTOS COPOS DE LEITE VOCE TOMA POR DIA, SEMANA OU MES?

22. QUANDO VOCE COME OS ALIMENTOS ABAIXO RELACIONADOS, QUAO
FREQUENTEMENTE ELES SAO SEM GORDURA (FAT FREE)?

- QUEINO

- SORVETE E YOGURT:

- MOLHO DE SALADA/MAIONESE:

- BOLACHAS/ BOLO:

- OUTROS ITENS: ESPECIFIQUE QUAL:

23. QUANDO VOCE COME OS ALIMENTOS ABAIXO RELACIONADOS, QUAO
FREQUENTEMENTE ELES SAO DE BAIXA CALORIA (LIGHT) ?

- QUENO

- SORVETE E YOGURT:

- MOLHO DE SALADA/MAIONESE:

- BOLACHAS/ BOLO:

- OUTROS ITENS: ESPECIFIQUE QUAL:

24. QUANDO VOCE COME PEIXE, VOCE USA LIMAQ?

25. QUANDO VOCE COME BACON, CARNES CURADAS, COMO PRESUNTO,
SALAME, ETC..., VOCE O FAZ JUNTO COM SUCO DE TOMATE, SUCO DE FRUTA
OU CERVEJA?

26. QUANDO VOCE BEBE CERVEJA, O FAZ COMENDO CARNE?
27. VOCE COME VEGETAIS CRUS OU COZIDOS?

Se for necessaria alguma informacao adicional no futuro, como podemos contacta-
lo? Muito obrigado por sua consideracio em dispor de seu tempo para preencher este
questionario. Estamos tentando aumentar a qualidade de nossa avaliacdo. Por favor,
indique qualquer problema, comentario ou sugestao que vocé possa ter, com relacao a
alguma questao ou item, em particular.
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