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RESUMO

A osteoporose ¢ uma afecgio comum e estima-se que cerca de 80% da sua vanagio
deve-se a factores genéticos. Recentemente, varios polimorfismos tém sido implicados na
ctiopatogenia da osteoporose pds-menopausica, nomeadamente: polimorfismo da regido de
ligagdo do factor de transcrigdo Spl do gene do colagénio tipo I 1 ( COLIA 1), polimorfismos
Fokl ¢ Bsml do gene do receptor da vitamma D ( VDR ) ¢ polimorfismo Pvull do gene do
receptor de estrogénios tipo o ( ERa ). Na populagdo portuguesa, sdo escassos os dados
relativos a frequéncia destes polimorfismos ¢ da sua influéncia na massa Ossea e/ou
metabolismo 0sseo.

O objectivo do trabalho foi analisar a associagdo dos quatro polimorfismos descritos
com a presenga de osteoporose e/ou osteopenia, a densidade mineral 6ssea, os parAmetros da
ultrassonografia do calcineo e os biomarcadores de metabolismo 6sseo; numa populagdo de
mulheres saudaveis, pds-menopausicas.

Os quatro polimorfismos foram pesquisados por analise de RFLP's, utilizando ADN
obtido de sangue periférico. Os polimorfismos do gene VDR foram determinados utilizando as
enzimas de restrigdo Fokl, sendo o alelo F caracterizado pela auséncia do sitio de corte e o alelo
f pela sua presenga, ¢ Bsml, com o alelo B reportando-se a auséncia do sitio de restrigdo € o
alelo b a sua presenga. Os genétipos do gene ERo eram reconhecidos ( alelo p ) ou ndo ( alelo P
) pela enzima de restrigdo Pvull. O alelo s, contrariamente ao alelo .8, continha a substituigdo
G—T ao nivel do local de ligagio do factor de transcrigio Spl do gene COLIA 1, sendo
submetido ao corte pela enzima de restri¢do Ball.

A densidade mineral 6ssea em diferentes localizagdes anatomicas ( coluna lombar,
tridngulo de Ward, co6lo do fémur ¢ fémur proximal ) foi determinada por densitometria Ossea
bifotonica { LUNAR Expert 1320 ). Os parametros de ultrassonografia do calcidneo foram
avaliados com o aparetho Osteometer DTU-one.

Os biomarcadores de remodelagdo 6ssea quantificados foram: PTH, osteocalcina,
fosfatase alcalina Ossea ¢ telopeptideos carboxi-terminais do colagénio tipo I séricos;
desoxipiridinolina e telopeptideos amino-terminais do colagénio tipo I urinarios.

Na nossa populagdo de 114 mulheres pés-menopausicas, com idade de 60,17 + 10,52
anos, identificAimos uma frequéncia significativamente maior do gendtipo Ss no grupo
osteopénico, por critérios densitométricos, € nos grupos osteopénico ¢ osteoporotico, apds a
aplicagdo dos critérios de Frost aos pardmetros da ultrassonografia quantitativa do calcaneo. O
genotipo Ss associou-se a valores de massa 6ssea significativamente mais baixos em todas as

localizacGes anatomicas avaliadas.



Os genétipos FF ¢ Ff foram mais prevalentes na populagio osteopénica. O genétipo ff
associou-se a valores significativamente mais elevados de massa ossea ao nivel da coluna
lombar, fémur ¢ calcaneo.

O polimorfismo Bsml do gene VDR ndo revelou diferengas na distribuigdo genotipica
entre as populagdes osteopénica e n3o osteopénica, nem entre oS grupos osteoporético € nio
osteoporotico. A presenca do alelo B associou-se a valores mais baixos de massa Ossea.

Relativamente ao polimorfismo Pvull do gene ERc, obtivemos resultados dispares em
diferentes localizagGes anatémicas, em termos de massa 0ssea.

Nio se encontrou nenhuma associagdo entre os polimorfismos analisados e o perfil de
biomarcadores de remodelagdo Ossea.

Para a populagio portuguesa avaliada, o polimorfismo Spl do gene do COLIA 1 parece
ter vantagem relativa na avaliagdo do risco individual para desenvolvimento futuro de

osteopenia ¢/ou 0steoporose.



SUMMARY

Osteoporosis is a common disorder and up to 80% of its variance is under genetic
control. Several genetic polymorphisms are implicated in the pathogenesis of osteoporosis, in
postmenopausal women. These include the Spl polymorphism of the collagen type Ia 1 (
COLIA 1) gene, the Fokl and Bsml polymorphisms of the vitamin D receptor ( VDR ) gene,
and the Pvull polymorphism of the estrogen receptor o ( ERa. ) gene. Information about their
role as determinants of bone mass and bone turnover in Portuguese populations is limited.

The aim of this work was to study the association between those several polymorphisms
and the occurrence of osteoporosis and/or osteopenia, bone mineral density, ultrasound bone
mass and bone turnover, in healthy postmenopausal women.

We determined the several polymorphisms using polymerase chain reaction-based
restriction analysis of genomic DNA, extracted from peripheral blood samples. The VDR gene
polymorphisms were detected by the restriction enzymes Fokl, where the F allele characterized
the absence of the cuttable site and the f allele its presence, and Bsml, where the B allele
indicated the absence of the cuttable sitc and the b allele its presence. ERa genotypes were
based on the presence ( p allele ) or absence ( P allele )} of the Pvull restriction site. The .§ allele
signified the absence of the G—T substitution at the binding site of the transcription factor Spl
at the COLIA1 gene and consequently the lack of the Ball restriction site, whereas s allele
indicated its presence.

Bone mincral density was determined by dual X-ray Absorptiometry ( LUNAR Expert
1320 ), at lumbar spine, Wards triangle, femoral neck and proximal femur. Calcaneal ultrasound
parameters were evaluated with an Osteometer DTU-one device.

Biochemical markers of bone turnover ( serum PTH, osteocalcin, B-CTX, bone alkaline
phosphatase and urinary deoxypiridinoline and cross-linked N-telopeptides of type I collagen )
were measured.

In a population of 114 healthy postmenopausal Portuguese women ( aged: 60,17 *
10,52 ), we observed a significantly higher Ss genotype frequency among the osteopenic group,
according dual X-ray Absorptiometry parameters and WHO criteria. Considering Frost criteria,
we verified a greater prevalence of the Ss genotype in the osteopenic and osteoporotic groups,
according ultrasound parameters. 8s genotype was significantly associated with lower bone
mass at different skeletal localizations.

FF and Ff genotypes were more prevalent among the osteopenic population. The ff
genotype presented as significantly related with the highest lumbar, femoral and calcaneal bone

mass.



Bsml VDR polymorphism showed no differences in the genotype distribution between
osteopenic and non-osteopenic groups, nor between osteoporotic and non-osteoporotic
populations. The presence of B allele was associated with lower bone mass.

Relatively to the ERo polymorphism, we obtained antagonistic results, in what concerns
to bone mass at different skeletal localizations.

We didn’t found any significant association between bone metabolism profile and the
several studied polymorphisms.

In this Portuguese population, the COLIAl Spl polymorphism seems to have some
relative advantage in assessing the individual risk for developing osteopenia and/or osteoporosis
in the future.



INTRODUCAO

1.0STEOPOROSE - DEFINICAO E DIAGNOSTICO

Em 1993, a Organizagio Mundial de Saide ( OMS ) definiu osteoporose como sendo uma
doenga sistémica do esqueleto, caracterizada por baixa massa Ossea ¢ deterioragdo da micro-
arquitectura do tecido dsseo, com consequente aumento da fragilidade do osso e tendéncia a
ocorréncia de fracturas.

A osteoporose traduz fundamentalmente uma resisténcia 0ssea comprometida. A resisténcia
do osso depende da densidade mineral 6ssea ( quantificada por densitometria ), da taxa de
remodelagdo Ossea ( avaliada pelo doscamento de biomarcadores, séricos ¢ urinarios, do
metabolismo 6sseo ) e da micro-arquitectura do osso.

As alteragdes da micro-arquitectura Ossea, no caso particular da osteoporose vertebral,
devem-se a uma diminuigio da espessura das trabéculas osseas horizontais e das conexdes entre
elas, condicionando consequentemente uma perda de resisténcia do osso. Actualmente, as
alteragbes na micro-arquitectura Ossea podem ser documentadas por tomografia tridimensional
micro-computorizada.

Classicamente, o diagnostico de osteoporose era efectuado por histomorfometria do tecido
Osseo, obtido por biopsia ossea. Actualmente e desde 1994, o diagnostico de osteoporose ¢
densitométrico ¢ baseado no valor de score T para a coluna vertebral ¢/ou fémur proximal,
segundo os critérios da OMS. O score T diz respeito ao niimero de desvios-padrio do valor de
densidade mineral ¢ssea do doente, quando comparado com o valor médio de densidade mineral
ossea duma populacdo adulta ¢ jovem, do mesmo sexo ¢ etnia. Assim, classificam-se como
normais os individuos com score 1" entre —1.0 e 1.0 (inclusivé), como osteopénicos aqueles com
score T entre ~1.0 ¢ 2.5 ¢ osteoporoticos, quando os valores sio menores ou iguais a ~2.5.
Sabe-se que uma diminui¢do de cerca de um desvio-padrdo no valor de DMO se traduz num
risco de evento fracturario duplo a quadruplo.

A ultrassonografia ¢ uma técnica recente para avaliar massa Ossea ao nivel do esqueleto
periférico. Esta técnica, pelo facto de utilizar uma onda mecénica, ¢ defimida, por alguns
autores, como tendo a capacidade de traduzir quantitativamente ndo apenas a massa 0ssea, mas
também a elasticidade € micro-arquitectura do o0sso.

A ultrassonografia do calcaneo tem particular interesse, uma vez que cste 0sso ¢
predominantemenic trabecular ¢ ¢ muito acessivel a avaliagio. Além disso, esta técnica ndo
utiliza radiagdo, ¢ de baixo custo e constitui um bom método de avaliagdo de risco de fractura,
particularmente em idosos. Os pardmetros ultrassonicos ao nivel do calcineo , nomeadamente o
broad ultrasound atenuation ( BUA ), parecem discriminar os doentes dos controlos, tio bem

quanto a densitometria Ossea. Alguns autores propuseram que valores elevados de BUA
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traduziriam preferencialmente uma massa 6ssca aumentada € que, por sua vez, valores altos de
SOS ( speed of sound ), outro pardmetro ultrassonico, estariam mais relacionados com uma boa
conectividade do osso cortical do calcineo. Estes conceitos ainda hoje sdo controversos.

Nos estudos EPTDOS e SOF (89 ¢ 90), a diminuig¢do de um desvio-padrdo no valor de BUA
traduziu-se numa duplicagio do risco de fractura da anca, sendo esta associagdo independente
do valor da densidade mineral 6ssea. Frost e colaboradores, utilizando o aparelho Osteometer
DTU-one® para o calcineo, demonstraram que um valor de score T < -1,8 era aquele que
incluia o maior nimero de individuos classificados como osteopordticos pelo método
densitométrico, no entanto a maioria dos autores utiliza como limites de score T' dos pardmetros
ultrassonicos os mesmos da densitometria ossea (88). Assim, dado que nfo estdo padronizados
os valores de score T, para os parimetros ultrassonicos do calcdnco, que definem as
subpopulagdes de risco ( osteopénica ¢ osteoporética ), esta técnica ndo esta ainda contemplada
na defini¢do actual de osteoporose.

Os marcadores bioquimicos de metabolismo 6sseo tém vindo a ser usados no
diagnostico de ostecoporose, fornecendo informagio complementar relativa a taxa de
remodelagio Ossea, ¢ na avaliagdo precoce da resposta a terapéutica.

Os biomarcadores séricos habitualmente utilizados como marcadores de formagdo ossea
sdo a osteocalcina ¢ a fosfatase alcalina 0ssea. A osteocalcina ¢ produzida pelos osteoblastos,
sendo a segunda proteina mais abundante na matriz 6ssea ( o colagénio € a mais abundante ).

Como indicadores de reabsorgdo Ossea sdo usados os produtos da degradacgdo do
colagénio tipo I como sdo os telopeptideos carboxi-terminais do colagénio tipo I ( f-CTx ) no
soro, os telopeptideos amino-terminais do colagénio tipo I ( U-NTx ) na urina ¢ o doseamento
urinano de desoxipindinolina { U-Dpyr ).

Estes marcadores apresentam grande variabilidade circadiana, com um pico nocturno, €
sazonal, com aumento dos marcadores de reabsorgdo ossea durante a época Outono/ Inverno.
Adicionalmente, eles exibem grande variabilidade inter-individual por influéncias de idade,
sexo, factores genéticos € hormonais, condi¢io fisica, estilo de vida, ctnia ¢ caracteristicas
antropomeétricas.

No estudo EPIDOS, os marcadores de reabsorcdo Ossea, mas ndo os de formagdo,
revelaram-se preditores do risco de fractura na osteoporose pés-menopausica e senil (91). Estes
marcadores de reabsorgdo Ossea parecem ser uteis na avaliagio do risco fracturario em doentes
em que, nem os dados densitométricos, nem os clinicos, sdo suficientes para corroborar a
necessidade de tratar.

Idealmente, devem avaliar-se um marcador de formagdo ¢ outro de reabsorgiio Osseas,

antes de iniciar qualquer terapéutica da osteoporose € 3 a 6 meses apés a sua instituigio.



2.EPIDEMIOLOGIA E IMPORTANCIA CLINICA DA OSTEOPOROSE

A prevaléncia de osteoporose, segundo o estudo EVOS (87), foi estimada na ordem dos
25,0% a nivel da coluna lombar e de 29,2% a nivel femural, em mulheres com idade igual ou
superior a 50 anos. Neste estudo multicéntrico europeu ¢ de realgar a representagdo da
populagdo portuguesa através de uma amostra proveniente da cidade do Porto. Nos EUA,

estima-se que 70% das mulheres com idade igual ou superior a 80 anos sio osteopordticas (94).

O impacto clinico e socio-econémico da osteoporose deve-se a morbilidade ¢ mortalidade
associadas a ocorréncia de fracturas, nomeadamente ao nivel do colo do fémur, vértebras ¢
punho.

As facturas osteopordticas do colo do fémur sdo aquelas com maior impacto em termos de
saude publica ¢ aquelas em que os dados epidemiologicos sdo mais fidedignos, uma vez que
exigem necessariamente internamento hospitalar prolongado. Um trabalho efectuado na cidade
do Porto, em 1986 ¢ para o sexo feminino, reveloun um tempo médio de mternamento de 33,8
dias ¢ uma taxa de mortalidade de 11,3% nos doentes com este tipo de fractura e tratados
conservadoramente, enquanto os intervencionados cirurgicamente exibiram um tempo médio de
internamento de 23,8 dias e uma taxa de mortalidade de 11,8% (93). Estudos internacionais
referem que a fractura do colo do fémur reduz a esperanga de vida feminina em 9.2 anos/ 1000
mulheres (92).

No estudo MEDOS (86), que visava estudar a incidéncia de fracturas do colo do fémur em
paises da Europa do Sul, verificou-se uma incidéncia em Portugal superior & da Italia e da
Turquia.

As fracturas osteopordticas vertebrais tém também importancia clinica, pois estdo
associadas a dorsolombalgias agudas e cronicas ( condicionando um marcado absentismo
laboral ), alteragdes da qualidade de vida com maior ou menor grau de incapacidade fisica, risco
aumentado de novas fracturas vertebrais ( 6 a 7 vezes superior ) € do colo do fémur ( 2 vezes
superior ). Na amostra portuguesa do estudo EVOS (87) verificou-se uma prevaléncia de
deformidades vertebrais ( resultantes de fracturas vertebrais } de 13,5%.

As fracturas de Colles ( da extremidade distal do antebrago ), embora causem uma menor
morbilidade que as da anca, podem ter complicagdes importantes, nomecadamente: deformagio
incapacitante do punho, sindrome do tanel carpico, luxagio radio-cubital, osteoartrose
radiocarpica de aparecimento tardio ¢ algodistrofia da mio.

Em suma, com base em diversos estudos epidemioldgicos dos EUA ¢ da Europa, podemos
afirmar que uma mulher de raga branca tem uma probabilidade global de cerca de 40% de sofrer
uma qualquer fractura osteoporoética ( 17,5% de fractura do colo do fémur, 15,6% de fracturas

vertebrais sintomaticas e 16% para a fractura de Colles ).



3.FACTORES DE RISCO DA OSTEOPOROSE

Actualmente considera-se a osteoporose como uma doenga de etiologia multifactorial, em
que determinados factores genéticos sio modulados por factores hormonais, nutricionais ¢
ambicntais. A osteoporose pode ainda resultar da coexisténcia de outras doengas cronicas ou ser
secundaria ao uso prolongado de determinados farmacos.

Neste contexto, ¢ possivel definir a existéncia de duas categorias de factores de risco para
osteoporose, alguns inalteriveis e outros mutaveis. Assim, os factores de risco: sexo feminino,
idade avangada, raca caucasiana, menarca tardia, menopausa precoce, nulipandade, gestagio
tinica, historia familiar de osteoporose e/ou de fracturas osteoporéticas, sdo considerados
factores de risco imutéveis. O indice de massa corporal ( Peso/Altura %) é parcialmente mutavel
dada a possivel variagdo do peso corporal.

Por outro lado, um baixo teor de calcio na dieta, pouca exposi¢do solar, imobilizagdo
prolongada, sedentarismo, habitos tabagicos ou etilicos marcados, ingestdo excessiva de café,
constituem factores de risco potencialmente modificaveis, em que ¢ possivel intervir

preventivamente, reduzindo o risco de osteoporose.

Em relagio a ocorréncia de fracturas, sdo de salientar os seguimtes factores de risco
independentes: factores genéticos, baixa massa oOssea, risco aumentado de quedas, estatura mais
elevada e maior comprimento do eixo do colo do fémur ( factor de risco documentado de

fractura do colo do fémur ).



4.0STEOPOROSE E SUSCEPTIBILIDADE GENETICA

Em diversos estudos tem sido analisada a contribuicdo de factores genéticos na
determinagiio da densidade mineral 6ssea, modulando, quer a aquisigdo do pico de massa Ossca,

quer o ritmo de perda da mesma com a idade.

Estudos familiares, incluindo analise de diferengas entre pares de gémeos mono ¢
dizigéticos, tém evidenciado a importincia dos factores genéticos na regulagdo da densidade
mineral 6ssea ¢ de outras caracteristicas fenotipicas determinantes do risco de fractura (1).
Estudos com gémeos demonstraram uma maior concordéncia nos valores de densidade mineral
bssea em pares de gémeos monozigdticos que em dizigdticos, fundamentando a dominéncia da
influéncia genética ( 2, 3, 13, 14, 28-32). Note-se que, na interpretagdo dos estudos em gémeos,
admite-se como pressuposto que os factores ambientais importantes na determinagdo desta
variabilidade fenotipica sdo igualmente semelhantes nos monozigdticos ¢ nos dizigéticos, o que
é questionavel segundo alguns autores (33).

Por outro lado, outros estudos verificaram a existéncia de menor densidade mineral ossea €
maior risco de fractura, apds a menopausa, em filhas de mulheres osteopordticas (26 e 27). A
historia familiar de fractura do colo do fémur constitui, por si s6, um factor de risco para a
ocorréncia de fracturas, independentemente do valor da densidade mineral 6ssea (1, 8, 10 ¢ 11).

A heritabilidade (contribuigio do patriménio genético para a manifestacdo de determinada
caracteristica fenotipica) da densidade mineral Ossea estd estimada entre 70 a 85%, a nivel
Jombar e do fémur proximal; rondando os 50 a 60% ao nivel do punho (1, 2, 3 ¢ 4). Pocock ¢
colaboradores mostraram que a contribuigio de factores genéticos era maior nas arcas do
esqueleto com predominio de osso trabecular, ou seja, ao nivel da coluna lombar e do tridngulo

de Ward ( ao nivel do fémur proximal ) (3).

No que concerna & perda de massa 6ssea com a idade, o consenso em relagdo a contribuigio
de factores genéticos ¢ menor. Alguns estudos prospectivos, em mulheres pos-menopausicas,
revelaram que a maior parte da perda de massa Gssea do esqueleto axial ndo era explicavel por
factores ambientais (12). Um estudo com gémeos corroborou estas conclusdes (13). No entanto,
Christian ¢ colaboradores ndo demonstraram qualquer evidéncia de efeito genético na perda de

massa ossea, ao nivel do radio, e com a idade, em gémeos do sexo masculino (14).

A heritabilidade do evento fracturario ¢ da ordem dos 25 a 35% de acordo com estudos em
gémeos ¢ familiares. Esta menor influéncia genética no risco de fractura deve-se & maior
importincia relativa de outros factores, nomeadamente os de susceptibilidade a ocorréncia de

quedas (1, 8¢ 9).



Para outros determinantes de risco de fractura, tais como os pardmetros da ultrassonografia
quantitativa do calcineo, o comprimento do eixo longitudinal e outros aspectos da geometria do
colo do fémur; foi estimada uma heritabilidade na ordem dos 65% a 85% (2, 5,6 ¢ 7).

Outros factores determinantes do risco de osteoporose, como o indice de massa corporal, as
idades da menarca ¢ menopausa, sdo significativamente modulados por factores genéticos.

Marcadores séricos, associados ao metabolismo fosfo-calcico, também apresentam valores
de heritabilidade consideravel, da ordem de 60 a 65% para a paratormona ¢ 1.25 (OH), vitamina
D ¢ de 74% para a fosfatase alcalina Ossea especifica do osso (8). Um estudo em gémeos adultos
mostrou que a maior parte da variagdo dos niveis de osteocalcina sérica ¢ também determinada
por factores genéticos (34). Apesar de estudos de metabolismo 6sseo em gémeos sugerirem uma
grande contribuigdo dos factores genéticos para a taxa de remodelagdo dssea, esta influéncia €

mais limitada no periodo pés-menopausa (35 ¢ 36).

4.1. GENES / POLIMORFISMOS ASSOCIADOS A OSTEOPOROSE

A identificagio de genes/polimorfismos associados a osteoporose tem sido efectuada
através dos estudos classicos de /inkage ( em humanos ou animais ) ¢ analise mutacional em
genes candidatos. Os estudos de /inkage em animais comportam a grande desvantagem de os
genes que influenciam a densidade mineral dssea nesses animais ndo serem necessariamente 0s

mesmaos qué no homem.

4.1.1. Estudos de linkage

Os estudos de /inkage em humanos utilizando familias numerosas com varias geragdes,
permitiram identificar os genes associados a varias doengas Osseas metabolicas ( tabela I ).As
fracturas por fragilidade 6ssca sdo uma caracteristica proeminente de algumas destas doengas
Osseas raras, como sdo os casos da osteogenesis imperfecta ( causada por mutagdes no colagénio

tipo I ') ou o sindrome osteoporose-pseudoglioma ( associado a mutagdes no gene LRP-5 ).
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Tabela 1

Loci e genes identificados em doengas 6sseas metabélicas

Doenga ¢ssea metabolica Locus | Gene
Picnodisostose 1g21 | Catepsina K
Osteopetrose/ Acidose tubular renal 18q22 | Anidrase carbonica II
Doenca de Camurati Engelmann 9q13 | TGFp1
Osteopetrose ( forma autossémica recessiva ) 11q12 | TCIRG1
Osteoporose-psendoglioma 11q12 |LPR-5
Osteopetrose ( forma autossémica recessiva ) 16p13 | CLCN7
Osteopetrose ( forma autossémica dominante ) |16pl13 | CLCN7
Esclerosteose/ Doenca de Van Buchem 17q12 | SOST

Muitos dos genes identificados nas doengas do metabolismo Osseo contribuem para a

regulagio da densidade minecral Ossea na populagio normal, sendo naturalmente genes

candidatos no estudo genético da osteoporose. Neste contexto, verificou-se que a regido

cromossomica 11q12-13, que contem os genes LRP-5 ¢ TCIRGI, esta relacionada com a

densidade mineral ossea (17) e em algumas familias esta associada a massa dssca elevada com

um padrio de transmissdo autossomico dominante (23).

A osteoporose s6 muito raramente ¢ que tem uma hereditariedade mendeliana simples,

contudo ja foram descritos duas familias com osteoporose familiar (24 ¢ 25), com mutagdes nos

genes da aromatase e do receptor de estrogénios-o. ( ERat ) respectivamente.

Outros estudos de linkage tém sido aplicados na identificacdo de loci associados a

determinadas caracteristicas fenotipicas como é o caso da densidade mineral ossea ( tabela 11 )

¢ determinados pardmetros da geometria do fémur. Estas regides sdo designadas por

quantitative trait loci (QTL)
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Tabela II-

QTL para densidade mineral ssea

Referéncia Populacio Locus | LOD score Gene

Devoto et al. (18) | Pares de irmios 1p36 3.51 DMO da anca
2p23 229 DMO da anca

4q33 2.95 DMO da anca
Niu et al. (19) Pares de irmdos |  2p21 2.15 DMO do punho
Koller et al. (20) | Pares de irmdos 1921 3.86 DMO lombar
5g33-35 223 DMO da anca

6pl1-12 2,13 DMO lombar

11q12-13 2.16 DMO da anca

Num estudo cnvolvendo 115 probandos e 499 familiares, recorrendo a marcadores
polimérficos na vizinhanga de 23 genes potencialmente determinantes da densidade mineral
ossea, obtéve-se o valor mais clevado de LOD score (2.7-3.5) no locus do receptor da
paratormona tipo 1 (PTHrl). Os loci do receptor da Vitamina D (VDR), colagénio tipo I
(COLIA1) e factor de crescimento epidérmico (EGF) também apresentaram LOD scores
positivos ( = 1.7-1.8 ) (22).

Por outro lado, Koller ¢ colaboradores identificaram multiplos loci associados a diferentes
geometrias do fémur: locus 5q € comprimento do eixo longitudinal do colo do fémur - LOD
score 4..3; locus 4q e eixo longitudinal do colo do fémur / largura do 1/3 médio do fémur - LOD
score: 3.9 e 3..5, respectivamente; 17q e largura da cabega do fémur — LOD score 3.6 ) (21).

4.1.2. Genes candidatos

Os genes candidatos para a osteoporose, € portanto os primeiros genes analisados como
genes de susceptibilidade, sdo aqueles que codificam proteinas com efeitos bioldgicos
conhecidos em termos de metabolismo éssco, condicionando a actividade de diferentes células

do tecido dsseo. Alguns desses genes estdo enumerados na tabela II1.
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Tabela IIT

Genes cuja relagio com a massa ossea ja foi estudada.

Categoria Gene candidato

VDR
ERa/p
PTH
Receptores e hormonas calciotropicas PTHR1
Receptor da calcitonina
Receptor dos glucocorticoides
Receptor sensivel ao cdlcio
Vias metabdlicas e enzimdticas Aromatase
Metaloproteinases
TGFp-1
IGF-1
Receptores, citoquinas e factores de IL-6
crescimento IL-1B
IL-1RA
TNFR2
OPG
BMP-4
COLIA1
Matriz dssea Osteocalcina
Colagenase
aHS2 glicoproteina
Apolipoproteina E
MTHFR

Outros P57 Kip
HLA

PPARy
Gene da helicase de Werner

A maioria dos estudos populacionais ou caso-controlo pretende correlacionar
determinadas variantes alélicas e/ou genotipicas (polimorfismos) com a densidade mineral
6ssea, a qualidade do osso, € a ocorréncia de osteoporose (1). Por exemplo, varios trabalhos
documentam que polimorfismos do gene TGFP1 estiio associados quer aos valores de densidade
mineral 6ssea, quer & ocorréncia de fracturas osteopordticas (15 e 16). O polimorfismo do local
de ligagio do factor de transcrigdo Spl ao gene do colagénio tipo 1 (COLIAL), além de

condicionar a massa 6ssea, determina também a qualidade do osso (35).

Contudo, os resultados destes estudos nem sempre sdo concordantes, chegando por
vezes a serem contraditorios. Isto deve-se ao facto da associagio de determinado polimorfismo
genético a determinado fenétipo numa dada populagdo, nfo ser necessariamente extrapolavel a

todas as outras.
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Assim, a distribuigio genotipica dos diversos polimorfismos pode variar de acordo com
a populagdo estudada; como € o caso do polimorfismo do local de ligagio do factor de
transcrigdo Sp1 do gene COLIAL, inexistente em algumas populagdes asiaticas (35).

Mesmo numa determinada populagdo especifica, a analise de polimorfismos pode criar
varios problemas na interpretagdo dos resultados, querrpela presenga de confundidores, quer
pela ma estratificacio fenotipica da populagéo.

O facto de um genc se associar significativamente aos valores de densidade mineral
bssea, ndo implica necessariamente a existéncia de uma rclagdo causal entre o gene ¢ o fenotipo
observado. Essa associagdo pode resultar de um desequilibrio de /inkage do gene polimoérfico
com o verdadeiro gene causal, situado na proximidade do primeiro. O desequilibrio de linkage
diz respeito ao fenémeno de dois genes muito proximos ( afastados em média de 60 a 350 kb )
serem herdados conjuntamente duma geragdo para a seguinte (1).

Por outro lado, na avaliagio de uma caracteristica fenotipica, ha sempre que considerar
as interacgdes de miltiplos genes com o ambiente. Assim, € possivel que individuos, sem
qualquer “predisposigio genética” para OSteOpOIose, apresentem um fenotipo osteoporotico
condicionado apenas por factores ambientais, ou seja, femocopias (26). Por outro lado,
individuos com um ou mais alelos de risco para osteoporose, podem nunca vir a desenvolver a
doenca por penetrincia incompleta desses genes na presenca de um ambiente favoravel ou
“protector”.

Um exemplo particular da interacgdo entre factores genéticos e ambientais corresponde
20 aumento de massa 6ssea do colo do fémur secundario ao uso de suplementos de Vitamina D,
que ¢é variavel de acordo com os polimorfismos do gene do receptor da vitamina D (VDR)

De igual modo, as diferengas de densidade mineral o6ssea em mulheres pos-
menopausicas em fungdo dos polimorfismos do gene do receptor de estrogénios -o. ( ERa ), so

sdo significativas nas mulheres sem terapéutica hormonal de substitui¢do (35).
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4.1.3. Implicagdes clinicas do estudo de polimorfismos

O resultado da investigagio da contribuigio de factores gencticos para a densidade
mineral Ossea e portanto para a osteoporose, € consistente com 0 papel de multiplos genes de
susceptibilidade que actuam em idades diferentes, cada um com um efeito modesto na
determinagiio da massa 6ssea. Alguns dos genes afectam fundamentalmente na fase de aquisi¢do
do pico de massa 6ssea, outros influenciam mais o ritmo de perda de massa dssea com a idade.

Apesar desta complexidade, o estudo de polimorfismos relacionados com a densidade
mineral dssea ¢ portanto com risco de osteoporose € de fractura , reveste-se de importancia

clinica por varios motivos:

a) Os polimorfismos identificados parecem constituir marcadores sensiveis do risco
individual de desenvolver fracturas osteoporéticas, uma vez que o valor de score T <
2.5 na densitometria 6ssea so identifica uma pequena fracgdo dos individuos que
fracturam.

b) A sua utilizagio, como preditores do risco de osteoporose ¢ de fracturas
osteopordticas, serd importante numa estratégia de medicina preventiva mais eficaz,
identificando os individuos mais susceptiveis.

c) A caracterizagio molecular pode ter importincia farmacogenética, quer na
identificagio de movos alvos terapéuticos, quer na individualizagio da estratégia
terapéutica ( ex. diferenciagdo dos respondedores ¢ resistentes a determinados

farmacos ou identificagio dos mais propensos a ocorréncia de efeitos laterais) (1).
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OBJECTIVOS

Neste trabalho pretendemos avaliar o papel de quatro polimorfismos - Ball do gene do
colagénio Io. ( COLIAL ), Pvull do gene do receptor de estrogénios o ( ERa ), Fokl € Bsml do
gene do receptor da vitamina D ( VDR ) - como marcadores de susceptibilidade para
osteoporose ou osteopenia, numa populagio de mulheres pos-menopausicas da area

metropolitana do Porto. Para isso:

e Analisimos a distribuigio genotipica dos quatro polimorfismos nos varios
subgrupos de individuos, em particular nos osteoporotico ¢ osteopénico, assim
definidos com base em dois métodos de avaliagio da massa Ossea - densitometria

dssea ¢ ultrassonografia quantitativa do calcaneo.

e Relacionamos cada um dos polimorfismos individualmente com os valores de
densidade mineral Ossea, avaliada por densitometria, em diferentes localizagGes

anatémicas e com os parimetros da ultrassonografia do calcaneo.

® Caracterizamos o perfil de metabolismo ¢sseo associado a cada um dos genotipos,

avaliado através de biomarcadores séricos € urinarios.
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MATERIAL E METODOS

1. POPULACAO ESTUDADA

A amostra populacional analisada compreendeu‘ mulheres pds-menopausicas, residentes
na 4rea metropolitana do Porto, referenciadas a partir da consulta de climatério do Servigo de

Ginecologia de um Hospital Universitario, entre Janeiro de 2001 ¢ Janeiro de 2002.

Foram excluidas as mulheres com os seguintes antecedentes :

-Ooforectomia bilateral ou menopausa natural antes dos 40 anos de idade;

-Doenga reumatoldgica,

-Doenca endécrina (ex. : Diabetes Mellitus, hipertiroidismo ou hiperparatiroidismo);

-Doenga cronica ndo-controlada;

-Doenga neoplasica actual ou prévia;

-Doenga trombo-cmbolica ( com / sem terapéutica anticoagulante ),

-Insuficiéncia renal,

-Insuficiéncia hepatica;

-Alcoolismo;

-Tabagismo;

-Toxicodependéncia;

-Imobilizagdo prolongada;

-Uso de farmacos, com comprovada ou potencial influéncia no metabolismo Osseo,
nomeadamente: suplementos de calcio e/ou de vitamina D, bifosfonatos, calcitonina, terapéutica
hormonal de substituicio ha mais de trés meses, estatinas, corticosterdides, hormonas

tircoideias, varfarina ¢ anti-epilépticos.

2. AVALIACAO CLIiNICA

Nas mulheres pés-menopausicas incluidas, procurou-s¢ obter informagdo detalhada,
através da historia clinica, relativa a idades da menarca e menopausa, historia obstétrica, historia
familiar ou pessoal de osteoporose e de fracturas ( vertebrais, do colo do fémur ou antebrago,
em consequéncia de quedas de baixo impacto ), medicacdo habitual, niveis de actividade fisica ¢
ingestdo de produtos lacteos.

Foi efectuado um exame fisico cuidadoso, sendo o peso ¢ a altura determinados,

utilizando sempre os mesmos instrumentos de medida.
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3. AVALIACAO ANALITICA

Foi efectuada uma avaliagio bioquimica, incluindo: fungio renal e hepatica, niveis
séricos de calcio ( total e ionizado ), fosforo ¢ fosfatase alcalina ossea. Esta ultima determinacgio
foi obtida apés aquecimento da amostra a 56° C durante 15 minutos.

O estudo hormonal, incluiu a determinagdo dos niveis séricos de FSH, PTH ¢ das
hormonas tireoideias ( T3 e T4 livres, TSH ). A PTH sérica foi determinada com o Nichols
Advantage™ Chemiluminescence Intact Parathyroid Hormone Immmunoassay; apresentando
um coeficiente de variagdo inter-ensaio de 5% e tendo um limite de detecgdo de 1 ng/l.

No estudo da taxa de remodelagdo Ossea, foram avaliados os seguintes biomarcadores:
osteocalcina ¢ telopeptideos carboxi-terminais do colagénio tipo I ( B-CTx ), no soro;
desoxipiridinolina ( U-Dpyr ) ¢ telopeptideos amino-terminais do colagénio tipo I ( U-NTx ). na
urina. A osteocalcina sérica foi determinada com o Electrochemiluminescence Elecsys® N-MID
Osteocalcin Immmunoassay; apresentando um coeficiente de variagdo inter-ensaio de 5% e
tendo um limite inferior de detecgdo de 0,5 ng/ml. A concentragdo de B-CTx no soro foi obtida
com o Electrochemiluminescence Elecsys® B-CrossLaps/serum Immmunoassay; apresentando
um coeficiente de variagio inter-ensaio de 5% e tendo um limite inferior de detecgdo de 0,01
ng/ml. Para o doseamento do U-NTx recorreu-se a um teste de ELISA - Osteomark® NTx Test
Enzyme-linked Immmunosorbent Assay; em que a concentragdo de NTx foi obtida por
espectrofotometria e expressa em nM de equivalentes de colagénio do osso por mM de
creatinina por litro, apresentando um coeficiente de variagdo inter-ensaio de 3-5%. A
determinagio das concentragdes de U-Dpyr foi conscguida com o Chemiluminescence
ACS:180° DPD Immunoassay. Este teste apresentou um coeficiente de variagdo inter-ensaio de
7.7% e limite inferior de detecgdo de 2,1 ng/ml ( 5.0 nM ). As concentragdes foram expressas
em nM de U-Dpyr por mM de creatinina por litro

As amostras de sangue e de urina foram obtidas de manhi € em jejum.

4. AVALIACAO DA MASSA OSSEA

A densidade mineral 6ssea foi determinada ao nivel da coluna lombar, célo do fémur,
tridngulo de Ward e fémur proximal por densitometria 6ssea bifoténica por Raios X ( DXA ).
As medicdes foram efectuadas no aparelho LUNAR Expert 1320 e a densidade mineral dssea,
foi registada, para cada uma das localizagbes anatomicas, em g/em’, sendo a precisdo da
medigdo de + 0,010 g/cm’. A osteoporose foi definida de acordo com os critérios da OMS, ou

seja, foram classificadas como osteopordticas as mulheres com valores de densidade mineral

18



Ossea igual ou inferior a -2,5 desvios-padrio do valor médio da densidade mineral Ossea
correspondente ao pico de massa dssea da populagdo adulta e jovem (pré-menopausica) de
referéncia para o mesmo sexo ( score T < -2,5 ). Foram classificadas como osteopénicas as
mulheres com valores de score T compreendidos entre -2,5 ¢ -1.

Além do score T ¢ para cada localizagdo, foi determinado o valor de score Z. Este
altimo corresponde ao mimero de desvios-padrio da densidade mineral 6ssea do individuo
avaliado, relativamente ao valor médio de densidade mineral dssea de uma populagdo de

referéncia de individuos do mesmo sexo e idade.

A avaliagio da massa éssea pelo método ultrassonico quantitativo do calcanco foi
efectuada com o aparelho Osteometer DTU-one, utilizando uma solugdo de agua e detergente
como meio de acoplamento. Este aparelho permite a escolha da drea do calcaneo a quantificar.
Os dois parimetros obtidos foram a atenuagio do ultra-som pelo osso ou BUA ( expresso em
dB/MHz ) e a velocidade de transmissdo do som ou SOS ( expresso em m/s ). Tal como na
densitometria dssca, para cada parimetro medido, o aparelho fornecia os respectivos scores Te
Z em relagdio as respectivas populagdes de referéncia: uma populagdo do mesmo sexo € adulta
jovem, no primeiro, € uma populagdo do mesmo sexo € do mesmo grupo etario, no segundo.
Todas as medigdes foram realizadas no calcineo esquerdo. O coeficiente de varagdo inter-
ensaio da BUA foi de 0,8 a 2,5% ¢ o da SOS foi de 0,2 a 0,4%.

A densitometria dssea ¢ a ultrassonografia quantitativa do calcaneo foram realizadas no

mesmo dia, na maioria das situagdes.

5. ESTUDO GENETICO

A colheita de sangue para extracgdo de ADN foi realizada apos obtengdo de
consentimento informado e de acordo com as directrizes do Conselho de Etica do nosso
hospital.

O DNA foi obtido a partir dos leucécitos do sangue periférico, utilizando o método
classico de extracgio - sal-cloroférmio -, conforme descrito por Mullenbach et al — 1989 .

Os polimorfismos foram determinados utilizando os métodos descritos previamente na
literatura (37, 93, 96 ¢ 97, respectivamente para 5.1, 5.2, 5.3 ¢ 5.4). Em todos os casos foi usada
a técnica de RFLP’s. Nesta técnica, o produto de amplificagio do gene em causa, obtido por
PCR (Polymerase Chain Reaction), ¢ submetido a acgdo {corte) de diferentes enzimas de
restrigio especificas. A determinagdo dos pesos moleculares dos diferentes fragmentos de DNA
obtidos (apés a sua separagdo por electroforese em gel de agarose) permite identificar o

polimorfismo em causa.
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5.1. Polimorfismo Bal 1 do gene do colagénio fa. (COLIA 1)

Com o objectivo de amplificar a zona do polimorfismo G—T no sitio de ligagdo do
factor de transcrigio Spl no genec COLIAL, foi utilizado o par de primers com as scguintes
sequéneias : forward ou COLIA 1 5 - TAACTTCTGGACTATTTGCGGACTTTTTGG-3" ¢
reverse ou COLIA 2: 5-GTCCAGCCCTCATCCTGGCC-3". Para obter as melhores condigdes
de amplificagdo desta regido com a Platinum Tag DNA Polymerase, as reacgdes de PCR foram
cfectuadas utilizando 50 ng de ADN genémico ¢ 0.5 pM de cada um dos primers, numa mistura
contendo 1.5 mM de MgCl,, 0.2 mM de dNTP’s, 1x PCR Rxn Buffer (Invitrogen), perfazendo
um volume final de 20pl em cada reacgdo. A reacgio de amplificagdo decorreu no
termociclador 9700 (Applied Biosystems), realizando-se 40 ciclos de amplificagio nas seguintes
condigdes: desnaturagdio inicial a 94°C, durante 3 minutos, antes do primeiro ciclo;
desnaturagio a 94°C, durante 50 segundos; annealing a 60-72°C, durante 10 segundos,
aumentando 1°C por cada ciclo a partir de 60°C; extensdo a 72°C, durante 15 segundos, € com
uma extensdo de 5 minutos a 72°C no ltimo ciclo. Os produtos da PCR foram digeridos com a
Misl (Ball) de acordo com as indicagdes do fabricante (MBI Fermentas). Os fragmentos
resultantes da digestdo foram revelados, apés electroforese em gel de agarose. Os produtos de
PCR reconhecidos pela enzima de restrigio Ball correspondiam a0s alelos s ¢ resultaram numa
banda de 246 bp, enguanto que os produtos sem o sitio de restrigao correspondiam aos alelos 5 ¢

constituiram uma banda de 264 bp.

5.2. Polimorfismo Fok I do gene do receptor da vitamina D ( VDR )

Com o objectivo de amplificar o exdo 2 do gene VDR utilizamos o seguinte par de
primers: VDR2a: 5-AGCTGGCCCTGGCACTGACTCTGCTCT-3" ( sequéncia do primer
Jorward ) ¢ VDR2b: 5 -ATGGAAACACCTTGCTTCTTCTCCCTC-3" ( sequéncia do primer
reverse ). Para obter as melhores condigdes de amplificagdo desta regifo com a Platinum Tag
DNA Polymerase, as reacgdes de PCR foram efectuadas utilizando 50 ng de ADN genémico e
0.5 uM de cada um dos primers numa mistura contendo 1.5 mM de MgCl,, 0.2 mM de dNTP's,
1x PCR Rxn Buffer (Invitrogen), perfazendo um volume final de 20pl em cada reacgdo. A PCR
decorreu no termociclador 9700 (Applied Biosystems), realizando-se 35 ciclos de amplificagdo
nas scguintes condigdes: desnaturagdo inicial a 94°C, durante 7 minutos, antes do primeiro
ciclo; desnaturagio a 94°C, durante 45 segundos; annealing a 60°C, durante 45 segundos;
extensio a 72°C, durante 45 segundos. Os produtos da PCR foram digeridos com a Fok 1
(Behringer Mannheim) de acordo com as indicagdes do fabricante. Os fragmentos resultantes da

digestio foram revelados, apos electroforese em gel de agarose. O produto de amplificagdo ndo
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reconhecido pela Fok 1 apresentava 265 bp ¢ foi designado por alelo F, enquanto que a presenga
do sitio de restrigio da enzima ( com a obtencdo de duas bandas, uma de 196 bp e outra de 69
bp ) foi denominada de alelo £

5.3. Polimorfismo Bsm 1 do gene do receptor da vitamina D ( VDR )

Para amplificar a sequéncia especifica entre o ¢xdo 7 ¢ o intrdo 8 do gene VDR
utilizamos 0 seguinte par de primers: VDR la: 5-
CAACCAAGACTACAAGTACCGCGTCAGTGA -3° ( sequéncia do primer forward ) ¢
VDR1b: 5-AACCAGCGGGAAGAGGTCAAGGG -3° ( sequéncia do primer reverse ). Para
obter as melhores condicdes de amplificagdo desta regido com a Platinum Tag DNA
Polymerase, as reacgdes de PCR foram efectuadas utilizando 50 ng de ADN gendmico € 0.5 uM
de cada um dos primers numa mistura contendo 1.5 mM de MgCl,, 0.2 mM de dNTP's, 1x PCR
Rxn Buffer (Invitrogen), perfazendo um volume final de 20ul em cada reacgdo. A PCR
decorreu no termociclador 9700 (Applied Biosystems), realizando-se 35 ciclos de amplificacdo
nas seguintes condigdes: desnaturagdo inicial a 94°C, durante 5 minutos, antes do primeiro
ciclo; desnaturagdo a 94°C, durante 60 segundos; annealing a 57°C, durante 60 segundos;
extensdo a 72°C, durante 60 segundos, € com uma extensio de 5 minutos a 72°C no ultimo
ciclo. Os produtos da PCR foram digeridos com a Mval2691 (Bsm I) de acordo com as
indicagdes do fabricante (MBI Fermentas). Os fragmentos resultantes da digestdo foram
revelados, apos electroforese em gel de agarose. O produto de amplificagdo nao reconhecido
pela Bsm I apresentava 900 bp e foi designado por alelo B, enquanto que a presenga do sitio de
restrigio da enzima ( com a obtengdo de duas bandas, uma de 700 bp e outra de 200 bp ) foi

denominada de alelo &.

5.4. Polimorfismo Pvu 11 do gene do receptor de estrogénios a ( ERa )

Para a amplificagio deste fragmento do gene ERa. contendo o exdo 2 e parte do intrdo 1
utilizamos 0 seguinte par de primers: ERI: 5-
CTGCCACCCTATCTGTATCTTTTCCTATTCTCC -3° ( sequéncia do primer forward ) e
ER1: 5-TCTTTCTCTGCCACCCTGGCGTCGATTATCTGA -3’ ( sequéncia do primer
reverse ). Para obter as melhores condigdes de amplificagdo desta regido com a Platinum Tag
DNA Polymerase, as reacgdes de PCR foram efectuadas utilizando 50 ng de ADN gendmico ¢
0.5 uM de cada um dos primers numa mistura contendo 1.5 mM de MgCl;, 0.2 mM de dNTP's,
1x PCR Rxn Buffer (Invitrogen), perfazendo um volume final de 20pul em cada reacgdo. A PCR
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decorreu no termociclador 9700 (Applied Biosystems), realizando-se 35 ciclos de amplificagio
nas seguintes condigdes: desnaturagdo inicial a 94°C, durante 5 minutos, antes do primeiro
ciclo; desnaturagdo a 94°C, durante 30 segundos; annealing a 60°C, durante 20 segundos;
extensdo a 72°C, durante 90 segundos, e com uma extensdo de 10 minutos a 72°C no ultimo
ciclo. Os produtos da PCR foram digeridos com a Pvu 1l (Promega) de acordo com as
indicagdes do fabricante. Os fragmentos resultantes' da digestdo foram revelados, apos
electroforese em gel de agarosc. A presenca do sitio de restrigio da enzima condicionou 0

aparecimento de dois fragmentos, um de 850 bp ¢ outro de 450 bp, ¢ foi designada de alelo p.
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6. ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica foi realizada com recurso ao programa SPSS 11.0 ( SPSS, Chicago,
IL).

A normalidade das variaveis quantitativas foi avaliada através do teste ndo-parametrico
de Kolmogorov — Smirnov. Todas elas, com a excepgdo dos valores de NTx-U e Dpyr-U,
apresentaram uma distribui¢do normal.

Comparamos as frequéncias de cada um dos gendtipos (respeitantes a cada um dos
polimorfismos estudados), nas populagdes osteopénica versus nao osteopénica e osteoporotica
versus ndo osteopordtica, pelo teste do Qui Quadrado (x ?).

As associagdes dos diferentes gendtipos com os valores dos biomarcadores séricos de
remodelagio déssea ¢ dos scores Z dos pardmetros densitométricos ¢ ultrassonicos, foram
analisadas por regressdo linear simples ( One —way analysis of variance, ANOVA ). A sua
relagio com os valores de NTx-U e Dpyr-U foi determinada com o teste ndo-paramétrico de
Kruskal-Wallis.

A associagio dos diferentes gendtipos com os valores absolutos dos pardmetros
densitométricos e ultrassonicos, foi efectuada recorrendo ao modelo de Regressdo Linear

Multipla, ajustando para a idade, anos de menopausa ¢ indice de massa corporal.
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RESULTADOS

Avalidmos 114 mulheres pos-menopausicas, com idade média de 60,17 + 10,52 anos (
idades compreendidas entre os 43 € os 83 anos ) ¢ com 14,34 + 11,41 anos apds a menopausa. A
menarca tinha ocorrido, ecm média, aos 13,09 £ 1,76 anos de idade (entre os 9 € os 19 anos).

Nenhuma das mulheres avaliadas realizava exercicio fisico regular, embora todas
referissem marcha diaria com duragdo continua superior a meia hora. Todas afirmaram ingerir
produtos lacteos em quantidade abundante ( mais de cinco vezes por semana ). A maioria

apresentava excesso de peso, com um indice de massa corporal médio de 27,19 + 4,37 Kg/m?.

Todas as 114 mulheres realizaram densitometria oOssea, 102 concluiram o estudo

analitico completo, mas apenas 58 foram avaliadas por ultrassonografia do calcaneo.

1. POLIMORFISMO Bal1DO GENE COLIA 1

Na Tabela 1 estio patentes as distribuigdes dos diferentes gendtipos do polimorfismo
Ball do gene COLIA1 na nossa populagio de mulheres pés-menopausicas.

A distribuicdo dos gendtipos foi semelhante entre as populagdes osteoporética € ndo
osteoporotica, independentemente do método de medi¢do da massa ossea. As mulheres com
osteopenia, na densitometria Ossea, apresentaram uma frequéncia do genétipo Ss
significativamente mais elevada ( p=0,004 ), que as ndo osteopénicas. Contudo ¢ de salientar a
baixa frequéncia do genoétipo ss nesta populagdo ( 4,9% , 5/102).

Classificando as mulheres como osteopénicas € osteoporéticas segundo os critérios de
Frost (88) para a ultrassonografia do calcaneo, as diferengas na distribuigdo genotipica entre
ostcopordticas ¢ ndo osteopordticas ¢ entre osteopénicas e ndo osteopénicas, foram

tendencialmente significativas, com valores de p = 0,061e p= 0,057, respectivamentc.



Genétipos do polimorfisme Ball do gene COLIA1 p
s Ss SS
Sem osteopenia 14% (3122) 9% (2/22) T1% (17/22)
Com osteopenia 2% (2/80) 43% ( 34/80) 55% ( 44/80) 0,004
Densitometria | Sem osteoporose 8% (4/53) 34% ( 18/53) 58% ( 31/53)
ossea Com 2% ( 1/48) 38% ( 18/48 ) 60% ( 29/48 ) 0,444
osteoporose -
Sem osteopenia 17% (2/12) 8% (1/12) 75% ( 9/12)
Com osteopenia 2% ( 1/46 ) 31% ( 14/46 ) 67% ( 31/46 ) 0,057
Sem osteoporose 9% (3/33) 21%( 7/33) 70% ( 23/33)
Método Com 0% 32%( 8/25) 68% ( 17/25) 0,232
ultrassonico osteoporose
quantitativo do "Sem osteoporose | 12%( 3/24 ) 17%( 4124 ) T1%( 17724 )
calciineo .
Com 0% 32%( 11/34 ) 68%( 23/34 ) 0,061
osteoporose *

Tabela 1 - Distribuigéio dos diferentes gen6tipos do polimorfismo Ball do gene COLIA1 nas populagdes osteopénica
versus néo osteopénica e osteopordtica versus nio osteoporotica, definidas quer pelo método densitométrico quer
pelo ultrassonico; (* definigfio de osteoporose segundos os critérios de Frost et al. ), e sua significincia, analisada

pelo teste do y * ( nivel de significéincia : p<0,05 )

Os valores médios de score Z de todos os parAmectros densitométricos avaliados
mostraram-se significamente diferentes nos varios genétipos do polimorfismo Ball do gene
COLIA1( Tabela 2 ). Assim, o genétipo Ss associou-se sistematicamente aos valores mais
baixos de score Z ao nivel lombar ¢ femural, ou seja, quer ao nivel de areas com predominio de
osso cortical ( colo do fémur ) quer de osso trabecular ( coluna lombar e tridngulo de Ward ).

Os valores de score Z dos parametros ultrassonicos ndo diferiram significativamente

entre os varios genotipos deste polimorfismo.

Genoétipos do polimorfismo Ball do gene COLIA1 p
s Ss SS

Score Z 1114 1,060 £ 1,716 -1,085 + 1,222 -0,894 + 0,989 0,001
Score Z Colo fémur 0,560 + 0,305 -0,601 + 0,843 -0,366 + 0,865 0,016
Score Z A Ward 0,720 + 0,502 0,715 £ 0,917 -0,445 + 0,853 0,003
Score Z Fémur total 1,200 + 0,930 -0,377 £+ 0,934 -0,208 + 0,842 0,001
Score Z BUA 0,730 £ 0,604 -0,805 + 1,362 0,621 +1,227 0,159
Score Z SOS 0,603 £0,235 -0,510 £ 1,186 -0,060 £ 1,058 0,201

Tabela 2— Diferengas entre os varios genotipos do polimorfismo Ball do gene COLIA1 no que respeita aos valores
de score Z dos parametros densitométricos e ultrassonicos, analisadas por regressdo linear simples ( ANOVA ) (

nivel de significincia : p<0,05 )
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Em relagio a densidade mineral Ossea, o gendtipo Ss também se associou

significativamente aos valores mais baixos nas diferentes localizagSes anatomicas ( Tabela 3 ).

Esta associagdo nio se verificou para o pardmetro ultrassénico BUA.

Gendtipos do polimorfismo Ball do gene COLIA1 p
sS Ss SS

DMO L114 (g/cm®) 1,128 £ 0,277 0,884 + 0,172 0,912 + 0,156 <0,001

DMO Colo fémur 0,913 £ 0,099 0,777 £ 0,121 0,806 + 0,173 <0,001
(g/cm®)

DMO A Ward 0,783 + 0,134 0,603 + 0,149 0,649 + 0,146 <0,001
(g/em®)

DMO Fémur total 1,042 + 0,177 0,860 + 0,128 0,881 + 0,138 <0,001
(g/em®)

BUA (dB/MHz) 51,414 + 10,907 43,392 + 11,705 42,554 + 9,848 0,002

SOS (m/s) 1553.951 £ 3,117 1539,138 £ 12,234 1542,650 + 12,352 0,086

Tabela 3— Diferencas entre os vdrios genétipos do polimorfismo Ball do gene COLIAI no que respeita aos valores
absolutos dos pardmetros densitométricos e ultrassonicos, analisadas por regressdo linear miltipla ( ajustando para as

variaveis idade, anos de pés-menopausa e indice de massa corporal ) ( nivel de significancia | p<0,05 )

Nido se encontraram diferengas significativas entre os diversos genétipos do
polimorfismo Ba/l do gene COLIA1 e os niveis séricos de PTH, 25 ( OH ) vitamina D3 e de
biomarcadores de remodelagio 6ssea { Tabela 4 ). A analise de Kruskal-Wallis também ndo
revelou diferengas significativas nas concentragdes de Ntx-U e Dpyr-U, entre os gendtipos.

Genotipos do polimorfismo Ball do gene COLIA1 P
s Ss ANy

PTH (pg/ml) 28,800 £+ 5,393 48,094 + 23,630 43,283 + 19,829 0,317

FA éssea (U71) 29.000 £ 11,790 28,500 + 15,375 29,360 +£23,404 0,991

Osteocalcina 24633 +£9,154 19,261 £+ 10,604 19,372 + 8,775 0,636
(ng/ml)

CTx (ng/ml) 0,343 +. 0,275 0,292 + 0,212 0,308 £0,211 0,920

25 (OH) vit.D3 10,850 + 3,323 15,307 £6,752 15,615 + 9,100 0,736
(ng/ml)

Tabela 4 - Diferengas entre os varios genotipos do polimorfismo Ball do gene COLIAI no que respeita aos niveis
séricos dos biomarcadores de remodelagdo 6ssea, PTH e 25 (OH) vit. D3, analisadas por regressdo linear simples (

ANOVA ) ( nivel de significincia : p<0,05)
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2. POLIMORFISMO Fok 1 DO GENE VDR

Relativamente ao polimorfismo Fokl do gene VDR, observamos que a distribuigdo dos
diferentes gendtipos pelas populagdes osteoporética ¢ ndo osteopordtica, foi semelhante ¢
independente do método de quantificagio da massa ¢ssea utilizado. Contudo, as mulheres que
apresentavam osteopenia, segundo a densitometria Ossea, tinham uma prevaléncia

significativamente mais elevada dos genétipos Ff e FF que as ndo osteopénicas ( Tabela 5 ).

Genétipos do polimorfisme FoklI do gene VDR p
r Ff FF
Sem osteopenia 27% (6/22) | 41%(922) 32% (7122)
Com osteopenia 6% (5/80) 45% ( 36/80) 49% ( 39/80) 0,016
Densitometria | Sem osteoporose | 17% ( 9/53 ) 38% (20/53) | 45% (24/53)
ossea Com 6% ( 3/48 ) 48% ( 23/48 ) | 46% ( 22/48) 0,217
asteoporose
Sem osteopenia 16% (2/12) 42%( 5/12) 42% (5/12)
Com osteopenia 13% ( 6/45) 42% ( 19/45) 45% (20/45) 0,955
Sem osteoporose 15% ( 5/33) 33%( 11/33) 52% ( 17/33)
Método Com 13% ( 3124 ) 54% ( 13124 ) 33%( 8/24 ) 0,280
ultrassonico osteoporose
quantitativo do Sem 13% ( 324 ) 29% ( 7124 ) 58% ( 14/24)
calciineo osteoporose* 0,157
Com 15% ( 5/33) 52% ( 17/33) 33%(11/33)
osteoporose*

Tabela 5 - Distribuigio dos diferentes gendtipos do polimorfismo Fokl do gene VDR nas populagdes osteopénica
versus nfo osteopénica e osteopordtica versus ndo osteoporética, definidas quer pelo método densitométrico quer
pelo ultrassénico (* definigdo de osteoporose segundo os critérios de Frost et al. ), ¢ sua significincia, analisada pelo
teste do x * ( nivel de significincia : p<0,05 )

A presenga do alclo F ( em homo ou heterozigotia ) associou-se significativamente a
valores mais baixos de score Z ao nivel do fémur proximal ( Tabela 6 ). Os valores de score Z,
nas restantes localizagdes anatomicas, nio foram significativamente difcrentes entre os varios

genotipos deste polimorfismo.
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Gendétipos do polimorfismo Fokl do gene VDR p
I Ff FF

Score Z L114 0,391 £1,374 -0,991 £ 1,209 0,834 £ 1,120 0,326
Score Z Célo fémur -0,018 £ 0,643 -0,418 £0,939 -0,465 £ 0,813 0,297
Score Z A Ward -0,200 £ 0,591 0,491 £0,979 -0,536 + 0,901 0,575
Score Z Fémur total 0,518 + 0,988 -0,289 + 0,936 -0,243 + 0,823 0,026
Score Z BUA -0,093 £ 1,535 -0,900 = 1,134 0,428 +1,209 0,098
Score Z SOS 0,462 + 2,084 0,251 £ 0,955 -0,060 £ 0,725 0,762

Tabela 6— Diferencas entre os varios genétipos do polimorfismo Fokl do gene VDR no que respeita aos valores de
score Z dos parametros densitométricos e ultrassonicos, analisadas por regressdo linear simples ( ANOVA ) ( nivel

de significancia : p<0,05 )

O gendtipo FF associou-se significativamente a valores mais baixos de densidade
mineral 6ssea na coluna lombar, colo do fémur e tridngulo de Ward ( Tabela 7 ). Relativamente
a densidade mineral éssea do fémur proximal ¢ ao valor de BUA, encontramos valores mais

baixos na populagio heterozigota- Ff .

Gendtipos do polimorfismo Fekl do gene VDR p
¥id Ff FF
DMO L1LA4 (g/em?®) 1,015 £ 0,190 0,901 + 0,177 0,901 + 0,165 <0,001
DMO Célo fémur 0,874 £ 0,113 0,808 + 0,138 0,777 £ 0,175 <0,001
(g/em®)
DMO A Ward 0,688 + 0,123 0,639 + 0,151 0,626 + 0,158 <0,001
(g/em’)
DMO Fémur total 1,012 + 0,149 0,866 + 0,131 0,870 + 0,132 <0,001
(g/em®)
BUA (dB/MHz) 47,556 + 11,337 40,171 +9,750 45,037 + 10,104 0,001
SOS (m/s) 1545,753 £21,738 | 1540927 + 11,345 1543,098 £ 9,114 0,211

Tabela 7- Diferengas entre os varios gendtipos do polimorfismo Fokl do gene VDR no que respeita aos valores
absolutos dos pardmetros densitométricos e ultrassonicos, analisadas por regresséio linear multipla ( ajustando para as

variaveis idade, anos de pos-menopausa e indice de massa corporal ) ( nivel de sigmficineia : p<0,05)

Nio se encontraram diferengas significativas entre os varios gendtipos do polimorfismo
Fokl do gene VDR nos niveis séricos de PTH, 25 ( OH ) vitamina D3 ¢ de biomarcadores de
remodelacdo ossea ( Tabela 8 ). A analise de Kruskal-Wallis também nio mostrou diferengas

nas concentragdes de Ntx-U e Dpyr-U, entre os varios genétipos.
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Gendtipos do polimorfismo Fokl do gene VDR p
Vi Ff FF

PTH (pg/ml) 47,750 + 26,522 43,815 + 17,152 42,969 + 23,051 0,855

FA dssea (U/) 28,560 £ 19,184 27,500 £ 23,692 30,880 £ 19,533 0,851

Osteocalcina 17,713 £7,152 21,762 £ 10,890 17,440 + 7,435 0,213
(ng/ml)

CTx (ng/ml) 0,251 + 0,154 0,330 + 0,231 0,292 +0,210 0,627

25 (OH) vit.D3 14,288 + 9,527 16,276 + 9,484 14,453 5,150 0,754
(ng/ml)

Tabela 8- Diferengas entre os vérios gendtipos do polimorfismo Fokl do gene VDR no que respeita aos niveis
séricos dos biomarcadores de remodelagio 6ssea, PTH e 25 (OH) vit. D3, analisadas por regressdo linear simples (
ANOVA ) ( nivel de significincia : p<0,05 )

3. POLIMORFISMO Bsm 1 DO GENE VDR

Relativamente ao polimorfismo Bsml do genc VDR, ndo constatamos quaisquer
diferengas na distribuicdo genotipica, quer nas populagdes osteoporotica versus niao
osteoporotica, quer nas populagdes osteopénica versus nio osteopénica, independentemente do

método de quantificagdo da massa dssea ( Tabela 9 ).

Genotipos do polimorfismo Bsm I do gene VDR p
bb Bb BB
Sem osteopenia 41% (9/22) 32%(7/22) 27% (6/22)
Com osteopenia | 28%( 23/81 ) 49% ( 40/81 ) 23% ( 18/81) 0,328
Densitometria | Sem osteoporose | 30% ( 16/53 ) 47% ( 25153 ) 23% (12153 )
ossea Com 31%( 15/49 ) 47% ( 23/49 ) 22%( 11/49) 0,999
osteoporose
Sem osteopenia 42% ( 5/12) 33% (4/12) 25%( 3/12)
Método Com osteopenia | 26% ( 12/46 ) 46% ( 21/46 ) 28% ( 13/46) 0,560
ultrassénico | Sem osteoporose | 30% ( 10/33 ) 43%( 14/33) 27% ( 9/33)
quantitativo do Com 28% ( 7/25) 44% (11725) 28% ( 7/25) 0,982
calciineo osteoporose
Sem 38% ( 9/24) 33% ( 8/24 ) 29% ( 7/24)
osteoporose*
Com 24% ( 8/34) 50% ( 17/34 ) 26% ( 9/34) 0,391
ostcoporose*

Tabela 9 - Distribuigiio dos diferentes genodtipos do polimorfismo Bsml do gene VDR nas populagdes osteopénica
versus nédo osteopénica e osteoporotica versus néo osteopordtica, definidas quer pelo método densitométrico quer
pelo ultrassonico (*definicdo de osteoporose segundo os critérios de Frost et al. ), e sua significincia, analisada pelo
teste do y * ( nivel de significincia : p<0,05 )
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De igual modo, ndo se demonstraram diferencas significativas entre os varios gen6tipos

do polimorfismo Bsml do gene VDR ¢ os valores dos score Z dos diferentes pardmetros

densitométricos € ultrassonicos ( Tabela 10 ).

Gendtipos do polimorfismo Bsm I do gene VDR P
bb Bb BB

Score Z L114 -0,703 + 1,342 -1,008 + 1,080 0,785+ 1,174 0,508
Score Z Colo fémur -0,197 £ 1,006 0,505 £ 0,886 -0,520 £ 0,551 0,244
Score Z A Ward 0,310+ 1,028 -0,580 £ 0,936 0,572 £0,626 0,397
Score Z Fémur total 0,028 + 1,154 -0,311 £0,870 0,275 +0,612 0,255
Score Z BUA -0,189 £ 1,017 -1,060 £ 1,141 -0,338 £ 1,114 0,062
Score Z SOS 0,252 £ 1,275 0,102 £ 1,123 -0,067 £ 0,833 0,876

Tabela 10— Diferengas enire os varios genétipos do polimorfismo Bsml do gene VDR no que respeita aos valores de
score Z de parAmetros densitométricos e ultrassonicos, analisadas por regressdo linear simples ( ANOVA ) ( nivel de
significancia : p<0,05 )

A presenga de heterozigotia ( gendtipo Bb ) associou-se significativamente aos valores
mais baixos de densidade mineral dssea ao nivel da coluna lombar, tridngulo de Ward e fémur
proximal ( Tabela 11 ) e a valores mais baixos BUA

Relativamente a densidade mineral ossea do colo do fémur, encontramos valores mais

baixos associados ao genétipo BB ( p<0,001 ).

Genoétipes do polimorfismo Bsml do gene VDR P
bb Bb BB
DMO L114 (g/cm®) 0,932 + 0,203 0,893 + 0,165 0,924 + 0,147 <0,001
DMO Colo féemur 0,810 + 0,205 0,794 + 0,140 0,794 + 0,098 <0,001
(g/cm®)
DMO A Ward 0,659 + 0,172 0,625 + 0,153 0,630 + 0,116 <0,001
(glem®)
DMO Fémur total 0,907 + 0,164 0,862 + 0,136 0,881 + 0,105 <0,001
(g/em®)
BUA (dB(/MHz) 45,022 + 9,868 40,065 + 10,496 46,073 + 9,995 0,001
SOS (m/S) 1541,511 £ 13,985 1542939 £ 12,630 1542713 £ 10,331 0,291

Tabela 11- Diferengas entre os varios genotipos do polimorfismo Bsml do gene VDR no que respeita aos valores
absolutos dos pardmetros densitométricos € ultrassonicos, analisadas por regresséio linear multipla ( ajustando para as

variaveis idade, anos de pds-menopausa e indice de massa corporal ) ( nivel de significincia : p<0.05 )

Os niveis séricos de PTH, 25 ( OH ) vitamina D3 e dos biomarcadores de remodelagio

ossea ( Tabela 12 ) ndo foram significativamente diferentes entre os varios genotipos.
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Genoétipos do polimorfismo Bsm I do gene VDR P
bb Bb BB

PTH (pg/ml) 45,150 = 30,390 43,119 £ 13,915 43,856 + 18,146 0,951

FA éssea (U/) 29,320 £25,951 25,460 £ 17,871 34,810 £ 18,826 0,378

Osteocalcina 19,868 + 9,152 20,581 £ 8,001 17,350 £ 11,808 0,573
(ng/ml)

CTx (ng/ml) 0,308 +£0,270 0,336 £ 0,183 0,241 £ 0,165 0,395

25 (OH) vit.D3 15,408 £ 9,027 15438 £ 8,724 14,840 + 6,163 0,981
(ng/ml)

Tabela 12- Diferengas entre os vérios gendtipos do polimorfismo Bsml do gene VDR no que respeita aos niveis
séricos dos biomarcadores de remodelagdo 6ssea, PTH e 25 (OH) vit.D3, analisadas por regresséio linear simples (
ANOVA ) ( nivel de significincia : p<0,05 )

4. POLIMORFISMO Pvu 11 DO GENE ERa

As frequéncias genotipicas do polimorfismo Pvull do gene ERa, ndo apresentaram
quaisquer diferengas significativas na sua distribuigdo, nas populagdes osteoporotica versus ndo
osteopordtica ¢ nas populagdes osteopénica versus ndo osteopénica Isto independentemente do

método de quantificagfo da massa dssea utilizado ( Tabela 13 ).

Genétipos do polimorfismo Pvu II do gene ERa P
rp Fp PP
Sem osteopenia | 23%( 5/22) 68% ( 15/22) 9% ( 2/22)
Com osteopenia | 34% ( 27/79) 47%( 37/79) 19% ( 15/79) 0,198
Densitometria | Sem osteoporose | 32% ( 17/53 ) 53%( 28/53) 15% ( 8/53)
ossea Com 28% ( 13/47) 51% ( 24/47 ) 21% ( 10/47 ) 0,703
osteoporose
Sem osteopenia 25%( 3/12) 67% ( 8/12) 8% ( 1/12)
Com osteopenia | 26% ( 12/46 ) 50% (23/46 ) 24% (11/46) 0,446
Sem osteoporose |  27% ( 9/33 ) 61% ( 20/33 ) 12% ( 4/33)
Método Com 24% ( 6125 ) 44% ( 11725) 32% ( 8/25) 0,173
ultrassénico osteoporose
quantitativo do Sem 25%( 6/24) 67% ( 16/24 ) 8% (2/24)
calcaneo osteoporoses
Com 26% ( 9/34 ) 44% ( 15/34) 30% ( 10/34 ) 0,112
osteoporose*

Tabela 13 - Distribuigdo dos diferentes genétipos do polimorfismo Pvull do gene ER nas populagdes osteopénica
versus ndo osteopénica e osteopordtica versus nio osteoporética, definidas quer pelo método densitométrico quer
pelo ultrassénico (* osteoporose definida segundo os critérios de Frost et al. ), e sua significancia, analisada pelo teste

do x* ( nivel de significincia : p<0,05 )
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De igual modo, os valores de score Z dos diferentes pardmetros densitométricos e

ultrassonicos ( Tabela 14 ) ndo diferiram significativamente em fungio do gendtipo.

Gendtipos do polimorfismo Pvu I do gene ERa P
r Fp pp

Score Z L114 0,811 £ 1,099 -0,823 +1,337 0,912 £ 0,796 0,958
Score Z Colo fémur 0411 £0,732 -0,393 £ 0,920 -0,363 0,929 0,983
Score Z A Ward 0,515 £0,733 0431 +1,035 0,481 £ 0,759 0,918
Score Z Fémur total |  -0,207 £+ 0,890 0,151 £0,958 -0,181 £ 0,794 0,964
Score Z BUA 0,491 £ 1,275 0,494 +1,149 0,998 + 1,575 0,505
Score Z SOS 0,088 +£0,951 -0,205 + 1,141 -0,256 £ 1,154 0,664

Tabela 14— Diferencas entre os varios gen6tipos do polimorfismo Pvull do gene ERa no que respeita aos valores de
score Z dos pardmetros densitométricos e ultrassonicos, analisadas por regressdo linear simples ( ANOVA ) ( nivel de
significéncia : p<0,05 )

No entanto, o gendtipo pp associou-s¢ significativamente aos valores mais baixos de
densidade mineral Ossea ao nivel do tridngulo de Ward e fémur proximal ( Tabela 15 ). Ao nivel
do colo do fémur os valores de densidade mineral 6ssea foram mais baixos na presenga do
genotipo Pp. Por outro lado, os valores mais baixos de densidade mineral 6ssea lombar e de

BUA, relacionaram-se significativamente com a presenga de homozigotia PP.

Gendtipos do polimorfismo Pyull do gene ERa P
rp Fp PP

DMO L114 0,911 + 0,151 0,927 + 0,199 0,899 + 0,123 <0,001
DMO Célo fémur 0,801 + 0,117 0,798 + 0,185 0,819 + 0,119 <0,001
DMO A Ward 0,630 + 0,128 0,647 + 0,171 0,650 + 0,113 <0,001
DMO Fémur total | 0,874 + 0,128 0,888 + 0,144 0,893 + 0,143 <0,001
BUA 43,242 + 9,890 44,561 + 9,916 39,730 + 12,156 0,001

SOSs 1543,323 £ 10,474 1542,834 + 12,660 1540,178 + 14,346 0,195

Tabela 15— Diferengas entre os varios genoétipos do polimorfismo Pvull do gene ERa no que respeita aos valores

absolutos dos pardmetros densitométricos e ultrassonicos, analisadas por regressio linear multipla ( ajustando para as

varidveis idade, anos de pos-menopausa ¢ indice de massa corporal ) ( nivel de significincia @ p<0,05 )

Tal como para os outros polimorfismos analisados, os genétipos do polimorfismo Pvull

do gene ERa ndo se relacionaram a valores significativamente diferentes de PTH, 25 ( OH )

vitamina D3 ¢ de biomarcadores de remodelagio dssea.( Tabela 16)
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Genétipos do polimorfismo Pvu II do gene ERa P
rp Fp PP

PTH (pg/ml) 42,980 £ 16,999 42,206 + 24,346 46,767 £ 10,460 0,805

FA éssea (U/1) 25,730 £ 17,854 27,120 £ 17,816 38,080 +29,330 0,218

Osteocalcina 18,286 £ 9,761 20,369 £9.574 19,546 + 8,820 0,789
(ng/ml)

CTx (ng/ml) 0,314 £ 0,206 0,308 £0,203 0,289 £ 0,256 0,952

25 (OH) vit.D3 16,775 £ 8,254 12,868 + 6,550 19,356 + 10,541 0,104
(ng/ml)

Tabela 16— Diferencas entre os vérios genétipos do polimorfismo Pvull do gene ERa. no que respeita aos niveis
séricos dos biomarcadores de remodelagiio dssea, PTH e 25 (OH) vit.D3, analisadas por regresséio linear simples (
ANOVA ) ( nivel de significincia : p<0,05 )
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DISCUSSAO

1. POLIMORFISMO Bal 1 DO GENE COLIA 1

Grant ¢ colaboradores descreveram pela primeira vez a associagdo deste polimorfismo
com a osteoporose (1 e 37). Este consiste na substituigdo G —T no local de ligagdo do factor de
transcrigdo Spl, no intrdo 1 do gene COLIA1, correspondendo ao alelo s na analise por RFLP’s.
Mann e colaboradores demonstraram, em estudos funcionais utilizando culturas celulares de
osteoblastos Ss, que o alelo s tem uma maior afinidade de ligagdo ao factor de transcrigdo Spl,
conduzindo a uma maior transcrigio desse alelo ( trés vezes superior ) nos individuos
heterozigotos em relagdo aos homozigotos S8 (38). Do aumento da transcrigdo resulta aumento
do numero de cadeias a.l do colagénio tipo I, com aumento da razdo al/a2 , e da quantidade de
homotrimeros «l, afectando consequentemente a qualidade da matriz dssea (38 ¢ 43). Testes de
biomecinica em fragmentos de osso humano, revelaram uma pior mineralizagdo € uma menor
resisténeia do osso nos individuos heterozigotos Ss, em comparagdo com os homozigotos S8 (1

&:38).

Nos dois maiores estudos populacionais envolvendo mulheres pos-menopausicas,
verificou-se que a presenga do alelo s se associava a valores inferiores de densidade mineral
Ossea, quer a nivel lombar (osso trabecular), quer do célo do fémur (osso cortical), encontrando-
se os valores mais baixos na populagdo homozigdtica ss. (35, 37 ¢ 43). Um estudo de meta-
analise pés em evidéncia que, por influéncia do alelo s , ocorria diminuigdo do valor de
densidade mineral 6ssea da ordem de 0.15 unidades de score Z, associada a um aumento do
risco fracturario de 62% (1 ¢ 38).

Por outro lado, um estudo em 220 mulheres pré-menopausicas, apenas demonstrou
associagdes fracas do polimorfismo Bal I do gene COLIA] com a densidade mineral éssea
lombar, do fémur proximal e do punho (44).

Neste contexto, a maioria dos autorcs considera que este polimorfismo tem maior
influéncia no ritmo de perda de massa 6ssea com a idade, do que na aquisigido do pico de massa
ossea (35).

Curiosamente, este polimorfismo do COLIAI constitui também um bom preditor da
ocorréncia de fracturas osteoporoticas, independente da densidade mineral 6ssca avaliada por
densitometria (39). Pensa-se que este facto € devido a relagdo deste polimorfismo com outras
caracteristicas qualitativas do osso, melhor avaliadas por outras técnicas distintas da

densitometria (35).
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Relativamente & frequéncia do alelo s, sabe-se que existem diferencas étnicas marcadas:
cle ¢ mais frequente em caucasianos, sendo raro nas populagdes africanas e asiaticas (40).
Numa populagio de raga caucasiana a frequéncia dos gendtipos Ss e ss ¢ de cerca de

65% e 4%, respectivamente (35).

Na nossa amostra a frequéncia do gendtipo ss foi também muito baixa ( 4,9%; 5/102 ).

Relativamente a este polimorfismo, os nossos resultados corroboram em parte os dados
previamente descritos na literatura. Assim, o genétipo Ss foi mais frequente nas mulheres com
osteopenia pelos critérios densitométricos ¢ associou-se significativamente aos valores mais
baixos de score Z e de densidade mineral dssea nas diferentes localizages anatémicas, quer em

zonas de predominio de osso trabecular, quer de osso cortical.

Paralelamente quando a massa 6ssca foi avaliada por ultrassonografia do calcineo, a
associagio do genétipo Ss com a presenga, quer de osteopenia, quer de osteoporose, esta ultima
definida de acordo com os critérios rccentes de Frost, alcangou quase significAncia estatistica.
Estes resultados parecem reforcar a hipétese de que a ultrassonografia do calcanco, para além de
avaliar aspectos quantitativos da massa 0ssea, também informa acerca da qualidade do osso.
Alias, conforme referido anteriormente, este polimorfismo associa-s¢ a aspectos qualitativos do

o0sso, independentes do valor da densidade mineral dssea.

2. POLIMORFISMO Fok 1 DO GENE VDR

O gene VDR foi um dos primeiros genes de susceptibilidade para a osteoporose a ser
estudado. O polimorfismo Fokl localiza-se no exdo 2 do gene VDR e afecta o codio de
iniciagdo da transcrigdo, condicionando a sintese de proteinas que diferem em trés amino-acidos
€ que apresentam actividade transcricional distinta (26, 81). Arai ¢ colaboradores demonstraram
que a forma mais curta do VDR ( originaria do alelo F ) tem uma actividade transcricional 1.7
vezes superior 4 sua forma mais longa ( originaria do alelo f ) (80). As duas isoformas
apresentam uma interacedo diferencial com o TFIIB ( factor de transcrigdo que actua ao nivel da
regifio N-terminal do gene VDR), condicionando uma maior actividade transcricional do alelo F
(82).

Curiosamente, um estudo realizado em criangas norte-americanas, revelou que os
individuos com o genotipo FF exibiam uma absorgdo intestinal de calcio 40% superior a dos
homozigotos ff (79). Estes dados realgam a importincia deste polimorfismo na regulagdo da
homeostasia do calcio (80)
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Relativamente a este polimorfismo, sabe-se que existem diferengas étnicas importantes;
o gendtipo ff ¢ duas vezes menos prevalente em populagGes de origem africana, quando

comparadas com populagdes de origem caucasiana ou asiatica(77).

Os varios estudos deste polimorfismo em mulheres pos-menopausicas, parecem apoiar a
associagio do gendtipo ff com menor densidade mineral 6ssea nas varias localizagoes
anatomicas. O primeiro trabalho, efectuado em mulheres americanas de origem hispénica,
mostrou que o gendtipo ff estava associado a valores de densidade mineral Ossea lombar 13%
inferiores aos do genotipo FF (72). Outros trabalhos, em mulheres pos-menopausicas de
diversas nacionalidades ( italiana, francesa e coreana ) corroboraram estas observagdes,
registando diferengas de densidade mineral dssea em varias localizagbes anatomicas, entre 0s
gendtipos, da ordem dos 13% a 6% (73, 74 e 75). Na populagdo italiana, o genotipo ff associou-
se a uma duplicagdo do risco de fracturas vertebrais (73). A variagio dos valores da densidade
mineral 6ssea em funcdo do gendtipo, nas populagdes caucasianas, era maior nos primeiros anos
de menopausa, assistindo-se a um declinio progressivo dessa diferenca com o tempo (73 ¢ 74).

Na populagiio masculina também se verificou a presenga de menor densidade mineral
ossea lombar nos individuos portadores genétipo ff(78).

Por outro lado, em mulheres afro-americanas ndo foi encontrada qualquer associagdo
deste polimorfismo com a densidade mincral 6ssea (76), assim como em mulheres prc-
menopausicas de diversas etnias (26).

Sumariamente, pode afirmar-se que a influéncia do polimorfismo Fokl do gene VDR na
densidade mineral dssea depende da etnia, da idade, dos anos pos-menopausa ¢ da area do

esqueleto avaliada (26).

Na nossa populagio de mulheres pos-menopausicas, encontramos frequéncias dos
genotipos FF e ff, 45% ¢ 11% respectivamente, semelhantes as descritas em populagdes
caucasianas ( 44% para o genotipo FF e 16% para o genétipo ff) (78).

Em contradi¢io com a maioria dos trabalhos em mulheres caucasianas, documentamos
uma forte associagio do genétipo ff com valores mais elevados de massa Ossea nas diferentes
localizagdes anatomicas, incluindo o calcdneo. O score z da densidade mineral 6ssea do colo do
fémur foi significativamente maior para este gendtipo ff. O alelo F, em hetero ou homozigotia,

foi mais frequente na populagdo osteopénica por critérios densitométricos.

Estes resultados divergentes podem atribuir-se a varios factos:
a) a nossa amostra pode ndo ter a dimensio suficiente para demonstrar a real associaglo
deste polimorfismo com a densidade mineral 6ssea;
b) as mulheres avaliadas tinham muitos anos pos-menopausa € este facto pode atenuar o
relagdo deste polimorfismo com a massa 0ssea;
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¢) a populagio de mulheres do Norte de Portugal, que avaliamos, ¢ reconhecidamente
diferente, do ponto de vista genético, das restantes populagdes europeias (98), com a presenga
de haplogrupos africanos ¢ mugulmanos. Este aspecto pode, por si s0, justificar as diferencgas do

efeito deste polimorfismo em relagdo aos estudos em populagdes caucasianas.

3. POLIMORFISMO Bsm 1 DO GENE VDR

Este polimorfismo do gene VDR, afecta a extremidade 3° do gene, estando localizado
no intrio 8. O seu efeito parece exercer-se através da sua influéncia na estabilidade do ARN
mensageiro (26). Varios estudos revelaram a associagdo de variantes alélicas da extrenudade 3°
do gene VDR com diferentes comprimentos da sequéncia poli(A), regido extremamente
importante na estabilidade do ARN mensageiro. A presenga do alelo b condiciona uma
sequéncia poli (A) mais longa que a do alelo B, conferindo uma maior estabilidade ao RNA
mensageiro (83, 84 e 85). No entanto, varios estudos falharam em demonstrar diferengas
significativas na quantidade de proteina VDR produzida pelos diferentes genotipos deste
polimorfismo (26).

Recentemente, duas meta-analises confirmaram a contribui¢do das variantes alClicas
Bsm I do gene VDR na variagdo da densidade mineral dssea (63 € 64). Contudo os resultados
dos estudos em mulheres pos-menopéausicas nem sempre tém sido concordantes em relagdo a
influéncia deste polimorfismo. A maioria evidenciou uma associagdo do alelo B com valores
mais baixos de densidade mineral 6ssea, a nivel da coluna lombar ¢ fémur proximal (53), alguns
referindo diferengas de densidade mineral 6ssea da ordem dos 4% a 13% entre os genétipos BB
e bb (26, 54, 55, 56, 57 € 58). Outros trabalhos, ndo revelaram qualquer relagdo entre este
polimorfismo € a densidade mineral ossea (26). ¢ outros ainda, mostraram uma associa¢do
inversa, ou seja, uma relagdo entre o gendtipo BB ¢ massa 0ssea mais elevada (26, 59, 60 ¢ 61).

Este polimorfismo apresenta diferengas étnicas importantes; sendo o alelo & mais
prevalente em populagdes asiaticas (75%) (26).

Na nossa populagio a prevaléncia do alelo b foi de 54%.

Por outro lado, encontramos uma associagio do alelo B semelhante a da maioria dos
estudos, isto €, a sua presenga em hetero ou homozigotia, associou-se aos valores mais baixos
de densidade mineral 6ssea em diferentes localizagdes: colo do fémur, tridngulo de Ward e
coluna lombar. Este resultado ndo foi ajustado para a ingestio diaria de calcio, uma vez que esta

ndo foi rigorosamente quantificada, na nossa amostra.
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O conhecimento da quantidade de calcio da dieta ¢ importante por interferir com o
efeito deste polimorfismo (66, 67, 68 € 69). Dawson-Hughes ¢ colaboradores, num estudo em
mulheres pés-menopausicas americanas, demonstraram que existia uma menor absorgdo
intestinal de célcio nos individuos com genétipo BB quando comparados com o genotipo bb,
particularmente na presenca de uma dieta pobre em calcio. Estas mulheres, apds enriquecimento
da dieta em calcio, deixaram de exibir esta diferenga na absorgdo intestinal do calcio (71).
Paralelamente, um estudo prospectivo em jovens revelon que, com o aumento da ingestao diaria
de calcio de 800 para 1700 mg, ndo se obtinham ganhos de densidade mincral gssea em
individuos com o genétipo bb, ao contrario do que sucedia com os genétipos BB ¢ Bb (70).
Contudo, dois outros estudos independentes, contrariando o que seria de esperar, néo
encontraram qualquer associagdo entre estes genotipos € a densidade de VDR na mucosa
intestinal (26).

Por outro lado, o gendtipo bb associa-se a uma maior eficacia da terapéutica com
suplementos de Vitamina D (65), o que pode explicar o facto de os caucasianos, com
predominio do alelo B, responderem menos a este tipo de suplementos que os asiaticos. Num
estudo em idosos tratados com suplementos de calcio e vitamina D, os individuos portadores do
gendtipo BB sofreram maior perda de densidade mineral Ossea a nivel lombar que os genotipos

Bb e bb (67).

4. POLIMORFISMO Pvu 11 DO GENE ERa

O gene ERa é um gene candidato na osteoporose por condicionar a resposta dssea aos
estrogénios.

Em termos funcionais o polimorfismo Pvull, localizado no intrdo 1 do gene ERa., pode
influenciar a resposta aos estrogénios por varios mecanismos. A auséncia do sitio de restri¢do da
Pvu 11 (alelo P ) acarreta a desorganizagdo dum local de reconhecimento { CAGCTG ) para o
factor de transcrigio AP4, podendo regular, desta forma, a transcrigdo do gene ERa. (49).

Por outro lado, este polimorfismo encontra-se em desequilibrio de /inkage com outros,
nomcadamente o polimorfismo da zona de repeticio (TA) localizada upstream, entre os
promotores A ¢ B do gene ERa.. O numero variavel de repetigdes pode condicionar o uso de um
promotor em detrimento de outro, determinando a expressao de diferentes isoformas de ERa a
nivel tecidular (50 e 51). A presenga de menos de 15 repeti¢des TA (habitualmente associada ao
alelo p em caucasianos ), condiciona valores mais baixos de densidade mineral Gssea lombar e

um risco fracturério triplo (50)
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No entanto, algumas discrepincias encontradas na literatura, relativamente ao papel do
polimorfismo do intrdo 1 do gene ERa, parecem dever-se ao facto deste polimorfismo ndo se
relacionar da mesma forma com o mimero de repetigdes (TA) da regifio promotora do gene em
populagdes de diferentes etnias (26), por diferentes graus de /inkage entre os dois
polimorfismos.

Relativamente a distribui¢iio genotipica do polimorfismo Pvu IT do gene ERa (26). ndo
existe evidéncia de diferencas étmicas, estando descritas, para a populagdo americana,

prevaléncias do genotipos PP, Pp e pp de 29%, 53% ¢ 18%, respectivamente.

Na maior parte dos trabalhos publicados na literatura, o gendtipo PP esta associado a
valores mais baixos de densidade mineral 6ssea nas populagdes asidticas ¢ mais elevados nas
caucasianas (26). Nas mulheres japonesas pos-menopausicas foi possivel demonstrar a
associagdo do gendtipo PP ndo sO com valores mais baixos de densidade mineral ossea, mas
também com a presenga de osteoporose (45 ¢ 46). Esta associagdo foi corroborada noutros
estudos, em mulheres pré-menopausicas, na Taildndia ¢ no Reino Unido (47 ¢ 49). Por outro
lado, em mulheres americanas, pré e peri-menopausicas, demonstrou-se uma forte associagio do
gen6tipo PP com valores mais elevados de densidade mineral 6ssea a nivel lombar (48). Nas
populagdes com origem belga, dinamarquesa, italiana ¢ coreana ( mulheres pré ¢ pos-
menopausicas ) ndo se encontrou qualquer associagdo entre o polimorfismo Pvu 11 do gene ERa

e a densidade mineral ossea (26).

Na nossa populagdo as frequéncias dos genétipos PP, Pp ¢ pp foram de 17%, 51% e
32%, respectivamente. O genétipo PP apresentou uma frequéncia inferior ¢ o pp superior em
relagdo a outras amostras da literatura .

Curiosamente, obtivemos resultados significativos na associagdo do genétipo PP a
valores mais baixos de BUA e de densidade mineral 6ssea a nivel lombar e, simultancamente,
com valores mais elevados de massa dssea ao nivel do fémur; estes factos levantam a hipotese
dum efeito preponderante de outros genes ou polimorfismos na determinagfio da massa Ossea.
Alguns desses genes podem influenciar a quantidade de estrogénios produzidos e desta forma
ultrapassar os efeitos relacionados com as diferengas do ERa, conforme ja descrito na literatura

(26).
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5.POLIMORFISMOS E METABOLISMO OSSEO

Nas 102 mulheres, em que doseamos os biomarcadores de remodelago Ossea,
constatdmos que cerca de 50% delas apresentavam niveis clevados dos marcadores de
reabsorgio éssea ( B-CTx: 45%, U-Dpyr: 52%, U-NTx: 56% ) ¢ osteocalcina sérica normal.
Onze mulheres apresentavam deficiéncia de vitamina D ( 25(OH)vit D3 <9 ng/ml).

Na nossa populagdo, e para todos os polimorfismos analisados, ndo encontramos
qualquer tipo de associagdo com os valores de biomarcadores de metabolismo ¢sseo ou de PTH.

Estes resultados podem estar na dependéncia do tamanho da amostra estudada, mas
também podem dever-se ao facto, da avaliagdo, altamente varidvel, dos marcadores do
metabolismo 6sseo, traduzir o perfil metabdlico num determinado momento ¢ ndo

necessariamente identificar a perturbagfo duradoura do metabolismo 6sseo.
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CONCLUSOES

1. Os resultados da nossa analise dos polimorfismos Ba/l do gene COLIA1, Fokl ¢ Bsml
do gene VDR ¢ Pvull do gene ERa, reforcam a ideia de complexidade da influéncia genética na
osteoporose. Apesar de cada um dos polimorfismos influenciar ( de forma distinta ) o valor da
densidade mineral Ossea, o seu efeito ¢ modesto na determinagiio dos fendtipos osteopénico e

osteoporotico.

2. Na nossa amostra, constituida por mulheres pos-menopausicas da regido
metropolitana do Porto, o polimorfismo que apresentou resultados mais consistentes em relagao
ao valor de massa oOssea ¢ que melhor identificon as sub-popiulagdes osteopénica €
osteopordtica, foi o Bal 1 do gene COLIAI A presenga do genétipo Ss parece ser o melhor
marcador de risco para osteopenia ¢ osteoporose, sobretudo quando o diagnostico € efectuado

por ultrassonografia do calcdnco.

3. Nenhum dos genotipos analisados se associou a um padrio especifico de

remodelacdo dssea.
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