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Resumo

Objetivo: Avaliar alguns fatores genéticos relacionados ao desenvolvimento de
osteoporose na pds-menopausa. Casuistica e Métodos: Foram avaliadas 110
mulheres , nos primeiros cinco anos apds a menopausa, sem uso de terapia
hormonal prévia. O grupo foi analisado quanto a presenca de polimorfismo de
interleucina 6, GSTM1 do gene do receptor de progesterona, denominado
PROGINS. Os dados clinicos foram registrados por meio de entrevistas com as
pacientes. Avaliou-se a densitometria 0ssea de todas as pacientes, feita em
aparelho Lunar para analise da densidade mineral 6ssea e do T escore em
coluna lombar (L2-L4). As genotipagens de interleucina 6, GSTM1 e PROGINS
foram realizadas pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR) com DNA
proveniente de raspado bucal. Utilizou-se, para analise estatistica, o teste néo
paramétrico de Mann-Whitney ou o teste t de Student, a depender da variavel
estudada. Para calculo da razdo de chances, ou odds ratio (OR), para a
ocorréncia da doenca, aplicou-se modelo de regressdo logistica. O nivel de
significancia adotado foi de 5% (p < 0,05) e o intervalo de confianca foi de 95%
(95% IC). Resultados: A idade média foi de 51,96 anos. Em relacdo ao
polimorfismo de IL6, 58,2% das pacientes eram homozigotas (GG) e 41,8%
apresentaram a presenca do alelo C (heterozigoto ou GC + homozigoto
mutante ou CC). Quanto ao genodtipo PROGINS, 58,2% eram negativas
(homozigoto selvagem ou P1/P1) e 41,8% eram positivas (heterozigoto ou
P1/P2). No que tange ao polimorfismo GSTM1, 72,7% das pacientes
mostraram a presenca do alelo (1/1) e 27,3% auséncia. Conclusdo: O
polimorfismo do gene da IL-6 correlacionou-se com baixa densidade 6ssea, ao
passo que o polimorfismo PROGINS e do gene GSTM1 nédo se relacionaram

com a densidade mineral 6ssea.



1. INTRODUCAO
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O real aumento da expectativa de vida nos ultimos 60 anos faz com
que a mulher permaneca mais de um terco de sua vida no periodo de transi¢cao
menopausal e pds-menopausa. Essa maior longevidade trouxe consigo a
necessidade de retardar ou mesmo prevenir o aparecimento de doencas
cronico-degenerativas, com o intuito de melhorar a qualidade de vida

(Bossemeyer et al, 1997).

Como se sabe, a transicdo menopausal e a pdés-menopausa
representam o periodo da vida em que a mulher sofre modificacdes
regressivas, incluindo a falta de ovulacdo e a deficiéncia na sintese de
estrogénio e de progesterona. Este periodo tem inicio apds os 40 anos

(Rodrigues de Lima, Baracat, 1995).

Para melhor compreendermos a fisiopatologia dessa importante fase
da vida é imperioso conhecer a variagdo do numero de foliculos ovarianos ao
longo da vida da mulher. Na vigésima semana de vida intra-uterina, as
gbnadas apresentam 6 a 7milhdes de foliculos e, ao nascer, 0s ovarios
possuem cerca de 1 a 2 milhdes; na menacme entre 300.000 e 400.000, sendo
gue na perimenopausa somente perto de 10 mil foliculos ainda podem ser
encontrados. Apés a menopausa desaparecem por completo; desse modo
instala-se primeiro a insuficiéncia gametocitica e, depois, a insuficiéncia
hormonal (Haidar, 1991).

A transicdo menopausal constitui, portanto, a transicdo do periodo de

maior capacidade reprodutiva (menacme) para o nao reprodutivo (Utian, 1987).

Conceitua-se, a menopausa, como sendo o ultimo fluxo menstrual
apos 12 meses de amenorréia. Assim, nada mais representa que um marcador

biolégico dentro dessa fase da vida da mulher (Rodrigues de Lima et al, 1981).

Nesse periodo nem sempre ha sintomas, o que pode conferir falsa
seguranca a mulher, a qual acredita estar imune as eventuais alteracdes
metabdlicas, algumas delas de evolucao silenciosa, em especial as que se
instalam sobre o aparelho cardiovascular e o metabolismo 0sseo

(Bossemeyer et al, 1997).
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Em resposta a essas necessidades, a terapia hormonal na pés-
menopausa pode trazer beneficios, como melhoria dos sintomas vasomotores
e da atrofia urogenital, prevencado da perda 6ssea e melhora do perfil lipidico,

entre outros (Hirvonen et al, 1997; Malacara et al, 2003).

Do ponto de vista do metabolismo 6sseo, a hormonioterapia parece
diminuir a perda de massa 0ssea nesse periodo. A osteoporose, caracteriza-se
pela deterioracdo da microarquitetura do osso, com reducdo da sua massa em
niveis insuficientes para a funcdo de sustentacdo, com ulterior aumento do
risco de fratura (Lindsay, 1996; Chung et al, 2003).

Quando a terapia hormonal é analisada sobre o ponto de vista do
metabolismo désseo, torna-se necessario ressaltar que a osteoporose constitui
um crescente problema de saude publica devido a melhoria de condi¢cdes de
saude dos idosos, medidas de saude preventiva e subseqiente aumento da
expectativa de vida. Representa pois, real problema de saude publica
(Consensus Development Conference, 1991; Nordstrom et al, 2004).

Assim, particularmente nas mulheres que apresentam risco de 40%
a 50% de fraturas por osteoporose, causa crescente de mortalidade e dor
cronica, sobretudo no mundo ocidental (Chung et al, 2003; Huang et al, 2003;
Norstrom et al, 2004).

E uma doenca comum considerada como um resultado de mudltiplos

fatores genéticos e ambientais (Ota et al, 2001; Chung et al, 2003).

Varios estudos relataram grande numero de fatores de risco para
fraturas por osteoporose, incluindo idade avancada, fratura prévia, baixa
densidade mineral 0ssea, baixo indice de massa 6ssea, enfraquecimento da
musculatura, terapia com corticosterdide e uso de sedativos, entre outros.
Contudo, poucos trabalhos investigaram se fatores genéticos contribuem para

a ocorréncia de fraturas 6sseas (Nordstrém et al, 2004).

Os dados da literatura mostram que a terapia hormonal na transicao
menopausal e pés-menopausa confere beneficios variaveis as suas usuarias.
Sabe-se que a densidade mineral 6éssea pode ser influenciada por fatores
hormonais, nutricionais, estilo de vida e até mesmo genéticos. O mais
importante preditor de fratura é a densidade mineral éssea, a qual é
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influenciada por fatores genéticos e pelo estilo de vida. Conhecendo os fatores
genéticos envolvidos na génese da osteoporose, ter-se-ia maior embasamento
no diagnadstico, prevencao e tratamento desta doenca (Chung et al, 2003).

No que se refere aos aspectos genéticos do metabolismo 0sseo,
varios estudos mostraram ser esta varidvel um fator relevante a ser
considerado (Slemenda et al, 1991; Sowers et al, 1992). Esses autores
encontraram evidéncias que colocam entre 45% e 85% a influéncia da heranca
genética como determinante da densidade mineral 0ssea.

Dessa forma, ao que parece, 0 componente genético poderia
influenciar de maneira significante a resposta observada em mulheres durante
a terapia hormonal (Sowers et al, 1992).

De fato, varios estudos tém demonstrado que alguns dos
componentes genéticos, quanto a densidade mineral 6ssea, podem ser em
parte acessados por meio da deteccdo de determinados polimorfismos na
sequéncia de varios genes, como aqueles presentes nos receptores de
estrogénios, progesterona e vitamina D, osteocalcina, receptor antagonista de
interleucina 1(IL1), receptor de calcitonina, interleucina 6(IL6), bem como no
gene da lipase hepatica (Deng et al, 2002; Herrington et al, 2002; Kobayashi et
al, 2002; Yamakawa-Kobayashi 2002; Chung et al, 2003).

1.1 Polimorfismos Gendmicos

O DNA gendmico possui grande numero de variacbes na
composicdo de nucleotideos entre o0s individuos. Essas variacdes
(polimorfismos) sdo decorrentes de substituicdo de nucleotideos, insercfes e
delecdes de bases, que ocorreram durante milhares de anos ao longo do
processo evolutivo humano, podendo ser transmitidos de geracdo a geracao
(Figura 1) (Grobstein, 1979; Watson, 1980; Drlica, 1992).
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Figura 1 — Estrutura de um nucleotideo (Farah SB. DNA Segredos e mistérios, 1997).

As substituicbes de bases nitrogenadas sao classificadas em
transicdes e transversdes. As substituicbes do tipo transicdo ocorrem entre
bases derivadas da purina (G-A ou A-G) ou da pirimidina (C-T ou T-C). Estas
substituicGes de bases com as mesmas caracteristicas fisicoquimicas sdo as
mais frequentes. Por outro lado, as substituices do tipo transversdo se fazem
entre bases com distintas caracteristicas fisicoquimicas, sendo de ocorréncia
mais rara (Grobstein, 1979; Watson, 1980; Drlica, 1992).

Quando as substituicdes ocorrem em regides codificantes, podem
acarretar mudancas na sequéncia de aminoacidos da proteina.
Consequentemente, podem causar alteragcdes funcionais e estruturais

significativas nas proteinas (Grobstein, 1979; Watson, 1980; Drlica, 1992).

Contudo, estas substituicdes podem modificar, por exemplo, a estrutura
e a estabilidade do RNAmM. Além disso, podem ter efeitos diversos como a
eliminacdo ou geracdo de codons de terminacdo, modificacbes em promotores e
regides de splicing (Thompson, 1988; Majewski e Ott, 2002; Pharoah et al, 2004).

As substituicdes, insercdes ou dele¢cdes que sao transmitidas ao
longo das geracOes e que alcangam frequéncias iguais ou superiores a um na

populacdo, sdo denominadas de polimorfismo (Kwok e Gu,1999).
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Quando se estuda a correlacdo entre a presenca de polimorfismos
génicos com a densidade mineral 6ssea, alguns estudos mostraram resultados
importantes. De fato, a metandlise realizada por Cooper et al (1996) conclui
que pacientes com determinados polimorfismos (Bsml ou Taql) no receptor de
vitamina D se associam com maior densidade 6ssea.

Assim, a presenca de polimorfismos no receptor de estrogénio vem
despertando crescente interesse no tocante a sua associacdo com a densidade
O0ssea. Importante estudo Finlandés populacional, randomizado, avaliou
durante cinco anos um total de 322 mulheres na pds-menopausa, as quais
receberam terapia hormonal ou placebo. Os resultados em relacao a resposta
O0ssea foram correlacionados com a presenca de polimorfismos no gene que
codifica o receptor de estrogénio (Salmen et al, 2000).

Os autores concluiram que mulheres com os gendtipos Pvu PP e
Pvu Pp apresentam-se como rapidas perdedoras de massa 0ssea, portanto, se
beneficiariam mais com a terapia hormonal que as nao tratadas. Outrossim,
estudos recentes conduzidos por Kobayashi et al (2002) revelam conclusdes
semelhantes, no tocante a densidade mineral 6ssea, ao analisarem outros
polimorfismos nesse mesmo receptor.

Outros estudos identificaram a interleucina 6 (IL6) como possivel
mediador da perda 6ssea por deficiéncia de estrogénio (Murray et al, 1997; Ota et al,
2001; Moffett et al, 2004).

Como na literatura h& poucos trabalhos que correlacionam
interleucina 6 com baixa densidade mineral 6ssea e ndo ha trabalhos que
relacionam o polimorfismo do gene GSTM1 e PROGINS com densidade
mineral 6ssea nos propusemos a desenvolver esta pesquisa.

1.2 Polimorfismo da interleucina 6 (IL6)

As citocinas sao glicoproteinas produzidas por uma variedade de
células, sobretudo as mononucleares, que agem em nivel local e sistémico,
controlando diversos processos de natureza hormonal, imune e inflamatéria.
Funcionam como mensageiros intercelulares e atuam como um dos principais
mediadores da resposta inflamatéria (Lowry, 1993).




Introducéo 7

As citocinas sdo produzidas na dependéncia de estimulo por algum
agente, havendo pouca ou nenhuma estocagem nas células produtoras. Depois
de liberadas, agem intermediadas por receptores de membrana especificos,
modulando a producdo e a atividade de outras citocinas, bem como de outras

substancias importantes na resposta inflamatoria (Nathan, Sporn, 1991).

Quando pequenas quantidades de citocinas s&o liberadas nos
tecidos, predominam os efeitos benéficos, determinando ativacdo dos
mecanismos de defesa do organismo contra o agente agressor; contudo a
producdo excessiva desses mediadores pode provocar efeitos maléficos ao

organismo (Fahey, Tracey, 1999).

O fator de necrose tumoral alfa e as interleucinasl (IL1) e 6 (IL6) s&o
exemplos de citocinas consideradas pro-inflamatorias, as quais, quando em
desequilibrio, podem se relacionar a uma grande gama de condi¢cdes

patolégicas (Brasil et al, 1999).

A IL6 é uma glicoproteina fosforilada com 185 aminoacidos e esta
localizada no cromossomo 7p2l; esta presente em diferentes processos
fisiologicos e patoldgicos (figura 2) (Asschert et al, 1999; Diehl & Rincon,
2002). A atividade individual das citocinas, entre outras, parece ser regulada
pela presenca de polimorfismos em sua estrutura. De fato, a troca C-G no
nucleotideo 174, afeta a transcricdo desse gene no sentido de diminuir a sua
expresséao (Fishman et al, 1998).

Tp21

i

Figura 2 — Estrutura das bandas do cromossomo 7
destacando em cinza a localizacédo da interleucina 6

gil B Bill}
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A atividade transcricional do gene da IL6 reflete-se inclusive através
de alteracdo dos seus niveis plasmaticos quando ha polimorfismo na regido
promotora (-174 G/C). A presenca do alelo mutante C no gene associa-se a
baixos niveis plasmaticos de IL6; no entanto, a presenca do alelo selvagem G
relacionam-se a niveis plasmaticos elevados desta citocina (Fishman et al,
1998; Hulkonen et al, 2001).

A interleucina 6 € uma citoquina multifuncional essencial para a
resposta imunoldgica, a hematopoiese e a reabsorcdo 6ssea. Como ela e seu
receptor estimulam o desenvolvimento de osteoclastos e o processo de
reabsorcdo Ossea, sdo considerados como possiveis fatores patogénicos
associados com a diminuicdo da massa 0ssea, especialmente em mulheres

com deficiéncia de estrogénio (Ota et al, 2001; Chung et al, 2003).

Estimula a formacéo de osteoclastos e a reabsorcdo 6ssea tanto na
presenca como na auséncia do receptor de IL6. Estudos demonstraram que
ocorre aumento dos niveis de IL6 na pds-menopausa em resposta aos niveis

decrescentes de estradiol (Nordstrom et al, 2004).

A IL6 tem sido implicada como um mediador dos efeitos da IL1, um
potente estimulador da reabsorcao 6ssea. Estudos clinicos tém mostrado que
a expressdo RNAm - IL6 no osso, detectado pela reacdo de PCR, foi
encontrada em 95% de pacientes com fratura 0ssea vertebral em comparacao
a 50% de pacientes controle na pés-menopausa.

Estudos recentes revelaram a importancia do polimorfismo da IL6 na
diminuicdo da densidade mineral 6ssea, com associacao significativa entre a
presenca deste polimorfismo e a ocorréncia de osteoporose (Ferrari et al,
2004; Moffett et al, 2004).

1.3 Polimorfismo do gene dos receptores de progesterona (PROGINS)

A progesterona regula funcdes bioldégicas por meio de receptores

intracelulares. O gene dos receptores de progesterona em humanos (RP) é
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anico e localiza-se no braco longo do cromossomo 11, nas bandas g22-23
(figura 3) (Rousseau-Merk et al, 1987). O gene do hPR utiliza promotores e
sitios de iniciacdo da traducdo diferentes para a sintese de duas isoformas,
denominadas RP-A e RP-B, diferenciadas pela adicdo de 165 aminoéacidos
presentes apenas no RP-B, em sua forma amino- terminal (Cramer et al, 2003;
De Vivo et al, 2003).

11922-23
Figura 3 — Estrutura das bandas do cromossomo 11 destacando em

cinza a localizacdo do gene do receptor de progesterona (NCBI —
htpp:/Awww.ncbi.nim.nih.gov/entrez/dispomim.cgi?id=607311)

Ressalta-se a importancia dos receptores de progesterona na
formacdo dos oOrgaos reprodutores e a presenca de anomalias na sua falta
(Lydon et al, 1995). A abundéancia desses receptores, porém, poderia
desequilibrar a quantidade de outros genes reguladores, como proto-

oncogenes e genes dos fatores de crescimento (Brandon et al, 1993).

A acado de cada forma dos receptores de progesterona ainda néo €
totalmente conhecida, e a resposta celular final depende da proporcdo em que

se encontram (Fujimoto et al, 1998).

Recentemente, variacdes do gene dos receptores de progesterona
foram descritas. Dentre elas, destaca-se o polimorfismo PROGINS (figura 4),
que consiste em uma insercdo da familia Alu, de 306 pares de base (pb), no
intron G, entre os éxons 7 e 8 (regido codificante do dominio de ligacéo

hormonal), freqientemente somada a outras duas muta¢des — substituicdo de
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uma base guanina (G) por timina (T) no éxon 4, levando a troca de um
aminoacido valina (Val) por leucina (Leu) no receptor, e substituicio de uma
base citosina (C) por timina (T) no éxon 5 (Rowe et al, 1995; Tong et al, 2001).

A amplificagéo de repeticbes Alu no genoma humano é um processo
em andamento. Essas insercdes estdao espalhadas pelo genoma e representam
entre 2% e 5% de todo DNA humano, sendo consideradas como fatores na
geracao de diversas doencas (Lehrman et al, 1987; Wallace et al, 1991, Britten
et al, 1994, Deininger, Batzer,1999).

Intron G
897
E7 E8
CAGAAAACAT (5) Alu CAGAAAACAT (5)
306pb

V'

Figura 4 — Polimorfismo PROGINS - constituido por uma inser¢cao Alu no gene do
receptor de progesterona.

Muitos elementos das jovens subfamilias Alu foram inseridos tao
recentemente no genoma humano que sdo polimaorficos, devido a sua auséncia
ou presenca em diferentes individuos (Roy et al, 1999,2000). Estes possuem
um elemento polimorfico de insercdo movel, sendo herdado de um ancestral
comum, gerando alelos idénticos para os descendentes (Batzer et al, 1994;
Stoneking et al, 1997).
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Donaldson et al (2002) estudaram o PROGINS em diferentes
espécies de primatas e confirmaram a sua presenca apenas em humanos,
indicando que a inser¢do do elemento Alu em nosso genoma ocorreu somente
apos a divergéncia de outros primatas, o que deve ter acontecido entre quatro
e seis milhdes de anos atras (Batzer et al, 1994). No mesmo estudo, realizou-
se reacao em cadeia da polimerase (PCR) para deteccdo do PROGINS em 21
diferentes populacdes humanas. A freqiéncia desse polimorfismo foi maior no
grupo grego cipridtico (22%) e menor (zero) em dois grupos africanos,
denominados Kung e Nguni, com frequéncia média do alelo mutante de 11% e
indice médio de heterozigose de 18,8% nas populagdes estudadas, indicando,
pela sua baixa frequéncia, que esse elemento tenha se integrado ao genoma

humano em periodo relativamente recente.

Fabjani et al (2002) verificaram que a isoforma hPRA é a proteina
envolvida com o polimorfismo PROGINS, o qual parece conferir decréscimo em
sua estabilidade, com perda da sua capacidade de inibir a ativacdo dos
receptores estrogénicos. Isso pode causar inadequado controle desses
receptores, favorecendo aumento nos processos de divisdo celular. Kieback et
al (1998) acreditam que a isoforma hPRA, sob a acdo do polimorfismo

PROGINS, condicionaria também uma disfuncdo na atuacdo da isoforma hPRB.

Frequéncias maiores de ocorréncia desse polimorfismo tém sido
observadas no genoma de pacientes com cancer de mama, de ovario,
naquelas com perdas gestacionais recorrentes e até mesmo na endometriose
(Rowe et al, 1995; Wieser et al, 2002; Lattuada et al, 2004; Gomes, 2005).

Hsieh et al (2005), em estudo sobre os niveis de prolactina e
PROGINS, assim como Westberg et al (2004), sugeriram aumento dos niveis
de prolactina na presenca do polimorfismo do PROGINS.

Luo et al (2002) relataram ser a progesterona promotora da
formacao éssea, pois, estimula a proliferacdo e diferenciacdo de osteoblastos
pelo aumento dos niveis dos fatores de crescimento B1, B2 e B3 nos
osteoblastos. O osso é um grande reservatério de TGF-B, que estimula a
proliferacdo de osteoblastos e a producdo de matriz extracelular como o

colageno. A sua atuacado nos osteoclastos é ainda controversa.
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Nao estdo disponiveis, até o momento, trabalhos na literatura que
relacionam o polimorfismo do receptor de progesterona (PROGINS) com a

osteoporose.

Com base nos dados encontrados na literatura, desenvolvemos este
estudo com a intencdo de avaliar se a presenca do polimorfismo da
interleucina 6, do GST e do PROGINS esta associada com osteoporose em

pacientes na pos-menopausa.

1.4 Polimorfismo da superfamilia da Glutationa S-transferase (GSTM1)

A glutationa (gama-glutamil-cisteinil-glicina) é um tripeptideo de
ocorréncia ubigua na natureza, sendo encontrada em microorganismos,

plantas e animais (Lamaestro, Malone, 1995; Rossini et al, 2002).

As GSTs catalisam a conjugacao da glutationa, tripeptideo composto
de glicina, &cido glutdmico e cisteina, em compostos eletroliticos, resultando
em excrecdo mais facil das glutationas conjugadas. Substratos das reacdes
catalisadas pelas GSTs incluem pré-carcinégenos, como hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos; drogas farmacoldgicas, incluindo paracetamol; agentes
quimioterépicos e processos decorrentes do estresse oxidativo celular (Rossini
et al, 2002).

Recentemente, as GSTs tém sido implicadas como importantes
moléculas envolvidas na ativacdo de genes citoprotetores (Rossini et al, 2002).
Outra correlacdo importante € a sua capacidade de metabolizar por

peroxidagdo, os estrogénios e os lipidios (Figura 5) (Cavalieri et al,1997).

Os genes das GSTs apresentam polimorfismos que podem ser
responsaveis por uma variabilidade interindividual em diversos aspectos
relativos ao desenvolvimento de doencas como cancer de pulméo, de pele, de
bexiga e de célon (Mitrunen, Hirvonen, 2003).
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Radical livre causando danos no DNA, Proteinas e Lipidios
A

LESTEROL
co MnSOD Fe

CYP17 04— H20:——» OH— Dano ao DNA

CYP19 Os ‘

178-HSD CYP1A1 —

CYP1B1 / \

ESTRADIOL (E;) —» OH-E,—» SEMIQUINONA QUINONA ————»| Adutos de DNA

G

COMT - GSTM3
GSTP1

GSTT1

Metabdlitos inativados

Conjugados de
Glutationa

Figura 5 — Representagdo esquematica das enzimas envolvidas na biossintese e no
metabolismo do estradiol, bem como dos produtos formados (Mitrunen e Hirvonen, 2003).

Os polimorfismos dos genes das GSTs tém sido bem caracterizados
e a sua frequéncia encontra-se relacionada com fatores étnicos (Rossini et al,
2002). Existem trés genes principais envolvidos com estes polimorfismos:
GSTM1, GSTT1 e GSTP1.

Seidgard et al (1999) referem que o GSTM1 é um gene localizado no
cromossomo 1p13.3 e que 20% a 50% dos individuos ndo o expressam; sao
conhecidos como delecdo génica homozigdtica ou alelo nulo (Figura 6). A
porcentagem de individuos que ndo a expressa é maior entre 0s caucasianos e

asiaticos (Maugard et al, 1998).

1p13.3 'ff

Figura 6 — Padrao de bandas do cromossomo 1, evidenciando
a localizagédo do gene GSTML1.
(htpp://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/dispomim.cgi?id=138350)
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A maioria dos polimorfismos de GST tem sido associados com
diferentes suscetibilidades e a varias formas de cancer, em particular agueles
causados pelos efeitos do tabagismo (Strange et al,1999; Park et al, 2004).

Além disso, varios autores sugerem que os polimorfismos do
GSTM1, GSTT1 e GSTP1 se relacionam também a génese do cancer de
mama associada aos hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAP) (Perera et
al, 1995; Cavalieri et al, 1997).

Outros estudos demonstraram que as alteragcbes genéticas
relacionadas aos genes responsaveis pela metabolizacdo do estrogénio,
como o GSTM1, podem acarretar aumento dos niveis de estrogénios e/ou de
catecolestrogénios circulantes, os quais estariam associados com a génese
de doencas estrogénio-dependentes (Huber et al, 2002; Kado et al, 2002,
Worda et al, 2003).

N&o encontramos, na literatura, trabalhos relacionando polimorfismo

GSTM1 com osteoporose.

Assim, embasados nos dados da literatura, desenvolvemos este
estudo, com a intencdo de avaliar eventuais fatores de risco associados com
osteoporose em mulheres na pds-menopausa, com énfase em algumas

caracteristicas genéticas.

Para tanto, analisaremos o0s marcadores genéticos que possam
predizer a resposta a terapia hormonal e, assim, oferecer maiores subsidios
para que se realize a hormonioterapia com maior chance de sucesso e menor

risco para as mulheres na pés-menopausa.




2. PROPOSICAO
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Propusemo-nos, no presente estudo, a avaliar a presenca de
polimorfismo de IL6, GST M1 e PROGINS como possiveis fatores relacionados

com a ocorréncia de osteoporose na pés-menopausa.




3. CASUISTICA E METODOS
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Todas as etapas deste trabalho seguiram as normas de boas
praticas em estudos envolvendo seres humanos, de acordo com a Resolugéo
196/96 do Conselho Nacional de Saude, e foram aprovadas previamente pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de S&o Paulo / Escola
Paulista de Medicina (UNIFESP / EPM) (Anexo 1).

3.1 Casuistica

As pacientes elegiveis foram selecionadas no Setor de Transicao
Menopausal e Pos-menopausa da Disciplina de Endocrinologia Ginecoldgica
do Departamento de Ginecologia da UNIFESP / EPM, entre julho de 2003 e
dezembro de 2004. Foram recrutadas pelo pesquisador principal por contato
pessoal, e tiveram acesso ao Termo de Consentimento Livre e Esclarecido,
estando de acordo e assinando o mesmo (Anexo 2). Incluiram-se 110 mulheres
na pos-menopausa, baseadas nas queixas clinicas e dosagens hormonais
(FSH e estradiol) e na densitometria 6éssea realizada antes de iniciar a terapia

hormonal.

3.1.1 Critérios de Incluséo

Mulheres com até 5 anos de pds-menopausa, Cujos prontuarios
estivessem completos, com valores de FSH > 35mUl/mL e Estradiol < 20 pg/mL e

densitometria 6éssea realizada antes de terapia hormonal prévia.

3.1.2 Critérios de exclusao

Pacientes sem densitometria 6ssea realizada antes do uso da

terapia hormonal e usuarias de corticoesteroides.
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3.2 Métodos

3.2.1 Coleta de dados clinicos

Realizamos anamnese, com registro dos dados pessoais, como
idade, raca, idade da menopausa e medicamentos em uso (corticoesteroéides).
Em relagdo aos exames subsidiarios necessarios, teve importancia a
densitometria 6ssea, feita em aparelho Lunar para a avaliacdo da densidade
mineral 6ssea e do T escore em coluna lombar (L2-L4).

3.2.2 Coleta de material bioldgico

Foram coletadas amostras de raspado bucal através de escova do
tipo Cytobrush friccionadas contra a mucosa de revestimento bucal, as quais
foram colocadas em tubo falcon contendo tampdo TE (Tris EDTA). As
amostras citolégicas assim obtidas foram conservadas em -80° C até posterior
extracdo de DNA gendmico.

3.2.3 Extracdo de DNA de raspado bucal

A extracdo de DNA foi realizada segundo protocolo do Kit GFX® da
Amersham-Pharmacia para células bucais.

O material celular, obtido com a escova cytobrush (esfregago bucal),
foi inicialmente centrifugado, desprezando-se o excesso de TE. Ao “pellet”
celular adicionaram-se 500ul de “Extraction Solution” agitando-se até que todo
0 pellet estivesse dissolvido. Essa etapa seguiu-se de centrifugacédo a 14.000
rom / 1 minuto (Eppendorf modelo 5804 R), com o objetivo de separar restos
celulares do sobrenadante, o qual foi colocado na coluna de filtragem. Apds
nova centrifugagdo a 14.000 rpm / 1 minuto, uma nova aliquota de 500ul de
“Extraction Solution” foi colocada na coluna, com posterior centrifugacao a
14.000 rpm / 1 minuto. Seguiu-se, entdo, a colocacdo de 500ul de “Wash
Solution” com nova centrifugacédo a 14.000 rpm / 3 minutos. Nesse momento,
adicionaram-se a coluna 100ul de agua milli-Q autoclavada e pré-aquecida a
70°C, seguida de centrifugacédo a 14.000 rpm / 1 minuto, coletando-se o eluido
em tubo do tipo Eppendorf.

O DNA assim obtido esta pronto para ser utilizado em PCR.
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3.2.4 Quantificagcdo de DNA

A andlise da quantidade de DNA obtida nas extragfes foi feita através
de espectrofotometria com comprimento de onda de 260nm de aliquotas do
DNA purificado, em equipamento da Spectronic, modelo Genesys 5.

3.2.5 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) para a regiao
promotora do gene da Interleucina-6

O polimorfismo da regido promotora do gene da IL-6 foi pesquisado
usando primers que amplificaram um pequeno fragmento de DNA contendo o
sitio polimérfico. As sequéncias de primers usadas foram:

Primer Sequéncia (5-3)
IL6 (senso) 5 - ATG CCA AGT GCT GAG TCACTA-3
IL6 (anti-senso) 5 -GGAAAATCC CACATTTGATA-3

Nas reacdes foram usados 200ng do DNA gendémico em um volume
final de 25ul de reagdo contendo: 5pmol/ul de cada primer, 10ul de mix
Promega (50UN/ml de Taq DNA polymerase com buffer de reacdo — pH8,5,
400uM de dATP, 400uM de dCTP, 400uM de dGTP, 400uM de dT e 3mM de
MgCI2; Promega Coorporation, Madison, WI, USA) e 12ul H20 de “nuclease-
free” Promega que foram submetidos ao termociclador (GeneAmp PCR System
9700, Applied Biosystems) por 40 ciclos, onde a primeira etapa de
desnaturacao foi de 94°C por 30 segundos, anelamento a 52,8°C, por 30
segundos, e polimerizagcdo a 72°C por 45 segundos.

A eletroforese foi feita em gel de agarose 2% / brometo de etidio e o
padréo obtido nesta reacao foi de 226pb.

3.2.6 Polimorfismo de Fragmentos de DNA obtidos por Enzimas
de Restricdo — PCR-RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism)

Para analise do polimorfismo presente no gene do IL-6, 0os produtos de
PCR foram incubados em um volume final de 10ul a 37°C, por 4 horas, contendo:
3UN NLA Il (New England Biolabs, Inc., US), 1ul do “NEBuffer 47, 0,1ul BSA
(Bovine Serum Albumin) e 8ul do produto do PCR (Fishman et al, 1998).
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A enzima de restricdo NLA Ill reconhece o seguinte trecho da

sequéncia do PCR amplificado do gene IL-6:

5'...CATG!...3
3'..TGTAC...3’

A eletroforese foi feita em gel de agarose 3% / brometo de etidio.

Foram observados os padrdes de digestbes (Figura 7).

— e cem— n— o—— G— 226 pb

Figura 7 — Gel de agarose a 2%, corado com brometo de etidio, mostrando os produtos
de PCR amplificados a partir do gene de interleucina 6. Na coluna M temos o marcador
com peso molecular 100Bp; GG representam amostras com o IL-6 homozigoto selvagem
(226pb); GC representam amostras com o IL-6 heterozigoto (226, 117, 109pb).

3.2.7 Reagcéo em Cadeia da Polimerase (PCR) para o PROGINS

Nas reacdes de amplificacdo do gene dos receptores de progesterona

foram utilizados os seguintes primers:

Primer Sequéncia (5-3)
PROGINS (senso) 5" - GGC AGA AAG CAA AAT AAAAAGA-3
PROGINS (anti-senso) 5 -AAAGTATTT TCT TGC TAAATG TC - 3
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Nas reacdes foram usados 200ng do DNA gendémico em um volume
final de 25ul de reacdo contendo: 5pmol/ul de cada primer, 10ul de mix
Promega (50UN/ml de Taq DNA polymerase com buffer de reacdo — pH8,5,
400uM de dATP, 400uM de dCTP, 400uM de dGTP, 400uM de dT e 3mM de
MgCl,. Promega Coorporation, Madison, WI, USA) e 12ul H,O de “nuclease-
free” Promega, que foram submetidos ao termociclador (GeneAmp PCR
System 9700, Applied Biosystems) por 40 ciclos, onde a primeira etapa de
desnaturacdo foi de 94°C, por 30 segundos, anelamento a 55°C por 45
segundos e polimerizacao a 72°C por 45 segundos.

A eletroforese foi feita em gel de agarose 2% / brometo de etidio e o
padréo obtido nesta reacao estao descritos na figura abaixo (Wiser et al 2002).

455 pb

149 pb

M P1/P1 P1/P2

Figura 8 — Gel de agarose a 2%, corado com brometo de etidio, mostrando os produtos
de PCR amplificados a partir do gene dos receptores de progesterona. Na coluna M
temos o marcador de peso molecular 100 pb. P1/P1 representam os alelos selvagens =
amostra com PROGINS homozigoto selvagem (149pb); P1/P2 = amostra com o
PROGINS heterozigoto, com a presenca de ambos os alelos (455, 149pb).
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3.2.8 Reacédo em Cadeia da Polimerase (PCR) para GSTM1

Nas reacdes de amplificacdo do gene GSTM1 foram utilizados os

seguintes primers:

Primer

Sequéncia (5-3)

GSTM1 (senso)

5 - GAACTC CCT GAAAAG CTAAAGC-3

GSTML1 (anti-senso)

5 -GTT GGG CTC AAATAT ACGGTG G -3

Nas reacdes foram usados 200ng do DNA gendémico em um volume

final de 25ul de reacdo contendo: 5pmol/ul de cada primer, 10ul de mix

Promega (50UN/ml de Taq DNA polymerase com buffer de reacdao — pH8,5,
400uM de dATP, 400uM de dCTP, 400uM de dGTP, 400uM de dT e 3mM de

MgCl,. Promega Coorporation, Madison, WI, USA) e 12ul H,O de “nuclease-

free” Promega. que foram submetidos ao termociclador (GeneAmp PCR

System 9700, Applied Biosystems) por 40 ciclos, onde a primeira etapa de

desnaturacdo foi de 94°C por 30 segundos, anelamento a 55°C por 45

segundos e polimerizagao a 72°C por 45 segundos.

A eletroforese foi feita em gel de agarose 2% / brometo de etidio e o

padrdo obtido nesta reagao estao descritos na figura abaixo (Gattas et al, 2000).
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268 pb

< A AR T A

M 1/1 0/0 1/1 1/1 1/1 0/0 1/1

Figura 9 — Gel de agarose a 2%, corado com brometo de etidio, mostrando os
produtos de PCR amplificados a partir do gene GSTM1. Na coluna M temos o
marcador de peso molecular 100Bp; 1/1=amostras com o gene GSTM1 presente
(268pb); 0/0= amostras com 0 GSTML1 nulo.

3.3 Analise Estatistica

Inicialmente, todas as variaveis foram analisadas descritivamente. Para
as variaveis quantitativas esta analise foi feita por meio da observacdo dos
valores minimos e méaximos, e do calculo de médias e desvios-padrdo e
medianas. Para as variaveis qualitativas calcularam-se frequéncias absolutas e

relativas.

Para a andlise da hipotese de igualdade entre os dois grupos utilizou-
se o teste t de Student. Quando a suposicdo de normalidade dos dados foi

rejeitada, utilizamos o teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney (Rosner, 1986).

O nivel de significancia estabelecido para os testes foi menor ou
igual a 5% (Chiang, 2003; Higgins, 2004).




4. RESULTADOS
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No gue concerne as caracteristicas do grupo estudado:

- Idade: variou de 41 a 63 anos, com média de 51,96 anos;

-Peso: variou de 40,50kg a 112kg, com média de 66,92 kg;

-Altura: variou entre 1,40m e 1,66m, com média de 1,54m;

-IMC: variou entre 20,09kg/m2 e 52,4kg/m2, com média de 28,27kg/mz;
-BMD: variou entre 0,717g/cm2 e 1,729g/cm?2, com média de 1,11g/cmz;

-L,/L4 T-score: variou entre -4,00 e 4,40, com média de -0,67.

Os dados epidemioldgicos acima descritos estdo discriminados na
Tabela 1. Queremos ressaltar a redugcdo do N amostral, pois, das 110
pacientes 11 ndo apresentavam o resultado densitométrico.

Tabelal — Dados epidemioldgicos

Variaveis N amostral Média (xdp)

Idade (anos) 110 51,96 (4,13)
Peso (kg) 110 66,92 (12,41)
Altura (m) 110 1,54 (0,06)
IMC (kg/m2) 110 28,27 (5,13)
BMD (g/cm?) 110 1,11 (0,17)
L,/L4 T-score 99 -0,67 (1,44)

Quanto aos polimorfismos estudados, em relacdo a IL-6, 64
mulheres eram GG (homozigota) e 46 GC (heterozigotos) e CC (presenca do
alelo C); destas ultimas, 44 eram GC (heterozigotas) e 2 CC (mutado), as
quais foram agrupadas para melhor estudo estatistico. Ja no grupo do
PROGINS, o N amostral foi genotipado, sendo 87 mulheres P1/P1
(homozigoto selvagem) e 23 com gendtipos PROGINS positivo dos
receptores de progesterona, P1/P2 (heterozigoto). Ja no grupo GSTM1, 30
mulheres se apresentaram com o gendtipo 0/0 (auséncia do alelo) e 80 com o

gendtipo 1/1 (alelo presente).
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Desta forma, em relacdo ao polimorfismo de IL6, 58,2% das
pacientes eram homozigotas (GG) e 41,8% apresentaram a presenca do alelo
C (heterozigoto ou GC + homozigoto mutante ou CC); quanto ao genotipo
PROGINS, 58,2% tinham genotipo PROGINS negativo (homozigoto selvagem
ou P1/P1) e 41,8% eram PROGINS positivo (heterozigoto ou P1/P2); no que
tange ao polimorfismo GSTM1, 72,7% das pacientes apresentaram a presenca
do alelo (1/1) e 27,3 auséncia (0/0). A frequéncia relativa dos polimorfismos

estudados estda demonstrada no Grafico 1.

100+

90+

GG GC CcC P1/P1 P1/P2 0/0 11
IL6 PROGINS GSTM1
Legenda
IL6 Progins Progins
B Homozigoto O Progins negativo O GSTM1 positivo
@ Heterozigoto @ Progins positivo O GSTM1 Nulo

B Homozigoto mutodo

Gréafico 1 — FreqlUéncia (%) dos polimorfismos para IL-6, PROGINS e GST.

Quanto a analise do gendétipo da IL-6, homozigoto ou GG e
heterozigoto ou GC, com as variaveis estudadas (idade, peso, altura, IMC,
BMD e L,/Ls T-score), encontramos significancia estatistica do polimorfismo
com a medida L,/L4 T-score (p=0,0324) e BMD (p=0,0513) (Tabela 2).
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Tabela 2 — Andlise das variaveis clinicas em relacdo aos genoétipos da IL-6

Variaveis N Genotipos P
GG GC
Média (xdp) Média (xdp)
Idade (anos) 110 51,57 (4,35) 52,50 (3,76) 0,2498*"
Peso (kg) 110 67,18 (12,18) 66,54 (12,84) 0,7931**
Altura (m) 110 1,53 (0,05) 1,53 (0,06) 0,9525*"
IMC (Kg/m2) 110 28,44 (5,48) 28,02 (4,64) 0,6790*
BMD (g/cm?) 110 1,13 (0,17) 1,07 (0,15) 0,0513**
L,/L, T-score 99 -0,40 (1,44) -1,04 (1,34) 0,0324+B

* Teste t de student
*B Teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney

Por meio do teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney, observamos
que os grupos apresentam diferenca significativa em relacdo a variavel L2/L4
T-escore (p=0,0324) para o polimorfismo do gene da Interleucina-6. As
mulheres que nao tinham polimorfismo revelaram valores significantemente

maiores que o grupo das heterozigotas.

Para melhor calculo do odds ratio, a variavel L2/L4 T-escore teve o
ponto de corte ajustado para o valor —0,56. Assim, verificamos que as mulheres
com o polimorfismo em um alelo, ou seja, heterozigota para o IL-6, possuem
risco 2,3 vezes maior de terem valor do L2/L4 T-escore menor que —0,56,

quando comparadas com as que nao possuem o referido polimorfismo.

Em relacdo a andlise das varidveis estudadas com os genétipos
PROGINS positivo (P1/P2) ou negativo (P1/P1l), ndo encontramos

significancia estatistica (Tabela 3).
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Tabela 3 — Andlise das variaveis clinicas em relacdo aos genoétipos PROGINS

positivo ou negativo

Genotipos
Variaveis N P1/P1 P1/P2 P
Média (xdp) Média (xdp)
Idade (anos) 110 51,78 (3,97) 52,65 (4,69) 0,3709**
Peso (kg) 110 67,19 (12,90) 65,86 (10,38) 0,6500*
Altura (m) 110 1,54 (0,05) 1,53 (0,057) 0,5066*"
IMC (Kg/m2) 110 28,31 (5,28) 28,11 (4,59) 0,8740**
BMD (g/cm?) 110 1,11 (0,17) 1,09 (0,15) 0,6239*
L,/Ls T-score 99 -0,60 (1,47) -0,89 (1,28) 0,4768*5

** Teste t de student
*8 Teste nao-paramétrico de Mann-Whitney

Em relacdo a andlise das varidveis clinicas estudadas com o
gendtipo GSTM1 ausente (0/0) ou presente (1/1), também ndo houve nenhuma

significancia estatistica (Tabela 4).

Tabela 4 — Analise das variaveis clinicas em relacdo ao genétipo GSTM1

Genébtipos
Variaveis N 11 0/0 P
Média (xdp) Média (xdp)
Idade (anos) 110 51,46 (4,71) 52,15 (3,90) 0,4415**
Peso (kg) 110 68,04 (10,47) 66,49 (13,09) 0,5622*"
Altura (m) 110 1,53 (0,05) 1,54 (0,05) 0,5951**
IMC (Kg/m2) 110 28,96 (4,23) 28,01 (5,43) 0,3888*"
BMD (g/cm?) 110 1,12 (0,16) 1,10 (0,16) 0,5848*"
L,/L4 T-score 99 -0,53 (1,41) -0,72 (1,45) 0,7648*"

*A Teste t de student

*8 Teste nao-paramétrico de Mann-Whitney
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Para estimar os riscos dos polimorfismos foi aplicado modelo de
regressdo logistica para cada polimorfismo considerando o intervalo de

confianca de 95%.

Pelo teste nao-paramétrico de Mann-Whitney, observamos que 0s
grupos apresentam diferenca significativa em relacédo a variavel L2/L4 T-escore
(p=0,0324) para o polimorfismo do gene da interleucina-6. O grupo sem o
polimorfismo (GG) apresentava valores de L2/L4 T-escore significantemente

maiores do que os do outro grupo (GC).




5. DISCUSSAO
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Caracteriza-se a remodelacdo 6ssea pela remocao, por osteoclastos
de uma quantidade de tecido 6sseo, seguida pela formacdo da mesma
quantidade de o0sso novo pelos osteoblastos. Os osteoclastos destroem
(reabsorvem) o tecido 6sseo provocando um microambiente acido, que facilita a
remocao do componente mineral; a secrecdo local de enzimas (metalproteinases
e colagenases) se encarrega de remover o componente organico, formando uma
cavidade (lacuna de Howschip). Terminada a escavagdao da lacuna de
reabsorcdo, 0os osteoblastos substituem o0s osteoclastos e passam a sintetizar
tecido ostedide (matriz) por meio de secrecdo de colageno, que é depositado em
camadas na superficie das erosdes até preenché-las. Segue-se a mineralizacéo,
onde cristais de hidroxiapatita sdo depositados entre as fibras de colageno.
Forma-se, assim, um novo tecido 6sseo. Quando o processo de reabsorcao
excede o de formacdo, pode ao longo do tempo comprometer a massa 0ssea e
deteriorar a microarquitetura do 0sso, levando ao quadro de osteoporose com o
consequente aumento do risco de fraturas (Anderson et al, 1997; Brandstrom et
al, 1998; Bucay et al, 1998; Yasuda et al, 1998; Burges et al, 1999; Huang et al,
2003; Nordstron et al, 2004).

A osteoporose € um dos grandes problemas de saude publica,
particularmente para as mulheres que tém risco de 40-50% de fraturas
(Huang et al, 2003). A densidade mineral 6ssea baixa € um importante fator de
risco para fraturas por osteoporose. Sabe-se que multiplos fatores genéticos e
ambientais atuam no conteudo mineral 6sseo (Dequeker et al, 1987; Pocock et
al, 1987; Slemeda et al, 1991; Deng et al, 1999,2000; Huang et al, 2003).

O osteoblasto parece ser o regente do processo de remodelacéo
O0ssea. Substancias por ele produzidas influenciam a funcédo dos osteoclastos.
Existem substancias produzidas nos osteoblastos, os OB-OCSF (osteoblast
derived osteoclast stimulating factors), que estimulam a funcdo dos
osteoclastos. De fato, acredita-se que as interleucinas 1 e 6 podem ser o

proprio OB-OCSF, que, por sua vez, sofre inibicdo da acdo estrogénica.

Outras substancias sao consideradas como estimuladoras dos
osteoclastos, como os fatores de necrose tumoral, de crescimento epidérmico

e de transformacdo alfa, como também algumas prostaglandinas, particularmente
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as da série E. Igualmente, existem citocinas produzidas pelos osteoblastos, os
OB-OCIF (osteoblast derived osteoclast inhibiting factors), que inibem a funcéao
osteoclastica; entre elas as interleucinas 4, 10 e 13 (Anderson et al, 1997,
Brandstrom et al, 1998; Bucay et al, 1998; Yasuda et al, 1998; Burges et al, 1999).

Sabe-se da existéncia de receptores para os fatores estimuladores
dos osteoclastos, os quais também podem ser ocupados por substancias
inibitérias. As citocinas produzidas nos osteoblastos parecem induzir a
expressdo de um fator de membrana nos osteoclastos que, por sua vez,
estimula a diferenciacdo dos precursores hematopoiéticos dos osteoclastos e a
ativacdo dos osteoclastos maternos localizados no osso (Bucay et al, 1998;
Yasuda et al, 1998; Burgess et al, 1999; Hofbauer et al, 1999).

Vérios estudos tém mostrado que os fatores genéticos sao os principais
marcadores para variacado do conteudo mineral 6sseo, entre eles o polimorfismo da

interleucina 6.

Nosso estudo avaliou a IL6 e o polimorfismo dos genes PROGINS e
GST em relagcdo as variadveis idade, peso, IMC, BMD. Nao encontramos

significancia estatistica em relacdo a nenhuma delas.

Recentemente, as GSTs tém sido implicadas como importantes
moléculas envolvidas na ativacdo de genes citoprotetores (Rossini, 2002), e na
correlacdo com a mama devido a sua capacidade de metabolizar, por
peroxidacao, estrogénios e lipidios, diminuindo assim a exposicdo da glandula

a esse hormonio (Cavalieri et al, 1997).

Ndo h&, ao que parece, nenhum trabalho que correlacionou

alteracdo da densidade mineral 6ssea com polimorfismo do gene GST.

Alguns estudos observaram que a progesterona estimula a
proliferacdo das células 6sseas e que o mecanismo em parte envolvido é o
aumento da secrecdo do fator dois de crescimento da insulina (IGF-2), que
pode potencialmente estimular a proliferacdo de osteoblastos. O fator de
crescimento B, junto com o fator insulindide, sdo os mais abundantes fatores
de crescimento armazenados no 0sso, mas, o0 efeito da progesterona sobre 0s
fatores de crescimento  em osteoblastos ainda € desconhecido (Pilkington et
al, 2001; Quinn et al, 2001; Luo et al, 2002).
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Luo et al(2002) demonstraram que a progesterona aumenta a sintese
e secrecao de TGFb em cultura de osteoblastos humanos. As TGFb estimulam a
proliferagcdo de osteoblastos e a producdo de matriz extracelular (colageno,
fibronectina e osteonectina), ou seja, sao estimuladores da formacdo O6ssea. Ja
os efeitos do TGFb sobre os osteoclastos sdo ainda controversos.

Varios autores relataram que a presenca do alelo PROGINS esta
relacionada com maior suscetibilidade para desenvolver hiperprolactinemia
(Westberg et al, 2004; Hsich et al, 2005).

N&o h& na literatura trabalhos que relacionem a presenca do alelo
PROGINS com osteoporose. Em nosso estudo ndo observamos a presenca do

alelo PROGINS em pacientes com essa afeccéo.

A IL6 é uma citoquina que tém papel central nas respostas imune,
inflamatoéria, hematopoiese, aterogenese e esta intimamente relacionada com a
absorcao 6ssea. No o0sso, a IL6 é sintetizada por osteoblastos, mondcitos e
células T, levando a diferenciacdo e ativagdo de osteoclastos. E regulada no
nivel de expressdo por diversos horménios e citoquinas, entre estas a IL1 e
TNF alfa que a ativam, enquanto o estradiol e glicocorticéides reprimem a
transcricdo do gene IL6. Desta forma, a diminuicdo do estrogénio em mulheres
na pos-menopausa, pode provocar aumento da expressdo IL6, levando a
absorcao 6ssea e a perda de massa 6ssea (Ferrari et al, 2003).

Recentemente, diversas variacdes de alelos tém sido identificadas na
regido promotora da IL6. Um polimorfismo comum, como a troca G-C na posi¢cao
174, também pode interagir com receptores de estrogénio para regulacdo da
expressao IL6. Ha evidéncias de que este polimorfismo produz uma variante
funcional em que o alelo 174C resulta em baixo estimulo da producao da IL6 e
também de baixas concentracdes dos niveis de IL6 na circulacdo comparada com
a presenca do G alelo (Ferrari et al, 2003; Moffett et al, 2004).

Ainda mais importante, o polimorfismo alélico na regido do gene
promotor IL6 coopera para a regulacdo da expressao da IL6, associada com o
nivel de osteocalcina, um marcador da atividade osteoclastica. Assim, a baixa
BMD em coluna lombar em pacientes com polimorfismo IL6 na variante 572C e
174G, pode refletir uma aceleracdo no “turnover’ na regido trabecular éssea
(Moffet et al, 2004).
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Em nosso estudo, podemos relacionar a presenca do polimorfismo
G-C na regidao 174 do gene IL6 com baixa densidade mineral Ossea.
Encontramos associacdo entre a presenca do G alelo (GG, GC) e baixa
densidade mineral 6éssea. Tais dados sugerem que o polimorfismo IL6 contribui

para a qualidade Ossea.

Nordstrom et al (2004), avaliando 1044 mulheres, todas com
aproximadamente 75 anos, relacionou a presenca do G alelo localizado na
regido 174 do gene IL6 com forte influéncia para fraturas por osteoporose na

pOs-menopausa.

Desse modo, o0 conhecimento dos mecanismos genéticos
relacionados com a osteoporose certamente vira ampliar nosso conhecimento a
respeito dessa doenca, possibilitando a sua prevencao, selecionar as mulheres

para a terapéutica e melhor avaliar o progndstico.




6. CONCLUSOES
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1. O polimorfismo heterozigoto G/C no nucleotideo -174 do gene da
IL-6 correlacionou-se positivamente com baixa densidade Ossea
na pés-menopausa.

2. Os polimorfismos PROGINS e GSTM1 ndo mostraram correlacao

com a densidade mineral 6ssea na pés-menopausa.




7. ANEXOS
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Anexo 1 — Carta de aprovacio do Comité de Etica em Pesquisa

UNIFESP

[BAVLET |

e oo Universidade Federal de S0 Pauio Comité de Etica em Pesquisa

© / Escola Paulista de Medicina Hospital Séo Paulo

Sao Paulo, 6 de junho de 2003.
CEP 0517/03

limo(a). Sr(a).

Pesquisador(a) KATIA FRANCO QUARESMA DE MOURA
Disciplina/Departamento: Ginecologia da

Universidade Federal de S&o Paulo/Hospital Sdo Paulo

Ref: Projeto de pesquisa intitulado: “Marcadores de resposta a terapia de reposi¢cdao hormonal em mulheres

climatéricas”.

Prezado(a) Pesquisador(a),

O Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Sao Paulo/Hospital Sdo Paulo ANALISOU e APROVOU
o projeto de pesquisa acima referenciado.

Conforme resolugao 196/96 do Conselho Nacional de Saude sdo deveres do pesquisador:

1. Comunicar toda e qualquer alterag&o do projeto e do termo de consentimento. Nestas circunstancias a incluséo
de pacientes deve ser temporariamente interrompida até a resposta do Comité, ap6s analise das mudangas
propostas.

2. Comunicar imediatamente ao Comité qualquer evento adverso ocorrido durante o desenvolvimento do estudo.

3. Os dados individuais de todas as etapas da pesquisa devem ser mantidos em local seguro por 5 anos para
possivel auditoria dos 6rgdos competentes.

4. Apresentar primeiro relatério parcial em 03/dezembro/2003.

5. Apresentar segundo relatério parcial em 31/maio/2004.

AtenciosAmente,

Prof. Dr. José Osmar Medina Pestana

Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Sao Paulo/ Hospital Sao Paulo

"Ressaltamos que é de essencial importancia que seja verificado, antes da divulgagdo dos processos e/ou resultados obtidos nesta pesquisa, se
os mesmos s30 potencialmente patenteaveis ou passiveis de outras formas de protego intelectual/industrial. A protecdo por meio do depdsito de
patente, ou de outras formas de protegdo da propriedade intelectual, evita a agéo indevida de terceiros e confere maior seguranga quando da

publicacdo dos resultados da pesquisa.”

Rua Botucatu, 572 - 1° andar — conj. 14 - CEP 04023-062 - Sao Paulo / Brasil
Tel.: (011) 5571-1062 - 5539.7162
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Anexo 2 — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do Projeto: "Marcadores moleculares de resposta a terapia de reposicéo
hormonal em mulheres climatéricas".

Devido ao aumento do tempo de vida da populacdo mundial, as mulheres, na
atualidade, tém passado boa parte de suas vidas na menopausa e em conseqiéncia
disso uma grande quantidade de mulheres sofre as repercussdes da diminuicdo de
hormonios femininos que ocorrem nesse periodo.

Fraqueza nos 0ssos e problemas nas juntas, aumento de gordura no sangue,
calores fortes pelo corpo e entupimento das artérias sdo alguns dos problemas que
ocorrem.

Estamos fazendo um estudo para tentar achar uma maneira de conseguir dizer,
antes de comecar, quais mulheres responderdo melhor ou pior ao tratamento com
horménios femininos. Isso e importante pois poderemos evitar 0 uso desnecessario de
horménios em uma mulher que vai responder pouco a esse tipo de tratamento. Com isso,
efeitos indesejaveis desse tratamento como sangramentos do Utero, nduseas, ganho de
peso e ate mesmo cancer de mama e Utero poderiam ser diminuidos.

Essas informacdes estdo sendo fornecidas para sua participacdo voluntaria
nesse estudo.

As mulheres que serdo incluidas nesse estudo serdo aquelas atendidas no Setor
de Climatério do Departamento de Ginecologia da UNIFESP-EPM onde participardo da
rotina de atendimento do servico.

Alem disso, realizardo entrevistas e exames. Os exames a serem realizados sao
necessarios para o seu tratamento e fazem parte da rotina do ambulatério. Apbs a
confirmacdo da certeza da necessidade de tratamento nos colheremos, com uma
pequena escova delicada, algumas células de dentro da sua boca sem necessidade de
coleta de sangue ou qualquer outro tipo de material.

Podera existir beneficio para o seu tratamento na dependéncia dos resultados
desse estudo. A sua participagdo no estudo e totalmente voluntaria e caso deseje, vocé
poderd se retirar do estudo a qualquer momento, sem nenhuma necessidade de
justificativa e sem nenhum prejuizo em seu tratamento que continuara sendo realizado
normalmente.

Todas as informag@es colhidas e as identidades das pacientes serdo mantidas
em sigilo como informacéo confidencial. Ndo existem despesas pessoais para vocé em
gualguer fase do nosso estudo, incluindo exames e consultas. Também ndo existira
compensacéo financeira relacionada a sua participacao.

A nossa equipe de pesquisadores se compromete a utilizar os dados e material
coletados somente para esta pesquisa.




Anexos 41

Estamos a sua disposi¢cdo para qualquer informacéo relacionada a pesquisa ou
gualquer problema relacionado a ela. Em qualquer etapa do estudo, a paciente tera
acesso aos profissionais responsaveis pela pesquisa (Dra. Katia F Q de Moura) que pode
ser encontrada no Ambulatério de Climatério localizado na Rua Pedro de Toledo 592, Vila
Clementino, Sdo Paulo, SP ou na Secretaria do Departamento de Ginecologia na Rua
Napoledo de Barros 715, 7° andar do Hospital S&o Paulo (telefone 55793321). Caso vocé
tenha alguma duvida ou consideracdo com relacdo aos aspectos éticos da pesquisa,
entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) - Rua Botucatu, 572 - 1°
andar -cj 14, tel 5571-1062, FAX: 5539-7162.

Acredito ter sido suficientemente informada a respeito das informacdes que li ou
que foram lidas para mim, descrevendo a pesquisa denominada "Marcadores
moleculares de resposta a terapia de reposi¢cao hormonal em mulheres climatéricas".

Discuti com a responsavel pelo estudo (Dra. Katia F. Q. de Moura) sobre minha
decisdo em participar dessa pesquisa. Ficaram claros para mim quais os propositos do
estudo, os procedimentos a serem realizados, as garantias de confidencialidade e de
esclarecimentos. Ficou claro também que minha participacéo e isenta de despesas e que
tenho garantia de acesso a tratamento hospitalar quando necessario.

Concordo voluntariamente em participar desse estudo e poderei retirar meu
consentimento a qualquer momento, antes ou durante 0 mesmo, sem penalidade ou
prejuizo ou perda de beneficios que eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento
nesse servico.

Assinatura da Paciente/representante legal Data e local:

Assinatura de testemunha Data e Local:

Assinatura do Responsavel pelo Estudo Data e Local:
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Abstract

Objective: Evaluate the relation of genetic factors to the development of
osteoporosis in post menopause. Methods: One hundred and ten women were
evaluated in their first three post menopause years without the use of hormone
therapy. The group was investigated for the presence of Interleucin 6
polymorphism, GSTM1 and the presence of a polymorfism of the progesterone
receptor gene, PROGINS. The clinical data were obtained through pacient
interviews and the genotypes were analyzed through polimerase chain (PCR) with
DNA from mouth raspado. The statistical analysis used the Mann-Whitney non-
parametric test or the T-Student test, depending on the tested variable. The
Logistical Regression model was used to obtain the odds ratio for the disease. The
significance level adopted was 5% and the confidence interval was 95%. Results:
Average age was 51.96 years. 58.2% of patients were homozygous (GG) for the
IL6 polymorphism and 41.8% presented the C alelus. 58.2% were negative
negative PROGINS genotype and 41.8% were positive. 72.7% presented the
alelus (1/1) for polymorphism GSTM1 and 27.3% did not. Conclusion: The IL6
gene polymorphism correlated with low bone mass, while PROGINS and GSTM1
polymorphisms did not.
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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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