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RESUMO

Introducido: A genética ¢ considerada o principal determinante da densidade mineral Ossea
(DMO). Recentemente, ganhou forca a hipotese de que exista um gene principal que seria
determinante para os fendtipos 6sseos. Nesse sentido, o receptor de vitamina D (VDR) tem sido
um dos genes mais estudados. Além de interferir diretamente a DMO, ha evidéncias que os
polimorfismos no gene VDR possam influenciar na resposta a atividade fisica. Dentro deste
contexto, o objetivo do presente estudo foi verificar a influéncia conjunta dos polimorfismos no
gene VDR e dos padrdes de atividade fisica na DMO do colo do fémur, tridngulo de Ward e
coluna lombar em mulheres brasileiras no periodo pés-menopausa. Métodos: Cento e noventa e
duas mulheres participaram do experimento, a média de idade das participantes foi de 67,84+5,23
anos, com 64,58+11,71 kg de massa corporal e 151,99+6,34 cm de estatura. Os polimorfismos
avaliados foram: Bsml, Apal, Taql, Fokl e Cdx-2. A genotipagem de SNPs foi realizada
utilizando o sistema SnaPShot Multiplex System®. O padrio habitual de atividade fisica foi
avaliado por meio do IPAQ (International Physical Activity Questionnaire) ¢ a amostra foi
classificada como ativa (AT) ou insuficiente ativa (IA). A interagdo entre atividade fisica e os
polimorfismos na determinacdo da DMO foi avaliada por meio de ANCOVA fatorial. As
varidveis usadas como covariantes foram detectadas por meio de uma regressao linear multipla
stepwise para cada varidvel dependente. Caso fossem encontradas diferencas significativas na
ANCOVA, foram realizadas comparagdes multiplas com ajuste do intervalo de confianca pelo
método de Bonferroni. Foi adotado p<0,05 como nivel de significancia. Resultados: A analise
separada dos polimorfismos nao mostrou diferencas entre nenhum dos gendtipos com relagdo a
DMO nos sitios estudados. A ANCOVA fatorial ndo revelou interagdo entre padrao de atividade
fisica e polimorfismos Apal, Bsml e Tagl. No entanto, foram encontradas interacdes
significativas entre atividade fisica e os polimorfismos Fokl e Cdx-2 para DMO no colo do fémur

e tridangulo de Ward, com favorecimento para portadores do genétipo ff'e Cdx-G/G.
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ABSTRACT

Introduction: Genetic factors are considered to be the major determinants of bone mineral
density (BMD). Recently, the hypothesis that a major gene determines most of the bone
phenotypes variations is being widely accepted. In this regard, the vitamin D receptor (VDR)
gene has been one of the most studied genes. Besides determining directly the BMD, there are
evidences that the VDR gene may influence the bone responses to physical activity. Therefore,
the purpose of the present study was to analyze the interactions between VDR polymorphisms
and physical activity in the determination of BMD at the femoral neck, Ward’s triangle and
lumbar spine in Brazilian postmenopausal women. Methods: One hundred ninety two women
participated in the experiment, with a mean age of 67.84+5.23 years, body weight of 64.58+11.71
kg and height of 151.99+6.34 cm. The polymorphisms studied were: Bsml, Apal, Taql, Fokl e
Cdx-2. The single nucleotide polymorphisms (SNP) genotyping were conducted with the
SnaPShot Multiplex System®. By using the International Physical Activity Questionnaire
(IPAQ), subjects were classified as actives (AT) or insufficiently actives (IA). The interaction
between physical activity level and VDR genotypes was assessed with a factorial ANCOVA for
each site. The factors to be used as covariates were detected with stepwise multivariate
regressions analyses. If significant differences were found in ANCOVA, multiple comparisons
with confidence interval adjustment by the Bonferroni procedure were used. The significance was
established as p < 0.05. Results: The analysis of different polymorphisms did not show
differences in BMD at any site for any genotype. Factorial ANCOVA did not show interactions
between PAL and Apal, Bsml or Tagl polymorphisms at any site. However, significant
interactions were found for physical activity level and both Cdx-2 and FokI polymorphisms at the
femoral neck and Ward’s triangle, with more favorable responses to the ff and Cdx-G/G

genotypes.
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1. INTRODUCAO

Com o avanco da idade ha um crescente desequilibrio entre os processos de absorcao e
formagao Ossea, resultando na progressiva diminuicao da densidade mineral 6ssea (LIVSHITS et
al., 1998, 1999; MANOLAGAS, 2000), o que torna os 0ssos mais frageis e aumenta o risco de
incidéncia de fraturas (MATSUDO & MATSUDO, 1991; CUMMINGS, 1995; NIH, 2000). Estas
fraturas acabam por causar grande sofrimento aos individuos idosos, além de significante
impacto social e econdmico (KANIS & CLOSKEY, 1996; NIH, 2000; JOHNELL & KANIS,
2004).

As fraturas de quadril, por exemplo, estdo entre as principais causas de mortalidade e
morbidade em idosos (KANIS & CLOSKEY, 1996; JOHNELL & KANIS, 2004). Estimativas
revelam que 33% das mulheres e 17% dos homens que viverem até os 90 anos de idade sofrerdo
fraturas de quadril, desses, 12 a 20% falecerdao durante o ano subseqiiente devido a complicacdes
da lesdo e, entre os sobreviventes, metade necessitara de auxilio para realizacao das atividades
diarias (MATSUDO & MATSUDO, 1991; USDHHS, 1996; NIEMAN, 1999). Projecdes em
nivel mundial revelam que o numero de pessoas com fraturas de quadril estd aumentando
rapidamente e podera exceder seis milhdes anuais em 2050, segundo Melton (1993). Estimativas
posteriores de Johnell & Kanis (2004), revelaram que, em 2050, a incidéncia de fraturas podera
exceder 21 milhdes por ano.

No Brasil, a situagdo também ¢é preocupante, o pais tem uma populagdo superior a 170
milhdes de habitantes, sendo que cerca de 20% possuem mais de 55 anos de idade. Em relagdo as
fraturas, Lacerda (2001) descreve que ocorrem cerca de 600.000 por ano em mulheres com idade

superior a 50 anos. Nesse sentido, o Ministério da Satde demonstrou, em 1998, gastos



operacionais superiores a 27 milhdes de reais relacionados as internagdes decorrentes de fraturas
do fémur em pacientes com mais de 60 anos (MARQUES NETO, 2001).

A avaliagdo da DMO tem sido freqiientemente usada em idosos devido a sua estreita
relagdo com a ocorréncia de fraturas (MARSHALL et al.,, 1996; DE LAET et al., 1997,
CHANDLER et al., 2000), tanto que ja se reconhece a baixa massa 6ssea como causadora da
maioria das fraturas em idosos (SEELEY et al., 1991). Segundo Marshall et al. (1996) a
habilidade de prever fraturas por meio da DMO ¢ similar, ou superior, a habilidade de prever
infartos a partir da pressdo sangiiinea e melhor que a previsdo de doencas cardiovasculares a
partir dos niveis de colesterol. Estima-se que a queda de cada ponto de desvio-padrao (DP) na
DMO corresponda a um aumento de 1,5 a 3 vezes no risco de fraturas (CUMMINGS et al., 1993;
MARSHALL et al., 1996, DE LAET et al., 1997). A queda de um DP na DMO da coluna, por
exemplo, leva a uma possibilidade 2,3 vezes maior de fraturas neste local e a queda de um DP no
quadril, leva a um aumento de 2,6 vezes (MARSHALL et al., 1996).

Portanto, o entendimento e controle das mudangas ocorridas na DMO ao longo da vida
sdo extremamente importantes para a saude do idoso. Dentre os fatores que interferem na DMO
estdo o pico de massa dOssea alcangada e a perda ocorrida ao longo do tempo, sendo ambos
influenciados pela interagdo entre fatores genéticos e ambientais.

Atualmente, a genética tem sido considerada a principal determinante das variagdes nos
fenotipos Osseos, com alguns autores estimando que a contribui¢do genética seja responsavel por
até 85% da variabilidade da DMO da coluna lombar e do quadril (DEQUECKER et al., 1987;
SLEMENDA et al., 1991; SOWERS et al., 1992; GUEGUEN et al., 1995; LIVSHITS et al.,
1998; VAN DEN OORD et al., 2004). Com base nesses dados, diversos estudos tém sido

desenvolvidos para analisar os aspetos genéticos relacionados as variagdes na DMO.



Apesar de haver um grande niumero de genes atuando no controle dos fenotipos dsseos
(LIU et al., 2003), estudos recentes refor¢caram a hipdtese da existéncia de um gene principal
(LIVSHITS et al., 1996a, 1996b, 1999; DENG et al., 2002a). Nesse sentido, o receptor de
vitamina D (VDR, do inglés vitamin D receptor) ¢ um dos genes mais conhecidos e estudados
(RALSTON, 2002, LIU et al., 2003). Estudos realizados com gémeos revelaram que grande parte
da similaridade da DMO pode ser explicada pela concordancia do gene VDR (SPECTOR et al.,
1995; MORRISON et al., 1992) e, desde o estudo inicial de Morrison et al. (1994), relacionando
diretamente determinadas variagdes polimoérficas no gene VDR com fendtipos dsseos, grande
atencdo foi dada a relacdo entre os diferentes alelos ¢ a DMO. No entanto, a relagdo entre
variagdes no gene VDR e a DMO ainda precisa ser esclarecida de forma mais consistente, tendo
em vista os resultados controversos obtidos na literatura.

Apesar da inegavel relevancia da genética, ha outros fatores interagindo na determinagao
dos fendtipos Osseos. Com relagdo aos fatores ambientais, a atividade fisica tem um importante
papel, como mostram estudos nos quais se verificou que os estilos de vida mais ativos ¢ a
realizacdo de exercicios estdo associados com maiores valores de DMO (KRALL & DAWSON-
HUGHES, 1994; KELLEY, 1998; COUPLAND et al.,, 1999; ANDREOLI et al, 2001;
VUILLEMIN et al., 2001; PUNTILA et al., 2001) e menores indices de fraturas (CUMMINGS,
1995; FESKANICH et al., 2002). No entanto, os resultados com os programas de atividade fisica
ainda sao controversos (BLOCK, 1997), o que, segundo autores, pode ser explicado, além das
variagdes metodologicas, pela interagdo entre genes e fatores ambientais (LIU et al., 2003).
Portanto, o proprio resultado obtido por um programa de atividade fisica pode ser influenciado
pelas caracteristicas genéticas. Esta hipotese € corroborada por achados recentes que t€ém levado a

uma crescente conscientizacdo de que as respostas a atividade fisica sejam mediadas por



variagoes genéticas individuais (BRAY, 2000; RANKINEN et al., 2001; RANKINEN et al.,
2002; PERUSSE et al., 2003; WOLFARTH et al., 2005).

A descoberta de populagdes com maior risco de desenvolver baixa DMO pode tornar mais
eficiente uma abordagem preventiva, além disso, ¢ importante entender como os possiveis
genotipos interagem com estimulos ambientais, para designar a interven¢dao mais adequada para
cada caso. E reconhecido que a perda de massa dssea associada ao envelhecimento sofre
influéncia genética, entretanto, a determinacdo de genes especificos associados a esse processo
ainda ndo ¢é precisa. A identificagdo de genes associados a perda de massa Ossea possibilitaria
identificar os individuos propensos a desenvolver esses quadros e, sendo assim, o conhecimento
cientifico buscado nesse estudo permitira aliviar o sofrimento ¢ melhorar a qualidade de vida dos
individuos com idade avancada, por possibilitar o direcionamento de praticas preventivas
precocemente, diminuindo assim o risco de desenvolvimento de fraturas, as quais estdo
associadas a altos indices de morbidade e mortalidade na populagdo idosa, e repercutem num

aumento do custo assistencial em saude.

1.1. Objetivos
1.1.1. Objetivo geral
Verificar a influéncia conjunta dos polimorfismos no gene VDR e dos padrdes de

atividade fisica na DMO em mulheres brasileiras no periodo pés-menopausa.

1.1.2. Objetivos especificos
- Genotipar os polimorfismos Fokl, CDx-2, Bsml, Apal, Tagl na amostra estudada

- Avaliar associagdo dos polimorfismos individualmente com a DMO.



- Avaliar a interagdo entre exercicio e polimorfismos do gene VDR na determinacdo da

DMO.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Envelhecimento e DMO

Avancos terap€uticos e preventivos vém aumentando gradativamente a expectativa de
vida dos seres humanos (RAMOS, 1993). De acordo com o Posicionamento Oficial da Sociedade
Brasileira de Geriatria e Gerontologia, a expectativa de vida atual corresponde algo préoximo de
66 anos, ou seja, 20 anos maior que a média de cinco décadas atras (NOBREGA et al., 1999).
Esta maior longevidade aliada a reducdo nas taxas de natalidade, leva a um envelhecimento
gradual da populagdo. Atualmente estima-se que cerca de 10 por cento da populagdo mundial
possua mais de sessenta anos, e estas propor¢des tendem a aumentar, como mostram projecdes da
Organiza¢ao Mundial de Saude (OMS), segundo as quais o nimero de idosos terd aumentado 15
vezes entre 1950 e 2025, enquanto a populagdo total aumentara apenas cinco vezes.

No Brasil o fenomeno ocorre no mesmo sentido, com queda progressiva no percentual de
pessoas com menos de 24 anos, segundo a Pesquisa Nacional por Amostra de Domicilio (2002).
Dados do IBGE revelam que esta progressdo levara o Pais a ter a sexta maior populacdo de
idosos do Mundo em 2030.

O envelhecimento traz alteragdes fisioldgicas que levam a uma progressiva degeneragao
de diversos orgaos, dentre eles o esqueleto. Com o avanco da idade hd um crescente desequilibrio
entre os processos de absorc¢ao e formagdo 6ssea, resultando em diminuicdo da DMO (LIVSHITS
et al., 1998, 1999; MANOLAGAS, 2000) e conseqiiente fragilidade dos ossos, com aumento do
risco de incidéncia de fraturas (MATSUDO & MATSUDO, 1991; CUMMINGS, 1995; NIH,
2000). Concomitantemente a idade avangada, alteragdes negativas no estado nutricional, sistema

endocrino e padroes de atividades fisicas levam ao desequilibrio no processo de remodelacao



ossea, ocorrendo perdas superiores a capacidade de regeneracdo (NIH, 2000). Outras condig¢des
que favorecem as doencas oOsseas sdo: excesso de glucorticoides, hiperparatireoidismo,
alcoolismo, imobilizagdo prolongada, hipercalcitria e tabagismo (CUMMINGS et al. 1995).

As alteracdes no metabolismo dsseo expdem os idosos a um risco aumentado de fraturas, as
quais causam grande sofrimento aos individuos e tem largo impacto econdmico e social. As
fraturas de quadril, por exemplo, configuram-se como uma das principais causas de mortalidade e
perda de funcionalidade em idosos (KANIS & CLOSKEY, 1996; JOHNELL & KANIS, 2004).
Estimativas revelam que 33% das mulheres e 17% dos homens que atingirem 90 anos de idade
sofrerdo fraturas de quadril, desses, 12 a 20% falecerdo durante o ano subseqiiente devido a
complicacdes da lesdo e, entre os sobreviventes, metade necessitard de auxilio para realizag¢do das
atividades diarias (MATSUDO & MATSUDO, 1991; USDHHS, 1996; NIEMAN, 1999). O
numero de pessoas com fraturas de quadril estd aumentado rapidamente e pode exceder seis
milhdes por ano por volta de 2050 (MELTON, 1993). Estimativas realizadas por Johnell & Kanis
(2004), revelaram que em 2050 a incidéncia de fraturas podera exceder 21 milhdes por ano.

Em relagdo ao Brasil, Lacerda (2001) descreve que anualmente ocorrem cerca de 600.000
fraturas em mulheres com idade superior a 50 anos. Nesse sentido, o Ministério da Saude (1998)
demonstrou gastos operacionais superiores a 27 milhdes de reais relacionados as internagdes
decorrentes de fraturas do fémur em pacientes com mais de 60 anos (MARQUES NETO, 2001).

A ocorréncia de fraturas tem estreita relacdo com queda na densidade mineral Ossea
(MARSHALL et al., 1996; DE LAET et al., 1997; CHANDLER et al., 2000), sendo reconhecido
que a maioria das fraturas nos idosos ¢ decorrente da baixa massa 6ssea (SEELEY et al., 1991).
Nesse sentido, Marshall et al. (1996) sugerem que a habilidade de prever fraturas através da
DMO ¢ similar, ou melhor, que a habilidade de prever infartos a partir da pressdo sangiiinea e

melhor que a previsdo de doengas cardiovasculares a partir dos niveis de colesterol, sendo



estimado que a queda de cada ponto de desvio-padrao na DMO corresponda a um aumento de 1,5
a trés vezes no risco de fraturas (CUMMING et al., 1993; MARSHALL et al., 1996, DE LAET

etal., 1997).

2.2. Estrutura e metabolismo 0sseo

O corpo humano possui mais de 200 ossos, que oferecem suporte estrutural para os
musculos, protecdo aos 6rgdos vitais e armazenagem de célcio. Os 0ssos s30 compostos por uma
fase orgénica e uma fase inorgénica. A fase inorganica, ou mineral, corresponde a 70% do peso
0sseo, sendo composta primordialmente de cristais de hidroxipatita. J& a matriz orgénica ¢
formada principalmente por fibras de colageno tipo I, proteinas nao-colagenas e substancia
fundamental (SZEJNFELD, 2000). Cada fibra de colageno é composta por segmentos peridodicos
e repetidos, com os cristais de hidroxipatita posicionados junto a cada segmento da fibra, o que
da forca a estrutura 6ssea, prevenindo-a de ceifar-se. Os filamentos de coldgeno sobrepoem-se
uns aos outros, causando também a sobreposi¢ao dos cristais de hidroxipatita. A matriz organica
protege o osso de quebrar-se diante das tensdes, ja os sais Osseos impedem que O 0SSO se
fragmente (seja esmagado) por pressdes externas (GUYTON & HALL, 2000).

Existem dois tipos de 0ssos no nosso corpo: cortical e trabecular. Ossos corticais, ou
compactos, sdo as por¢des densas e correspondem a cerca de 80% da massa esquelética,
envolvendo os ossos trabeculares ou esponjosos que ficam em contato direto com a medula
Ossea. A composi¢do e a proporcao destes dois tipos de ossos variam consideravelmente, 0s 0ssos
das extremidades, por exemplo, t€ém mais tecido cortical, ja as vértebras possuem maior massa
trabecular. Diferentes patologias levam a padrdes de perda ossea diferenciados, no

hiperparatiréidismo, por exemplo, ha maior perda de osso cortical (KHAN & BILEZIKIAN,



2000), enquanto que no hipoestrogenismo, ha maior perda de osso trabecular (SZEJNFELD,
2000).

Depois da fase de crescimento ocorre a modelagem Ossea, processo no qual o esqueleto ¢
moldado em sua forma e tamanho. Apds este periodo, tem lugar a continua regeneragdo da
estrutura 6ssea por meio da substitui¢do de tecido antigo por novo, em um processo denominado
remodelagem, que pode levar a completa substituicao do esqueleto em 10 anos (MANOLAGAS,
2000). Em adultos, o processo de remodelagem normal niao causa alteracdes significativas na
DMO, pois a formagado de tecido ¢ igual a reabsor¢do. Porém, diante de condig¢des patologicas,
como ocorre com o avango da idade, este equilibrio € rompido ¢ hd mais remogao que deposigao,
com conseqiiente perda de massa dssea.

Vé-se entdo, que o esqueleto ¢ um orgdo altamente dindmico, no qual atuam células
especializadas destacando-se os osteoclastos, osteoblastos, osteocitos e células de superficie.

Os osteoclastos sdo grandes células multinucleadas e fagocitoticas, originadas de células
hematopoiéticas, provenientes da linhagem de mondcitos/macréfagos. Quando em atividade, sua
membrana ¢ diferenciada de modo a formar as chamadas bordas de escova, local pelo qual a
célula se prende a superficie dssea para iniciar o processo de absorc¢ao. Estas células possuem um
grande numero de ribossomos livres, complexos de Golgi, mitocondrias e lisossomos
(MANOLAGAS, 2000; SZEJNFELD, 2000), com os dois ultimos tendo papel de destaque no
processo de reabsorcdo Ossea por fornecer metabolitos e enzimas essenciais a digestdo das
matrizes mineralizadas.

Quando em atividade, os osteoclastos se unem a superficie 6ssea pela sua borda de
escova. Apos esta adesdo o compartimento extracelular é acidificado por meio da secregcdo de
protons pela anidrase carbonica e liberagdo de ATP e CO, pelas mitocondrias. O pH écido

dissolve os cristais minerais, tornando possivel que enzimas especificas, liberadas pelos
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lisossomos, degradem a matriz dssea. Os subprodutos da reacdo, como calcio e fosforo, sdo
transportados para dentro dos osteoclastos.

Os osteoblastos sdao células mononucleadas originadas das células mesenquimais — de
onde também se originam os adipocitos e condrdcitos — presentes no peridsteo € no endosteo.
Uma caracteristica marcante destas células ¢ a proeminéncia do reticulo endoplasmatico rugoso e
do aparelho de Golgi, que evidencia sua alta capacidade de sintese protéica e intensa atividade
secretora (COMPSTON, 2001). A principal fun¢do dos osteoblastos é a formagao 6ssea, iniciada
com a secre¢do das proteinas constituintes da matriz 6ssea e sua posterior mineralizagdo, pela
deposicao da hidroxipatita (MANOLAGAS, 2000).

Osteoblastos maduros podem se incorporar & matriz 6ssea, dando origem aos osteocitos.
Os ostedcitos detectam estimulos mecanicos e as necessidades de aumento ou diminui¢do da
massa Ossea frente as respostas externas (OWAN et al., 1997) por meio de extensdes da sua
membrana plasmatica, formando uma rede de comunicacdo entre si e com outras células, como as
c¢lulas formadoras de osteoblastos, os osteoblastos e células de superficie.

Ao final do periodo produtivo, os osteoblastos tornam-se achatados, formando as células
de superficie, que ocupam a maior parte dos ossos. Estas células secretam a enzima colagenase,
responsavel pela remog¢do da matriz ndo mineralizada da superficie 6ssea, o que permite aos
osteoclastos prenderem-se a essa regido e iniciarem o processo de reabsorcao (MANOLAGAS,
2000; SZEJNFELD, 2000).

Apesar de possuirem fungdes antagoOnicas, os osteoclastos e os osteoblastos atuam em
conjunto durante a remodelagdo 6ssea. No esqueleto adulto saudavel, ambos se encontram em
uma estrutura chamada Unidade Multicelular Basica (UMB), que possui osteoclastos presentes
na parte frontal e osteoblastos na parte posterior. Em uma UMB ativa, os osteoclastos se aderem

ao 0sso ¢ o reabsorvem por acidificacdo ou digestdo proteolitica, com o avangco da UMB os
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osteoclastos sao removidos do local de reabsor¢ao e os osteoblastos iniciam o processo de
formagdo 6ssea (MANOLAGAS, 2000).

A vida média da UMB varia entre seis € nove meses, porém as células que a compdem
duram consideravelmente menos — os osteoclastos duas semanas e os osteoblastos trés meses
(MANOLAGAS, 2000). Esta diferenca entre o periodo de existéncia das células, entre si e entre a
propria UMB, exige o fornecimento continuo de osteoblastos e osteoclastos, o que sera
determinante na homeostase dssea. O recrutamento podera ser de duas formas: serial e paralelo.
No modelo paralelo, a diferenciagdo e proliferacio de osteoblastos e osteoclastos ocorrem
simultaneamente em resposta a quaisquer sinais que solicitem a geragdo de UMB. No modelo
serial, tanto a lesdo tecidual quanto a tensdo mecanica estimulam a diferenciacdo e proliferacao
preferencial dos osteoblastos para o local afetado.

Na senescéncia ha menor deposi¢do de ossos nos ciclos de remodelagao, levando a menor
espessura das paredes Osseas, especialmente nos ossos trabeculares (PARFITT et al., 1997;
MANOLAGAS et al., 2000). Apesar de algumas alteragdes ocorridas com o avango da idade
serem confundidas com deficiéncias hormonais, a menor taxa de nascimento de células Osseas
(osteoblastos e osteoclastos), assim como o menor tempo de vida dos ostedcitos sdo
caracteristicos da idade avangcada (JILKA et al, 1996; D’IPPOLITO et al, 1999,

MANOLAGAS, 2000).

2.3. Genética e densidade mineral dssea
Os fatores genéticos sdo considerados os principais determinantes dos fenotipos 0sseos
(DEQUECKER et al., 1987, POCOCK et al. 1987; SLEMENDA et al., 1991; SOWERS et al.,
1992; KRALL & DAWSON-HUGHES, 1993; GUEGUEN et al., 1995; FLICKER et al., 1995;

ARDEN & SPECTOR, 1997; LIVSHITS et al., 1998, 2004; DENG et al., 1999, 2000, 2002;
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NGUYEN et al., 2003; VAN DEN OORD et al., 2004), podendo determinar até 92% da variagao
da DMO na coluna, 85% no quadril (POCOCK et al., 1987) e cerca de 60% no antebraco
(LIVSHIST et al., 1996; 1999). Segundo Livshits et al. (1998, 1999) cerca de 60% da variacao
total na massa Ossea ¢ explicada por fatores genéticos, Nguyen et al. (2003) estimam que esta
proporcao varie entre 31 e 72%.

Estudos em gémeos trazem a oportunidade de investigar a influéncia de fatores genéticos e
ambientais na determinacdo de fendtipos especificos. Por meio da comparagdo entre gémeos uni
vitelinos e bi vitelinos pode-se inferir a influéncia dos genes nas caracteristicas estudadas. Nesse
sentido, Smith ez al. (1973) verificaram que a hereditariedade é responsavel por cerca de 40% da
variagdo na massa Ossea do radio. Estudos posteriores conduzidos por Pocock et al. (1987)
confirmaram este resultado e mostraram que fatores genéticos podem determinar cerca de 92% da
variagdo de DMO lombar, 73% no colo de fémur, 85% no tridngulo de Ward e 57% no trocanter.
Estes resultados foram confirmados em amostras compostas somente por gémeas no periodo pos-
menopausa em estudos posteriores. No entanto, os valores foram mais reduzidos, variando de
6,8% na coluna lombar a 18,6% no colo do fémur (FLICKER et al., 1995; ARDEN et al., 1996).

A comparagdo entre pais ¢ filhos mostra os mesmos resultados, porém com niimeros menos
expressivos (KRALL & DAWSON-HUGHES, 1993; GUEGUEN et al., 1995; NGUYEN ef al.,
2003). Os estudos de Seeman et al. (1994) e Evans et al. (1988) revelam que filhas de
osteoporoticas tém menor DMO que pessoas da mesma idade, mostrando, em muitos casos,
DMO lombar abaixo do limiar sugerido para ocorréncia de fraturas. Esta forte caracteristica
hereditaria da DMO pode ser um dos fatores que levam mulheres cujas maes tenham sofrido
fraturas de quadril antes dos 80 anos a tornaram-se duas vezes mais propensas a sofrer as mesmas

fraturas (CUMMINGS et al., 1995).
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Estudos de mapeamento por ligagdo genética levaram a identificacao de locos relacionados
a fenotipos 6sseos (KOLLER ef al., 2000; DENG et al., 2002b), sem, no entanto, mostrar uma
defini¢do precisa dos locais responsaveis pelo controle da massa 6ssea (LIVSHITS et al., 2004).
Apesar de haver um grande niimero de genes atuando no controle da massa oOssea, estudos
recentes reforcaram a hipdtese da existéncia de um gene principal, responsavel por 16% a 65%
das variagdes na DMO (LIVSHITS et al., 1996a, 1996b, 1999, 2002, 2004; CARDON et al.,
2000; DENG et al., 2002a; NGUYEN et al., 2003).

Atualmente, grande parte das pesquisas tem sido direcionada a busca de genes especificos
que possam ter relagdo direta com os fenotipos estudados. Para que seus resultados sejam mais
precisos, tais buscas sdo baseadas nos efeitos bioldgicos dos genes. Nesse sentido, o gene VDR
surge como um candidato promissor, tornando-se um dos genes mais conhecidos e estudados em
sua relagdo com os fenotipos 6sseos (RALSTOM, 2002, LIU et al., 2003).

Estudos feitos com gémeos uni vitelinos e bi vitelinos revelam que grande parte da
similaridade da DMO pode ser explicada pela concordancia do gene VDR (MORRISON et al.,
1992, 1994; SPECTOR et al., 1995). Portanto, desde o estudo inicial de Morrison et al. (1994), o
qual relacionou diretamente variagdes polimoérficas no gene VDR com fendtipos dsseos, grande

atencdo foi dada a relagdo entre os diferentes alelos ¢ a DMO.

2.4. Receptor de vitamina D
O receptor de vitamina D ¢é uma proteina pertencente a superfamilia de fatores
reguladores transcricionais de acdo trans, composta pelos receptores de esterodides e de horménio
da tire6ide (BAKER et al., 1988; HANNAH & NORMAN., 1994).
Para exercer seus efeitos, a vitamina D ¢é convertida em sua forma ativa, a 1,25

dihidroxivitamina D3 [1,25(OH),Ds] ou calcitriol. A ag¢do do calcitriol, por sua vez, se da por
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meio de um receptor nuclear especifico, o VDR (HAUSSLER et al., 1998; ERBEN, 2001), o
qual regula a transcrigdo génica pela ligacao aos elementos responsivos de vitamina D na regido
promotora dos genes alvos (HANNAH & NORMAN., 1994; HAUSSLER et al., 1998; JONES et
al., 1998; OZISIK et al., 2001; ERBEN, 2001). Dentre os fatores controlados pelo VDR estao os
genes do hormodnio da paratiredide (DEMAY et al., 1992) e IL-6 (ALROY et al., 1995), que sdo
controlados negativamente, ¢ a osteocalcina (DEMAY et al., 1990) e as proteinas ligantes de
calcio no intestino e rins (OZISIK et al., 2001; VAN CROMPHAUT et al., 2001) que sofrem
controle positivo.

O VDR ¢ expresso em um grande numero de tecidos, mas as maiores concentragdes estao
no intestino, onde a vitamina D exerce sua principal fungdo: aumentar a absor¢do de calcio e
fosforo (HAUSSLER et al., 1998; JONES et al., 1998; ERBEN, 2001). Apesar de osteoblastos
(NARBAITZ et al., 1983) e células precursoras de osteoclastos (ROODMAN, 1996) também
expressarem VDR, a atuacdo direta da vitamina D no metabolismo 6sseo ainda ndo pdde ser
confirmada. Sabe-se, por exemplo, que agdo da vitamina D ¢ relacionada a produgdo de
osteocalcina, colageno tipo I e fosfatase alcalina pelos osteoblastos (REICHEL et al., 1989;
HANNAH & NORMAN., 1994). No entanto, ratos sem VDR apresentam mineralizagdo normal
dos ossos quando lhes s3o administradas quantidades adequadas de calcio e fosforo
(WEINSTEIN et al., 1984; L1 et al., 1998), o que traz a sugestdo de que os efeitos da vitamina D
nos ossos sejam indiretos, mediados pelo controle da absor¢do de calcio (ERBEN, 2001).

O gene para o receptor de vitamina D humano estd localizado no cromossomo 12
(GOMEZ ALONSO et al., 1998) e teve sua clonagem completa publicada em 1988, por Baker et

al. Alguns polimorfismos conhecidos no gene VDR estido esquematizados na figura 1.
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EXONS CODIFICANTES
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Figura 01. Representagdo esquematica da estrutura de Exons e Introns do gene VDR e o posicionamento

dos polimorfismos estudados na presente investigagao.

2.4.1. Polimorfismos na regidao 3’(Bsml, Apal e Taql)

O gene VDR possui uma longa regido 3’ ndo traduzida, comum a todos os receptores
esteroides, cuja significncia ainda ndo ¢ totalmente conhecida (BAKER et al., 1988). A maioria
dos polimorfismos estudados até o momento sdo mutagdes e/ou delegdes ocorridas dentro de
introns nesta regido, como as detectadas pelas enzimas de restrigdo Bsml e Apal. Apesar destas
mudangas ndo alterarem a seqiiéncia de aminodcidos resultante, supde-se que elas possam estar
em desequilibrio de ligacdo com algum outro fator genético ou alterar a estabilidade do RNAm
(MORRISON et al., 1992, 1994; GOMEZ ALONSO et al., 1998; TSURITANI et al., 1998;
RALSTOM, 2002; LIU et al., 2003; VAN DEN OORD et al., 2004), no entanto, esta ultima
hipdtese foi contestada pelos resultados obtidos no estudo de Durrin et al. (1999).

O polimorfismo mais investigado ¢ aquele definido pela presenca ou auséncia de um sitio

para a enzima de restri¢do Bsml, no intron 8 (MORRISON et al., 1992, 1994; FERRARI et al.,
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1999). Um outro polimorfismo presente neste intron ¢ aquele em um sitio de restrigdo para a
enzima Apal (MORRISON et al., 1992; AUDI et al., 1999). Estes dois polimorfismos, Apal e
Bsml, estdo em forte desequilibrio de liga¢do, o gendtipo 44 estd presente em mais de 80% de
portadores do gendtipo BB (MORRISON et al., 1992, 1994).

Ao contrario dos polimorfismos acima, o 7agl estdi em uma regido transcritora,
caracterizada pela troca da Timina por Citosina no exon 9. No entanto, a troca de bases
nitrogenadas ndo altera o aminodcido a ser sintetizado, pois tanto os codons ATT quanto ATC
codificam para a Isoleucina (OZISIC et al., 2001). Os polimorfismos Bsml ¢ Tagql sdo
estreitamente relacionados, os gendtipos BB, Bb ¢ bb sdo associados aos ¢, Tt e 71T,
respectivamente (MORRISON et al., 1994; TOKITA et al., 1996; TSURITANI et al., 1998;
RUBIN et al., 1999).

O primeiro estudo encontrado que relacionou as variagdes polimodrficas no gene VDR
com a DMO, foi publicado por Morrison et al. (1994). Este estudo apontou para um associacao
entre o genotipo BB e baixa DMO em mulheres. Este trabalho estimou que portadoras do
gendtipo BB chegassem “ao limiar de fraturas” (DMO < 2 DP, em relagdo a mulheres jovens
saudaveis) cerca de 10 anos antes que portadoras do genotipo bb. Em adicdo, os resultados
mostraram que portadoras do genétipo bb possuiam maior DMO na coluna lombar e colo do
fémur, com a variacdo Bb mostrando valores intermedidrios. Surgiu, assim, a hipdtese que os
alelos B, A e t estariam relacionados a menor massa 0ssea.

Diversos estudos posteriores corroboraram estes resultados em mulheres no periodo pos-
menopausa (HOWARD et al., 1995; GEUSENS et al., 1997; KIEL et al., 1997, VANDEVYVER
et al., 1997, GENNARI et al., 1998; GOMEZ ALONSO et al., 1998), pré-menopausa (KIEL et
al., 1997, LARAZZETI CASTRO et al., 1997) e jovens de ambos os sexos (FERRARI et al.,

1998; MCGUIGAN et al., 2002), especialmente quando se avaliou a coluna lombar. Os
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resultados no colo do fémur mostraram a mesma tendéncia, no entanto, dificilmente atingiram
significancia estatistica (DAWSON-HUGHES et al., 1995; HOWARD et al., 1995; GOMEZ
ALONSO et al., 1998).

Apesar de alguns resultados positivos, ha uma série de estudos que nao encontraram
relagdo entre os genotipos caracterizados pela Apal, Bsml e Tagl e a DMO, seja em mulheres no
periodo pos-menopausa (LOONEY et al., 1995; JORGENSEN et al., 1996; GRAAFMANS et
al., 1997; ZMUDA et al., 1997; TSURITANI et al., 1998; BROWN et al., 2001; ZAJICKOVA et
al., 2002) ou pré-menopausa (WILLING et al, 1998; QIN et al, 2004). Outros estudos
mostraram também uma relagdo inversa a proposta inicialmente (HOUSTON et al., 1996;
UITTERLINDEN et al., 1996; RUBIN et al., 1999; BLANCHET et al., 2002; TOFTENG et al.,
2002), inclusive estudos conduzidos pelo mesmo grupo que realizou a pesquisa pioneira (BELL
etal., 2001).

A analise de prevaléncia dos polimorfismos do gene VDR em pessoas com baixa DMO
trouxe resultados controversos, mostrando uma relagdo inversa a encontrada por Morrison et al.
(1994). Looney et al. (1995) verificaram que, em mulheres caucasianas com DMO na coluna
lombar extremamente baixa (< 50 mg/cm’), havia menor propor¢do do genétipo BB em relagio
ao grupo controle (pessoas saudaveis). Recentemente, Douroudis et al. (2003) reportaram dados
similares, revelando que mulheres de origem helénica com osteoporose e osteopenia possuiam
maior freqiiéncia dos genétipos bb, aa e TT, em comparagdo com mulheres de DMO normal.

Tendo em vista a controvérsia acerca das influéncias do polimorfismo VDR em mulheres
adultas, passou-se a especular que as interagdes seriam melhores vistas na juventude, pois haveria
menor quantidade de estimulos ambientais interferindo nos resultados. Tao et al. (1998) sugerem
que o polimorfismo do VDR influencie no aumento de massa Ossea ocorrido na fase de

crescimento, assim, os efeitos dos diferentes alelos seriam melhores observados nos primeiros 20
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anos de idade. A hipotese foi comprovada em seu estudo, no qual o genotipo #¢, foi relacionado a
menor DMO em meninas de sete anos. Sainz et al. (1997) estudaram a influéncia dos
polimorfismos Bsml, Apal e Tagl na DMO de criangas pré-puberes estadunidenses de origem
mexicana ¢ obtiveram resultados similares, ao verificar que os genétipos aa e bb estdo
relacionados a maior DMO na coluna lombar e colo do fémur, a mesma tendéncia foi verificada
para o genétipo 77, mas as diferengas ndo foram significativas.

No entanto, ha estudos que ndo suportam esta hipdtese. Gunnes et al. (1997) nao
encontraram relagdo entre os aumentos de DMO no antebrago e o gen6tipo de VDR de criangas e
adolescentes ¢ Ames et al. (1999) nao verificaram relagdo entre o polimorfismo Bsml e a DMO
em criangas. Kitagawa et al. (1998), por sua vez, encontraram relagdes inversas as esperadas ao
verificar que o gendtipo Aa estava relacionado a maior DMO no antebrago, em comparagdo com
0 gendtipo aa, em jovens japonesas (média de idade de 18,4 anos). Diante da controvérsia em
relacdo aos polimorfismos, alguns autores compararam a interacdo entre os diferentes alelos,
partindo do pressuposto que a analise de haplotipos seria mais eficiente.

Por meio de analises com trés enzimas restritivas, Gennari et al. (1998) verificaram que,
em mulheres italianas no periodo pds-menopausa, a DMO lombar era maior no genotipo aabbTT,
em comparagdo com AABBtt ¢ AaBbTt, havendo uma tendéncia similar para o fémur.
Posteriormente, ao analisar os polimorfismos Tagl ¢ Apal em conjunto, Gennari et al. (1999)
verificaram que a variagdo aalT resultava em maior DMO lombar que a 4A4¢#. No entanto, a
controvérsia aparece em um estudo de Utterlinden et al., (1995; 1996), no qual se verificou que o
haplotipo AbT foi relacionado a uma menor DMO em idosos de ambos 0s sexos.

Portanto, além dos achados iniciais ndo serem comprovados de forma consistente, vé-se
que ha evidéncias contrarias a suposi¢do de que os alelos b, a e T, sozinhos ou em conjunto,

sejam associados a maior DMO, o que tem trazido sérios questionamentos a sua real importancia.
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2.4.2. Polimorfismos no local de iniciacdo da traducdo (Fokl)

Até o momento, ha apenas um polimorfismo conhecido que altere significativamente a
estrutura protéica do receptor de vitamina D. Este polimorfismo se localiza na regido 5’ e €
comumente identificado pela enzima de restricao Fokl.

O gene VDR possui dois potenciais cédons de iniciagdo da tradu¢do (ATG) no exon 2, o
processo ¢ iniciado habitualmente no primeiro coédon (BAKER et al., 1988). No entanto, uma
mutagdo especifica caracterizada pela substituicdo da timina por citosina no primeiro cdédon, faz
com que a tradugdo inicie-se no ATG seguinte, o que causa a producdo de uma proteina 3
aminoacidos mais curta. Deste modo, enquanto o produto predito da tradu¢do do VDR ¢ uma
proteina de 427 aminoacidos (BAKER et al., 1988), a proteina traduzida por um alelo F (com
restricao para enzima Fokl) apresenta apenas 424 aminoacidos.

Estudos in vitro demonstraram a existéncia de diferengas funcionais entre os
polimorfismos, o alelo mais curto (F) apresenta uma ativacao trancricional 1,7 vez maior (ARAI
et al., 1997) que o alelo f, mais longo. Diferencas funcionais também foram encontradas por
Colin et al. (2000) e Jurutka et al. (200), no entanto, os resultados sdo controversos (GROSS et
al., 1996; WHITFIELD et al., 2001).

Em um estudo realizado com 110 mulheres japonesas no periodo pré-menopausa (idade
média de 32 anos), Arai et al. (1997) verificaram que a presenga do primeiro local de traducgdo
em homozigose (ff) relacionava-se a DMO lombar 10,7% menor, em comparagdo com a auséncia
do primeiro ATG (FF). Posteriormente, Choi et al. (2000) examinaram a relagdo entre o
polimorfismo Fokl e a DMO em 174 mulheres coreanas no periodo pés-menopausa (idade média
de 55 anos) e obtiveram resultados similares, com as portadoras do genotipo ff mostrando DMO

lombar 13,3% menor que portadoras do FF.
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Estudos em outras populagdes mostram os mesmos padrdes. Gross et al. (1996)
verificaram que mulheres pos-menopausa de origem mexicano-estadunidense portadoras do
genotipo ff possuiam DMO lombar 12,8% menor que portadoras do genétipo FF e 10,9% menor
que o gendtipo Ff. Neste estudo também foi verificado que portadoras do gendtipo ff
apresentavam maior perda ossea no colo do fémur no periodo de 2 anos, a perda para este
genotipo era de 4,73%, enquanto o gendtipo Ff perdeu 0,54% e o FF apresentou ganhos de 0,5%.

Posteriormente, um estudo com 400 mulheres italianas (idade média de 58 anos) verificou
que portadoras do gendtipo FF possuiam DMO da coluna 6% maior em relagdo a portadoras do
genotipo ff, aproximando-se da significancia estatistica (p = 0,06). Ao segregar os grupos pela
quantidade de anos desde a menopausa, verificou-se uma correlagdo positiva no grupo com
menos de 5 anos, ¢ o gendtipo FF apresentou valores de DMO lombar 9% maiores que o ff
(GENNARI et al., 1999). A segregagao pela idade trouxe resultados similares, com o genétipo ff
apresentando menor DMO nas mulheres com menos de 60 anos.

Tofteng et al. (2002) verificaram em mulheres caucasianas pds-menopausa com IMC
abaixo de 25 kg/m” (n = 282), que os gendtipos FF e Ff estavam associados com menor DMO no
quadril e radio. Os valores na coluna lombar mostraram a mesma tendéncia, sendo cerca de 5%
maiores no genotipo ff, mas ndo atingiram significancia estatistica. A analise de mulheres obesas,
no entanto, ndo mostrou resultados significativos em nenhuma medida.

Em uma pesquisa feita com 114 mulheres caucasianas no periodo poés-menopausa (idade
média > 60 anos), Zajickova et al. (2002) verificaram que o genotipo ff apresentava valores de
DMO no quadril 9,4% menores em comparagdo com o Ff. Houve uma tendéncia similar para a
coluna lombar que, no entanto, ndo atingiu significancia estatistica.

Harris et al. (1997) realizaram um estudo envolvendo mulheres negras (n = 82) e

caucasianas (n = 72) no periodo pré-menopausa e encontraram valores de DMO 7,4% ¢ 2,9%
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menores no colo do fémur nos genotipos ff, em comparagao com FF e Ff, respectivamente. Os
valores da DMO na coluna lombar e corpo inteiro tiveram tendéncias similares, mas nado
atingiram significancia. Ao analisar as mulheres caucasianas separadamente, os resultados foram
mais expressivos, com os valores para o corpo inteiro 4,3% menores no genotipo ff, em
comparagdo com o FF. No colo do fémur, a DMO do grupo ff foi 12,1% e 4,1% menor, em
relacdo as variagdes FF e Ff. A andlise separada de negras ndo mostrou diferengas significativas,
apesar de tendéncias similares. E interessante ressaltar que o grupo de mulheres negras tinha uma
ingestdo de calcio significativamente menor que as mulheres caucasianas, o que pode ter
influenciado nos resultados.

Estudos em criancas também trouxeram resultados similares. Ames et al. (1999)
estudaram 72 criangas (idade entre 7,5 e 12 anos) com dietas ricas em calcio (1200 mg/dia) das
quais 38 eram caucasianas, 18 afro-americanas e 16 mexicano-estadunidenses. Os resultados
mostram que, independente da etnia, os portadores do gendtipo FF tinham DMO total 8,4% e
4,8% maiores que os ff e Ff, respectivamente. Os resultados revelaram também que o gendtipo
FF estava associado a uma absor¢do de célcio 52,9 e 29,6% maior em relagdo aos genotipos ff e
Ff, respectivamente. As andlises feitas com Bsml ndo revelaram associagdo com nenhum
parametro analisado.

Confirmando as correlagdes positivas, estudos transversais mostram que a prevaléncia do
genotipo FF é menor ¢ a do ff maior em mulheres com osteoporose e osteopenia. Gennari et al.
(1999) verificaram que a prevaléncia do genotipo ff' € duas vezes maior em mulheres com
osteoporose, em relagdo a mulheres sem a patologia. Os autores encontraram também um
aumento de duas a trés vezes no risco de fraturas vertebrais em portadoras do alelo f em

homozigose. Posteriormente, os resultados do estudo de Choi ef al. (2000) revelaram que o
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percentual de mulheres osteoporoticas com gendtipo ff era cerca de trés vezes maior do que em
mulheres normais.

Existe também a hipotese de haver interagdo entre os polimorfismos na regiao 3’ e 5°. Ao
cruzar os genotipos Bsml e Apal com o Fokl, foram encontradas evidéncias sugestivas em duas
ocasioes. Em 1998, Ferrari et al. (1998) verificaram em meninas pré-puberes com os genotipos
bb ou aa, que a DMO lombar era maior com a presenca concomitante do gendtipo FF (bbFF ou
aaFF), em relacdo a presenca do ff' (bbff ou aaff). Posteriormente, Ferrari et al. (1999)
verificaram que individuos com o alelo f apresentavam menor DMO (coluna lombar, colo do
fémur, trocanter e corpo inteiro) quando havia presenca concomitante do genotipo BB, em relagao
aos outros genodtipos Bsml.

O polimorfismo da regido 5’ também pode ajudar a explicar diferengas étnicas na DMO
(HARRIS et al., 1997; AMES et al., 1999). Estudos feitos com caucasianos mostraram resultados
similares na distribui¢do dos gen6tipos (GROSS et al., 1996; HARRIS et al., 1997, FERRARI et
al., 1998, ECCLESHALL et al., 1998), no entanto, os asiaticos e negros apresentam padrdes
diferenciados. Em relagdo aos caucasianos, os asidticos mostram menor freqiiéncia do gendtipo
FF (ARAI et al., 1997, CHOI et al., 2000), ja os negros t€ém maior freqiiéncia do genotipo FF e
raramente apresentam o gendtipo ff (HARRIS et al, 1997; AMES et al., 1999). Segundo
HARRIS et al. (1997) o polimorfismo no coédon de iniciagdo pode ser responsavel por até um
terco das diferengcas de DMO no fémur entre negros e caucasianos.

Apesar de resultados mais consistentes, hd estudos nos quais ndo se verificou interagao
entre o polimorfismo Fokl e a DMO (ECCLESHALL et al., 1998; FERRARI et al., 1998;
SOWERS et al.,, 1999) e estudos que sugerem a relacdo inversa a inicialmente proposta

(LAAKSONEN et al., 2004).
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Ferrari et al. (1998) ndao encontraram diferencgas significativas entre a DMO e os
genotipos Fokl em mulheres pré-menopausa (idade entre 18,7 ¢ 56 anos) e meninas na pré-
puberdade (idade entre 6,6 ¢ 11,4 anos), havendo apenas uma tendéncia a menor DMO lombar
em meninas pré-puberes com o gendtipo ff.

Um estudo envolvendo 174 mulheres caucasianas de origem francesa no periodo pré-
menopausa (idade entre 31 e 56 anos) também ndo encontrou correlagdes entre os gendtipos Fokl
e a DMO (ECCLESHALL et al., 1998), no entanto, os marcadores para reabsor¢cdo Ossea
mostraram-se mais elevados nos portadores do genotipo ff, o que pode estar relacionado a maior
perda 6ssea verificada por Gross et al. (1996).

Posteriormente, ao analisar 261 mulheres pré e peri-menopausa (idade entre 28 e 48
anos), Sowers et al. (1999) ndo encontraram relacdo entre o polimorfismo no local de iniciagdo
da transcri¢do e as medidas de DMO.

Em um estudo com 124 adolescentes finlandeses, Laaksonen et al. (2004) verificaram que
os valores da DMO no radio e ulna foram maiores para meninas com o gendtipo ff em
comparagdo com os grupos FF e Ff, no entanto os resultados ndo atingiram significincia. Em
meninos, a ANCOVA revelou diferenca entre os gendtipos e, apesar do grupo FF apresentar os
menores valores, as analises post-hoc ndo revelaram diferencas entre os genotipos, no entanto
deve-se ressaltar que apenas dois meninos possuiam o genétipo ff, o que ndo permite avaliar a

relagdo dose-resposta entre o gendtipo € a DMO.

2.4.3. Polimorfismo no local do fator de transcri¢do Cdx-2
Em 1999, Yamamoto ef al. descreveram um sitio de ligagdo para o fator de transcri¢ao
especifico do intestino Cdx-2 na regido promotora do gene VDR. Posteriormente, Arai et al.

(2001) identificaram um polimorfismo neste local, definido pela substituicdo de uma guanina por
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uma adenina, os alelos foram denominados Cdx-G ou Cdx-A, de acordo com a base presente.
Essa mutagdo parece ser funcional, pois influencia a expressao génica do VDR no intestino, de
modo que a variagdo Cdx-A possui maior afinidade com a proteina Cdx-2, o que leva a maior
atividade de transcri¢ao, em relacao ao alelo Cdx-G (ARAl et al., 2001; FANG et a, 2003).

A primeira pesquisa conhecida sobre o polimorfismo Cdx-2 foi realizada com 261
mulheres japonesas nos periodos pré e pés-menopausa (ARAI et al., 2001). De acordo com os
resultados, o polimorfismo Cdx-2 apresentou-se significativamente relacionado 8 DMO lombar
em mulheres pds-menopausa, mas nao em mulheres pré-menopausa, com o grupo Cdx-A/A tendo
a maior DMO e o Cdx-G/G a menor, com valores intermedidrios para o genotipo Cdx-A/G.

Em um estudo com 2848 holandeses (idade entre 55 ¢ 80 anos) Fang er al. (2003)
verificaram que individuos com o alelo Cdx-A, apresentavam menos fraturas lombares, sendo o
efeito similar para ambos os sexos, no entanto ndo houve relagdes entre os polimorfismos Cdx-2
e a DMO na coluna lombar e no colo do fémur. Quando os individuos com baixa ingestdo de
calcio foram analisados separadamente, houve uma tendéncia do gendtipo Cdx-A/A apresentar
maior DMO.

Morita et al. (2005) avaliaram a interagdo entre os polimorfismos Cdx-2 e fatores
ambientais na determinagdo da DMO em 1.340 mulheres japonesas. Os sitios avaliados foram
coluna lombar (L2-L4), colo do fémur, terco distal do radio e sitio ultra-distal do antebrago. De
acordo com os resultados, a DMO no sitio ultra-distal do antebrago foi menor em mulheres no
periodo pré-menopausa portadoras do gendtipo Cdx-G/G em comparacdo com os demais
gendtipos. Nenhuma outra diferenca na DMO foi encontrada entre os genotipos nos demais sitios
analisados em mulheres no periodo pré ou pos-menopausa. Além das medidas iniciais foi

realizado um acompanhamento apos trés anos com 950 participantes do estudo. Durante este
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acompanhamento, ndo foram verificadas associacdes entre dos genotipos Cdx-2 e as mudangas na
DMO em nenhum dos sitios avaliados.

O polimorfismo Cdx-2 também se mostra alterado nas diferentes etnias. O alelo Cdx-A ¢
mais freqiiente nos negros (74%), seguido pelos asiaticos (43%) e menos freqiiente nos brancos

(19%) (ARAI et al., 2001; FANG et al., 2003).

2.4.4. Interacdo entre polimorfismo no gene VDR e atividade fisica

Uma das explicacdes para as divergé€ncias entre os estudos sobre as relagdes do VDR com
a DMO pode ser a interag@o entre genes e fatores ambientais, dentre os quais se inclui a atividade
fisica (BLANCHET et al., 2002; LIU et al., 2003). De fato, ha uma crescente conscientizagao de
que as respostas as atividades fisicas sejam mediadas por variagdes genéticas individuais (BRAY,
2000; RANKINEN et al., 2001; RANKINEN et al., 2002; PERUSSE et al., 2003; WOLFARTH
et al., 2005).

Tendo em vista que a acdo da vitamina D estd relacionada com o processo de
fortalecimento dos ossos e reparo de micro fraturas que ocorrem com o0s exercicios
(GALLAGHER et al., 1990; JONES et al., 1998), a alteracdo da sua atividade, devido aos
diferentes polimorfismos, pode trazer adaptagdes diversas em resposta a atividade fisica.

Nesta linha, Tsuritani et al. (1998) estudaram as mudangas na DMO em relacdo aos
polimorfismos VDR em mulheres caucasianas (idade entre 60 ¢ 70 anos) submetidas a um
programa de caminhadas de 12 meses e verificaram que somente as portadoras do genotipo bb
apresentaram acréscimo significativo da DMO lombar em relagdo ao grupo controle, composto
por portadoras do mesmo gendtipo.

No entanto, Jarvinen et al. (1998) ndo encontraram diferengas entre os ganhos de DMO e

os gendtipos VDR (BB, Bb e bb) em mulheres caucasianas no periodo pré-menopausa submetidas
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a um programa de 18 meses de atividade fisica de alto impacto. De acordo com os resultados,
independente do genotipo, as participantes obtiveram os mesmos beneficios com a atividade
fisica.

Posteriormente, Kitagawa et al. (2001) estudaram a inter-relagdo entre a realizacao
habitual de atividade fisica e o polimorfismo no gene VDR na determinagdo da DMO do
antebraco de jovens japonesas (idade de 18 a 19 anos). Na comparagdo com a analise por Apal,
verificou-se que os efeitos da atividade fisica eram significativos no genotipo aa, mas ndo no
genotipo Aa. Quando se analisou o polimorfismo através da Tagl, foi verificado que a atividade
fisica exercia efeitos mais significativos na DMO de portadores do genotipo 77, em comparacao
com Tt.

Blanchet et al. (2002) analisaram 575 mulheres canadenses no periodo pds-menopausa,
dividindo-as, através de um questionario, em sedentarias, moderadamente ativas e ativas. De
acordo com os resultados, mulheres ativas com o genotipo bb apresentavam menor DMO na
coluna lombar, em comparagdo com mulheres ativas com a variagdo BB, sugerindo uma melhor
resposta a atividade fisica em portadoras desta variagao.

Deste modo, em relagdo aos polimorfismos localizados na regido nao traduzida 3’, os
resultados sdo controversos, alguns estudos mostraram beneficios para os alelos a, b e T
(TSURITANI et al, 1998; KITAGAWA et al, 2001), alguns nao mostraram diferencas
(JARVINEN et al., 1998) e outros até mesmo mostraram uma relacao negativa (BLANCHET et
al.,2002)

Até o momento, s3o conhecidos apenas dois estudos que analisaram a interagdo entre
atividade fisica e o polimorfismo 5’ em relacdo ao metabolismo 6sseo, e apenas um que verificou

interacdo entre o polimorfismo Cdx-2 e atividade fisica.
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Com relacao aos polimorfismos Cdx-2, Morita et al. (2005) estudaram a interagcdo entre
os diferentes genotipos e fatores ambientais na determinagdo da DMO em mulheres japonesas.
Os autores reportaram interagoes significativas entre os genotipos e a participagao em atividades
desportivas no segundo grau na determinagao da DMO. Em mulheres no periodo p6s-menopausa,
as portadoras do genotipo Cdx-G/G que participavam de atividades desportivas apresentavam
maior DMO na coluna lombar e colo do fémur em comparagdo com ndo-participantes, tais
diferengas ndo ocorreram em portadoras dos demais genotipos.

Os estudos sobre o polimorfismo Fokl também foram conduzidos em japoneses. Tajima et
al. (2000) relacionaram o polimorfismo Fokl a resposta do metabolismo 6sseo ao treinamento de
forca em 34 jovens (idade entre 18 e 31 anos) japoneses do sexo masculino. Neste estudo, o
nimero reduzido da amostra tornou necessario agrupar os gendtipos Ff e ff em um sé grupo:
portadores do alelo /. Ao analisar os dados de todos os individuos, os resultados mostraram que
apds um més de treino de forga € possivel verificar aumento nos marcadores de formagao 6ssea e
queda nos marcadores de reabsor¢do. No entanto, o aumento dos niveis de fosfatase alcalina (B-
ALP) ndo foi significativo e as quedas nos niveis de determinados marcadores de reabsor¢do
Ossea (cross-linked NH>-terminal teropeptide of type I colagen) foram menos expressivas em
portadores do alelo f, apesar de ndo terem diferenca significativa entre os grupos, o que levou os
autores a sugerir que portadores do gendtipo FF sejam melhores respondedores.

Em um estudo transversal, Nakamura et al. (2002) compararam fen6tipos 6sseos (DMO,
conteudo mineral dssea, massa dssea) de jovens japoneses, atletas e sedentarios, em relagdo ao
gendtipo VDR, utilizando a enzima restritiva Fokl. Como a quantidade do genotipo ff foi baixa,
as comparagdes foram feitas entre as variagdes FF e Ff. No grupo controle, ndo houve relacao

entre os gendtipos de VDR e os fendtipos 6sseos, no entanto, no grupo de atletas o conteudo
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mineral 6sseo (CMO) da coluna lombar e o volume dsseo eram maiores na presenca de FF, a
DMO apresentou uma tendéncia similar, mas sem diferencas estatisticamente significativas.

Neste mesmo estudo, foi verificado que as diferencas na CMO da coluna eram mais
expressivas entre atletas e ndo-atletas com genotipo FF, do que com a variagao Ff. Os autores
sugeriram que os ossos de pessoas com gendtipo FF adquirem mais massa em fungdo dos
exercicios, reforcando a hipdtese de que o alelo F' em homozigose torne os individuos melhores
respondedores.

Infelizmente, os dois estudos acima (TAJIMA et al, 2000; NAKAMURA et al., 2002)
foram feitos com amostras relativamente reduzidas, o que limita suas conclusdes. O fato de nao
haver possibilidades de realizar compara¢des com os genotipos mais extremos (ff e FF), também

pode ter reduzido a significancia dos resultados.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Tipo de estudo
Estudo em corte transversal, no qual a variavel dependente ¢ a densidade mineral Ossea

(DMO), e as variaveis independentes sdo os polimorfismos no gene receptor de vitamina D

(VDR) e o nivel de atividade fisica.

3.2. Amostra
A amostra foi composta por 192 voluntarias, residentes no Distrito Federal e participantes
do Projeto Geragdao de Ouro da Universidade Catdlica de Brasilia. As caracteristicas da amostra
estdo presentes na tabela 01, na se¢do de resultados.
Foram adotados os seguintes critérios de exclusao:
- Estar impossibilitado de realizar as medidas no aparelho DXA
- Nao estar no periodo p6s-menopausa
- Nao ser nascida no Brasil
- Possuir implantes metalicos no corpo
- Possuir disfungdes hormonais (paratiredides e ovarios) ou doengas que alterem o

metabolismo dsseo.

O estado de reposi¢ao hormonal, tabagismo, uso de suplementos de calcio e a cor da pele
declarada pelo proprio individuo foram avaliados por meio de um questiondrio padriao (Anexo
A). O padrao de atividade fisica foi avaliado pelo International Physical Activity Questionaire
(IPAQ). Um avaliador esteve presente no momento de preenchimento dos questionarios para

sanar duvidas, no entanto, o avaliador ndo interferia com relagdo a resposta sobre a cor da pele.
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3.3. Padraoes de atividade fisica

Os niveis habituais de atividade fisica foram avaliados por meio da versao curta do [IPAQ
(Anexo B). O IPAQ foi desenvolvido como um instrumento para monitorar de forma padronizada
a atividade e inatividade fisica em diversos paises do Mundo (CRAIG et al., 2003). O modelo
usado no presente estudo corresponde a traducdo oficial em portugués da versao curta (disponivel
no site www.celafiscs.com.br), previamente validada para a populagdo brasileira (MATSUDO et
al., 2001; PARDINI et al., 2001). A avaliacdo leva em consideragdo a duracdo e freqiiéncia das
atividades fisicas realizadas em uma semana, considerando-se apenas sessdes superiores a 10
minutos continuos. Os resultados do questionario possibilitam a divisdo em cinco categorias:
sedentarios, insuficientemente ativos “B”, insuficientemente ativos “A”, ativos e muito ativos.
Alguns autores (HALLAL et al., 2003) adotam a divisdo em dois grupos, determinando como
ponto de corte as recomendagdes minimas de atividade fisica do American College of Sports
Medicine, Center for Disease Control and Prevention (PATE et al., 1995) e do relatorio do U.S.
Surgeon General (USDHHS, 1996), seguindo este principio, os grupos foram divididos em
insuficiente ativos (IA), contendo os individuos classificados como sedentirios e
insuficientemente ativos “A” e “B”, e ativos (AT), contendo os individuos classificados como

ativos e muito ativos.

3.4. Densidade mineral 6ssea.
As mensuracdes foram realizadas no laboratério de imagens e no laboratorio de estudos
em educacdo fisica e saude (LEEFS) da Universidade Catdlica de Brasilia (UCB-DF). A
densidade mineral ossea foi obtida utilizando-se o método da absortometria por raios-X de dupla

energia (DXA), realizado em um aparelho modelo Lunar DPX-1Q. Nesta medida, os individuos
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permanecem em decubito dorsal sobre uma mesa, com seus membros inferiores relaxados e
separados um do outro. Os membros superiores foram posicionados ao longo do corpo com os
antebragos em pronacao. Os sitios escolhidos para as medidas foram as vértebras lombares L2-
L3-L4, o triangulo de Ward e o colo do fémur.

Para o preparo, foram dadas as seguintes recomendacdes: nao ingerir comprimidos de
calcio no dia do exame; ndo ter realizado exame radioldgico com uso de contraste nos 14 dias
anteriores; ndo realizar exame de medicina nuclear nos trés dias anteriores; fazer jejum de cerca
de duas a quatro horas; evitar usar roupas com acessorios de metal no exame. A avaliagdo foi

contra-indicada nos casos de fratura e/ou implante metalico nas regides analisadas.

3.5. Estudo dos polimorfismos no gene VDR

Todo o procedimento de genotipagem foi realizado pelos proprios pesquisadores. As
participantes foram convidadas a comparecer ao Laboratério de Estudos em Educacdo Fisica e
Saude (LEEFS), localizado no Campus I da Universidade Catolica de Brasilia, para que fosse
realizada a coleta sanguinea. O material bioldgico foi armazenado na geladeira local até que
ocorresse a coleta de todas as voluntarias. Essa etapa teve uma duracdo aproximada de 02 meses,
tendo em vista que as visitas aconteciam numa freqiiéncia semanal de duas a trés vezes, com uma
média de 15 voluntarias por visita. Em seguida, as amostras foram levadas ao Laboratério de
Ciéncias Genomicas e Biotecnologia, localizado no Campus II da Universidade Catdlica de
Brasilia, onde todo o procedimento de extracdo do DNA até a obtencdo dos gendtipos foi

realizado.
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3.5.1. Extragdo de DNA

Um técnico devidamente treinado realizou a coleta de amostra sanguinea (3 a 5 ml) de
todas as participantes por meio da veia antecubital. O material bioldgico foi colhido em tubos
com vacuo estéreis contendo anticoagulante EDTA. O DNA genomico de alto peso molecular foi
extraido dos leucdcitos periféricos pelo método “salting out” (MILLER et al., 1988).

Os procedimentos de extracdo envolveram basicamente trés passos:

a) Quebra das células com remocdo das membranas lipidicas por meio da adi¢do de um
tampao com detergente. A solu¢do usada no procedimento foi denominada Tampao A, composta
por sacarose (0.32 M), Tris-HCI (10 mM, pH 7.6), MgCl, (5 mM) e o detergente ndo idnico
Triton X 100 (1 %). Apés a homogeneizagdo do sangue, um volume inicial de 750 pl foi
depositado em um microtubo de 1,5 ml. Adicionou-se 750 pl do Tampao A, sendo o material
centrifugado a 2.500 rpm por 20 minutos para condensagdo do pellet, com descarte posterior do
sobrenadante.

b) Remogao das proteinas celulares e histonas ligadas ao DNA - o pellet foi suspenso em
um composto denominado Tampao B (25mM de EDTA com pH 8.0 ¢ 75SmM de NaCl) e foram
adicionados o SDS (dodecil sulfato de s6dio) a 10% e proteinase K (10 mg/ml). Em seguida, os
tubos foram incubados a 37°C durante uma hora para agdo da enzima. Apods a incubagdo foi
adicionado NaCl (6 M) para precipitar o DNA, seguido de uma nova centrifugagdo da mistura
com a finalidade de precipitar impurezas no fundo dos tubos.

c) Precipitacio do DNA em 4alcool — o sobrenadante obtido no item anterior e foi
transferido para um tubo e posteriormente foi adicionado etanol absoluto, na propor¢ao de duas
vezes o volume contido no tubo. Misturou-se por inversdes cuidadosas, € nesse momento
possivel a visualizacdo da precipitagio do DNA. Foi realizada outra centrifugagdo com a

finalidade de aderir o DNA ao fundo dos tubos, descartando-se em seguida o sobrenadante com
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cuidado para nao perder o pellet. Apds a evaporagdao completa do etanol, foram adicionados 300

ul de TE para conservacao do DNA.

3.5.2. Quantificagdo do DNA

A concentragdo do DNA extraido foi estimada em gel de agarose a 1%, corado com
brometo de etidio. Em cada pogo do gel foi aplicado um volume de 8 ul (4 pl de tampao de
carregamento ¢ 4 pl do DNA extraido e conservado em TE). Foi utilizado como padrdao para
quantificagdo o lambda DNA em concentragdes de 20, 100, 200 e 400ng/ul. Apds
aproximadamente 15 minutos de eletroforese a 80 V, o gel foi fotografado em luz ultravioleta. As
“bandas” formadas pelo DNA foram comparadas com as dos marcadores e, por meio da inspecao
visual, foi realizada a quantificacdo do DNA. Apos a quantificacdo, todas as amostras de DNA

foram diluidas em TE, de forma a ficar numa concentracao final de 5 ng/ul.

3.5.3. Polimorfismos estudados no gene VDR

Os polimorfismos no gene VDR comumente investigados em estudos de associagio sdo,
de maneira geral, nomeados pelas enzimas de restri¢ao utilizadas para sua genotipagem por meio
de PCR-RFLP (polimorfismos de tamanho em fragmentos de restricdo). O Cdx ndo gera ou abole
sitio para enzima de restri¢ao. Os polimorfismos utilizados neste trabalho sao amplamente citados
na literatura como Apal, Bsml, Cdx, Fokl e Taql. Todos estes polimorfismos estdo depositados
no banco de dados dbSNP no NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/) com as
respectivas denominagdes rs7975232, rs1544410, rs17883968, rs2228570 e rs731236. Ao longo
deste trabalho os alelos e, consequentemente, os gendtipos para os locos Apal, Bsml, Fokl e Taql

serdo denominados utilizando a letra inicial da enzima de restricdo em maiuscula ¢ mintscula.
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Para facilitar o entendimento, segue a abaixo a relacao dos alelos em termos de nucleotideos com
os alelos representados pelas letras das enzimas de restrigao.

a) 17975232 (Polimorfismo Apal) - sera usado A para identificar o alelo com a presenca
de Timina (T) e a para o alelo com a presenca de Guanina (G). Conseqiientemente, 44 =TT, Aa
= GA e aa = GG;

b) rs1544410 (Polimorfismo Bsml) - serd usado B para designar o alelo com a presenca de
Adenina (A), e b para a presenga de Guanina (G). Portanto, BB = AA, Bb = AG ¢ bb = GG;

c) rs17883968 (polimorfismo Cdx-2). As siglas usadas para os polimorfismos Cdx-2 serdo
equivalentes as mesmas empregadas anteriormente (ARAI et al., 2001; FANG et al., 2003). Sera
usado Cdx-G para designar o alelo com a presenga de Guanina (G) e Cdx-A para o alelo com a
presenga de Adenina (A). Deste modo, Cdx-G = GG, Cdx-G/A = GA e Cdx-A = AA.

d) rs2228570 (Polimorfismo Fokl) - serd usado F' para designar o alelo com auséncia do
primeiro cddon de iniciagdao devido a troca de Timina (T) por Citosina (C) e f para o alelo que
possui o primeiro cédon de iniciacdo. Portanto, FF = CC, Ff=CT e ff=CC;

e) 15731236 (Polimorfismo 7agl) - sera usado T para designar o alelo com a presenca de
Timina (T) e ¢ para o alelo com a presenga de Cistina (C). Deste modo, 77 =TT, Tt =TC e #t =

CC;

3.5.4. Amplificagdo do DNA — Polimerase Chain Reaction (PCR)

Os sitios polimorficos foram amplificados por meio da técnica da reacdo em cadeia da
polimerase (PCR, do inglés polymerase chain reaction). Essa técnica permite que um fragmento
especifico da molécula de DNA seja amplificado milhares de vezes em poucas horas. A técnica
implica na utilizacdo de fragmentos de DNA fita simples (iniciadores) que delimitam a regido a

ser amplificada. A técnica de PCR ¢ baseada na capacidade da enzima Taq polimerase exercer
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sua fun¢do em temperaturas elevadas que promovem normalmente a desnaturagdo do DNA. O
fato ocorre pois a enzima, extraida de uma bactéria que vive em altas temperaturas denominada
Thermus Aquaticus, tem caracteristica termoestavel, o que ¢ de grande importancia uma vez que
a reagao se processa em diferentes ciclos de temperaturas. O MgCl, favorece o estimulo da Taq
polimerase e os ANTPs conferem maior reprodutibilidade a reagao.

Os iniciadores para a PCR e a metodologia de genotipagem utilizados neste trabalho
seguiram os procedimentos adotados em Pereira et. al. (dados ndo publicados). Para amplificacao
pela PCR, novos iniciadores foram desenhados. Para os polimorfismos Apal e Tagl, os
iniciadores para PCR foram os mesmos, pois os polimorfismos encontram-se em regides
préximas do gene VDR (Exon 9 e Intron entre Exons 8 € 9 0 Tag | e 0 Apa 1, respectivamente).

A PCR foi realizada em um volume final de 10 pl, seguindo o seguinte protocolo:
Tampao 1x, MgCl, 1,5 uM, dNTPs 250 uM, iniciadores 1 pM, Taq DNA Polimerase 1 U e 10-20
ng de DNA.

Apds o preparo, a reacdo foi colocada em um termociclador (GeneAmp PCR System
9700, Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA), alternando temperaturas de 95°, 63° ¢ 72°
com o intuito de promover a desnaturacdo do DNA (separagao da fitas devido ao rompimento das
pontes de hidrogénio), anelamento dos iniciadores as fitas simples de DNA e ligacdo dos dNTPs
as fitas, respectivamente. O programa utilizado adotou a seguinte variagdo de temperatura: 05
minutos a 95°% 14 ciclos (01 minuto 95° - 01 minuto a 63° - 01 minuto a 72°); 25 ciclos (01
minuto a 95° - 01 minuto a 56° - 01 minuto a 72°); 10 minutos a 72° e mantido em 10° até a

reagao ser retirada do termociclador.
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3.5.5. Genotipagem

A genotipagem dos polimorfismos foi realizada por meio de minisequenciamento
(SYVANEN, 1999) utilizando o sistema comercial SNaPshot™ Multiplex System (Applied
Biosystems, Foster City, CA, EUA). No minisequenciamento, a reacdo de sintese de DNA
catalisada por uma DNA polimerase ¢ usada para distinguir diferentes alelos. O principio da
reacdo ¢ anelar um iniciador exatamente adjacente ao nucleotideo polimorfico e permitir a
extensdo de um unico nucleotideo. Isto é possivel gragas a inclusdo somente de di-
desoxiribonucleotideos (ddNTP) na reagdo. No caso especifico do sistema SNaPshot™ os
ddNTPs sdo marcados com moléculas fluorescentes, especificamente o ddATP (verde), o ddTTP
(vermelho), ddGTP (azul) e o ddCTP (preto). Para diferenciacdo dos locos a serem genotipados
caudas de poli T foram adicionados aos iniciadores de minisequenciamento.

O protocolo de miniseqiienciamento pelo sistema SNaPshot™ foi desenvolvido para
genotipagem simultdnea de até 10 polimorfismos de uma unica base. Neste trabalho os
fragmentos foram amplificados individualmente por PCR e em seguida misturados em
quantidades equimolares (1pul do produto de cada fragmento, totalizando 4pul). Posteriormente, os
conjuntos de fragmentos foram submetidos ao protocolo de miniseqiienciamento. O passo inicial
foi a eliminagdo dos iniciadores da PCR e dos dNTPs. O processo de purificagdo, envolveu a
adi¢do de 0,25 U da enzima SAP e 0,15 U da enzima Exol para cada pl de produto de PCR. Um
volume de 4 ul de produto de PCR foi purificado. Para acdo das enzimas a mistura foi incubada
em um termociclador de acordo com a seguinte programagao: 90 minutos a 37°C e 20 minutos a
80°C. Com os produtos de PCR purificados, foi dado inicio ao preparo das reagdes de extensao.
Os reagentes desse processo foram a mistura de reacdo do sistema SNaPshot™ (Snapshot Ready
Reaction Mix, Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA), os iniciadores de extensdo e agua

Milli-Q para completar um volume final de Sul. A mistura de reagdo do sistema contem a
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AmpliTag DNA polimerase, os ddNTPs fluorescentes e o tampao da reacdo. Em seguida, a
reacdo foi colocada no termociclador de acordo com a seguinte programacao: 25 ciclos de
variagoes de temperaturas (10 segundos a 96°, 5 segundos a 50° e 30 segundos a 60°) e mantida a
4° até que o produto fosse retirado. Em seguida, foi realizada uma nova purificagdo com a
finalidade de remog¢do dos ddNTPs nado incorporados com 0.15 U da enzima SAP para cada pul do
produto e levado para o termociclador (60 minutos a 37° ¢ 15 minutos a 75°).

Com os produtos de extensdo ja purificados, procedeu-se a preparagdo das placas para
realizacdo da eletroforese. Para cada uma das amostras, foi conduzida uma mistura com volume
final de 10ul, dos quais 1ul foi composto pelo produto. Os demais componentes da mistura foram
um padrio de tamanho molecular (GS120 Liz, Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA)
(0.2ul) e formamida altamente deionizada (8,8ul), para desnaturagdo do produto. A Eletroforese
foi em seguida realizada em um seqiienciador automatico de DNA (ABI Prism 3100 Genetic
Analizer, Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA), com subseqiiente analise dos
eletroferogramas através dos softwares Genescan 3.7 e Genotyper 3.7 para obtencdo dos
gendtipos referentes a cada uma das amostras. O procedimento descrito acima ¢ mostrado de

maneira esquematica na figura 02.
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1. Amplificagdo pela PCR AR L1

2. Purificagao dos produtos da @ o Op
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3. SNaPshot® Multiplex Kit
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SAP or CIP

5. Eletroforese/Analise l l

Figura 02. Representacdo esquematica dos passos seguidos

desde a amplificacdo pela PCR até a realizacdo e analise da

eletroforese.

3.6. Cuidados Eticos
Antes do inicio da pesquisa, os voluntarios foram convidados a assinar um termo de

consentimento livre e esclarecido, contendo todas as informag¢des sobre o estudo, tais como
vantagens e desvantagens do protocolo, o seu significado, € o possivel uso dos resultados
esperados (Anexo C). Aos sujeitos coube autorizar ou ndo o armazenamento dos dados e
materiais coletados, que estdo mantidos sob a guarda do pesquisador, no laboratorio de
Biotecnologia da Universidade Catolica de Brasilia.

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da Universidade Catolica de

Brasilia (Anexo D)

3.7. Tratamento estatistico
Para apresentacdo dos resultados foram utilizados procedimentos padrio de estatistica

descritiva, com o calculo da média e desvio padrdo. Uma analise exploratoria foi realizada para
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verificar se os dados seguiam uma distribuicdo normal por meio do teste de Kolmogorov-
Smirnoff e definir sobre a utilizacdo de testes paramétricos. O equilibrio de Hardy-Weinberg foi
testado pelo teste chi-quadrado para os polimorfismos estudados.

Para determinar os fatores que influenciam significativamente nos fenotipos estudados,
foram realizadas regressdo lineares multivariadas stepwise incluindo as seguintes varidveis:
idade, indice de massa corporal, reposicdo hormonal, tabagismo, cor da pele reportada pelo
participante e suplementacdo de calcio. Os fatores que influenciavam a variavel dependente (p <
0,05) foram utilizados como co-variantes nas analises posteriores para evitar potenciais
diferencgas devido a fatores externos.

A interagdo entre atividade fisica e polimorfismos VDR na determinacdo da DMO foi
avaliada por meio da ANCOVA fatorial [gendtipo (3) x nivel de atividade fisica (2)]. Os
gendtipos foram divididos em trés categorias e o nivel de atividade fisica em duas categorias:
ativos (AT) e insuficiente ativos (IA). As variaveis de caracterizagdo da amostra (idade, peso,
estatura, IMC e percentual de gordura) foram comparadas por meio de ANOVA fatorial
[genotipo (3) x nivel de atividade fisica (2)]. Quando as andlises indicavam diferengas
significativas, foram utilizadas comparagdes multiplas com ajuste do intervalo de confianga pelo
método de Bonferroni para identificar onde as diferencas ocorriam. O nivel de significancia
adotado foi p < 0,05.

Todas as analises foram realizadas com a utilizagdo do software SPSS 8.0 for Windows

(SPSS, Chicago, IL, EUA).
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4. RESULTADOS

4.1. Caracteriza¢ao da amostra
Os resultados da caracterizacdo da amostra estdo apresentados de forma descritiva na
tabela 01, considerando-se médias e desvios-padrao das variaveis. Um total de 192 mulheres no
periodo pos-menopausa participaram do estudo. Todas as participantes responderam os

questionarios ¢ foram avaliadas com relagdo a massa corporal total, estatura e composicao

corporal.

Tabela 1: caracteristicas da amostra

Variavel M¢dia + Desvio padrio
N 192

Idade (anos) 67,84 +523
Massa corporal (kg) 64,58 +11,71
Estatura (cm) 151,99 + 6,34
IMC (g/m?) 27,91 + 4,48
Percentual de gordura 38,32 + 6,34
DMO L2-L4 (g/cm?)* 0,974 + 0,181
DMO colo (g/cm?) 0,868 + 0,137
DMO ward (g/cm?) 0,683 + 0,159

IMC — indice de massa corporal; DMO — densidade
mineral Ossea
*n=191

As caracteristicas referentes a tabagismo, obesidade, reposi¢do hormonal, cor da pele
auto-relatada, presenca de doengas cronicas, suplementacdo de cdlcio e o nivel atividade fisica
estdo descritas na tabela 02. Ao utilizar uma classificacdo de obesidade baseada pelo IMC, na
qual individuos que apresentam valores superiores a 30 Kg/m® sio considerados como
acometidos (GEUSENS et al., 1997), observou-se a ocorréncia de obesidade em 28,8% das

voluntarias. Apenas uma pequena parte da amostra (4%) relatou ser fumante. As doencas
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cronicas mais prevalentes foram: hipertensao arterial, osteoporose e diabetes mellitus tipo II, as
quais acometiam 66,5%, 30,4% e 16,7% das voluntarias, respectivamente. Dentre as
participantes, 17,2% relataram estar sendo submetida a terapia de reposi¢cdo hormonal. As cores
“branca” e “morena” foram as mais reportadas pelas participantes, ambas relatadas por 41,1% da

amostra.

Tabela 2. Caracteristicas de tabagismo, obesidade, reposi¢do hormonal,
cor da pele auto-relatada, presenca de doengas cronicas e nivel de
atividade fisica da amostra.

Caracteristica N (%)
Fumante

Sim 42,1

Nao 188 (97,9)
Obesidade

Sim (IMC > 30Kg/m’) 55 (28,6)

Nao (IMC < 30Kg/m?) 137 (71,4)
Reposi¢ao Hormonal

Sim 33(17,2)

Nao 159 (82,8)
Suplementagdo de calcio

Sim 53 (30,5)

Nao 121 (69,5)
Cor da pele

Branca 79 (41,1)

Morena 79 (41,1)

Negra 31 (16,1)

Vermelha 3(1,6)
Doencas Cronicas

Hipertensao arterial 127 (66,5)

Osteoporose 58 (30,4)

Diabetes tipo 11 32 (16,7)
Nivel de Atividade Fisica (IPAQ)

Sedentarias 8(4,2)

Insuficientemente ativas B 20 (10,4)

Insuficientemente ativas A 47 (24,5)

Ativas 113 (59,4)

Muito Ativas 3 (1,6)
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Os resultados do IPAQ revelaram que 4,2% da amostra foram classificadas como
sedentarias, 10,4% insuficientemente ativas “B”, 24,5% insuficientemente ativas “A”, 59,4%
ativas e 1,6% muito ativas. Deste modo, o grupo AT incluiu 60,9% da amostra ¢ o IA 39,1%
(Tabela 2).

A regressao linear multipla revelou que o modelo mais eficiente para predicio da DMO
no colo do fémur e tridngulo de Ward incluia o IMC, idade, reposi¢do hormonal e tabagismo. Os
valores de r* foram de 0,268 ¢ 0,256 para o colo do fémur e tridngulo de Ward, respectivamente.
As variaveis incluidas no modelo de predi¢do da DMO lombar foram IMC e idade (r* = 0,153).
Todas as analises posteriores para os sitios especificos foram realizadas com estes pardmetros

como co-variantes.

4.2. Extracao e quantificacdo das amostras de DNA

A figura 03 apresenta o exemplo de uma foto de gel de agarose realizado para quantificar as
amostras de DNA extraidas. Os quatro primeiros pocos de cada uma das duas linhas correspondem
ao padrao para quantificacdo (lambda DNA) em concentragdes de 20, 100, 200 e 400ng/ul, da
esquerda para a direita. Foi observado que as amostras exemplificadas apresentaram uma

concentragdo variando entre 300 e 600 ng/ul de DNA de alto peso molecular.
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Figura 03. Eletroforese em gel de agarose
(1%) corado com brometo de etideo. Os
quatro primeiros pogos na parte superior e
inferior do gel representam os padrdes de
concentragdo de DNA, respectivamente,
com 20, 100, 200 e 400 ng/ul. Os demais
pocos sdo amostras de DNA gendmico
extraido de amostras de sangue.

4.3. Amplificaciao pela PCR

Os polimorfismos presentes ao longo do gene VDR adotados para fazer parte da presente
investigacdo foram os seguintes: Apal, Bsml, Cdx-2, Fokl e Taql. A figura 04 exemplifica uma
fotografia de gel de agarose correspondente a amplificagdo dos fragmentos contendo os sitios
polimorficos estudados. O primeiro pogo da esquerda para a direita contém o padrdo de tamanho
(1Kb plus) para estimativa do comprimento do fragmento. Como previsto com base nos
iniciadores desenhados, os fragmentos amplificados possuiam em torno de 200 pares de bases.
Os fragmentos onde estdo localizados os polimorfismos Apal/Taql, Bsml, Cdx-2 e Fokl,

correspondem as fotografias ilustradas nas figuras 04a, 04b, 04c e 4d, respectivamente.
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Figura 04. Eletroforese em gel de agarose (2%) corado com brometo de etideo.
Produtos de amplificagdo pela PCR com iniciadores para Apal e Tagl em 4a;
Bsml em 4b; Cdx-2 em 4c; e Fokl em 4d.

4.4. Genotipagem por minisequenciamento

A figura 05 ilustra um exemplo da genotipagem de uma amostra como aparece no
software. Observando a figura da esquerda para a direita, nota-se que o primeiro loco refere-se ao
Cdx-2 com tamanho de pico em torno de 21 pares de base; o segundo loco corresponde ao 7Tagl
com tamanho de pico em torno de 28 pares de base; o terceiro refere-se ao polimorfismo Apal
cujo tamanho do pico situa-se em torno de 35 pares de base; o quarto loco corresponde ao Bsml
cujo pico apresenta um tamanho médio de 44 pares de base; e o quinto e ultimo pico refere-se ao
polimorfismo Fokl e apresenta um tamanho situado em torno de 44 pares de base. No caso da

amostra exemplificada na figura, o gendtipo apresentado foi o heterozigoto para todos os locos.
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Figura 05. Eletroferograma de produtos de minisequenciamento para os locos Cdx2, Taql, Apal, Bsml e Fokl. Neste
eletroferograma todos os locos sdo heterozigotos.

4.5. Associaciio entre gendtipos VDR, DMO e nivel de atividade fisica
Como relatado anteriormente, cinco polimorfismos ao longo do gene VDR foram
adotados na presente investigacdo: Apal, Bsml, Cdx-2, Fokl e Tagl. Foram coletadas amostras de
sangue de todas as participantes, entretanto, devido a inconsisténcias durante o procedimento de
genotipagem, algumas amostras foram descartadas. Dessa forma, ocorreu pequena diferenga na
quantidade de individuos entre os polimorfismos. Em 50 amostras, o processo de genotipagem
foi realizado em duplicidade com a finalidade de verificar a similaridade dos resultados, sendo

observada congruéncia em 100% dos casos.

Os testes de chi-quadrado revelaram que a distribuicao de todos os genotipos estava de
acordo com o equilibrio de Hardy-Weinberg. Para uma melhor visualizagdo, os resultados serdo

apresentados separadamente para cada polimorfismo.

4.5.1. Apal
A freqiiéncia do alelo a foi de 0,412 e do 4 foi 0,588. A distribuicdo dos gendtipos foi
15,4% para o aa; 51,6% para o Aa e 32,3% para o AA. Os resultados com relacdo aos

polimorfismos Apal estdo apresentados na tabela 03.
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A avaliacdo dos polimorfismos Apal nao mostraram diferencas entre os genotipos para a
DMO no colo do fémur [{(2,188) = 0,17, p = 0,983)], coluna lombar [f(2,187) = 0,126, p = 0,882]
e triangulo de Ward [f(2,188) = 0,117, p = 0,890]. De modo similar, a interacdo entre os
polimorfismos e o nivel de atividade fisica ndo foi estatisticamente significativa para o colo do
fémur [f(2,188) = 0,253, p = 0,777], coluna lombar [f(2,187) = 2,591, p = 0,078] e triangulo de

Ward [f(2,188) = 0,106, p = 0,900].

Tabela 03: Caracteristicas da amostra de acordo com o genétipo Apal e o nivel de atividade fisica

1A AT
aa Aa AA aa Aa AA p#

N 12 36 25 17 61 37

Idade (anos) 68,55+4,72  65,79+4,41 67,05+5,22 64,79+4,74  67,06£5,40 66,76+4,89 0,021*
Massa corporal (kg)  63,91+13,55 66,61+10,67 64,00+£15,29 62,21+£11,00 64,43+11,46 63,53+9,77 0,867
Estatura (cm) 152,36+5,87 151,70+5,87 151,23+5,82 152,86+6,57 152,20+6,34 151,82+7,42 0,912
IMC (g/mz) 27,43+4,92 28,96+4,48 27,81+5,43 26,57+3,88 27,77+4,40 27,46+2,89 0,812
% de gordura 37,49+£8,36  39,76+£6,26 38,99+7,76 39,10+4,58 37,33+6,18 37,96+5,63 0,27

DMO L2-L4 (g/em®) 0,973+0,200 0,966+0,168 0,937+0,186  0,935+0,251 1,006+0,184 0,986+0,143 0,078
DMO colo (g/cm?) 0,854+0,133 0,878+0,112 0,853+0,151  0,888+0,142 0,868+0,138 0,876+0,132 0,777
DMO ward (g/em®)  0,65120,138 0,693+0,141 0,669+0,155  0,728+0,163 0,676=0,171 0,693+0,126 0,9

Onde: IA — Insuficientemente ativo; AT — ativos; IMC — indice de massa corporal; DMO —
densidade mineral 0ssea

# valor de p para interacdo entre atividade fisica e polimorfismo VDR

* aa-1A > aa-AT

4.5.2. Taql

Os resultados com relacdo ao polimorfismo Tagl estdo apresentados na tabela 04. A
freqliéncia do alelo ¢ foi 0,334; a do alelo T foi 0,666. O gendtipo # estava presente em 15,1%
dos sujeitos, o 7t em 36,2% e o TT em 48,61%.

Nao houve diferenca significativa entre os genotipos Tagl para DMO no colo do fémur

[f(2,185) = 1,575, p = 0,210)], coluna lombar [{(2,184) = 1,113, p = 0,331] e tridngulo de Ward
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[f(2,185) = 1,665, p=0,192]. A interagdo entre os polimorfismos e o nivel de atividade fisica nao
foi estatisticamente significativa para o colo do fémur [f(2,185) = 1,791, p = 0,170], coluna

lombar [f(2,184) = 0,118, p = 0,889] e tridngulo de Ward [f(2,187) = 0,624, p = 0,537].

Tabela 04: Caracteristicas da amostra de acordo com o gen6tipo Tagl e o nivel de atividade fisica

1A AT
Tt Tt T it Tt T p#

N 9 29 33 19 38 57

Idade (anos) 68,25+6,86  65,76+4,53 67,03+4,42 65714522 66,03+4,65 67,34+5,49 0,337
Massa corporal (kg) ~ 58,50+9,67 66,40+13,15 66,71+13,02  63,59+8,19  64,65£9,47 62,68+11,54 0,248
Estatura (cm) 148,50+5,04 152,16+5,73 152,42+5,87  151,71+6,51 154,35+6,39 150,78+6,74 0,053*
IMC (g/m?) 26,51+4,01  28,59+4,90 28,69+5,17  27,55+2,41 27,0342,70 27.55+4,53 0,564
% gordura 35,75+6,87 39,25+7,80 39,51+6,59  39,49+430 36,51+4,52 37,87+6,71 0,13
DMO L2-L4 (g/em?) 0.885+0,179 0,981+0,184 0,946+0,168  0,977+0,158 1,014£0,173 0,976+0,198 0,889
DMO colo (g/em?)  0,807+0,123 0,873+0,138 0,875:0,125  0,861+0,143 0,906+0,133 0,854+0,133 0,17
DMO ward (g/em?)  0,625£0,130 0,695+0,158 0,677+0,141  0,695+0,131 0,718+0,170 0,667+0,155 0,537

Onde: IA — Insuficientemente ativo; AT — ativos; IMC — indice de massa corporal; DMO —
densidade mineral 6ssea

# valor de p para interacao entre atividade fisica e polimorfismo VDR

*Tt-AT > TT-AT; Tt-1A

4.5.3. Bsml

A freqiiéncia do alelo b foi 0,681 e a do alelo B 0,319. Dentre os individuos analisados,
48,9% apresentavam o genotipo bb, 38,6% o Bb e 12,5% o BB. Os resultados com relacdo ao
polimorfismo Bsml estdo apresentados na tabela 05.

Os resultados da ANCOV A nao mostraram diferencas entre os polimorfismos Bsml para a
DMO no colo do fémur [f(2,184) = 1,129, p = 0,326)], tridngulo de Ward [f(2,184) = 0,943, p =
0,391] e coluna lombar [f(2,183) = 2,799, p = 0,064]. Nao houve interacdo significativa entre os
polimorfismos e o nivel de atividade fisica para o colo do fémur [f(2,184) = 0,115 p = 0,891],

coluna lombar [f(2,183) = 0,195, p = 0,823] e tridngulo de Ward [f(2,184) = 0,214, p = 0,808].



48

Tabela 05: Caracteristicas da amostra de acordo com o gen6tipo Bsml e o nivel de atividade fisica

IA AT
bb Bb BB bb Bb BB P

N 36 38 7 54 43 16

Idade (anos) 66,11+4,29 67,00+£5,20 64,29+3,64 67,21+5,47  65,72+5,06 67,43+4,48 0,225
Massa corporal (kg) 67,29+11,90 65,78+14,18 58,14+9,63 62,57+£10,52 65,82+12,18 62,86+7,62 0,198
Estatura (cm) 152,54+5,97 150,39+5,87 150,71+3,99 150,89+5,94 154,74+721 150,434+5,57 0,005*
IMC (g/m?) 28,92+4,84 28,90+4,87 25,52+3,50 27,46+4,15 27,35+£3,94 27,77+£3,05 0,234
% de gordura 39,93+6,44 40,17+6,45 35,20+7,46 37,69+5,72  37,72+6,16 37,56+£5,26 0,227
DMO L2-L4 (g/cm?) 0,940+0,160 0,978+0,180 0,930+0,175  0,964+0,200 1,036+0,171 0,955+0,142 0,823
DMO colo (g/cm?) 0,869+0,117 0,874+0,143 0,811+0,140  0,869+0,125 0,888+0,160 0,855+0,101 0,891
DMO ward (g/cm?)  0,674+0,140 0,692+0,153 0,631+0,150  0,679+0,145 0,706+0,188 0,686+0,098 0,808

Onde: TA — Insuficientemente ativo; AT — ativos; IMC — indice de massa corporal; DMO —
densidade mineral 6ssea

# valor de p para interacao entre atividade fisica e polimorfismo VDR

* Bb-AT > bb-AT; Bb-1A

4.5.4. Cdx-2

Os resultados com relagdo ao polimorfismo Cdx-2 estdo apresentados na tabela 06. A
freqiiéncia do alelo Cdx-G foi 0,652, e a do alelo Cdx-A foi 0,348. A distribui¢do dos genotipos
foi: Cdx-A/A 41,6%; Cdx-G/A 45,8% e Cdx-A/A 12,6%.

Quando considerados independentemente do padrao de atividade fisica, ndo houve relagao
entre os polimorfismos Cdx-2 e DMO no colo do fémur [{(2,190) = 0,630, p = 0,533)], triangulo
de Ward [f(2,190) = 0,055, p = 0,946] e coluna lombar [f(2,189) = 0,758, p = 0,470].

A ANCOVA nao mostrou interacdo significativa entre os polimorfismos Cdx-2 e o nivel
de atividade fisica para DMO da coluna lombar [f(2,189) = 0,354, p = 0,702]. Entretanto, a
interacao entre os polimorfismos Cdx-2 e o nivel de atividade fisica foi significativa para
triangulo de Ward [(2,190) = 3,068, p = 0,049] e colo do fémur [f(2,190) = 3,411, p = 0,035]. As
comparagoes entre os niveis de atividade fisica revelaram que os portadores do gendtipo Cdx-

G/G no grupo AT possuiam maior DMO em relacio a portadores do mesmo genotipo
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classificados como IA. Tais diferencas nao ocorreram nos portadores dos genotipos Cdx-G/A e

Cdx-A/A.

Tabela 06: Caracteristicas da amostra de acordo com o geno6tipo Cdx-2 e o nivel de atividade fisica

1A AT
Cdx-G/G  Cdx-G/A  Cdx-A/A Cdx-G/G  Cdx-G/A  Cdx-A/A "

N 28 37 10 51 50 14

Idade (anos) 66,714525 66,7145,08 65,8043,26  66,0044,49 66,57+6,00 68,85+4,06 0,244
Massa corporal (kg) ~ 63,21£9,62  65,88+13,38 68,80+15,80  63,11+1143 66,48+9,72 57,6249,87 0,11
Estatura (cm) 151,21+6,28 152,38+5.43 150,604548  151,98+7,35 152,714547 150,7748,20 0,947
IMC (¢/m?) 27,61£3,60 28,32+5,18 30,14+5,81  27,24+44,01 28,4843,68 25284327 0,09
% de gordura 40,0946,33 37,81+7,02 41304832  37,41+4543 39,15+544 34,77+728 0,051
DMO L2-L4 (g/em?)  0.91240,173 0,98040,165 1,008£0.214  0,977+0,152 0,998+0,206 0,997+0,212 0,702
DMO colo (g/em?)  0.831+0,097 0,892+0,124 0,8630,181  0,891+0,137 0,868+0,125 0,831+0,160 0,035*
DMO ward (g/om’)  0.636£0,123 0,704+0,134 0,701£0,199  0,708+0,162 0,679+0,148 0,660+0,170 0,049*

Onde: TA — Insuficientemente ativo; AT — ativos; IMC — indice de massa corporal; DMO —

densidade mineral dssea

# valor de p para interacao entre atividade fisica e polimorfismo VDR

* Cdx-G/G-AT > Cdx-G/G-1A

4.5.5. Fokl

A freqiiéncia do alelo F foi de 0,652 e a do alelo f foi de 0,348. Com relacao ao genotipo

Fokl, o polimorfismo FF estava presente em 41,6%, o Ff em 45,8% e o ff em 12,6% das

participantes. Os resultados com relagao ao polimorfismos Fokl estdo apresentados na tabela 07.

Os resultados da ANCOV A ndo mostraram relagdo entre os polimorfismos Fokl e a DMO

no colo do fémur [f(2,190) = 0,066, p = 0,936], coluna lombar [f(2,189) = 1,621, p = 0,201] e

triangulo de Ward [f(2,190) = 0,516, p = 0,598]

A interacdo entre os polimorfismos Fokl e o nivel de atividade fisica foi estatisticamente

significativa para o colo do fémur [f(2,190) = 4,52, p = 0,012] e triangulo de Ward [f(2,190) =

6,612, p =0,002], mas ndo para coluna lombar [{(2,189) = 0,202, p = 0,839].

Comparagdes posteriores dentro dos polimorfismos Fokl revelaram que portadores do

genotipo ff classificados como AT apresentavam maior DMO no colo do fémur e triangulo de
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Ward em comparagdo com portadores do mesmo genotipo classificados como IA. Nos portadores
dos genotipos FF e Ff, nao houve diferenca na DMO em nenhum dos locais avaliados entre
individuos classificados como AT e IA.

As comparacdes realizadas dentro dos grupos AT e A separadamente mostraram que nao
havia diferenca na DMO do colo do fémur e tridngulo de Ward entre os gen6tipos Fokl dentro do
grupo TA. Entretanto, no grupo AT as diferengas foram significativas em ambos os sitios.
Comparagdes posteriores mostraram que os portadores do gendtipo ff possuiam maior DMO no
colo do fémur e tridngulo de Ward em comparagdo com o gendtipo FF. Os portadores do Ff
apresentaram valores intermediarios, sendo significativamente menores em comparagdo com o

gendtipo ff no tridangulo de Ward.

Tabela 07: Caracteristicas da amostra de acordo com o gen6tipo Fokl e o nivel de atividade fisica

1A AT
FF Ff yia FF Ff f p’

N 29 36 10 50 51 14

Idade (anos) 66,56+3,66 66,71+£5,30 66,11+6,49 66,64+5,84 66,40+4,77 67,73+4,08 0,925
Massa corporal (kg)  61,04£8,50 68,12+£13,00 67,00+17,54 65,07£11,96 62,76+10,18 62,09+7,83 0,171
Estatura (cm) 151,04+5,36 152,18+5,37 151,78+8,12 153,29+5,64 150,87+7,35 152,00+£7,16 0,314
IMC (g/mz) 26,81+£3,82  29,30+4,77 28,92+6,52 27,59+4.28 27,51+3,51 27,02+3,99 0,415
% de gordura 38,07+7,61 40,18+6,20 38,09+7,90 37,77£6,24  37,94+5,51 37,14+5,71 0,83

DMO L2-L4 (g/em’) 0.978+0,193 0,951+0,164 0,9430,191  1,01040,180 0,984+0,142 0,913+0,298 0,839
DMO colo (gfem?)  0.874+0,109 0,870+0,137 0,820+0,138  0,859+0,130 0,880+0,129 0,902+0,187 0,012*
DMO ward (g/em?)  0.696+0,130 0,678+0,152 0,641+0,149  0,665+0,141 0,693£0,150 0,768+0,225 0,002**

Onde: TA — Insuficientemente ativo; AT — ativos; IMC — indice de massa corporal; DMO —
densidade mineral ossea.

# valor de p para interagao entre atividade fisica e polimorfismo VDR

* (AT > ff-IA; FF-AT e **1-AT > f{-IA; FF-AT, Ff-AT
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5. DISCUSSAO

Desde o inicio dos estudos sobre a relagcao entre DMO e polimorfismos no gene VDR,
tem sido comum o surgimento de controvérsias. Com relagao aos polimorfismos na regidao nao 3°,
os resultados positivos para os alelos a, b ¢ T (MORRISON et al., 1994; HOWARD et al., 1995;
GEUSENS et al., 1997; KIEL et al., 1997; VANDEVYVER et al., 1997; GENNARI et al., 1998;
GOMEZ ALONSO et al., 1998; KIEL et al., 1997; LARAZZETI CASTRO et al., 1997;
FERRARI et al., 1998; MCGUICAN et al., 2002) foram contrapostos por resultados nao
significativos (LOONEY et al., 1995; JORGENSEN et al., 1996; GRAAFMANS et al., 1997;
ZMUDA et al., 1997; TSURITANI et al., 1998; BROWN et al., 2001; ZAJICKOVA et al., 2002;
WILLING et al., 1998; QYN et al., 2004) e por estudos com resultados contrarios aos achados
iniciais (HOUSTON et al., 1996; UITTERLINDEN et al., 1996; RUBIN et al., 1999; BELL et
al.,2001; BLANCHET et al., 2002; TOFTENG et al., 2002).

O presente estudo nao encontrou diferencas na DMO em nenhum dos sitios estudados
entre os diferentes gendtipos da regido 3’ (Bsml, Apal e Tagl). Apesar de nao confirmar os
achados iniciais de Morrison et al. (1994) e de alguns estudos realizados em mulheres pos-
menopausa (HOWARD et al., 1995; GEUSENS et al., 1997; KIEL et al., 1997; VANDEVY VER
et al., 1997, GENNARI et al., 1998; GOMEZ ALONSO et al., 1998), os resultados estao de
acordo com a maior parte da literatura revisada (LOONEY et al., 1995; JORGENSEN et al.,
1996; GRAAFMANS et al., 1997, ZMUDA et al., 1997; TSURITANI et al., 1998; BROWN et
al.,2001; ZAJICKOVA et al., 2002).

Os estudos sobre a interagdo entre polimorfismos na regido nao traduzida 3’ e atividades

fisicas na determinacdo da DMO mostram resultados controversos. Em um estudo transversal,
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Blanchet et al. (2002) investigaram a interagao entre a pratica de atividade fisica no tempo livre e
os polimorfismos Bsml na modulagdo da DMO da coluna lombar e colo do fémur em 575
mulheres no periodo pds-menopausa. De acordo com os resultados, mulheres ativas com o
genotipo bb apresentavam menor DMO na coluna lombar em comparacdo com mulheres ativas
portadoras dos gendtipos BB e Bb. Em contraste ao estudo de Blanchet ef al. (2002), Tsuritani et
al. (1998) realizaram um estudo com 69 mulheres caucasianas no periodo pds-menopausa e
verificaram que, apos um ano de caminhadas, as mudangas na DMO da coluna lombar em
comparagdo com o grupo controle foram significativamente diferentes apenas no genotipo bb.

Kitagawa et al. (2001) estudaram a inter-relacdo entre a realizacdo habitual de atividade
fisica e o polimorfismo no gene VDR na determinacdo da DMO do antebraco de 120 jovens
japonesas (idade de 18 a 19 anos). Na comparacdo com a analise por 4Apal, os autores verificaram
que os efeitos da atividade fisica foram significativos no gendtipo aa, mas nao no genétipo A4a.
Quando se analisou o polimorfismo por meio da 7agl, foi verificado que a atividade fisica
exercia efeitos mais significativos na DMO em portadores do genotipo 77, em comparagcdo com
Tt.

O presente estudo, ndo encontrou interacdo entre nenhum dos gendtipos da regido ndo
traduzida 3’ e os niveis de atividade fisica na determinacdo da DMO, se aproximando dos
trabalhos de Jarvinen et al. (1998) e Rabbon-Stitth et al. (2005). Jarvinen et al. (1998), ndo
observaram diferencas significativas nos ganhos de DMO entre os genotipos Bsml em 35
mulheres caucasianas no periodo pré-menopausa submetidas a um programa de 18 meses de
atividade fisica de alto impacto. De modo similar, Rabbon-Stith ef al. (2005) ndo encontraram
diferengas nas respostas da DMO entre os gendtipos Bsml, ao avaliar idosos submetidos a

treinamento de forga ou exercicios aerdbios.
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A auséncia de efeito dos polimorfismos da regido 3’ ¢ fisiologicamente justificavel, pois,
os diferentes genotipos ndo apresentam alteracdes funcionais. Os polimorfismos Bsml e Apal se
encontram em introns, portanto, as alteragdes genéticas nao sao transmitidas a proteina. Por outro
lado, apesar de o polimorfismo 7agl ser localizado em uma regido traduzida (exon 9), a troca da
Timina por Cistina ndo altera o aminoacido a ser sintetizado, pois tanto os codons ATT quanto
ATC sio relativos a Isoleucina, portanto ndo hd alteragdo estrutural na proteina sintetizada. E
possivel que os resultados significativos encontrados em estudos anteriores sejam devidos as
interferéncias de outros fatores, como genes em desequilibrio de ligagdo ou diferengas em fatores
ambientais, como alimentagdo e tabagismo.

O presente estudo traz o primeiro relato conhecido da distribuicdo do polimorfismo Cdx-2
na populacdo brasileira, a distribuicdo (Cdx-A/A 41,6%; Cdx-G/A 45,8% e Cdx-A/A 12,6%) esta
préxima a encontrada em mulheres japonesas por Morita et al. (2005), no entanto, se diferencia

da distribui¢do relatada por Fang et al. (2003) em outras populagdes.

De acordo com os resultados do presente estudo, os polimorfismos Cdx-2 nao
influenciaram a DMO em nenhum dos sitios analisados, o que esta de acordo com os estudos de
Fang et al. (2003) e Morita et al. (2005) e contrario aos resultados de Arai ef al. (2001). O estudo
de Fang ef al. (2003) envolveu 2.848 sujeitos de ambos os sexos e ndo encontrou diferencas na
DMO entre os gendtipos Cdx-2. Resultados similares foram reportados por Morita et al. (2005)
ao avaliar 1.340 mulheres japonesas. Em um estudo anterior, Arai et al. (2001) encontraram
maior DMO na coluna lombar para portadoras do genotipo Cdx-A/A apenas em mulheres no
periodo pdés-menopausa (n = 55), o que levou os autores a sugerirem que o polimorfismo Cdx-2
influenciaria os niveis de VDR somente em casos de deficiéncia de estrogénio. O presente estudo

ndo tem como verificar esta hipotese por nao ter analisado os niveis de estrogénio, no entanto, a
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amostra foi composta apenas por mulheres no periodo poés-menopausa e os resultados foram

ajustados pelo status de reposi¢ao hormonal, o que pode ter reduzido tal interagao.

Com relacdo a atividade fisica, em um estudo com 1.652 mulheres japonesas no periodo
pos-menopausa, Morita et al. (2005) verificaram que a interagdo entre o histérico de atividade
fisica e a DMO (coluna lombar e colo do fémur) foi significativa apenas em portadoras do
genotipo Cdx-G/G. O presente estudo confirma estes achados na amostra estudada. As
comparagoes entre os niveis de atividade fisica revelaram que os portadores do genotipo Cdx-
G/G classificados como AT possuiam maior DMO no colo do fémur e tridngulo de Ward em
comparagdo com portadores do mesmo gendtipo classificados como IA. Tais diferencas nao
ocorreram em portadores dos genotipos Cdx-G/A e Cdx-A/A. Estes resultados sugerem que o

genotipo Cdx-G/G esteja associado a melhores respostas da DMO a atividade fisica.

O resultado se mostra contrario a proposta inicial de Arai et al. (2001), o qual sugere
maior atividade transcricional para o alelo Cdx-A. No entanto, mesmo que tal diferenga funcional
seja confirmada, € possivel que ela ndo tenha relevancia para o aumento da DMO, como sera

discutido adiante.

A distribuicdo dos gendtipos Fokl na amostra estudada estd préxima a encontrada em
estudos anteriores em caucasianos e populacdes miscigenadas (GROSS et al, 1996;
ECCLESHALL et al., 1998; AMES et al., 1999; BANDRES et al., 2005), e difere da encontrada
em orientais, nos quais as propor¢des de ff normalmente sdo mais baixas (ARAI et al., 1997;
TAJIMA et al. 2000). Os resultados também sdo diferentes dos obtidos em negros, os quais
possuem incidéncia mais baixa de ff (AMES et al., 1999; HARRIS et al., 1997).

Os estudos iniciais sobre o polimorfismo no cddon de iniciagdo da tradu¢do mostraram

um favorecimento para o alelo ' (GROSS et al., 1996; ARAI et al., 1997; HARRIS et al., 1997,
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AMES et al., 1999; GENNARI et al., 1999, TOFTENG et al., 2002; ZAJICKOVA et al., 2002),
no entanto uma série de outros estudos nao encontrou resultados significativos (ZMUDA et al.,
1997; ECCLESHALL et al., 1998; FERRARI et al., 1998; SOWERS et al., 1999 ; NAKAMURA
et al.,2002; TAJIMA et al., 2000; RABON-STITH et al., 2005).

A auséncia de diferencas na DMO entre os diferentes genotipos para a amostra estudada
estd de acordo com alguns estudos que avaliaram mulheres no periodo pds-menopausa (ZMUDA
et al., 1997; RAPURI et al., 2004), mas em conflito com outros (GROSS et al., 1996; GENNARI
et al., 1999, TOFTENG et al., 2002; ZAJICKOVA et al., 2002; ; BANDRES et al., 2005).

No presente estudo, as analises do polimorfismo Fokl e do padrio de atividade fisica
revelaram que a DMO no colo do fémur e triangulo de Ward dependem da interagdo dos dois
fatores. Os resultados revelaram diferencas significativas entre os genotipos apenas no grupo AT,
no qual o gendtipo ff estava associado a maiores valores de DMO no colo do fémur e triangulo de
Ward. Adicionalmente, analises posteriores revelaram que a DMO no colo do fémur e tridngulo
de Ward foram maiores no grupo AT em comparagdo com o grupo [A apenas em portadoras do
genotipo ff.

Na literatura revisada, ndo foram observadas evidéncias conclusivas com relagao ao efeito
da interagdo entre polimorfismos Fokl e pratica de atividades fisicas na DMO e metabolismo
0sseo. Apesar de alguns autores sugeriram favorecimento para o alelo F (TAJIMA et al. 2000;
NAKAMURA et al., 2002; RABON-STITH et al., 2005), uma andlise detalhada dos estudos
mostra que as sugestdes iniciais devem ser analisadas com cautela.

Tajima et al. (2000) investigaram a interagdo entre o polimorfismo Fokl e o treinamento
resistido no metabolismo 6sseo de jovens japoneses (idade entre 18 e 31 anos). A amostra foi
dividida em trés grupos: 1) portadores do genotipo FF praticando treinamento resistido (n = 10),

2) portadores do alelo fpraticando treinamento resistido (7 Ff + 3 ff) e 3) grupo controle (8 FF e
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6 Ff). A andlise da interacao entre polimorfismo Fokl e exercicios nao revelou diferencas nos
marcadores de metabolismo 6sseo entre os grupos, no entanto, os autores sugerem favorecimento
do alelo F' com base em um tendéncia de maior excre¢ao urinaria de NTx para portadores do
genotipo FF.

Posteriormente, Nakamura et al. (2002) compararam feno6tipos 6sseos de jovens japoneses
atletas e sedentarios em relagdo ao gendtipo VDR. Devido a baixa incidéncia do genoétipo ff, as
comparagdes foram realizadas entre FF e Ff. No estudo foi constatada interagdo significativa
entre o estado de treinamento e o polimorfismo Fokl no contetdo mineral 6sseo € na massa
Ossea, com favorecimento do genotipo FF apenas em atletas. Entretanto, as analises de variancia
ndo detectaram interagdo entre o polimorfismo Fokl e o estado de treinamento para determinagao
da DMO.

Os estudos de Tajima et al. (2000) e Nakamura et al. (2002), sdo limitados devido ao
pequeno numero de sujeitos na amostra, a idade reduzida dos participantes e baixa freqiiéncia do
gendtipo ff, o que ndo permitiu inserir esta variagdo nas analises. Além disso, os resultados nado
mostraram significAncia estatistica para o metabolismo dsseo ou DMO. Algumas destas
limitagdes foram parcialmente sanadas em um estudo posterior de Rabbon-Stith ez al. (2005).

Para determinar a influéncia do genétipo VDR na resposta da DMO ao exercicio, Rabbon-
Stith et al. (2005) estudaram 123 homens e mulheres saudaveis (50-81 anos) antes e apos 5-6
meses de treinamento resistido ou aerdbio. De acordo com os resultados, o polimorfismo Fokl
ndo foi significativamente associado as mudancas na DMO induzidas pelos exercicios. Os
resultados mostraram que os heterozigotos Ff praticantes de treino resistido apresentavam
tendéncia de maiores respostas na DMO do fémur em comparagdo com os homozigotos ff, mas os
valores ndo atingiram significancia (p = 0,058). Adicionalmente, os resultados do estudo de

Rabbon-Stith et al. (2005) ndo permitem a sugestdo de um efeito alelo-dependente, pois, o
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genotipo FF ndao mostrou favorecimento em relacao ao ff. Ao analisar a DMO no triangulo de
Ward, por exemplo, observa-se uma queda ndo significativa para o genotipo FF, enquanto que
houve aumento nao significativo para os grupos Ff e ff.

Deste modo, analisando os dados acima de maneira mais criteriosa sugere-se que nao ¢
possivel afirmar de forma conclusiva a existéncia de uma influéncia positiva do alelo F' na
resposta da DMO a atividade fisica a partir da literatura revisada.

A causa das controvérsias entre os resultados do presente estudo com a sugestdo de outros
envolvendo atividades fisicas pode estar associada as caracteristicas da amostra. Os estudos de
Tajima et al. (2000) e Nakamura et al. (2002) foram realizados com homens jovens, portanto, o
estado hormonal pode ter influenciado os resultados. Nesse sentido, Laaksonen et al. (2004)
verificaram que os polimorfismos Fokl estdo associados 8 DMO em adolescentes finlandeses do
sexo masculino, mas n3o feminino, o que sugere uma interagdo com o hormodnio sexual
masculino.

A propria relevancia funcional do polimorfismo Fokl ¢ fruto de controvérsia em estudos
in vitro. Os achados iniciais de Arai et al. (1997) indicaram que o polimorfismo teria repercussao
funcional, com melhores respostas fisioldgicas para o alelo F, estes resultados foram confirmados
por Colin et al. (2000) e Jurutka et al. (2000), no entanto, Gross et al. (1998) e Whitfield et al.
(2001) nao encontraram diferengas funcionais entre os alelos F e f.

Ainda com relagdo as conseqiiéncias fisiologicas do polimorfismo Fokl, estudos em
humanos revelaram maior absor¢do de célcio com a presenga do gendtipo FF, entretanto, a
deposicdo de calcio nos ossos ndo se apresentou diferente entre os gendtipos (AMES et al., 1999;
ABRAMS et al., 2005), levando a conclusdao de que a atuagdo do VDR seria relacionada a
absor¢do de calcio no intestino ¢ ndo necessariamente a sua mineralizacdo. Esta conclusio

também pode ser estendida ao polimorfismo Cdx-2, tendo em vista que as alteragdes seriam
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especificas em um fator de ligagdo localizado no intestino. Estudos em animais sugerem que o
VDR nao ¢ essencial ao metabolismo 6sseo (LI et al., 1998; AMLING et al., 1999), o que traz a
hipétese de que na sua auséncia outras moléculas reguladoras sdo acionadas para manter a
homeostase do esqueleto. Existem, inclusive, resultados controversos, como o0s obtidos
recentemente por Sooy et al. (2005), os quais sugerem que o VDR ¢ um inibidor da atividade dos
osteoblastos e, portanto, pode ter um efeito negativo no metabolismo 6sseo.

Outra hipotese para os resultados do presente estudo pode ser obtida de Salamone et al.
(1996) e Kitagawa et al. (2001), os quais sugerem que a atividade fisica ¢ o VDR atuem em
sentido inverso, de modo que os gendtipos relacionados a menor DMO estejam associados as
melhores respostas a atividade fisica. A analise dos resultados do presente estudo mostra uma
tendéncia nesse sentido para os polimorfismos Cdx-2 e Fokl, como pode ser visto nas tabelas 06
e 07.

Diferengas étnicas também podem ter influenciado os resultados. De acordo com Massart
(2005), ocorrem diferencas na sensibilidade a vitamina D entre diferentes etnias, sendo os
orientais melhores respondedores, pois, este grupo apresenta alteragdes positivas na DMO com
baixas doses de vitamina D. Como a maioria dos estudos que sugerem intera¢do positiva alelo F
e exercicio (TAJIMA et al., 2000; NAKAMURA et al., 2002) e o estudo que sugere efeitos
positivos do alelo Cdx-A na DMO (ARAI et al., 2001) foram conduzidos em japoneses, ha
possibilidade das diferencas terem origens étnicas.

Adicionalmente, os resultados podem ter sido influenciados pela notoria miscigenacao da
populacdo brasileira. A analise baseada na cor da pele reportada pelo participante, para a
populacdo brasileira pode nao predizer com precisdo o nivel de ancestralidade gendmica
individual. Portanto, as analises podem ter englobado tracos de ancestralidade desconhecidos que

interferem nos resultados. E recomendavel que estudos posteriores usem marcadores de
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ancestralidade para controlar os efeitos do arcabouco genético relacionado a descendéncia para

avaliar os efeitos dos diferentes polimorfismos com mais precisao.
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6. CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos pode-se concluir que nenhum dos polimorfismos
estudados estd associado a DMO em mulheres idosas brasileiras quando analisados
independentemente do padrao de atividade fisica. A analise com relagdo ao padrao de atividade
fisica mostrou interagdo entre os niveis de atividade fisicas e os polimorfismos Fokl e Cdx-2,
trazendo a hipotese que os alelos f'e Cdx-A estejam associados a melhores respostas de DMO no
colo do fémur e tridngulo de Ward. No entanto, s3o necessarias pesquisas que abordem o papel
do VDR no sistema de mecanotransdugcdo para se compreender a interacdo entre gene € a
atividade fisica com mais precisdo. Deste modo, o presente estudo reforga a idéia que os
polimorfismos no gene VDR podem ter um papel importante no mecanismo da adaptagcdo do osso

a atividade fisica, em vez de ser um determinante da DMO por si s6.
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Anexo A
Questionario padrao

Muito obrigado por participar de nosso estudo. Por favor, preencha a ficha abaixo para

podermos conhecé-la melhor.

Nome:

Data de nascimento: / / Cidade/Estado de nascimento:

Em que pais vocé nasceu?

Em que pais seus pais nasceram?

Em que pais seus avos nasceram?

Vocé fuma?
() Nao () Sim. H4 quanto tempo?

Qual a cor de sua pele?
( ) Branca () Negra
() Amarela (oriental) () Vermelho (indigena)

Vocé faz terapia de reposi¢ao hormonal
( ) Nao () Sim. H4 quanto tempo?

Marque um “X” caso vocé tenha alguma das patologias abaixo
() Hipertensao () Diabetes () Osteoporose
() Outros:

Vocé estd tomando algum medicamento?
( ) Nao () Sim. Qual (is)?

Obrigado!
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Anexo B
6 _
‘ < J QUESTIONARIO INTERNACIONAL DE ATIVIDADE
* Actvty Questionnaire FiSICA - VERSAO CURTA -
Nome:
Data: / / Idade : Sexo:F( )M ()

NoOs estamos interessados em saber que tipos de atividade fisica as
pessoas fazem como parte do seu dia a dia. Este projeto faz parte de um
grande estudo que estad sendo feito em diferentes paises ao redor do
mundo. Suas respostas nos ajudarao a entender que tao ativos nés somos
em relagdo a pessoas de outros paises. As perguntas estao relacionadas
ao tempo que vocé gasta fazendo atividade fisica na ULTIMA semana. As
perguntas incluem as atividades que vocé faz no trabalho, para ir de um
lugar a outro, por lazer, por esporte, por exercicio ou como parte das suas
atividades em casa ou no jardim. Suas respostas sdo MUITO importantes.
Por favor responda cada questdo mesmo que considere que nao seja ativo.
Obrigado pela sua participacao !

Para responder as questdes lembre que:

» atividades fisicas VIGOROSAS sdo aquelas que precisam de um
grande esforgco fisico e que fazem respirar MUITO mais forte que o
normal

> atividades fisicas MODERADAS sdo aquelas que precisam de algum
esforco fisico e que fazem respirar UM POUCO mais forte que o normal

Para responder as perguntas pense somente nas atividades que vocé
realiza por pelo menos 10 minutos continuos de cada vez:

1a Em quantos dias da ultima semana vocé caminhou por pelo menos 10
minutos continuos em casa ou no trabalho, como forma de transporte para
ir de um lugar para outro, por lazer, por prazer ou como forma de
exercicio?

dias por SEMANA ( ) Nenhum
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1b Nos dias em que vocé caminhou por pelo menos 10 minutos continuos
quanto tempo no total vocé gastou caminhando por dia?

horas: Minutos:

2a. Em quantos dias da ultima semana, vocé realizou atividades
MODERADAS por pelo menos 10 minutos _continuos, como por exemplo
pedalar leve na bicicleta, nadar, dancar, fazer ginastica aerdbica leve, jogar
vélei recreativo, carregar pesos leves, fazer servicos domésticos na casa,
no quintal ou no jardim como varrer, aspirar, cuidar do jardim, ou qualquer
atividade que fez aumentar moderadamente sua respiracdo ou
batimentos do coracdo (POR FAVOR NAO INCLUA CAMINHADA)

dias por SEMANA ( ) Nenhum

2b. Nos dias em que vocé fez essas atividades moderadas por pelo menos
10 _minutos continuos, quanto tempo no total vocé gastou fazendo essas
atividades por dia?

horas: Minutos:

3a Em quantos dias da ultima semana, vocé realizou atividades
VIGOROSAS por pelo menos 10 minutos continuos, como por exemplo
correr, fazer ginastica aerdbica, jogar futebol, pedalar rapido na bicicleta,
jogar basquete, fazer servicos domésticos pesados em casa, no quintal ou
cavoucar no jardim, carregar pesos elevados ou qualquer atividade que fez
aumentar MUITO sua respiracao ou batimentos do coracao.

dias por SEMANA ( ) Nenhum

3b Nos dias em que vocé fez essas atividades vigorosas por pelo menos
10_minutos continuos quanto tempo no total vocé gastou fazendo essas
atividades por dia?

horas: Minutos:
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Anexo C

W'WW'
“i » , ,
casica e sresia UNIVERSIDADE CATOLICA DE BRASILIA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

UNIVERSIDADE CATOLICA DE BRASILIA — UCB

Nome:

1. ESCLARECIMENTO DAS AVALIACOES

Vocé estara participando de um grupo experimental de estudo com o objetivo de
verificar a associacdo de variagdes genéticas, com a densidade mineral 6ssea, forca
muscular e massa muscular. Para tanto, vocé sera submetido(a) a algumas avaliacdes.
Vocé poderd a qualquer momento desligar-se da presente pesquisa sem nenhum
constrangimento. Para que vocé possa decidir sobre sua participagdo, descrevemos a
seguir os testes:

1.1. Avaliagdao da composi¢ado corporal:

Serao avaliadas a densidade mineral 6ssea e massa muscular através do DXA. Durante o
DXA vocé permanecera deitada em uma mesa, por volta de 30 minutos, enquanto seu
corpo sera percorrido por um scanner a uma distancia de aproximadamente 60
centimetros. Ainda que seja um aparelho similar ao de raio X, a quantidade de radiagdo a
que a pessoa ¢ exposta equivale a 1/20 de uma radiografia dental. Este método ¢ seguro
para criangas, adolescentes e adultos.

Além da composi¢dao corporal medida pelo DXA, os dados antropométricos avaliados
serdo a estatura (altura) e peso corporal.

O pesquisador principal, assim que possivel entrara em contato para entregar o resultado
destes exames, que estardo junto a secretaria do projeto “Geragao de Ouro”.

1.2. Avaliagdo genética
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A avaliacdo serd feita através de uma amostra sangiiinea retirada da veia situada
em seu antebrago. Todos os equipamentos utilizados serdo esterilizados e/ou descartaveis
e a coleta serd realizada por um técnico devidamente treinado. Este procedimento ¢
comumente adotado em pesquisas deste género e, de uma forma geral, ¢ bem tolerado
pelos voluntarios.

2. RISCOS E DESCONFORTOS POSSIVEIS

Durante a realizacdo dos testes, poderdo surgir alguns desconfortos. No caso
especifico da coleta de sangue, semelhante a uma coleta laboratorial rotineira, sera
necessario realizar a inser¢do de uma agulha no antebrago, o que pode trazer algum tipo
de desconforto. O procedimento € relativamente simples e bem aceito por individuos de
todas as idades, e, em adicao, todo esforgo sera feito para minimizar estes desconfortos.

3. BENEFICIOS ESPERADOS

Os participantes deste projeto serdo informados sobre seu status atual de massa
muscular e densidade mineral dssea, avaliados em equipamentos internacionalmente
reconhecidos como instrumentos validos e precisos. Em adigcdo, serdo fornecidas
informagdes sobre as caracteristicas genéticas atuais e aconselhamento de condutas
adequadas a perfil obtido nos resultados.

O beneficio possivel dessa pesquisa diz respeito a busca pela identificagdo de uma
varidvel genética que seja fator de risco para o desenvolvimento de sarcopenia e/ou
osteoporose. Caso seja observada essa variagdo, futuramente, serd possivel identificar
individuos propensos a desenvolver as citadas patologias, o que possibilitard a
intervengdo apropriada de forma precoce, consequentemente, minimizando os efeitos
deletérios desses quadros indesejaveis. Pesquisas dessa natureza certamente beneficiardo
as futuras geragdes de 1dosos.

4. RESPONSABILIDADE DO PESQUISADOR E DA INSTITUICAO

O pesquisador responsavel suspendera a pesquisa imediatamente ao perceber
algum risco ou dano a satide do participante, mesmo riscos ndo previstos neste termo de
consentimento. O pesquisador assumira a responsabilidade de dar assisténcia integral e
indenizacdo as complicacoes e danos decorrentes dos riscos. Caso constatada a
superioridade de um método em estudo sobre outro, o pesquisador serd responsavel por
oferecer a todos os sujeitos os beneficios do melhor regime.

5. RESPONSABILIDADE DAS PARTICIPANTES
Estar presente no local dos testes nos dias e horarios marcados. Informar ao
professor pesquisador qualquer desconforto que por acaso venha a perceber.

6. RESULTADOS OBTIDOS
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As informagdes obtidas neste experimento, por meio dos resultados de todos os
testes, poderao ser utilizadas como dados de pesquisa cientifica, podendo ser publicados e
divulgados, sendo resguardada a identidade das participantes.

LIBERDADE DE CONSENTIMENTO
A sua permissao para participar desta pesquisa ¢ voluntaria. Vocé estard livre para
negé-la ou para em qualquer momento desistir da mesma se assim desejar.

Declaro ter lido este termo de consentimento e compreendido os procedimentos
nele descritos. Informo também que todas as minhas davidas foram respondidas de forma
clara e de facil compreensdo. Estou de acordo em participar da referida pesquisa.

Assinatura — RG Participante

Assinatura — RG Testemunha
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Anexo D

Aprovagio do Comité de Etica

Universidade Catodlica de Brasilia - UCB
Comité de Etica em Pesquisa - CEP

Brasilia, 25 de outubro de 2004

Oficio CEP/UCB N° 072/2004
Prezado senhor,

E com satisfagio que informamos formalmente a V. Sa. que o projeto
“Polimorfismo do gene receptor da vitamina D (VDR) em idosos brasileiros e associagdo com
massa muscular, forca e densidade mineral 6ssea” foi aprovado por este CEP em sua 33" Reunido,
realizada em 20 de outubro do corrente ano, podendo, portanto, ter a sua fase de coleta de dados
iniciada. Informamos ainda que no prazo maximo de 1 (um) ano a contar desta data devera ser
enviado a este CEP um relatdrio sucinto sobre o andamento da presente pesquisa.

Esperando poder servi-lo em outra ocasido, apresentamos nossos votos de estima e

consideragdo.
Atenciosamente,
Prof\Marcelo Si de Alcantara, MSc.
'etério Executivo
Comité de Etica em Pesquisa - UCB
Ilmo Sr.
Ricardo Jaco de Oliveira
Brasilia — DF

NESTA



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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