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RESUMO

A Osteoporose ¢ uma doenga esquelética caracterizada pelo comprometimento da
resisténcia Ossea predispondo a um risco aumentado de fraturas em mulheres na pds-
menopausa € na populacdo idosa. O processo de remodelamento Osseo ¢ mediado pela
atividade dos osteoblastos na formacao e a atividade dos osteoclastos na reabsor¢ao da matriz
6ssea. Entre os varios fatores que modulam o processo de ressor¢ao ossea estdo os hormonios
esteroides sexuais. Desta forma, a diminuigdo dos estrogénios circulantes, como ocorre na
menopausa ¢ na Faléncia Ovariana Prematura (FOP) resulta em uma maior perda da massa
ossea. A FOP ¢ uma condicao definida como a faléncia da fungao ovariana antes dos 40 anos
de idade, causando amenorréia, hipogonadismo e niveis elevados de gonadotrofinas. Varios
estudos tém sugerido que esta faléncia gonadal possa ser uma doenca genética, sendo o gene
do receptor do FSH (FSHR), considerado um dos principais genes candidatos. Entretanto
faltam estudos consistentes capazes de avaliar a influéncia destas variantes genéticas sobre a

densidade mineral 6ssea assim como o risco de osteoporose.

Assim, estudou-se uma coorte de 32 mulheres com FOP acompanhadas na Unidade de
Endocrinologia Ginecoldgica, Servigo de Endocrinologia do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre, com os objetivos de determinar a freqiiéncia de alteracdes na DMO e analisar uma
possivel associa¢do entre varidveis hormonais e densidade mineral 6ssea comparando-as com
um grupo de referéncia composto por 80 mulheres, sendo 25 mulheres na pré-menopausa
(PRE-M) e 55 mulheres na pés-menopausa (POS-M). Também foi pesquisado se a presenca
de polimorfismos do gene do receptor do FSH estava associada com alteragcdes na densidade
mineral 6ssea no grupo FOP. Variaveis clinicas e hormonais foram obtidas, assim como a
densitometria Ossea foi realizada em todas as pacientes de ambos grupos, porém a analise da
freqiiéncia das variantes Ala307Thr e Ser680Asn do exon 10 do gene do FSHR foi realizada

somente das pacientes do grupo FOP. A densitometria dssea de cada paciente foi classificada



como massa 6ssea normal ou baixa massa 6ssea (osteopenia ou osteoporose) pelos critérios da

OMS.

O IMC apresentou correlagdo positiva com a DMO do fémur total (p<0.05). A
freqiiéncia de baixa massa dssea foi significativamente maior no grupo FOP do que no grupo
POS-M (p=0,042). Entretanto, quando a analise foi controlada pelo uso ou nao de terapia
hormonal, os grupos nao apresentaram diferenga significativa. Identificou-se maior freqiiéncia
de baixa massa 6ssea em L1-L4 no grupo FOP (p<0,001) enquanto o grupo de referéncia
POS-M apresentou maior freqiiéncia de baixa massa 6ssea no fémur total (p<0,001). Nao
houve associagdo entre as variantes Ala307Thr e Ser680Asn do gene do FSH e a densidade
mineral 6ssea (DMO em g/cm?) em coluna ou fémur total. Concluindo, o grupo de pacientes
com FOP apresentou maior frequéncia de alteracoes na DMO, em especial em coluna, quando
comparado com o grupo de referéncia na pds-menopausa. Embora os polimorfismos
estudados no exon 10 do gene do FSHR possam modificar a agdo do FSH, estas variantes
genéticas parecem nao ter influéncia sobre a DMO das pacientes com FOP. Entretanto,

estudos longitudinais sdo necessarios para confirmar os resultados do presente estudo.

Palavras-chave: densidade mineral 6ssea, faléncia ovariana prematura, polimorfismos do

gene do receptor do FSH



ABSTRACT

Osteoporosis is a skeletal disease characterized by impairment of bone strength
predisposing to an increased risk of fractures in postmenopausal women and in the elderly
population. The process of bone remodeling is mediated by the activity of osteoblasts in the
formation and activity of osteoclasts in the resorption of bone matrix. One of the factors
modulating bone resorption is sex steroid hormones. Thus, the decline of circulating
estrogens, as occurs in menopause and in premature ovarian failure (POF) results in greater
loss of bone mass, POF is a condition defined as the failure of ovarian function before the age
of 40 years, causing amenorrhea, hypogonadism and high levels of gonadotropins. Several
studies have suggested that this gonadal failure can be a genetic disease, and the gene of the
FSH receptor (FSHR), is considered as one of the leading candidate genes. Nonetheless, there
is lacking studies that could consistently assess the influence of these genetic variants on the

bone mineral density and the risk of osteoporosis.

Therefore, a cohort of 32 women presenting POF and being followed at the
Gynecological Endocrinology Unit, Division of Endocrinology, Hospital de Clinicas de Porto
Alegre, was studied, with the objectives of determining the frequency of changes on BMD
and analyze a possible association between hormonal variables and BMD, compared to a
reference group composed of 80 women, with 25 in pre-menopausal (PRE-M) and 55 women
in post-menopausal (POS-M). There was also searched if the presence of FSH receptor
polymorphisms was associated with changes in the in bone mineral density in the group of
POF. Clinical and hormonal variables were obtained as well as bone densitometry was
performed in all patients in both groups; however, the analysis of the frequency of Ala307Thr
and Ser680Asn variants of exon 10 of the gene of FSHR was performed only in the group of
POF. Bone densitometry of each patient was classified as normal bone mass or low bone mass

(osteopenia or osteoporosis) by the WHO criteria.



BMI showed a positive correlation with BMD of the total femur (p <0.05). The
frequency of low bone mass was significantly higher in the group of POF patients than in the
POS-M group (p = 0042). However, when the analysis was controlled by the use of hormonal
therapy, the no statistical difference was observed. A higher frequency of low bone mass in
L1-L4 was identified in the POF group (p <0001) while the reference group of POS-M
showed higher frequency of low bone mass in the total femur (p <0001). There was no
association between the Ala307Thr and Ser680Asn variants of the FSHR gene and bone
mineral density (BMD in g/cm2) in L1-L4 or in femur total. In conclusion, POF group
presented a higher frequency of changes on BMD, mainly in lumbar spine, when compared to
the reference POS-M group. While the studied polymorphisms in the exon 10 of the FSHR
gene may modify the FSH actions, these genetic variants appear to have no influence on
BMD of these patients. However, longitudinal studies are needed to confirm the results of this

study.

Key words: bone mineral density, premature ovarian failure, polymorphisms of the

FSH receptor gene
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1. INTRODUCAO

1.1. Osteoporose

A Osteoporose ¢ uma doenga esquelética caracterizada pelo comprometimento da
resisténcia Ossea predispondo a um risco aumentado de fraturas. Resisténcia Ossea reflete a
integracao de dois parametros principais: densidade e qualidade dsseas (National Institutes of
Health, 2001; Keen et al, 1997). A doenca ¢ o resultado do desbalango entre os processos de

formagao e reabsorcdo 0ssea (Zaidi et al, 1993; Manolaga et al, 1995).

No processo de formagdo, a atividade dos osteoblastos ¢ modulada por uma ampla
série de fatores sistémicos que t€m efeitos diretos sobre esta célula e incluem os hormonios de
crescimento e esterdides sexuais. Na etapa de reabsorcdo, os precursores de osteoclastos
aderem as superficies do endosteo e periosteo das unidades de modelagem oOssea para
degradar ambas as fases organicas e mineral da matriz dssea. Cada ciclo de remodelamento
0sseo consiste de um processo de ativagdo mediado pelas integrinas, onde reabsorvem o 0sso,
criando tuneis no osso cortical ou lacunas na superficie das trabéculas dsseas. Este periodo
dura em torno de 1 a 3 semanas, e entdo os osteoclastos desaparecem e sdao substituidos pelos
osteoblastos que preenchem, novamente, os tineis e as lacunas. Os ciclos de remodelamento
ndo sdo sincronizados (Berne et al, 2000). Apds a menopausa, com a diminuicdo de

estrogénios circulantes, ocorre um alto nivel de remodelamento, com o aumento do numero
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de osteoclastos, o que leva a criagdo de lacunas maiores ¢ mais profundas que nao ¢
acompanhada de igual aumento osteoblastico, sendo entdo que a reabsor¢do excede

significativamente a formacao, resultando na perda 6ssea (Lindsay et al, 2004).

A osteoporose ¢ uma doenca sistémica que produz uma diminui¢ao absoluta e global
de tecido 6sseo. E a maior causa de fraturas em mulheres pos-menopausicas e na populagio
idosa. No Brasil ndo possuimos dados da prevaléncia da osteoporose mas conforme a
National Osteoporosis Foundation (NOF) nos EUA, aproximadamente 24 milhdes de
mulheres americanas sao afetadas pela doenga (ISCD, Manual do Curso de Densitometria
Clinica, pg, 12-13, 2006). Em torno de um ter¢o das mulheres acima dos 65 anos terao
fraturas vertebrais e 90% das mulheres acima dos 75 anos tem evidéncias radiologicas de
osteoporose. Fraturas do colo femoral sdo as de maior importancia clinica e a mortalidade
aumenta segundo a idade em que a fratura ocorre. Metade das pacientes que sobrevivem a
fratura do colo femoral permanecem incapazes de deambular sem assisténcia, 25%
permanecem confinadas a cuidados domiciliares. Em 12-20% das fraturas do colo femoral os

pacientes morrem nos primeiros 6 meses apos as fraturas (Linsay et al, 2004).

O diagnostico da osteoporose € realizado através da DXA, e os critérios de diagndstico
sdo divididos conforme critérios e padrdes internacionais, sendo que, as pacientes podem
apresentar niveis normais, com baixa massa dssea (osteopenia), osteoporose € osteoporose

estabelecida, quando apresenta historia de fratura.(ISCD, 2007)

A relagdo entre a osteoporose ¢ a deficiéncia estrogénica foi descrita em 1941 por
Albright et al. Estes autores foram os primeiros a descrever o elo entre a osteoporose € 0
sistema endocrinolégico, e seus achados levaram a compreensdo da associagcdo entre a
deficiéncia de estrogénio ¢ a diminuicdo da massa dssea ¢ redundaram na indica¢do dos

estrogénios na prevengdo e tratamento da osteoporose em mulheres na pos-menopausa
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(Albright et al, 1941). A diminui¢do nos niveis de estrogénios resulta em ativa¢do acelerada
dos sitios de remodelamento. Assim, a remodelacdo Ossea ¢ feita pelos osteoclastos e
osteoblastos numa seqiiéncia definida. De tal forma que eles apresentam receptores

especificos para o estradiol e sua falta ativa a modulagao local (Manolaga et al, 1995).

Evidéncias in vitro sugerem que os estrogé€nios inibem a reabsor¢ao Ossea
osteoclastica e reduzem a liberagdo de citocinas inflamatorias IL-1, IL-6 e TNF-a (Roggia et
al, 2001; Cenci et al, 2003). Estrogénios também inibem diretamente a diferenciacao
osteoclastica e a acdo dos precursores de medula dssea vermelha (Shevde et al, 2000;

Srivastova et al, 2001).

1.2. Faléncia Ovariana Prematura

A faléncia ovariana prematura (FOP) ¢ uma condi¢do que leva a amenorréia,
hipoestrogenismo e elevagdo dos niveis de gonadotrofinas em mulheres abaixo dos 40 anos.
Sua prevaléncia ¢ de aproximadamente 1% das mulheres antes dos 40 anos (Coulam et al,
1986). A idade média da menopausa em mulheres de populagdes ocidentais ¢ de

aproximadamente 51 anos.

A FOP ¢ uma doenca com patogénese multifatorial cujas alteragcdes cromossomicas,
enzimaticas, iatrogénicas ou infecciosas podem formar a base para a deple¢do dos foliculos
ovarianos (Hoeck, 1997), podendo surgir em qualquer estdgio da vida. Dependendo da idade
do diagndstico, a probabilidade de uma causa genética, auto-imune, ou idiopatica serd mais ou

menos provavel (Santoro et al, 2003, Welt, CK, 2008).
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Quadro 1 — Etiologia das Faléncias Ovarianas Prematuras.

Etiologia

latrogénicas

Cirurgias Pélvicas

Irradiacio Pélvica e Quimioterapia

IAssociacao com Doengas Autoimunes

Hipotereoidismo

Doenca De Addison

Diabetes Do Tipo 1
Miastenia Gravis

Doenca De Crohn

Vitiligo

Anemia Perniciosa

Lupus Eritematoso Sistémico

Artrite Reumatoéide

Toxinas E Infeccoes

Tabagismo
Sarampo
Varicela

Citomegalovirus

Anormalidades Ligadas Ao Cromossomo

Sindrome De Turner

X Sindrome Do X Fragil
_ Cdgl
Doencas Autossomicas
Galactosemia
Blefarofimose
Apeced

Laml et al. Gynecol Endocrinol 2000:14(4):292-302 MODIFICADO

Os niveis séricos do hormoénio foliculo estimulante (FSH) maiores de 40UI/L sao

fundamentais para o diagndstico, embora nao signifiquem perda completa e definitiva da
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funcdo ovariana (Goldenberg et al, 1973; Anasti, 1998). Sabe-se que além do FSH, outros
horménios como o hormdnio luteinizante (LH) também apresenta papel importante no
desenvolvimento, diferencia¢do e funcdo do foliculo ovariano e corpo luteo (Erickson et al,

2001).

1.3. Osteoporose e Faléncia Ovariana Prematura

Alguns autores referem que as pacientes com FOP possam ndo apenas ter deficiéncia
estrogénica, mas também um potencial para perda de androgénios ovarianos devido a atrofia
do cortex dos ovarios, que ocorre numa extensdo maior do que a observada em mulheres com
menopausa natural (Elias et al., 1996), potencializando ainda mais a diminuicdo da massa

ossea.

Trabalho preliminar realizado anteriormente neste laboratorio, indicou que a
densidade mineral 6ssea de pacientes com FOP foi semelhante a um grupo de poOs-
menopausicas e inferior ao dos controles na menarca nas regides estudadas (Bodanezi et al,
1997). Sabendo-se que a osteoporose ¢ uma doenca com um forte componente genético, o
hipogonadismo resulta na baixa massa 6ssea e aumento significativo do risco de osteoporose

em ambos 0S SEXOS.

Alguns autores classificam as pacientes com anomalias cromossOmicas, historia prévia
de quimioterapia, radioterapia e defeitos enzimaticos como portadoras de FOP, enquanto
outros s6 consideram o diagndstico de FOP naquelas com caridtipo normal e sem as
condi¢des citadas acima. Entre os defeitos cromossomicos especificos associados com
faléncia ovariana prematura, o mais comum ¢ a Sindrome de Turner. Mosaicismo ¢ uma outra

variedade de anomalia do cromossomo X que estd associado com atresia folicular precoce.
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Anomalias do brago curto do cromossoma X(Xp) geralmente ndo afetam a funcdo ovariana,
ao contrario das delecdes ou translocagdes do brago longo(Xq) sim. Estudos recentes indicam
haver um gene (FOP1) responsavel pela faléncia ovariana prematura localizada no Xq21.3-
q27 ou no Xq26.1-q27 (Davis, 1996). No nosso estudo serdo consideradas como FOP, apenas
as pacientes sem alteragcdes cromossomicas e sem histéria de quimioterapia, radioterapia ou

ooforectomia.

Kinch et al, dividiu a FOP em dois grupos, o primeiro em afolicular que atribuiu a
defeitos de migracao da célula germinativa ou ao aumento de velocidade de perda folicular. O
segundo grupo, chamado folicular, foi subdividido em dois outros grupos: aquele causado por

defeitos de receptores e outro por defeitos de auto-imunidade (Kinch et al, 1965).

1.4. Receptor de FSH (FSHR)

Os hormoénios esterdides exercem suas funcgdes somente através de receptores
nucleares que sao fatores de transcricdo e regulam a expressao de genes alvo de uma maneira
dependente do ligante. Além da agdo do hormonio, complexos formados por coativadores ou
correpressores causam uma modificagdo génica (Kinch et al, 1965). O FSH ¢ considerado o
estimulo primario para a produgdo de estrogénios por células foliculares ovarianas (Hart,
2002) e ligado diretamente na reproducao feminina, sendo necessario para o desenvolvimento
gonadal, maturagao gonadal na puberdade e para produgao de gametas durante a fase fértil na
vida adulta (Robker et al, 1998; Nelson et al, 1994; Bradburg et al, 1961) sendo seu controle

realizado por feedback negativo (Prior, 1998).

O receptor do FSH esta codificado por um gene que se localiza no 16cus 21 do brago

curto do cromossomo 2 (Gromoll et al, 1994; Rousseau-Merck et al, 1993) o qual apresenta
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dois locais distintos que marcam o inicio da transcri¢do e um promotor que se estende por
pelo menos 1000 pb acima destes locais (Heckert et al, 1992; Kelton et al, 1992). O gene
compreende uma regido de 54 Kb sendo constituido por dez exons e nove introns Os
primeiros nove exons codificam o dominio aminoterminal extracelular do receptor (Heckert et
al, 1992; Heckert et al, 1998). O exon 1 compreende 251pb e tem como principal funcgdo
codificar uma regido responsavel pelo transporte e inser¢do correta do receptor na superficie
celular. Os exons 2 a 8 apresentam extensao semelhante, variando de 68 a 77 pb, enquanto o
exon 9 apresenta-se com aproximadamente 185 pb (Heckert et al, 1992). O exon 10, ¢é o
maior de todos com mais de 1200 pb, codificando todos os sete segmentos do dominio
transmembrana, como também , o dominio carboxiterminal (Heckert et al, 1992; Heckert et
al, 1998). Os nove introns apresentam grande variabilidade de tamanho indo desde 108 pb
para o intron 7 até 15 Kb para o intron 1. A regido promotora do gene do receptor do FSH nao
possui os elementos de consenso TATA ou CCAAT (Griswold et al, 1995). A regido
promotora pode localizar-se nos primeiros 286 pb, que se caracteriza por ser uma regido que
inclui os principais sitios de inicio de transcri¢do. Este achado demonstra que a auséncia ou
repressdo dos elementos localizados em posicdo anterior a esta regido, mediadores da
atividade transcricional constitutiva, sdo mecanismos potenciais de modificagdao da expressao

da atividade promotora do receptor do FSH (Heckert et al, 1992; Gromoll et al, 1994).

Algumas mutacdes e polimorfismos tém sido identificados nos receptores do FSH

(FSHR) em mulheres com faléncia ovariana hipergonadotréfica (Whitney et al, 1995).

A primeira mutacdo foi descrita em 1995, por Aittomaki et al, que estudaram 22
mulheres, 46 XX com padrao de heranca recessivo, de uma regido da Finlandia. Todas
apresentaram uma mutacdo do exon 7 do gene do FSHR Esta muta¢do porém nao foi

encontrada em estudos posteriores em outras populagdes. Em 1998, Beau et al, identificaram
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uma mutag¢do com perda parcial da fungdo do FSHR. Mutagdo esta em heterozigose composta
do gene do FSHR, no exon 6 ¢ no exon 10. O primeiro estudo brasileiro foi realizado por
Kohek et al, 1998, que estudou vinte e cinco mulheres amenorréicas primarias, com
diagnostico de faléncia ovariana prematura, sendo que ndo observou a presenga das mutagdes
encontradas por Aittomaki, embora tenha identificado a presen¢a de dois polimorfismos no
receptor do FSH: Ala307Thr e Ser680Asn, com freqliéncias alélicas de 50% e 56%,

respectivamente (Vilodre, 2007 ,).

Posteriormente, Touraine et al, 1999, relataram a presenga de uma nova mutagdo, em
heterozigose composta, em uma mulher de 19 anos, 46 XX, com amenorréia primaria, no
exon 9 e no exon 10. Em 2002, Doherty et al, publicaram uma nova mutagdo em uma mulher
Filandesa, com 17 anos, 46 XX, que apresentou heterozigose composta para duas mutacoes
inativadoras do FSHR., localizada no exon 7, a nova mutagdo localiza-se no exon 10 do gene

do FSHR.

Recentemente, Allen et al, 2003, descreveram uma nova muta¢do inativadora no exon
10 do gene do FSHR identificada em uma paciente que apresentava amenorréia primaria aos
17 anos. A transversdo C para G encontrada no nucleotideo 1043 leva a substituicdo
Pro348Arg no dominio extracelular do receptor e nos estudos funcionais resultou em uma
proteina completamente inativa com perda da capacidade de ligagdo ao FSH. Este caso
confirma a importancia do FSHR no desenvolvimento puberal e na reproducdo feminina, bem

como estabelece uma relagao clara entre fendtipo e funcdo para as mutagdes do FSHR.

O gene do FSHR apresenta dois polimorfismos de tnico nucleotideo (SNP), um deles
localizado na regido promotora e dois localizados no exon 10 que codifica o dominio
transmembrana. Os polimorfismos do exon 10 resultam na formacdo de quatro variantes

alélicas caracterizadas pelas seguintes combinagdes: Thr307-Asn680, Ala307-Ser680,
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Ala307-Asn680 and Thr307-Ser680. Diversos estudos tém demonstrado que as variantes
Thr307-Asn680 e Ala307-Ser680 sdao muito freqiientes em caucasianos e que em chineses as
variantes mais raras Ala307-Asn680 and Thr307-Ser680 sdao ainda menos freqiientes (5%). A
variante Ala307-Ser680 parece estar associada com concentragdes basais elevadas de FSH
(Simoni et al, 2002) e a maiores doses de FSH ex6geno na estimulagdo ovariana em mulheres
durante reproducao assistida (Perez et al, 2000). Isto sugere que o gendtipo do receptor de
FSH pode influenciar na resposta ovariana ao estimulo do FSH e que a presenga de
polimorfismos no gene do FSHR capazes de modificar a agdo do FSH podem contribuir para
as variagdes fenotipicas observadas nas pacientes com faléncia ovariana prematura (Sudo et

al, 2002).

Estudos recentes sobre a origem da osteoporose associada ao hipogonadismo
evidenciaram que a agcdo do FSH pode ser indenpendente da agdo do estrogénio no
osteoclasto, pois o FSH estimula a formacao e funcao do osteoclasto e sua agdo seria exercida

através do seu receptor (FSHR)(Sun et al, 2006).

Considerando os aspectos referidos acima, variantes do gene do receptor de FSH
poderiam exercer influéncia sobre a massa dssea e o risco de osteoporose. O progresso nesta
area podera aumentar a compreensdo sobre os mecanismos relacionados com as alteragdes de
massa Ossea em pacientes com FOP e facilitar o desenvolvimento de novas terapias e a

prevencao da osteoporose;
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2. OBJETIVOS

1. Determinar a freqiiéncia de alteracdes na densidade mineral 6ssea numa coorte de pacientes

com FOP e em grupos de referéncia;

2. Verificar possiveis associagdes entre variaveis hormonais com a densidade mineral 6ssea

nos grupos em estudo;

3. Analisar se a presen¢a de polimorfismos do gene do receptor do FSH esta relacionada com

a densidade mineral 6ssea no grupo FOP.
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3. PACIENTES E METODOS

3.1. Delineamento do Estudo

Foi realizado um estudo do tipo série de casos.

3.2. Populacao em Estudo e Fluxograma

Foram estudadas 32 pacientes com faléncia ovariana prematura que estdo em
acompanhamento na Unidade de Endocrinologia Ginecologica (UEG) do Servico de
Endocrinologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA). Estas foram submetidas a
anamnese ¢ exame fisico realizados pela equipe médica do setor e solicitados exames
laboratoriais. No grupo de referéncia foram estudas 80 pacientes que realizaram densitometria
Ossea por rastreamento em uma clinica particular da grande Porto Alegre, no periodo de

setembro de 2007 a novembro de 2007.

3.2.1. Grupo FOP
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O grupo FOP foi constituido de 32 mulheres selecionadas pelos seguintes critérios de
inclusdo: amenorréia primaria ou secundaria antes dos 40 anos, cariotipo normal 46XX, niveis
de FSH iguais ou maiores de 40UI/L em pelo menos duas medidas com intervalos de 30 dias,
sem historia de dano ovariano como ooforectomia, radioterapia ou quimioterapia. O projeto
foi aprovado pelo GPPG do HCPA e todas as pacientes assinaram termo de consentimento

livre e esclarecido para participar do estudo.

3.2.2. Grupo Referéncia

Foram estudadas 80 pacientes, emparelhadas pela idade com o grupo FOP, que
realizaram densitometria Ossea para rastreamento em clinica particular da grande Porto
Alegre. Estas pacientes foram estratificadas em grupo pré-menopausa € grupo pos-
menopausa, conforme a data da ultima menstruagdo. Foram consideradas pos-menopausicas
aquelas com mais de 40 anos, que estavam em amenorréia hd mais de um ano. As pacientes
ndo tinham histdria de hipotireoidismo, cirurgia pélvica, quimioterapia e radioterapia. Todas
as mulheres deram consentimento verbal para que seus dados pudessem ser utilizados neste
estudo. Nao foram realizadas coletas de sangue ou qualquer outro procedimento adicional a

realizacdo da densitometria dssea prescrita por seus médicos assistentes.

3.3. Avaliacao Clinica

A avaliacao clinica padronizada foi realizada no grupo FOP; no grupo de referéncia as
informacgdes clinicas foram obtidas através de pesquisa ao prontuario médico. A anamnese foi

constituida de dados de identificacdo, idade, idade da menarca, idade da menopausa quando a
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mesma havia ocorrido, historia de tratamento hormonal ou uso de anticoncepcional oral
(ACO). Ao exame fisico foram avaliados dados antropométricos, medida de peso e altura e

Indice de massa corporal (IMC), calculado pela formula peso (kg) /altura® (m). (WHO, 1997).

3.4. Avaliacdo hormonal e metabolica

Das pacientes do grupo FOP, foram coletados sangue para dosagens hormonais (FSH,
LH, prolactina, estradiol, TSH, T4, testosterona total, SDHEA e cortisol), que foram
realizadas no Laboratorio de Patologia Clinica e de Radioimunoensaio do HCPA. Todos os
procedimentos acima descritos ja fazem parte da rotina de avaliagdo de pacientes com
Faléncia Ovariana Prematura. Nas pacientes do grupo de referéncia, ndo foram realizados
exames laboratoriais, devido ao delineamento do estudo, sendo assim uma limita¢do do

presente estudo.

3.4.1. Dosagens laboratoriais metabdlicas e hormonais

As dosagens de LH e FSH séricos, foram mensuradas por imunoensaio
eletroquimioluminescéncia (ECLIA) (Elecsys 2010, Roche Diagnostics, Mannheim,
Germany) (Niveis normais: LH: 2,4-12,6; FSH: 3,5-12,5 mIU/mL), com um coeficiente de
variagdo (CV) intra e interensaio de 1.8% e 4.8%, respectivamente para LH, ¢ 1.8% e 3.3%
para FSH. A sensibilidade ¢ de 0,12 IU/L para LH e 0,05 IU/L para FSH. Estradiol foi
mensurado por ECLIA com sensibilidade de ensaio de 5,0 pg/mL com um coeficiente de
variagdo (CV) intra e interensaio 5.7% e 6.4%. A dosagem de TSH sérico e T4-livre foram

realizados por ECLIA (Elecsys 2010, Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) (os niveis
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normais: TSH: 0,27-4,2 uUIl/mL; T4: 0,93-1,7 ug/dL), com (CV) intra e interensaio de 8.6% e
2.83% respectivamente para TSH e 4.7% e 4.55% para T4. A sensibilidade dos ensaios ¢ de
0,005 pWlU/mL para TSH e 0,42 pg/dL para T4. Testosterona (TT) foi medida por método de
radioimunoensaio RIA (ICN, Costa Mesa, CA) (niveis normais: 0,2-0,8 ng/dL) com uma
sensibilidade < 0.2 ng/mL um CV intra- ¢ interensaio de 10,0% e 11,3%, respectivamente.
SDHEA foi dosado por ECLIA (Elecsys 2010, Roche Diagnostics, Mannheim, Germany)
niveis normais: 33,9-337,0 pg/dL com sensibilidade de 0,10 pg/dL e CV intra e interensaio de

2.8% e 6.5%, respectivamente.

3.5. Extracdo do DNA genomico e andlise dos polimorfismos do gene do receptor de FSH

A extragdo do DNA gendmico, a partir de sangue periférico e a analise dos
polimorfismos do gene do receptor de FSH, do grupo FOP foi realizada pelo Dr. Luiz Cezar
Fernandes Vilodre no Laboratorio de Endocrinologia Molecular e Neuroendocrinologia do
Departamento de Fisiologia/UFRGS, como parte da tese de doutorado defendida pelo mesmo.
Os dados foram associados a este estudo (Vilodre LC, 2007,, Vilodre et al, 2007, Vilodre et

al, 2007).

3.6. Avaliaciio da Densidade Mineral Ossea por DXA

A medida da densidade mineral 6ssea (DMO) ¢ o método ndo-invasivo mais preciso,
utilizado na identificagdo de individuos com osteoporose, sendo considerado o melhor

preditor isolado de risco de fratura. A validade da determinacdo quantitativa da massa 6ssea
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depende da precisdo e acuracia das medidas, isso ¢ dependente dos controles de qualidades

realizados nos equipamentos e a forma de realizagdo do exame.

Os controles de calibracao asseguram a qualidade do exame e a capacidade do sistema
em determinar resultados de medidas consistentes em avaliagdes repetidas, alguns testes
realizados no servigo, utilizam-se de phantons de aluminio que simulam as vértebras de L1 a
L4 e suas diferentes densidades conhecidas. Os fatores que afetam a precisdo como a

calibracao adequada, foram controlados.

Alguns fatores sdo fundamentais, para garantir maior precisdo dos resultados, como
por exemplo, o posicionamento do paciente na aquisi¢do do exame, a area de andlise
adequadamente selecionada, e a auséncia de artefatos. Isso tudo foi controlado uma vez que as
aquisigoes e processamentos dos exames foram realizados pela propria autora. Foi calculado o
coeficiente de variacdo, a longo prazo, na coluna lombar ¢ de 1,46% e no fémur total de 0,9%,
conforme as precisdes minimas aceitaveis pela Sociedade Internacional de Densitometria

Clinica (Baim S. et al, 2008, ISCD,2007).

Na coluna lombar a paciente ¢ posicionada em decubito dorsal, no centro da mesa, as
pernas sdo elevadas a 90° sobre um suporte que auxilia na separagdo das vértebras, corrigindo
a curvatura da coluna lombar, a paciente tem que estar alinhada e centralizada na mesa de
exames. A aquisicdo deve incluir as cristas iliacas e arcos costais, para que se tenha certeza
que todas as vértebras lombares foram incluidas no exame. A analise satisfatoria do
processamento deve permitir visualizar nitidamente os espacos intervertebrais separados e
auséncia de artefatos. Quando uma paciente apresenta seis vértebras lombares, usamos as
recomendagdes da ISCD e rotulamos as vértebras de inferior para superior, ou seja, L6 sera

L5. (Baim S. et al 2008)
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Na avaliacdo do fémur total, a paciente deve estar posicionada em decubito dorsal, e a
rotagdo interna de 15 a 20°, proporciona um espago suficiente entre o os 0ssos isquio e fémur,
para o correto processamento das imagens. [Lunar Corporation — 1996]. Os utensilios de
posicionamento sdo utilizados para manter uma padronizagdo entre as pacientes. No
processamento ¢ analise era verificados a centralizacdo femoral, rotacdo adequada e

angulagdo do trocanter menor. (Baim S, et al 2008)

As medidas de densidade mineral 6ssea foram realizadas pela autora, no mesmo
aparelho por raios x duo energético (DXA), usando o sistema Lunar DPX Alpha (Lunar
Radiation Corporation, Madison, WI, USA), na clinica de Radiodiagndstico — SIDI, Porto

Alegre. As regides analisadas foram da primeira a quarta vértebras lombares e fémur total.

A Densitometria Ossea fornece a paciente uma dose efetiva de radiagdo muito menor

que raios x de tdérax ou mamografias. A dose de exposicdo dos pacientes ¢ estimada em
microSievert (USv), na densitometria de coluna lombar e fémur proximal a dose efetiva ¢ em

torno de 1-5 PSv enquanto que no raio X de torax ¢ de 50 USv e em mamografia ¢ de 450Sv.

( Genant et al, 1996)

O diagnéstico clinico foi baseado através de escores que variam de >-1,0 DP a <-2.,5
DP de mulheres jovens que tenham entre 20 e 40 anos. Conforme a Organiza¢do Mundial da
Satde (OMS) a densidade mineral 6ssea que define os valores da utilizagdo do T-score foram
originalmente estabelecidos a partir da medida feita em coluna lombar e fémur proximal em

pOstero-anterior.

De acordo com os critérios diagndsticos propostos por WHO e Kanis et al, 1994, os

resultados poderiam ser agrupados em quatro grupos, para mulheres pos-menopausicas:
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1) Normal: Valores de densidade mineral 6ssea, ndo menor que 1,0 desvio-padrao (DP)
abaixo do esperado para uma mulher jovem. Densidade dssea na coluna lombar > a
1,050g/cm? € no colo do fémur > a 0,830g/ cm?.

2) Baixa massa ossca: Valores de densidade mineral 6ssea entre 1,0 e 2,5 DP abaixo do
esperado para uma mulher jovem. Densidade éssea na coluna lombar entre 1,050 e
0,880g/ cm?* € no colo do fémur entre 0,830 € 0,710g/ cm?.

3) Osteoporose: Valores de densidade mineral 6ssea entre < a 2,5 DP abaixo do esperado
para uma mulher jovem. Densidade Ossea na coluna lombar < 0,880g/ ¢cm” € no colo
do fémur <a 0,710g/ cm®.

4) Osteoporose estabelecida: Valores de densidade mineral 6ssea < a 2,5 DP abaixo do

esperado para uma mulher jovem. Na presenga de uma ou mais fraturas.

Foram consideradas pacientes normais aquelas que apresentaram T-Score nos niveis
adequados (até -1,0 DP), aquelas que apresentam no minimo um sitio de osteopenia ou
osteoporose (igual ou menor que -1,0 DP) foram caracterizadas como baixa massa Ossea. A
medida da coluna ¢ calculada pelo proprio equipamento sendo considerada, a média entre L1—
L4, no entanto a medida do fémur total, também calculada pelo equipamento ¢ a média entre

o valor de tridangulo de wards e trocanter.
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4. ANALISE ESTATISTICA

Utilizamos a média e desvio padrdo ou mediana e intervalo interquartil, conforme

distribui¢ao normal ou ndo normal para caracterizar as amostras.

Utilizamos os testes estatisticos paramétricos para as variaveis com distribuicdo
normal. A fim de comparar duas amostras independentes, para variaveis continuas, utilizamos
o teste ¢+ de Student. A comparagdo entre médias foi realizada pelo teste de andlise da

variancia (ANOVA) e teste de Tukey.

Para as variaveis que ndo seguem uma curva de distribui¢do normal, utilizamos testes
estatisticos ndo-paramétricos. Para comparagdes de duas amostras independentes utilizamos o
teste U de Wilcoxon-Mann-Whitney. E os testes qui-quadrado e exato de Fisher, em tabelas

2X2, para as variaveis categoricas.

A andlise estatistica foi realizada com o programa Statistical Package for the Social

Scieces (SPSS) para o Windows, versao 14.0.

Considerou-se nivel de significancia quando p<0,05.



5. RESULTADOS

6.1. Dados Clinicos e Antropométricos

As caracteristicas clinicas e antropométricas das pacientes com FOP e do grupo
referéncia (pré-menopausa e pés-menopausa) estdo apresentadas na tabela 1. Verifica-se que a
média de idade das pacientes entre o grupo de referéncia pds-menopausa ¢ maior que o grupo
FOP e que o grupo de referéncia pré-menopausa, existindo diferenca estatisticamente

significativa entre si. As outras variaveis foram similares entre os grupos.

Tabela 1 — Dados Clinicos e Antropométricos das amostras estratificadas por amenorréia.

GRUPO REFERENCIA
GRUPO FOP Pré- Pos-
menopausa menopausa p
(n: 32)
(n: 25) (n: 55)
Idade (anos) 46,28 +10,38" | 43,96+ 7,08 | 52,16+ 3,65° 0,001
Peso (Kg) 63,35+ 12,68 | 65,28 +14,51 | 68,38 £12,76 0,213
Altura (cm) 159,06 + 7,93 158,84 +£5,13 | 159,23 £5,93 0,967
IMC 2498 +4,77 25,80+ 5,25 27,00 + 5,01 0,182
Idade da Menarca (anos) 12,90 + 2,51 12,08 £ 1,41 12,41 £ 1,69 0,259

Valores expressos como média + desvio padrao (teste anova).
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A tabela 2 apresenta valores de correlacao entre IMC e DMO, em coluna lombar e

fémur total, entre as pacientes estudadas.

Tabela 2 — Correlacdo entre IMC e DMO.

GRUPO FOP _ GRUPO REFERENCIA
Pre-menopausa POS-menOpausa
: 32
(n: 32) (n: 25) (n: 55)
IMC L1-L4 |FEMURT| LI-L4 |FEMURT| L1-L4 | FEMURT
R:-0,001 | R:0522 | R:0279 | R:0,603 | R:0303 | R:0,641
p:0,994 | p:0,002% | P:0,039* | P:0,001% | P:0,140 | P:0,001*

Correlacao de Pearson
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Com relagdo ao uso de terapia hormonal (TH), 65% das pacientes do grupo FOP

fazem ou fizeram uso de hormdnios (n= 21); ja entre as pacientes do grupo de referéncia pos-

menopausa somente 30,4% sdo ou foram usudrias de TH (n= 17). 12% das pacientes do grupo

referéncia pré-menopausa usam ACo (n=3). Quando comparamos os grupos quanto ao uso ou

nao de tratamento ¢ avaliagdo do status densitométrico nao encontramos diferencga

estatisticamente significativa entre os grupos (p=0,164). (Tabela 3)

Tabela 3 — Comparacgoes entre o uso de TH/ACo e status densitométrico.

BAIXA
TH | NORMAIS | MASSA p p
OSSEA
FOP (n: 32) SIM | 6(28,6%) | 15(71,4%)
- 0,89
NAO | 4(36,4%) 7(63,6%)
Referéncia Pré-| SIM 1(33,3%) 2(66,7%)
- 0,49 0,164
Menopausa (n: 25) NAO | 12(54,5%) | 10(45,5%)
Referéncia Pés-| SIM 8(47,1%) 9(52,9%)
0,73
Menopausa (n: 55) NAO | 21(553%) | 17 (44,7%)

Teste 2 R e exato de Fisher
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Com o objetivo de comparar o impacto da menopausa, analisamos os grupos FOP e
referéncia poés-menopausa. Comparamos a média de idade da menopausa entre as pacientes,
sendo que a idade das pacientes com FOP foi de 31 + 9,8 anos e a do grupo referéncia pos-

menopausa foi 47,5 + 3,7 anos, havendo diferenca estatisticamente significante (p= 0,001).

Na tabela 4 sao apresentadas comparagdes entre o grupo FOP e p6s-menopausa com o
status densitométrico. Vinte e duas pacientes (68,7%) do grupo FOP tinham baixa massa
Ossea, enquanto que no grupo referéncia pés-menopausa foram vinte e seis (47,3%). Quando
comparamos o grupo FOP com o grupo de referéncia pos-menopausa encontramos uma
propor¢ao aproximada de 1 normal: 1 baixa massa 6ssea no grupo de referéncia, enquanto que

no grupo FOP a relagao foi de 1:2. Esta diferenca apresenta-se estatisticamente diferente. (p=

0,042)
Tabela 4 — Grupos FOP x Referéncia e Status Densitométrico.
BAIXA MASSA
NORMAIS , P
OSSEA
FOP
10 (31,3%) 22 (68,7%)
(n: 32)
Referéncia Pos- 0,042
Menopausa 29 (52,7%) 26(47,3%)
(n: 55)

Teste 2 X e exato de Fisher.
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Na tabela 5, estdo representadas as freqii€ncias entre os grupos FOP e Referéncia pos-

menopausa quanto a densidade mineral dssea estratificada em diferentes sitios avaliados. O

Grupo FOP apresentou maior freqiiéncia de baixa massa 6ssea na coluna lombar e no

conjunto coluna e fémur total.

Tabela 5 — Freqiiéncia entre os Grupos FOP x Referéncia e diferentes sitios de andlise.

Fémur Total

REFERENCIA
FOP i
POS-MENOPAUSA P
(n: 32)
(n:55)
Coluna Lombar e
10 (31,25%) 29 (52,7%) < 0,001
Fémur Total Normais
Baixa Massa Ossea em
8 (25%) 6 (10,9%) < 0,001
Coluna Lombar
Baixa Massa Ossea em
2 (6,25%) 5(9,1%) <0,001
Fémur Total
Baixa Massa Ossea em
Coluna Lombar e 12 (37,5%) 15 (27,3%) < 0,001

Teste 2 X e exato de Fisher.
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A tabela 6 mostra comparagdes entre tempo de amenorréia no momento da avaliagdo
densitométrica, entre os grupos FOP e Referéncia pés-menopausa, com a densidade mineral
Ossea (status densitométrico). A freqiiéncia de baixa massa Ossea foi similar com < ou > 4
anos, tanto no grupo FOP quanto no grupo de Referéncia pds-menopausa, e também nao

houve diferenca entre os grupos.

Tabela 6 — Tempo de amenorréia na densitometria dssea nos grupos FOP e Pos-

menopausa e Status Densitométrico (Ponto de Corte: 4anos).

BAIXA
NORMAIS MASSA P p
OSSEA
FOP (n: 32)
Tempo de Amenorréia
<4 anos
2 (40%) 3 (60%) 0,503+
>4 anos
0 0
8 (29,6%) 19 (70,4%) 0,241%%
Referéncia Pos-
Menopausa (n: S5)
Tempo de Amenorréia
S4anos 557700 |11 (42,3%)
>4 anos 07837
14 (48,3%) 15 (51,7%)

*Teste 2 X e exato de Fisher entre tempo de amenorréia e status densitométrico.

** Teste 2R e exato de Fisher entre tempo de amenorréia e status densitométrico entre os

grupos.
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Analisando somente as pacientes FOP, estratificadas pelo status densitométrico,

observamos que nao houve diferenga significativa para nenhuma variavel hormonal estudada.

Tabela 7.
Tabela 7 — Dados Hormonais e Status Densitométrico do grupo FOP.
BAIXA MASSA
NORMAIS ,
OSSEA
P
(N: 10)

(N: 22)
FSH (IU/L) 56,30 (32,30-139,00)" [52,55(6,03-170,00)" 0,88
LH (IU/L) 21,45 (12,50-70,10)" |23,55 (2,28-76,80)" 0,58
Prolactina (ng/ml) 12,10(5,70 — 27,60)® |7,45 (4,22 -26,80)" 0,12
Estradiol (pg/ml) 23,55 (5,00-58,43)" 10,75 (5,00 - 118,10)" 0,23
TSH (Ul/ml) 3,15 (0,29-5,38)" 1,90 (0,52 — 8,68)" 0,30
T4 - livre (pg/dl) 7,05+3,19° 7.82+2,77* 0,49
Testosterona Total (ng/dl) 0,27 (0.05-0.71)" 0,24 (0.05 -0.98)" 0,79
SDHEA (pg/dl) 50,30(15,00— 195,80)" [67,60 (20,30-196,00)" 0,34
Cortisol (pg/dl) 17,13 £4,25% 15,98 + 5,20 0,54

* Valores expressos em média + desvio padrao (teste ¢ de Student).

P Valores expressos em mediana e intervalo interquartil (25%-75%) (teste U de Wilcoxon-

Mann-Whitney).
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Foi, entdo, analisado se variantes polimoérficas no exon 10 do gene do FSHR,
detectadas em trabalho prévio do grupo (47,48), poderiam estar relacionadas com variaveis
densitométricas. A tabela 8 mostra a DMO em coluna lombar e fémur total de acordo com a
distribuicdo genotipica dos dois polimorfismos. Nao houve diferenga significativa entre a

DMO e a freqiiéncia genotipica dos dois polimorfismos estudados.

Tabela 8 — Avaliacao dos Polimorfismos do FSHR e DMO.

Fémur
L1-L4 Total
, p p

(g/em ) (g/cmz)
Ala 307 Thr
A-A Normal (n:7) 1,068 0,973
T-T Polimorfico homozigoto (n: 6) 0,963 0,412 0,890 0,481
A-T Polimérfico heterozigoto (n:19) 1,071 0,908
Ser 680 Asn
S-S Normal (n: 5) 1,091 1,004
A-A Polimoérfico homozigoto (n: 14) 1,028 0,775 0,935 0,141
S-A Polimérfico heterozigoto (n: 13) 1,059 0,869

Valores expressos como média (teste anova).
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Também nao foi observada influencia dos polimorfismos sobre a freqiiéncia de baixa

massa 6ssea no grupo de pacientes com FOP (Tabela 9 e 10).

Tabela 9 — Avaliacdo dos Polimorfismos do FSHR e Status Densitométrico.

BAIXA MASSA
Ala 307 Thr NORMAIS ] P
OSSEA

Normais
1 (14,3%) 6 (85,7%)

A-A (n=17)

Polimérficos 0,273
9 (36%) 16 (64%)

T-T e A-T (n=25)

Teste 2 X e exato de Fisher.

Tabela 10 — Avaliagdo dos Polimorfismos do FSHR e Status Densitométrico.

BAIXA MASSA
Ser 680 Asn NORMAIS i P
OSSEA

Normais

2 (40%) 3 (60%)
S-S (n=5)
Polimoérficos 0,646

8 (29,6%) 19(59,4%)

A-A e S-A (n=27)

Teste 2 X e exato de Fisher.
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6. DISCUSSAO

No presente estudo a analise da DMO entre os grupos FOP e referéncia foi realizada
considerando a idade no momento da realizagdo da densitometria, ou seja, para algumas
pacientes com faléncia ovariana e algumas pacientes referéncia pds-menopausa, a
densitometria dssea foi realizada muitos anos apos a ultima menstrua¢dao. No entanto, mesmo
com a dispersdo dos resultados de DMO, em decorréncia disso, as pacientes com faléncia
ovariana prematura apresentaram massa 6ssea significativamente menor quando comparadas
ao grupo de referéncia pos-menopausa. Estes dados salientam o impacto que a redugdo
abrupta nos niveis de estrogé€nios pode exercer sobre a massa 6ssea em mulheres antes dos 40

anos.

Além disso, alguns autores referem que as pacientes com FOP possam ndo apenas ter
deficiéncia estrogénica, mas também menores niveis circulantes de androgénios ovarianos
devido a atrofia dos ovarios, que ocorre numa extensao maior do que a observada em
mulheres com menopausa natural (Elias et al, 1996), o que poderia potencializar ainda mais a

diminui¢cdo da massa 6ssea (Bermudez et al, 1993).
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No presente estudo, as pacientes com FOP apresentaram associagdo significativa entre
IMC e DMO em fémur total, € 0 mesmo ocorreu, com os grupos de referéncia que avaliamos,

estratificados em pré - e pés-menopausa.

Baixo IMC tem sido relatado como fator de risco para futuras fraturas. Trabalho
prospectivo publicado em 2005, estudou o efeito do IMC, DMO e idade sobre fraturas
ostoporoéticas, € observou que baixo IMC confere risco importante de fraturas independente

da idade e sexo, mas dependente da DMO ( De Laet C, et al, 2005)

Embora seja bem conhecida a associa¢dao entre DMO e IMC em diferentes populagdes,
poucos estudos foram realizados com pacientes portadoras de FOP. Hadjidakis et al, 1999,
compararam a influéncia da menopausa e da idade em que ela ocorreu, com a DMO, em
mulheres com menopausa precoce, menopausa cirurgica € menopausa natural e concluiram
que o tempo de menopausa afeta negativamente a massa 6ssea. Ja, Bagur et al, 1992, também
observaram esta mesma associagdo em mulheres com FOP, estratificadas em obesas e nao-
obesas, sendo que as mulheres obesas tinham DMO significantemente maior do que as nio-
obesas. Outro estudo, realizado por Ott, 1990, analisando mulheres com amenorréia, relatou
uma correlagdo positiva entre IMC e DMO na coluna lombar, e ainda revelou que o IMC tem
um significado melhor de predi¢do de densidade 6ssea em amenorreicas quando corrigido
pelo tempo de amenorréia. Existe controvérsia na literatura sobre se realmente € s6 o peso que
influencia ou, se isso decorre de alteragdes hormonais, como por exemplo, produgdo de

esterdides sexuais no tecido adiposo de mulheres obesas (Ott et al, 1990).

A diminui¢do nos niveis de estrogénios resulta em ativagdo acelerada dos sitios de
remodelamento. Evidéncias in vitro sugerem que os estrogénios inibem a reabsor¢do Ossea

osteoclastica e reduzem a liberagdo de citocinas inflamatorias IL-1, IL-6 e TNF-a (Roggia et
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al, 2001; Cenci et al, 2003). Os estrogénios também inibem diretamente a diferenciacao
osteoclastica e a agdo dos precursores de medula 6ssea vermelha (Shevde et al, 2000;
Srivastova et al, 2001). Assim, a remodelacdo Ossea ¢ feita pelos osteoclastos e osteoblastos
numa seqiiéncia definida. De tal forma que eles apresentam receptores especificos para o

estradiol e sua falta ativa a modulagdo local (Manolaga et al, 1995).

A importancia da deficiéncia estrogénica e a diminuicdo da massa 6ssea no climatério
pré e pos-menopausa tém sido muito estudada nos ultimos anos. Varios estudos tém
demonstrado relagdo direta entre a idade, idade da menopausa e DMO (Kritz-Silverstein et al,
1993; Pouilles et al, 1994; Otha et al, 1996). Entretanto, a maioria dos trabalhos avaliou esta
questao em mulheres com mais de 50 anos de idade. Inimeros estudos que analisaram
mulheres entre 45 ¢ 65 anos demonstraram que a deficiéncia de secre¢ao de estrogénios apos
a menopausa estd associada com diminui¢ao da densidade mineral 6ssea (Mazess et al, 1987;

Pocock et al, 1987; Mautalen et al, 1990; Alicia et al,1992).

Por outro lado, estudos com mulheres jovens em amenorréia resultante de intensa
atividade fisica (Slemenda et al, 1987), e outras causas (Drinkwater et al, 1990) demonstram,
também, que a deficiéncia de estrogénios estd associada a baixa massa Ossea. (Lindsay et al,
1980; Crosby et al, 1985). Em estudo realizado por Otha et al, 1996, que analisou massa Ossea
em pacientes que entraram na menopausa antes e apds 43 anos, foi observado que o grupo
com menopausa antes dos 43 anos apresentou DMO significantemente menor que o grupo
com menopausa em idade mais tardia (Otha et al, 1996). Da mesma forma, Uygur et al. 2005,
estudando pacientes com FOP demonstraram que valores de DMO eram significantemente

menores que no grupo controle.
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Os dados do presente estudo mostram que as pacientes no grupo FOP com amenorréia
hipergonadotroéfica apresentam massa Ossea significantemente menor na coluna lombar
quando comparadas as pacientes do grupo referéncia pds-menopausa, confirmando os dados

da literatura.

Outro estudo demonstrou que a DMO foi mais baixa em areas do esqueleto
predominantemente composta de osso trabecular comparada ao osso cortical e que a DMO foi
menor nas pacientes com menopausa precoce cirurgica, antes dos 40 anos do que em
menopausa natural (Bagur et al, 1992; Geusens et al, 1986). Estas pacientes com menopausa
cirirgica estariam sofrendo uma diminuigao abrupta de estrogénios comparada com o declinio

gradual que ocorre na menopausa natural (Ribot et al, 1986).

A FOP causa rapidamente uma diminui¢do da BMD na coluna (Ribot et al, 1986;
Richelson et al, 1984; Stepan et al, 1987). Esta diminuicao ¢ maior em osso trabecular que em
osso cortical (Genant et al, 1982). No estudo de Cann et al, foram avaliadas mulheres jovens
em amenorréia hipotaldmica e FOP, sendo que a prevaléncia de diminui¢do da massa dssea
foi de 20% e 30% no fémur (Cann et al, 1984). Outro estudo com pacientes jovens com
amenorréia primaria mostrou que a prevaléncia de alteragcdes na massa 6ssea foi de 90% e
55% na coluna lombar e fémur respectivamente (Benetti-Pinto et al, 2002). Corroborando
estes achados, Devleta et al. 2004, demonstraram que mulheres com amenorréia
hipergonadotroficas t€ém menor massa 6ssea em coluna lombar que as hipogonadotréficas,
chamando a aten¢do para uma correlacdo negativa entre os niveis de FSH e DMO da coluna

lombar, o que sinaliza o esgotamento da reserva folicular.

Alguns estudos sugerem que a perda de osso cortical estd mais associada ao

envelhecimento do que a deficiéncia estrogénica, enquanto que o 0sso trabecular ¢ muito mais
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sensivel a falta dos esterdides sexuais (Nordin et al, 1990). Isso talvez possa explicar o maior
decréscimo da DMO na coluna, uma vez que, a perda Ossea relacionada a menopausa ¢
intensa, porém, auto-limitada, com uma dura¢do aproximada de dez anos, enquanto que a
perda de massa esquelética associada a idade ¢ continua (Lewin et al, 1997; Luckey et al,
1996; Sowers et al, 1992; Riggs et al, 1986; Rodin et al, 1990; Recker et al, 1992). Conforme
Riggs e Melton, 1986, a perda de massa esquelética associada a idade ¢ continua e tem inicio
antes da menopausa no colo femoral. Isso também pode ser explicado pelo fato de que o osso
trabecular tem maior superficie e ¢ metabolicamente mais ativo que o osso cortical, sendo,

mais susceptivel a alteragdes do equilibrio mineral.

A relacdo entre a osteoporose e a deficiéncia estrogénica foi descrita em 1941 por
Albright et al. Estes autores foram os primeiros a descrever o elo entre a osteoporose € o
sistema endocrinoldgico, e seus achados levaram a compreensdo da associacdo entre a
deficiéncia de estrogénio e a diminui¢do da massa Ossea e redundaram na indicacdo dos
estrogénios na prevencdo e tratamento da osteoporose em mulheres na pds-menopausa

(Albright et al, 1940, Albright et al, 1948).

Os beneficios do tratamento hormonal (TH) na prevencao de fraturas osteopordticas ¢
bem documentado e varios estudos epidemioldgicos e observacionais com o uso de TH tém
demonstrado uma diminuicao do risco de fraturas, uma vez que a diminui¢do dos niveis de
estradiol esta associado com a diminuicdo da BMD e assim risco aumentado de fraturas.
(Gambacciani et al, 2008; Cauley et al, 1995; Kiel et al, 1987) O estradiol tem efeito protetor
no 0sso, possibilitando uma redugdo do remodelamento do esqueleto (Stevenson et al, 2005;

Ettinger et al, 1998; Yasui et al, 2001). A administracio de hormdnios em mulheres na pds-
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menopausa tem sido utilizada na prevengdo e tratamento da osteoporose (Gambacciani et al,

2008; Christiansen et al, 1980; Christiansen et al, 1984, Anasti, 1998).

Um outro aspecto que vem sendo estudado refere-se a influéncia do tempo de
amenorréia sobre alteracdes na massa 0ssea em mulheres na peri e pés-menopausa. Alguns
estudos demonstram que o tempo de amenorréia tem correlacdo negativa com a densidade
mineral dssea (Devleta et al, 2004). Myerson et al, 1992, evidenciaram que uma amenorréia
com duragdo de 5 a 6 anos € o tempo necessario para expressar seu efeito sobre o 0sso

cortical.

No nosso estudo, avaliamos o tempo de amenorréia em relagdo a modificacdes da
DMO, e observamos que ap6s mais de quatro anos de amenorréia, pelo menos dois tergcos das
pacientes com FOP e a metade das mulheres do grupo referéncia pds-menopausa,

apresentaram baixa massa dssea.

Segundo Hobeika et al, a perda 6ssea pode iniciar quando a fun¢do ovariana esta
declinando, antes da instalacdo definitiva da menopausa natural ainda no periodo de
irregularidade menstrual da perimenopausa (Hobeika et al, 2002; Christiansen et al, 1990;
Slemenda et al, 1987) ao contrario do que ocorre nos casos de menopausa cirurgica. No caso
da FOP, também foi observado que os anos que precedem o quadro definitivo, € que sdo
marcados pela irregularidade menstrual, estdo associados com significativas perdas na massa

6ssea (Prior et al, 1998).

Os hormonios esterdides exercem suas funcgdes principalmente através de receptores
nucleares que sao fatores de transcricdo e regulam a expressao de genes alvo de uma maneira

dependente do ligante. Além da agdo do hormonio, complexos formados por coativadores ou
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correpressores causam uma modificagdo génica (Kinch et al, 1965; Zaidi et al, 2007; Dunkel
et al, 1994; Tilly et al., 1992). O FSH ¢ considerado o estimulo primario para a produgdo de
estrogénios por células foliculares ovarianas (Hart et al, 2002; Richards et al, 1980; Meduri et
al, 2008; Baird et al, 2006) estando envolvido nas condi¢des reprodutlvas na mulher, sendo
necessario para o desenvolvimento e maturagdo gonadal na puberdade e para crescimento
folicular durante a fase fértil na vida adulta (Robker et al,1998; Nelson et al, 1994; Bradburg

et al, 1961).

Devleta et al, 2004 descreveram uma forte correlagdo negativa entre altos niveis de
FSH e DMO, assim condi¢des relacionadas com concentragdes séricas elevadas de FSH sao
indicadores de baixa massa 6ssea em mulheres com amenorréia (Devleta et al, 2004; Igbal et

al, 2006).

Estudos recentes, em modelos animais, camundongos knockout, evidenciaram a
origem da osteoporose associada ao hipogonadismo e demonstraram que a a¢do do FSH pode
ser independente da a¢do do estrogénio no osteoclasto, pois o FSH estimularia a formacgao e
funcdo do osteoclasto e sua agdo seria exercida através do seu receptor (FSHR). Assim, a
inativa¢ao completa FSHR -/-, FSHf -/- teria um efeito protetor no osso. Além disso, niveis
mais baixos de FSH circulante, mesmo na presenca de niveis normais de estrogénio, estaria
associado a aumentos na massa 0ssea e reducao na reabsor¢ao 6ssea osteoclastica (Sun et al,
2006; Gao et al, 2007). Estes receptores especificos intermediam a a¢do pro-osteoclastogénica

do FSH (Zaidi et al, 2007; Wu et al, 2007).

O gendtipo do receptor de FSH pode influenciar na resposta ovariana ao estimulo do
FSH (Vilodre et al,2007; Vilodre et al,2007,) e a presenca de polimorfismos no gene do

FSHR, capazes de modificar a agdo do FSH, podem contribuir para as varia¢des fenotipicas
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observadas nas pacientes com faléncia ovariana prematura (Meduri et al,2008; Abel et
al,2000; Burns et al,2001; Kumar et al,2005; Huhtaniemi et al,2002; Anda et al, 2000;
Themmen et al,2005; Brethrick et al,2008; Hammond et al,2002). Embora as mutagdes dos
genes das gonadotrofinas sejam raras, as alteragdes dos genes de seus receptores sao
relativamente mais freqiiéntes e podem causar a ganho ou perda de fun¢do (Meduri et al,
2008; Themmen and Huhtaniemi et al,2000). Assim, mutagdes que provocam ganho de
fungdes foram encontradas principalmente no dominio transmenbrana da glicoproteina
(Vassart et al.,, 2004). As mutacdes que levam a perda de funcdo estdo localizadas em
qualquer regido do gene do receptor e podem provocar supressdo hormonal (Beck-Peccoz et

al,2006; Calebiro et al, 2005).

Estudo de Danilovich et al 2000, demonstraram que a falta de estrogénio causa a perda
de sinalizagdao no receptor de FSH em camundongos e poderia também causar importantes
anormalidades esqueléticas e obesidade, semelhante ao que ocorre na pos-menopausa. A
maior perda 6ssea em mulheres amenorreicas hipo e hipergonadotréficas foi provocada nao
apenas por hipoestrogenismomas também por um possivel efeito direto do FSH no
metabolismo 6sseo, e isso poderia ter sido causado pela perda de receptores de FSH no tecido

6sseo (Yarram et al, 2003).

O gene do FSHR apresenta dois polimorfismos de um tnico nucleotideo (SNP), um
deles localizado na regido promotora e dois localizados no exon 10 que codifica o dominio
transmembrana. Os polimorfismos do exon 10 resultam na formacgdo de quatro variantes
alélicas caracterizadas pelas seguintes combinagdes: Thr307-Asn680, Ala307-Ser680,
Ala307-Asn680 and Thr307-Ser680. Diversos estudos tém demonstrado que as variantes

Thr307-Asn680 e Ala307-Ser680 sdo muito freqiientes em caucasianos e que em chineses as



48

variantes mais raras Ala307-Asn680 and Thr307-Ser680 sdo ainda menos freqiientes (5%). A
variante Ala307-Ser680 parece estar associada com concentragdes basais elevadas de FSH
(Simoni et al, 2002) e a maiores doses de FSH ex6geno na estimulagdo ovariana em mulheres
durante reproducao assistida (Perez et al, 2000). Isto sugere que o gendtipo do receptor de
FSH pode influenciar na resposta ovariana ao estimulo do FSH e que a presenca de
polimorfismos no gene do FSHR capazes de modificar a agdo do FSH podem contribuir para
as variagdes fenotipicas observadas nas pacientes com faléncia ovariana prematura (Sudo et

al, 2002).

Em 2007, Vilodre et al, em trabalho realizado no nosso laboratorio, estudaram a
associacao entre o fenotipo de mulheres com FOP e a presenca de dois polimorfismos no
exon 10 do gene do FSHR, quais sejam, (Ala307Thr) no fragmento 10 A e (Ser680Asn) no
fragmento 10 C. Naquele estudo foi identificado uma possivel associagdo entre a presenca do

polimorfismo Ala307Thr com um inicio mais precoce da irregularidade menstrual.

Varias mutagdes e polimorfismos do gene do FSHR tém sido estudadas nos ultimos
anos, entretanto nenhum estudo associou variantes do gene do receptor do FSH com o
metabolismo 6sse ou com a densidade mineral dssea. No presente estudo, a analise das
relacdes entre varidveis densitométricas e a freqiiéncia genotipica destes dois polimorfismos,
Ala307Thr e Ser680Asn, nas pacientes com FOP ndo evidenciou associacdo entre estes € a

presenca de massa dssea normal ou baixa ou com valores da DMO.

Desta forma, os resultados do presente trabalho indicam maior freqiiéncia de baixa
massa 0ssea em pacientes com FOP, especialmente em coluna lombar, em comparagdo com
mulheres na poés-menopausa. A DMO em fémur total, por sua vez, correlacionou-se com o

IMC tanto nas pacientes com FOP quanto nas mulheres na pds-menopausa. Finalmente, os
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polimorfismos estudados no exon 10 do gene do FSHR parecem ndo ter influéncia sobre a

DMO das pacientes com FOP.
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7. CONCLUSAO

Observou-se maior freqiiéncia de baixa massa 6ssea em pacientes do grupo FOP, em

comparacao com o grupo de referéncia Pos-menopausa.

Baixa massa Ossea em coluna lombar foi observada com maior freqiiéncia em
pacientes do grupo FOP em comparacdo as mulheres do grupo referéncia Pos-

menopausa; este efeito nao foi observado em outras areas periféricas do esqueleto.

Houve uma correlagdo positiva significativa entre IMC e DMO em fémur total, em
todos os grupos estudados, no entanto, ndo se observou associacdes entre outras

variaveis antropométricas e clinicas com a DMO.

Embora os polimorfismos estudados no exon 10 do gene do FSHR possam modificar a
acao do FSH, estas variantes ndo foram associadas 8 DMO ou ao status densitométrico

no grupo FOP.
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