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RESUMO

Introducéo: A reducdo da densidade mineral dssea (DMO) que ocorre na osteoporose
induz a fragilidade dssea e susceptibilidade a ocorréncia de fraturas, principalmente em
mulheres p6s-menopausicas e idosas. O sistema RANK/RANKL/OPG é mecanismo
molecular central na determinagdo da DMO. Esse sistema esta sob influéncia de
diversos fatores, como dislipidemia, hiperglicemia, hipertensdo e alteragdes no sistema
imunologico e hormonal, os quais contribuem para o desenvolvimento da osteoporose.
Contudo, estudos clinicos ainda sdo contraditorios, havendo achados com correlacédo
positiva, negativa ou auséncia de correlacdo entre esses fatores e perda Ossea. Esta
divergéncia pode ser atribuida, em parte, por variacbes genéticas entre os individuos e
também por outros aspectos como ancestralidade e héabitos de vida. Objetivo:
Investigar correlagcdes entre DMO e polimorfismos do gene da osteoprotegerina (OPG)
e do ligante do RANK (RANKL), e com parametros metabolicos e antropométricos em
idosas matriculadas em uma unidade de ensino em Salvador-BA. Métodos: Trata-se de
estudo de corte transversal, que incluiu 67 idosas, com idade >60 anos. Para coleta de
dados, foi realizada uma entrevista com exame fisico, para obtencdo de informacdes
sociodemogréficas, clinicas e antropométricas. Foi feita a coleta de sangue venoso para
dosagem sérica de hormdnios, glicemia em jejum, hemoglobina glicada, colesterol total
e fracOes, triglicerideos, proteina C-reativa (PCR), dentre outras moléculas. A
determinacdo da DMO (em g/cm?) foi feita pelo exame de densitometria 6ssea do colo
do fémur e coluna lombar pela tecnologia DEXA. Os polimorfismos investigados foram
rs2062377, rs3102735, rs6469804 do gene TNFRSF11B que codifica a OPG; e
rs9594738, rs9525641 do TNFSF11 que codifica 0 RANKL, sendo a genotipagem feita
a partir de DNA genémico. A anélise estatistica dos dados foi realizada utilizando o
software Statistical Package for Social Sciences for Windows versdao 21.0. Nivel de
significancia estatistica considerado foi p<0,05. Resultados: Dois artigos foram
produzidos a partir desta pesquisa. No artigo 1, as variaveis antropométricas
apresentaram correlacdo significante com a DMO tanto do colo do fémur quanto da
coluna lombar. Outras varidveis que também apresentaram correlacdo foram colesterol
total, LDL e estradiol com a DMO da coluna lombar, e PCR com a DMO do colo do
fémur. Na andlise de regressdo linear multipla, as varidveis, peso corporal, estradiol e
LDL, mostraram-se capazes de prever a variabilidade da DMO nos sitios Gsseos
investigados. No artigo 2, ndo observamos associacao significante entre os genotipos e
alelos dos SNPs propostos neste estudo com DMO dos sitios 6sseos investigados,
apesar de os gendtipos TT-rs9594738 e TT-rs9525641 apresentarem maiores valores de
massa mineral 0ssea na coluna lombar e no colo de fémur, respectivamente. Na
regressdo logistica bivariada, observou-se que o uso de farmacos anti-hipertensivos
reduziu as chances de as idosas apresentarem DMO baixa tanto no colo de fémur quanto
para coluna lombar de maneira significativa. Conclusédo: Dentre todas as variaveis
investigadas, o peso corporal e o estradiol exercem maior influéncia na determinacdo da
massa mineral 6ssea do colo do fémur, enquanto que o peso corporal e 0 LDL exercem
maior influéncia na massa mineral da coluna lombar de idosas. Nenhum dos SNPs do



estudo parece contribuir para a variabilidade da DMO nos sitios 6sseos investigados.
Além disso, 0 uso de anti-hipertensivos parece ser o principal fator que reduz as chances
de perda de DMO no colo do fémur e na coluna lombar em idosas fisicamente ativas e
de ancestralidade mista.

Palavras-chave: Densidade mineral 0Ossea; Osteoporose; Envelhecimento;
Polimorfismo de nucleotideo Unico (SNP); Antropometria; Peso corporal; Estradiol;
Colesterol; Anti-hipertensivos.
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ABSTRACT

Introduction: The reduction in bone mineral density (BMD) due to osteoporosis
induces bone fragility and susceptibility to fractures, especially in postmenopausal and
elderly women. The RANK/RANKL/OPG system is a key molecular mechanism in the
determination of BMD. It is under influence of several factors, such as dyslipidemia,
hyperglycemia, hypertension and changes in the immune and hormonal system, which
contribute to the development of osteoporosis. However, clinical studies are still
contradictory, with findings showing a positive, negative or no correlation between
these factors and bone loss. This divergence can be partially attributed to genetic
variations between subjects and, also, to other factors such as ethnicity and life habits.
Objectives: It aims to investigate correlations among BMD, polymorphisms of the
osteoprotegerin  (OPG) and RANK ligand (RANKL) genes, and metabolic and
anthropometric parameters in elderly women enrolled in an educational institute for
elderly in Salvador-BA. Methods: This is a cross-sectional study, which included 67
elderly women aged >60 years. For data collection, an interview followed by physical
examination was performed to obtain sociodemographic, clinical and anthropometric
information. Blood samples were collected for assessing serum levels of hormones,
fasting glucose and Hb1AC, total cholesterol and fractions, C-reactive protein (CRP),
and other molecules. The determination of BMD (in g/cm2) was acquired by bone
densitometry of femoral neck and lumbar spine by using DEXA technology. The
investigated SNPs were rs2062377, rs3102735, rs6469804 from TNFRSF11B gene that
encodes OPG; and rs9594738, rs9525641 from TNFSF11 that encodes RANKL, and
they were genotyped from genomic DNA. Statistical analysis was performed using the
Statistical Package for Social Sciences for Windows, version 21.0. Statistical
significance level considered was p<0.05. Results: Two papers were generated from
this research. In paper 1, every anthropometric variable showed a significant
correlation with BMD in both femoral neck and lumbar spine sites. In addition, total
cholesterol, LDL and estradiol were correlated with lumbar spine BMD, while CRP was
correlated with femoral neck BMD. In the multivariate linear regression analysis, body
weight, estradiol and LDL were able to predict the variability of BMD in the
investigated bone sites. In paper 2, we did not observe a significant association among
the genotypic and allelic frequencies of any proposed SNP between individuals with
normal BMD and low BMD of the investigated bone sites, despite the TT-rs9594738
and TT-rs9525641 have presented the highest values of mineral mass bone in the lumbar
spine and femoral neck, respectively. In bivariate logistic regression, we observed that
the use of antihypertensive drugs significantly reduced the chances of low BMD in both
femoral neck and lumbar spine in elderly women. Conclusion: Among all investigated
variables, body weight and estradiol exert the greatest influence on the determination of
femoral neck BMD, while body weight and LDL exert the greatest influence on lumbar
spine BMD in elderly women. In addition, the use of antihypertensive drugs seems to be
the main factor that reduces the odds of low BMD in femoral neck and lumbar spine in
physical active elderly women of mixed ancestry.

Keywords: Bone mineral density; Osteoporosis. Aging; Single nucleotide



polymorphism (SNP); Anthropometry; Body weight; Estradiol; Cholesterol;
Antihypertensives.
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1 INTRODUCAO

O envelhecimento bioldgico, processo que ocorre desde 0 nascimento do
individuo, € acompanhado de mudancas celulares e moleculares complexas e
progressivas, com impacto na integridade de células, tecidos e oOrgdos de forma
qualitativa e quantitativa. O termo senescéncia refere-se a um fenotipo complexo, no
qual o somatdrio dos eventos biolégicos manifesta-se com importantes alteracdes
funcionais ao longo do tempo, provocando efeitos deletérios ao organismo *. Devido ao
grande impacto que a senescéncia provoca na fisiologia de todos os sistemas de 6rgaos,
o individuo idoso se torna mais susceptivel a doencgas crbnicas, que levam a

repercussoes clinicas importantes na satde e na qualidade de vida 2°.

A osteoporose, caracterizada por reducdo de massa 0ssea e comprometimento de
sua microarquitetura, induz a fragilidade Ossea e aumenta a susceptibilidade a
ocorréncia de fraturas tanto em homens quanto em mulheres, particularmente em idades
mais avancadas “°. A osteoporose contribui com altas taxas de morbimortalidade em
idosos e com altos custos para o setor de satde °'. Sua etiologia estd associada a
diversos fatores, dentre eles alteracbes metabolicas e enddcrinas, decorrentes de fatores

genéticos e/ou ambientais 819,

Alteracbes nos niveis séricos de alguns hormdnios, como vitamina D,
paratorménio (PTH) e insulina, bem como alteraces metabdlicas, sdo amplamente
discutidas no meio cientifico como fatores que contribuem para a perda de massa
mineral oOssea %16, Contudo, estudos clinicos sdo paradoxais, havendo resultados
mostrando correlacdo positiva, negativa e até mesmo achados sem qualquer correlagdo
entre esses fatores e a osteoporose. Esta divergéncia pode ser atribuida, em parte, por

variacdes genéticas entre os individuos.

A forma mais comum de variagdo no DNA entre os individuos é denominada de
polimorfismo de nucleotideo Gnico (SNP, do inglés single nucleotide polymorphism), no
qual ha mutacdo na fita de DNA, com substituicdo de uma Unica base de nucleotideo
por outra ’. Essa substituicdo pode ser silenciosa, sem levar alteragdes no aminoécido
codificado. No entanto, quando a substituicdo modifica o aminoacido codificado,
influencia a atividade promotora do gene, diminui a estabilidade do RNA mensageiro,

ou mesmo a eficiéncia da traducdo proteica, ela configura risco para o desenvolvimento
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de doengas para o individuo 8. Estudos com SNPs préximos ou inseridos em genes
envolvidos com a regulagdo do metabolismo 06sseo, a exemplo do sistema
RANK/RANKL/OPG (RANK!/ ligante do RANK /Osteoprotegerina), ttm mostrado que
determinados alelos podem conferir risco para o surgimento de doencas 0sseas, Como a
osteoporose, em populacdes caucasianas e asiaticas 1%2°. Dados referentes a populacdes
miscigenadas, como a populacéo brasileira, especialmente na Bahia, ainda sdo escassos,
necessitando de estudos que investiguem a contribuicdo genética na variabilidade da

DMO nesse tipo de populacéo.

Em virtude da existéncia de diversos fatores que influenciam o metabolismo 6sseo
e de resultados conflitantes na literatura cientifica, este estudo pretende verificar a
presenca de associacdo entre a DMO com polimorfismos do gene TNFRSF11B
(rs2062377, rs3102735, rs6469804), que codifica a osteoprotegerina (OPG), do gene
TNFSF11 (rs9594738, rs9525641), que codifica o ligante do ativador do receptor do
NF-«<B (RANKL), e com pardmetros metabolicos e antropométricos em idosas de

Salvador, Bahia.
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2 JUSTIFICATIVA

No Brasil, “idoso” ¢ considerado qualquer pessoa cuja idade € igual ou superior a
60 anos, tendo seus direitos assegurados pelo Estatuto do Idoso, aléem da propria
Constituicdo Nacional ?L. Segundo os Gltimos censos (2000 e 2010) e as projecdes
populacionais do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), a populagdo
brasileira esta passando por um processo de envelhecimento %2, o que é considerado pela
demografia como um sinal de desenvolvimento do pais. Com o0 aumento do nimero de
idosos, ha também aumento da ocorréncia de determinados disturbios e agravos desse
grupo populacional, o que deve ser objeto de preocupacgdo entre os profissionais da area

da salde.

A osteoporose é o distdrbio osteometab6lico mais prevalente em idosos, sendo a
causa principal de fratura em individuos nessa faixa etaria, provocando impactos
negativos em sua qualidade de vida 2*%. Idosos com fraturas vertebrais osteopordticas
tém menor qualidade de vida, devido a perda progressiva de mobilidade, da interacdo
social, e devido a dor crénica, o0 que repercute nas funcdes mentais e na percep¢do que o

individuo tem de sua propria satde 2%,

A prevaléncia de fraturas osteoporéticas difere a depender da ancestralidade:
individuos caucasianos apresentam maior risco de fraturas do que individuos
afrodescendentes 28, Estima-se que uma a cada duas mulheres caucasianas e um a cada
cinco homens sofrerdo pelo menos uma fratura 6ssea secundéria a osteoporose, sendo 0
fémur proximal e a coluna lombar locais tipicos para a ocorréncia de fraturas
osteopordticas durante a senescéncia >?°. Ndo ha, no entanto, dados bem estabelecidos
qguanto a prevaléncia de osteoporose e de fraturas osteopordticas em populacdes
miscigenadas, como a populacdo brasileira. Logo, é de grande importancia a realizacao
de estudos exploratorios que possibilitem a obtencdo de dados para estimar esta

prevaléncia.

No Brasil, pode-se obter informacfes quanto a ocorréncia de internacoes
secundarias a fraturas 6sseas a cada ano, por unidades e municipios da Federacdo no site
do Departamento de Informatica do Sistema Unico de Satde (SUS) *°. Por exemplo, no
ano de 2015, houve 50.909 (45,9%) de internacdes hospitalares por fraturas de fémur

em idosos (>60 anos), nimero superior ao da populagdo adulta na faixa etéria de 20-59
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anos, que foi de 46.330 (41,8%). Aléem disto, os gastos despendidos pelo SUS nos
internamentos por fraturas de fémur na populacdo idosa no Brasil tém aumentado
progressivamente a cada ano. Em 2015 e 2020, os custos com essas internacdes foram
R$122.018.407,30 e R$169.874.826,00, representando, respectivamente, 48,0% e
52,1% do valor total gasto com internacGes por fraturas de fémur, considerando todas as
faixas etarias 3. Em um estudo prévio, nosso grupo demonstrou que houve grande
volume de internagdes por fraturas dsseas em idosos em Salvador-BA no ano de 2015,
sendo os mais altos custos e a maior mortalidade hospitalar referentes as internac6es por

fraturas de fémur 3L,

SNPs de genes relacionados ao metabolismo 6sseo tém sido associados a doengas
osteoliticas, como a osteoporose, contribuindo para a compreensdo da patogénese e
variabilidade das manifestacdes clinicas de distarbios 6sseos, muito frequentes na
populacéo idosa 1%203233 Determinados alelos de SNPs conferem risco para reducgdo da
DMO por alterar a conformacao de proteinas sinalizadoras, ou por reduzir a velocidade
de sintese de mediadores quimicos envolvidos com o metabolismo 6sseo 3*. Por isso,
conhecer as frequéncias de alelos e genotipos de SNPs relacionados ao metabolismo
0sseo, bem como a realizacdo de estudos de associacao entre estes SNPs com doencas
Osseas sdo essenciais para a compreensdo dos mecanismos fisiopatoldgicos de doencas
complexas multifatoriais. Além disso, essas informacBes poderdo auxiliar a equipe de
salde no estabelecimento de condutas terapéuticas individualizadas, centradas nas

necessidades de cada pessoa.

Em sintese, observa-se que individuos idosos compGem um subgrupo
populacional de alto risco de ocorréncia de fraturas 6sseas que tém elevado custo de
tratamento e grande impacto biopsicossocial. A osteoporose subdiagnosticada poderia
ser uma explicacdo razoavel associada a este risco. A identificacdo de fatores de risco
relacionados a osteoporose, sejam estes hormonais, metabdlicos e/ou geneticos, é de
reconhecida importancia para o planejamento de acdes em salde, permitindo que a
equipe de saude fagca uma abordagem mais humanizada e centrada nas necessidades
especificas de cada individuo. Por isso, a populacéo brasileira e os profissionais da area
de saude devem se estruturar para realizacdo de diagnostico de problemas,
planejamentos e intervencGes publicas no intuito de promover o envelhecimento

saudavel e oferecer melhor suporte em salde a essa populagéo.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a associacdo entre a DMO e polimorfismos do gene TNFRSF11B, que
codifica a osteoprotegerina (OPG), do gene TNFSF11, que codifica o ligante do
ativador do receptor do NF-kB (RANKL), e pardmetros metabolicos e antropométricos

em idosas em Salvador, Bahia.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar a DMO do colo do fémur e coluna lombar (vértebras L1-L4) da
populacdo de estudo, descrevendo a frequéncia de alteracBes osteometabolicas
desta populacéo.

e Identificar associacdo entre DMO e niveis séricos dos biomarcadores do
metabolismo glicidico, lipidico e 6sseo.

e Descrever os parametros antropométricos e possiveis correlagcdes com a DMO.

e Descrever a frequéncia alélica e genotipica dos SNPs do gene da OPG
(TNFRSF11B, rs2062377, rs3102735, rs6469804) e do RANKL (TNFSF11,
rs9594738, rs9525641) na populacdo de estudo, investigando possiveis

associacfes com a DMO.
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4 REFERENCIAL TEORICO

4.1 SISTEMA RANK/RANKL/OPG E SEU PAPEL NO METABOLISMO OSSEO

A perda de massa 6ssea é decorrente do desequilibrio entre a taxa de aposicao e a
taxa de reabsorcdo Gssea com predomindncia do processo reabsortivo. Entre os
mecanismos basicos de sinalizacdo para a regulacdo da reabsorcdo éssea, tem-se o
sistema molecular constituido pelas glicoproteinas RANK (do inglés receptor activator
of nuclear factor kB), ligante de RANK (RANKL) e OPG (osteoprotegerina).

O RANK, codificado pelo gene TNFRSF11A, é uma proteina transmembrana
homotrimérica pertencente a superfamilia do receptor do TNF (fator de necrose
tumoral), expressa em altos niveis pelos pré-osteoclastos e osteoclastos, células
derivadas do sistema fagocitico mononuclear 3. Quando este receptor é ativado, ha
aumento da atividade da via de sinalizagdo celular NF-kB (do inglés, nuclear fator xB),

0 que estimula a transcri¢do génica em diversos tipos celulares.

O RANKL é uma proteina transmembrana do tipo Il, codificada pelo gene
TNFSF11, e é expressa por diversas células do sistema imunol6gico, bem como por
osteoblastos, que sdo células da linhagem dssea produtoras de matriz 6ssea. A forma
soluvel do RANKL é proveniente de splicing alternativo ou da clivagem proteolitica da
forma transmembrana por metaloproteinases de matriz (MMPs e ADAMs) 3637 A
sinalizacdo induzida por RANKL com o receptor RANK, presente nas células
precursoras da linhagem osteoclastica, € essencial para a fusdo e diferenciacdo de pré-
osteoclastos em osteoclasto. O osteoclasto é uma célula multinucleada, e sua atividade
bioldgica de degradar a matriz Gssea e reabsorver os ions deste tecido depende da
interacdo do RANKL com 0 RANK 363839,

A OPG, codificada pelo gene TNFRSF11B, é uma glicoproteina da superfamilia de
receptores TNF, e é expressa de forma ubiqua em muitos tecidos e tipos celulares. A
OPG soluvel é exportada para 0 meio extracelular sem nenhuma estrutura
transmembrana e, sob a forma de homodimero, se liga a0 RANKL, impedindo seu
osteoclastos 364041 QO equilibrio entre RANKL e OPG modula o processo de reabsorcao

0ssea, sendo que o aumento da razdo RANKL/OPG no microambiente da medula 6ssea
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é determinante para a osteoclastogénese, favorecendo a reabsorcio 6ssea *. A figura 1
ilustra o sistema RANK/RANKL/OPG e seu papel na osteoclastogénese.

17B-estradiol, IL-4 Microambiente da
e TGF-B medula éssea
- Pré-osteoclasto
OPG
RANK

Vitamina D3, 0 \
PGE2, PTH, TNF, » RAN KL \
IL-1,1L-11,1L-17 \

Osteoblastos @)}@ ¥

; Osteoclasto maduro
: A
Osteocitos .ot

Figura 1. Desenho esquematico do sistema RANKL/RANK/OPG na osteoclastogénese, e a influéncia de
hormoénios e citocinas na expressdo das proteinas envolvidas nesse sistema. Legenda: IL, interleucina;
OPG, osteoprotegerina; PGE2, prostaglandina 2; PTH, paratormoénio; RANK, ativador do receptor do
fator nuclear #B; RANKL, ligante do ativador do receptor do fator nuclear kB; TGF-P, fator de
crescimento transformante f; TNF, fator de necrose tumoral.

Fonte: Figura modificada de 4

4.2 OSTEOPOROSE: BASES MOLECULARES E FATORES DE RISCO

A osteoporose primaria é constituida de trés categorias: juvenil, p6s-menopausica
e senil. A osteoporose pds-menopausica e a senil apresentam grande importancia clinica
e epidemioldgica, devido a rapida perda de massa 6ssea ao longo de cada ano e pela
crescente morbimortalidade em individuos idosos em paises desenvolvidos e em

desenvolvimento 54344,

A osteoporose pos-menopausica ocorre devido a reducdo substancial dos
horménios sexuais femininos, em especial o estrogeno, levando ao aumento da
atividade osteocléstica e acentuada reducédo da atividade osteoblastica. Ossos com maior
volume de tecido esponjoso, como vértebras e punho, ficam mais susceptiveis a fraturas

osteopordticas em mulheres pos-menopausicas °2%4,

Muitos estudos tém sido feitos para compreender 0os mecanismos envolvidos
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com a osteoporose senil, que acomete idosos “3. Um estudo prévio realizado em
camundongos demonstrou que a expressdo do sistema RANKL/RANK/OPG é diferente
em animais velhos quando comparados a animais jovens. Os niveis de RNAm do
RANKL aumentam com a idade (camundongos velhos > adultos > jovens), enquanto
que os niveis de OPG decrescem (camundongos velhos < adultos < jovens), o que
justifica o aumento da velocidade de perda Gssea em individuos senis *°. Além do
aumento da expressdao de RANKL, RANK, outros fatores parecem contribuir para o
aumento da osteoclastogénese, como, por exemplo, o aumento de citocinas pro-
osteoclastogénicas (como IL-6 e IL-1B) no microambiente da medula dssea “°.
Adicionalmente, ha menor sintese de matriz dssea, devido a reducdo da atividade
osteoblastica. Essa reducdo ocorre devido ao decréscimo na secrecdo de horménios
envolvidos com metabolismo 6sseo, como vitamina D, estradiol, GH e IGF-1, ou
devido a menor atividade e resposta celular a esses hormonios. Ambos os fatores
ocorrem tipicamente com a senescéncia, em decorréncia do envelhecimento

celulart®:44:46,

Existem varios fatores considerados de risco para desenvolvimento de
osteoporose na literatura cientifica. Dentre eles incluem-se: i) o sexo feminino, em
especial quando a funcdo ovariana esta reduzida, como, por exemplo, a menopausa; ii)
ancestralidade branca e asidtica, iii) historia familiar, seja por conta de fatores genéticos,
seja pelos membros de uma familia adotarem um estilo de vida comum e que esteja
associado ao maior risco de perda 6ssea, como sedentarismo, tabagismo e etilismo; e iv)
inadequacOes dietéticas, como baixa ingestdo de calcio. A evidéncia de associacao
desses fatores como fatores de risco para a osteoporose € bastante discutida, sendo

alguns bem documentados e outros necessitando de mais investigagdo >%16:2947:48,

4.3 INTERACAO ENTRE O SISTEMA ENDOCRINO E METABOLISMO OSSEO

E documentado na literatura cientifica o efeito de alguns horménios em estimular
a sintese de matriz e manutengdo da salde 0ssea. Com a senescéncia, alguns sistemas
enddcrinos apresentam tipica diminuicdo de sua atividade, o que pode contribuir com a
reducdo da DMO em idosos. A secre¢do de hormonios sexuais gonadais (estrogénios e

androgénios) promove sintese e manutencdo de matriz Ossea por estimular os
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osteoblastos, e o declinio na secrecdo dessas biomoléculas com o envelhecimento

contribui para a osteopenia e osteoporose na senescéncia 4°°,

Os hormobnios sexuais, em especial, o estradiol, tém importante papel na
manutencdo da massa Ossea °l. Um ensaio clinico recente desenvolvido em ratas
ovariectomizadas demonstrou que a reducdo dos niveis sericos de estradiol esta
associada a uma reducdo na expressdo da OPG e a um aumento da expressdo de
RANKL quando comparadas a ratas sham, que foram submetidas aos mesmos
procedimentos cirdrgicos, porém sem a retirada dos ovarios °2. Estudos clinicos com
grau de evidéncia acompanharam mulheres na peri e pés-menopausa que fizeram uso da
terapia de reposicdo hormonal (TRH) a base de estrégenos conjugados. Os resultados
mostraram nao apenas a atenuacdo dos sintomas vasomotores e urogenitais durante a
menopausa, mas também reducdo da perda de massa dssea e de fraturas

osteoporoticas®?.

A associagdo entre os niveis séricos de vitamina D e ingestdo de célcio também
sdo fatores determinantes para a manutencdo do metabolismo dsseo 2°%4, havendo efeito
protetor no osso quando ha suplementacdo de vitamina D associada ao calcio *°. O
metabdlito ativo da vitamina D [1,25(OH)2Vitamina D] estimula o crescimento e a
remodelagdo dssea, pois aumenta a atividade de sintese de matriz dos osteoblastos e
condrdcitos, além de inibir a diferenciacdo dos pré-osteoclastos em osteoclastos (56).
Contudo, vale ressaltar que a mineralizacdo induzida pela vitamina D requer ingestao
dietética suficiente dos ions célcio, do contrario, observa-se aumento do risco para
desenvolvimento de hiperparatireoidismo secundario, que pode exercer efeitos

reabsortivos no 0sso °*.

Desequilibrios na homeostase do calcio em idosos de ambos os sexos dependem
de diversos fatores, entre eles (i) a baixa ingestdo dietética de calcio, (ii) a reducéo da
absorcéo e reabsorcédo deste ion pelo intestino e pelos tubulos renais, respectivamente, e
(iii) a diminuicdo da sintese enddgena de vitamina D na pele. Como comentado
anteriormente, a combinacdo de baixos niveis séricos de vitamina D com a baixa
aquisicdo dietética de calcio contribui para um aumento na secrecdo basal de PTH,
condicgdo que, se ndo for corrigida, pode induzir a osteoporose em idosos, com alto risco
de quedas e fraturas %% Na figura 1, pode-se observar a influéncia de alguns

mediadores quimicos, como hormdnios e citocinas, no sistema RANK/RANKL/OPG.
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4.4 INTERACAO ENTRE O METABOLISMO DE GLICIDIOS, LIPIDIOS E O
METABOLISMO OSSEO

O metabolismo dsseo pode ser influenciado pelo efeito de hormonios relacionados
com o metabolismo energético como a insulina, bem como com o perfil glicidico e
lipidico dos individuos, correlacionando positivamente diabetes mellitus e sindrome
metabdlica com osteoporose 1%%°%2, Em condigdes fisioldgicas, existe interacio entre o
sistema esquelético e a homeostase da glicose, visto que a insulina parece estimular a
diferenciagéo de osteoblastos, induzindo-os a secretarem osteocalcina, que, por sua vez,
aumenta a sensibilidade a insulina em diversos tecidos'**°. Adicionalmente, um estudo
chinés observacional demonstrou que a agdo da insulina nos osteoblastos promove
reducdo da secrecdo de OPG, e que individuos com diabetes tipo 2 ou com controle
glicémico prejudicado apresentaram altos niveis séricos de OPG, correlacionando
positivamente OPG com resisténcia a insulina . Estes dados sugerem que a insulina
promove efeitos essenciais nos processos de modelacdo e remodelacdo dssea, e que
osteocinas (hormonios liberados pelo o0sso) contribuem para a regulacdo do

metabolismo da glicose 3.

A hiperglicemia constante promove a glicosilacdo de proteinas de forma ndo
enzimatica na matriz extracelular de vérios tecidos, promovendo a sintese de produtos
de glicacdo avancada (AGE), com consequente reducao funcional. O colageno glicado e
outros AGEs da matriz dssea prejudicam a atividade de sintese dos osteoblastos, afeta
seu crescimento e sua diferenciacdo, além de reduzir a qualidade e competéncia da

matriz 6ssea %4,

A dislipidemia, averiguada principalmente dosando-se 0s niveis séricos de
triglicerideos (TG), colesterol total (CT) e associado as lipoproteinas de baixa densidade
(LDL) e de alta densidade (HDL), também parece ter importante papel no
desenvolvimento da osteoporose . Os resultados de estudos observacionais
correlacionando cada componente do perfil lipidico com a DMO sdo bastante variaveis,
apresentando correlagBes positivas, negativas e mesmo nenhuma correlagio 1014616771
Alguns estudos ainda reportam que o efeito das variaveis do perfil lipidico na DMO
sofre influéncias significantes da faixa etaria, do sexo biologico e dos niveis séricos de

hormonios sexuais >"3, o que torna mais complexo o entendimento dos mecanismos



31

moleculares envolvidos na correlacdo entre dislipidemia e 0 metabolismo 6sseo. Devido
as divergéncias entre os diversos estudos clinicos e observacionais na literatura
cientifica, mais estudos sdo necessarios para elucidacdo da real contribuicdo do perfil
lipidico e quais as bases moleculares que levam o individuo a perder massa mineral

0ssea.

4.5 OBESIDADE E METABOLISMO OSSEO

Sobrepeso e obesidade sdo definidos como um acimulo anormal ou excessivo de
gordura conferindo risco a satde do individuo . Devido a grande heterogeneidade da
obesidade, a mensuracdo do peso e do IMC isolados ndo sdo bons indicadores para se
estimar a composicdo e distribuicdo de gordura corporal. Por isso, outras técnicas de
baixo custo sdo amplamente utilizadas e aceitas por profissionais e pesquisadores da
area de saude para verificar a quantidade e distribuicdo de gordura corporal, como as
medidas das circunferéncias da cintura, do quadril, do pescoco e da coxa, e as razdes
entre cintura/quadril, cintura/altura, e cintura/coxa . A circunferéncia do brago ndo é
comumente utilizada na préatica clinica global, porém tem se mostrado util para
avaliagdo de desnutricdo em criangas e idosos, devendo haver mais estudos com esse

parametro para validag&o clinica /577,

Desde a descoberta da funcdo endocrina do tecido adiposo, tem-se evidenciado a
relacdo da obesidade com o surgimento e a progressao de diferentes doencas cronicas
associadas ao envelhecimento, principalmente devido a secrecdo de adipocinas pro-
inflamatorias, tais como proteina C-reativa (PCR), TNF e IL-6 2. Sabe-se que as
citocinas pré-inflamatérias no microambiente da medula déssea estimulam a
diferenciacdo e maturacdo osteoclastica, 0 que leva ao aumento da reabsorcdo déssea
879 Individuos com obesidade central normalmente apresentam maiores niveis séricos
de citocinas pro-inflamatorias, apresentando inflamacgdo sistémica crénica de baixo
grau*?’. Contudo, é importante ressaltar que o padrdo de secrecio de citocinas pelo
tecido adiposo varia a depender da qualidade da dieta e da pratica de atividade fisica,

podendo mudar de um perfil inflamatdrio para anti-inflamatorio .

Apesar de essas evidéncias demonstrarem a associagdo entre a obesidade e o

aumento da reabsorcdo Ossea, ha relatos na literatura cientifica de que a obesidade
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exerce papel osteoprotetor °8183 Uma das possiveis explicacdes para esse achado é o
efeito positivo da carga mecénica sobre o 0sso exercida pelo tecido adiposo "*. Esta
hipdtese tem sido questionada, uma vez que o suposto efeito protetor da obesidade
sobre a DMO parece ser seletivo, protegendo alguns tecidos 6sseos, enquanto deixam
outros mais vulneraveis a perda de massa mineral 7484, Além disso, ndo ha evidéncias de

que a obesidade previna a ocorréncia de fraturas dsseas apds evento de queda &°.

4.6 ASPECTOS GENETICOS DA PERDA DE DMO

A DMO ¢ uma caracteristica altamente hereditaria, com herdabilidade entre 50 —
80% %. Os estudos com gémeos monozigoticos e dizigoticos realizados entre as décadas
de 70 a 90 sugeriram gque 0 componente genético pode contribuir com 50 a 90% da
variabilidade da DMO 8%, Desde entdo, numerosos estudos de associacido com genes
candidatos, e posteriormente estudos de associagdo em escala gendmica (GWAS, do
inglés genome wide association study) foram realizados, no intuito de entender a
arquitetura genética da osteoporose e, adicionalmente, a susceptibilidade de fraturas
Osseas. Observa-se que a DMO é uma caracteristica poligénica bastante complexa, e

mutacdes monogénicas explicam uma pequena fragdo dessa variagéo 8.

Estudos prévios realizados com camundongos mutantes com delecdo no TNFSF11
(RANKL), TNFRSF11A (RANK) e TNFRSF11B (OPG) demonstraram a funcdo
essencial do sistema RANK/RANKL/OPG na determinacdo da DMO 3°. Nas ultimas
duas décadas, estudos GWAS e meta-analises desses GWAS tém mostrado associacao
de alguns SNPs presentes em regides proximas ou dentro do gene TNFSF11 (RANKL)

e TNFRSF11B (OPG) com maior risco de osteoporose e fratura 1933899,

Dos diversos polimorfismos estudados, foram selecionados para o presente estudo
cinco SNPs. Trés SNPs estdo localizados no 8g24, nas proximidades ou dentro do gene
TNFRSF11B, que codifica a OPG (rs2062377A/T, rs3102735C/T e rs6469804A/G). Os
outros dois SNPs estdo localizados no 13914 nas proximidades do gene TNFSF11, que
codifica 0 RANKL (rs9594738C/T e rs9525641C/T).

O SNP rs2062377 presente no TNFRSF11B (OPG) foi selecionado devido ao fato
de ter sido o que apresentou maior forca de associagdo com DMO e fraturas
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osteopordticas em uma abrangente meta-analise de GWAS, que analisou uma populagéo
de mais de 200 mil pessoas, incluindo individuos de ascendéncia europeia e asiatica *°.
Em outras trés GWAS com populacdo europeia, australiana e asiatica, outro SNP, o
rs9594738 presente no TNFSF11 (RANKL), mostrou consistentemente apresentar forte
associacdo com a DMO 89192 Qs alelos T-rs2062377 e T-rs9594738 parecem ser
importantes marcadores de risco para redugdo da DMO da coluna lombar em

populacdes caucasianas e orientais 5.

Em menor escala amostral, estudos de associacdo de genes candidatos também
demonstraram que alguns SNPs préximos ou dentro dos genes da OPG e RANKL estdo
associados a menor DMO e/ou osteoporose em populacdes de diversas naturalidades
3293-% O SNP rs3102735 do TNFRSF11B (OPG) apresentou associagdo com DMO do
quadril em mulheres chinesas pés-menopausicas ®. Um estudo realizado com idosos
brasileiros, de ambos 0s sexos, residentes do estado de S&o Paulo, demonstrou que o
alelo C-rs3102735 est4 associado a menores valores de DMO e maior frequéncia de
ocorréncia de fraturas osteopordticas 2. O SNP rs9525641 do TNFSF11 (RANKL)
também se mostrou associado a DMO em estudos prévios, que sugeriram que o alelo T-
rs9525641 exerce papel protetor na massa 6ssea em uma populacdo de mulheres
italianas e eslovenas 2%, Sugere-se que esse efeito protetor seja justificado pela menor
atividade promotora do TNFSF11 quando ha presenca do alelo T-rs9525641, o que

clinicamente se reflete como uma menor transcricio deste gene %.

Por fim, o estudo GWAS, realizado em populacdes caucasianas europeias e
asiaticas, também encontrou que o rs6469804, presente no TNFRSF11B (OPG), esta
associado com DMO, sendo o alelo A-6469804 um possivel marcador de risco para

perda de massa Ossea &

. Confirmando esse achado, estudos de associacdo em
individuos iranianos e chineses demonstraram que o alelo A-rs6469804 estd em
associacdo a baixa DMO, mais especificamente da coluna lombar 1% Importante
salientar que ainda existem poucas informacOes referentes a associacdo desses SNPs
com a DMO em populagdes miscigenadas, a exemplo da populagdo brasileira, tornando
necessarios estudos exploratorios que investiguem o efeito dos genétipos e alelos desses

SNPs sobre a massa mineral 0ssea.

O quadro 1 apresenta informacfes sobre os SNPs selecionados quanto a

localizagéo, aos alelos e sua frequéncia na populacéo europeia e afro-americana 1.
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Quadro 1- Informac8es sobre os SNPs rs2062377, rs3102735, rs6469804, rs9594738 e

rs9525641.
L ocalizac Frequéncia dos
. ocalizacéo alelos
NP | Gene | itcaca | CTOTIOSOMIR | (il ey | AnCetralimutane
americana)
rs2062377 | TNFRSF11B OPG 8:118995181 T>A 0,42/0,58 e 0,14/0,85
rs3102735 | TNFRSF11B OPG 8:118952831 T>C 0,86/0,14 e 0,77/0,23
rs6469804 | TNFRSF11B OPG 8:119032590 G>A 0,44/0,56 e 0,09/0,91
rs9594738 | TNFSF11 RANKL 13:42378009 C>T 0,53/0,47 e 0,73/0,27
rs9525641 | TNFSF11 RANKL 13:42573888 T>C 0,55/0,45 e 0,49/0,50

Fonte: dados extraidos do 101,
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO

O presente estudo é do tipo exploratdrio transversal. A primeira etapa desta
pesquisa foi caracterizar a DMO do colo do fémur e da coluna lombar, e todas as
variaveis propostas (perfil glicidico, lipidico, hormonal, antropométrico e genético).
Apés a etapa de caracterizacdo da populacdo estudada, investigou-se a associacao entre

os dados da DMO e os dados das variaveis descriminadas neste estudo.

5.2 PARTICIPANTES DA PESQUISA

As participantes da pesquisa foram individuos do sexo feminino, com faixa etéaria
igual ou superior a 60 anos, matriculadas na Universidade Aberta & Terceira Idade
(UAT]I) do campus | da Universidade do Estado da Bahia (UNEB). Apds convite para a
participacdo na pesquisa na sede da UATI, 142 alunas se cadastraram como voluntarias
para a pesquisa. Foram considerados critérios de exclusdo: histérico de cancer inferior a
5 anos, ser portador de doenca renal aguda ou crénica, ou de artrite reumatoide. N&o
foram excluidos dos estudos de associacdo 0s dados das pessoas que faziam uso regular
de farmacos que alterem o metabolismo désseo, como, por exemplo, 0 uso continuo de
bifosfonados, anti-hipertensivos, anticoagulantes, anticonvulsivantes, estatinas, ou em
terapia de reposi¢do hormonal, sendo essas informagGes devidamente consideradas na
analise estatistica dos dados.

5.3 COLETA DOS DADOS DAS PARTICIPANTES DA PESQUISA

5.3.1 Entrevista e exame fisico

O primeiro contato com as voluntarias da pesquisa ocorreu no Centro de Estudos
e Atendimento Dietoterapico (CEAD) da UNEB. Foi realizada uma entrevista com
aplicacdo de questionario estruturado por profissional técnico qualificado, previamente
treinado, para obter informagdes sociodemograficas, clinicas e antecedentes médicos
das idosas. Em seguida, foi realizado o exame fisico para mensuracdo dos parametros

antropomeétricos: peso, altura, circunferéncia da cintura (CC), do abdémen (CA), do
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quadril (CQ) e do braco (CB) conforme descrito previamente 192194 Com a medida de
peso e altura, foi calculado o IMC de cada sujeito de pesquisa.

5.3.2 Densitometria 6ssea

As participantes da pesquisa foram encaminhadas para o Centro de Referéncia
Estadual de Atencdo a Saude do Idoso (CREASI) para a realizacdo da densitometria
0ssea que verifica a DMO. A técnica utilizada no exame foi a absorciometria de dupla
emissdo de raio X (Dual-Energy X-ray Absorptiometry), que expressa a quantidade de
mineral nos tecidos 6sseos trabeculares em gramas por centimetro quadrado scaneado
(g/cm?) 2°, O aparelho utilizado para a realizagdo do exame foi o Lunar Prodigy Primo,
e o software para analise foi 0 enCORE, ambos da GE Healthcare (Univen Healthcare
Ltda, Curitiba-PA, Brasil). Também foram solicitados resultados de densitometrias
prévias realizadas em menos de 2 anos, e quando o resultado apresentou osteoporose,

uma nova densitometria foi solicitada.

Os dados de DMO foram caracterizados de acordo com o resultado do escore T
(AT) da densitometria 6ssea do colo do fémur e da coluna lombar, conforme orientacéo
da Organizacdo Mundial de Saude, que compara os valores de massa mineral na éarea

escaneada do individuo com os valores de referéncia da populagéo adulta jovem °2°:

a) DMO normal: AT ndo ultrapassa 1DP (desvio padrdo) abaixo da média da
populacdo adulta jovem (AT > -1DP).

b) Osteopenia: os valores do escore T se encontram entre 1 a 2,5 DP abaixo da
média da populacgdo adulta jovem (-1 DP < AT < -2,5DP)

c) Osteoporose: os valores do escore T sdo maiores que 2,5 DP abaixo da média

da populacédo adulta jovem (AT < -2,5DP)

Como houve poucos casos de osteoporose encontrados nas participantes do
estudo, 0s grupos categoricos para a analise de dados foram: DMO normal (AT>-1DP) e
DMO baixa (AT< -1DP) para o colo do fémur ou para a coluna lombar. Os dados brutos
de massa mineral 6ssea do colo do fémur e da coluna lombar também foram analisados
de forma continua para averiguar correlacdo com as demais varidveis propostas no

estudo.
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5.3.3 Coleta de sangue

A coleta do sangue venoso foi feita com a idosa em jejum no Laboratério de
Analises Clinicas e Toxicologicas da Faculdade de Farmacia (LACTFAR) da UFBA,
conveniado ao SUS. Uma amostra de 10 mL de sangue em tubo EDTA foi encaminhada
para 0 Laboratorio de Genética da UNEB, para extracdo de DNA gendmico de cada
voluntaria da pesquisa. Uma aliquota de soro foi encaminhada ao Laboratorio de
Analises Clinicas da APAE para dosagem de PTH. A lista das biomoléculas dosadas no
sangue, seus respectivos métodos para dosagem e valores de referéncia estdo descritos
no quadro 2.

Quadro 2- Exames de sangue para dosagem de horménios e outras biomoléculas e seus
respectivos métodos de anélise e valores de referéncia.

Exame

Método de Analise

Valores de Referéncia

Glicose de jejum

Enzimatico/automatizado

70 a 99 mg/dL

Hb1AC

Imunoturbidimetria

<6,5% (<48mmol/mol)

Insulina de jejum

Eletroquimioluminescéncia

1,90 a 23,00 pUI/mL

Colesterol total

Enzimatico/automatizado

Desejavel < 190 mg/dL

HDL Enzimatico/automatizado Desejavel > 40mg/dL
(Conforme categoria de risco cardiovascular)
3 . Se baixo risco: < 130 mg/dL
LDL Foérmula de Friedewald

Se risco intermediario: < 100mg/dL
Se alto risco: < 70mg/dL
Se risco muito alto: < 50mg/dL

Triglicerideos Enzimatico/automatizado < 150mg/dL
Estradiol Quimioluminescéncia (Menopausa)
Até 46 pg/mL

FSH (horménio
foliculo estimulante)

Quimioluminescéncia

(P6s-menopausa)
Sem TRH: 13,9 a 103,1 mUl/mL
Com TRH: 1,7 a 96,8 mUIl/mL

PTH (Paratormdnio) | Quimioluminescéncia 14,5 a 87,1 pg/mL
250H-Vitamina D Imunoensaio Quimioluminescente

de Microparticulas - CMIA 30,0260,0 ng/mL
Calcio sérico Arsenazo |11 8,82 11,0 mg/dL

Fosforo sérico

Fosfomolibdato - UV

2,5a4,9 mg/dL

Fosfatase alcalina

Colorimétrico

65 a 300 U/L

Proteina C-Reativa

Nefelometria

<6 mg/dL

5.3.4 Genotipagem de DNA gendmico

O DNA gendmico foi extraido a partir de amostra de sangue venoso usando o kit

de extragdo PureLink® Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)
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seguindo as instrucfes do fabricante. A quantificacdo (ng) e pureza (260/280: 1,6 a 2,0)
do DNA extraido foi realizada por espectrofotometria usando Nanodrop™ One/OneC
(Thermo Scientific™, Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). As amostras de DNA

extraido ficaram armazenadas em freezer a -80°C.

Apos diluicdo das amostras de DNA com &gua ultrapura para padronizagdo na
concentragdo de Sng/ul, uma aliquota de 1,0uL de cada amostra foi transferida para
pocos na placa de 384-pocos especificas para a genotipagem. Em cada poco, foi
adicionado 9,0 uL de ensaio TagMan® pré-desenhado para genotipagem contendo 0s

primers e as sondas de cada SNP.

No total, foram escolhidos cinco SNPs: trés SNPs estédo localizados no 8q.24, nas
proximidades ou dentro do TNFRSF11B, que codifica a OPG (rs2062377A/T,
ID:C___ 1970989 10; rs3102735C/T, ID:C__ 1971046 10; e rs6469804A/G,
ID:C__ 1968557 _10); e dois SNPs estdo localizados no 13g14 nas proximidades do
TNFSF11B que codifica o0 RANKL (rs9594738C/T, ID: C__ 30459982 20; e
rs9525641C/T, ID:C__30171941 10). O volume final em cada poco da placa de 384 foi
de 10uL, sendo constituido de 1,0uL de DNA genbémico, e 9,0uL da solu¢ao de agua
ultrapura, Mastermix TagMan® e o0 ensaio (sondas e primers) TagMan® para
genotipagem (Thermo Scientific™, Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). A
amplificacdo e leitura dos gendtipos dos SNPs foram realizadas por reacdo em cadeia da
polimerase em tempo real (RT-PCR), utilizando o Quantstudio 6 Flex® (Thermo
Scientific™, Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).

5.4 ANALISE ESTATISTICA

A andlise estatistica dos dados foi realizada utilizando o programa Statistical
Package for Social Sciences for Windows versdo 21.0 (SPSS Inc., Chicago, Estados
Unidos). Teste de normalidade Shapiro-Wilk foi realizado para as variaveis continuas,
sendo os dados apresentados como média e desvio padrdo (DP), quando a distribuicéo
foi normal, ou mediana e intervalo interquartil (11Q), para os dados com distribuicdo
ndo-normal. Dados de varidveis categoricas foram apresentados por frequéncias

absoluta (n) e relativa (%).
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Testes do X? de Pearson e Exato de Fisher foram utilizados para verificar
associacao de variaveis categdricas entre os grupos DMO normal e DMO baixa para
colo de fémur e coluna lombar. O teste T de Student (paramétrico) e teste de Mann-
Whitney (ndo paramétrico) foram utilizados para verificar associacdo de variaveis
continuas entre os grupos DMO normal e DMO baixa para colo de fémur e coluna
lombar. Coeficiente de correlacdo de Pearson e de Spearman foram utilizados para
analise de correlacdo linear entre as varidveis do estudo com a massa mineral dssea do

colo do fémur e da coluna lombar.

As frequéncias genotipicas dos SNPs foram testadas quanto ao Equilibrio de
Hardy-Weinberg (HWE) através do programa Winpepi, versdo 11.65. Para a
comparacdo dos valores quantitativos de massa mineral éssea do colo do fémur e da
coluna lombar entre os genotipos de cada SNP, foi realizada a analise de variancia de

uma via (ANOVA one-way). Significancia estatistica foi considerada quando p<0,05.

A anélise de regressdo linear foi realizada para previsdo da variabilidade da massa
mineral 6ssea do colo do fémur e coluna lombar. As variaveis independentes que
atingiram o nivel de significancia p<0,05 nas andlises estatisticas univariadas foram
selecionadas para a regressao, bem como possiveis variaveis confundidoras, como

idade, anos de menopausa, pratica de exercicio fisico e etilismo.

Foi realizada a regressdo logistica bivariada para analisar se as variaveis
investigadas no estudo sdo preditoras e se ha risco de DMO baixa no colo do fémur e/ou
na colunar. As possiveis varidveis preditoras inseridas na regressdao foram as que
atingiram nivel de significancia p<0,25 nas analises univariadas, bem como a idade,
anos decorridos desde a menopausa, e 0s niveis séricos de estradiol como variaveis

confundidoras.

5.5 CONSIDERACOES ETICAS

O presente estudo seguiu as normas éticas estabelecidas na Declaracdo de
Helsinki e na Resolugdo 466/2012. Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em
Pesquisa da UNEB via “Plataforma Brasil” (N° CAAE 32401614.6.0000.0057).
Somente os individuos que expressaram disponibilidade e vontade de participar da
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pesquisa atraves do termo de consentimento livre e esclarecido assinado foram
recrutados para a realizacdo dos procedimentos experimentais. Foi assegurado o direito
de sigilo sem associacdo dos nomes dos voluntarios aos dados e resultados dos estudos,

bem como o direito de desistir de participar da pesquisa em qualquer estagio do estudo.



Resultados
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6 RESULTADOS

6.1 ARTIGO 1

Efeito do perfil glicidico, lipidico e antropométrico sobre a densidade mineral 6ssea
de idosas de ancestralidade miscigenada

RESUMO

Introducéo: A redugdo da densidade mineral éssea (DMO), que ocorre tipicamente na
osteoporose, induz a fragilidade 6ssea e susceptibilidade a ocorréncia de fraturas,
principalmente em idosas e mulheres apdés a menopausa. As correlacdes entre
obesidade, dislipidemia, hiperglicemia, disturbios hormonais e alteracbes no sistema
imunoldgico com a osteoporose sdo amplamente discutidas no meio cientifico. No
entanto, os resultados dessas correlacfes sdo contraditérios, variando a depender dos
habitos de vida e da etnia da populacdo estudada. Objetivo: Caracterizar a DMO e
verificar suas possiveis associagdes com o perfil glicidico, lipidico, hormonal e
antropométrico em idosas fisicamente ativas e de ancestralidade mista. Métodos:
Estudo de corte transversal, que incluiu 67 idosas, com idade >60 anos, matriculadas em
uma unidade de ensino em Salvador-BA. As participantes foram entrevistadas para
obtencdo de dados sociodemograficos e antropométricos. Foram realizados exames
bioquimicos de sangue para dosagem de biomoléculas do perfil glicidico, lipidico,
metabdlico e hormonal. A DMO do fémur proximal e da coluna lombar foi averiguada
por meio de densitometria dssea. Testes estatisticos foram realizados para verificagdo de
possiveis associacOes e correlaces entre as variaveis do estudo e a DMO do colo do
fémur e da coluna lombar. Resultados: Todas as variaveis antropométricas
apresentaram correlacdo positiva com a massa mineral 6ssea, tanto do colo do fémur
quanto da coluna lombar. A PCR e estradiol apresentaram correlacdo positiva com a
massa mineral do fémur e lombar, respectivamente. Houve correlacdo negativa entre
massa mineral da coluna lombar com colesterol total e LDL. O peso corporal foi o
preditor mais importante para a variabilidade da massa 6ssea do colo do fémur e da
coluna lombar. Em menor propor¢do, os niveis de estradiol e de LDL mostraram ser
preditores da massa mineral do colo do fémur e da coluna lombar, respectivamente.
Conclusdo: Entre todas as variaveis analisadas, o peso corporal parece ser o principal
fator que influencia em maiores valores de DMO em idosas miscigenadas praticantes de
atividade fisica. O estradiol foi preditor para maiores valores de DMO no colo do fémur,
e o LDL foi preditor para menores valores de DMO na coluna lombar no nosso grupo
amostral.

Palavras-chave: Idosas. Densidade mineral dssea. Etnia. Antropometria. Colesterol.

INTRODUCAO

O “envelhecimento bioldgico” ¢ acompanhado de mudangas hierarquicamente
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organizadas no nivel molecular e celular que, com o avancar da idade, manifesta-se com
alteragbes funcionais’®. Todos os sistemas do organismo sofrem efeitos do
envelhecimento, levando a repercussdes clinicas importantes no metabolismo e na
qualidade de vida de individuos idosos, tornando-os mais susceptiveis ao

desenvolvimento de doencas cronicas *.

A osteoporose, caracterizada por reducdo de massa Ossea e deterioracdo de sua
microarquitetura, induz a fragilidade Ossea e grande susceptibilidade a ocorréncia de
fraturas, particularmente em individuos com idades mais avancadas. A osteoporose
contribui com altas taxas de morbimortalidade em idosos e com altos custos para o setor
de satde 2°. Sua etiologia esta associada a diversos fatores, dentre eles alteracGes

metabolicas e enddcrinas, decorrentes de fatores genéticos e/ou ambientais &°.

Os principais determinantes da osteoporose pds-menopausa envolvem
mecanismos enddcrinos, a exemplo da deficiéncia de estrogénio, de vitamina D, e
hiperparatireoidismo secundério, fatores amplamente frequentes em idosos. Contudo,
nos ultimos anos, tem se tornado evidente que os mecanismos fisiopatoldgicos da
osteoporose envolvem interacfes complexas, entre outros fatores, como os metabdlicos
e imunoldgicos, os quais sdo influenciados diretamente pelo estilo de vida e pelos
habitos alimentares 1617, Qutro fator que influencia a densidade mineral 6ssea (DMO)
sdo 0s aspectos étnicos/raciais, sendo observado que individuos negros apresentam

maior DMO do que individuos caucasianos e asiaticos 10810,

Dislipidemia, alteracdes do perfil glicidico, inflamagdo crénica e os préprios
parametros antropométricos, como o indice de massa corporal (IMC), massa magra e
massa gorda, tém influéncia na DMO em individuos idosos 3167273110 Ajnda ndo esta
evidente na literatura cientifica como esse conjunto de fatores interfere na DMO em
individuos de ancestralidade mista. Dessa forma, este estudo visa investigar a
associacdo entre DMO, parametros lipidicos, glicidicos e antropométricos em idosas de
etnia miscigenada em Salvador-BA.

MATERIAL E METODOS

Delineamento do estudo e Participantes da pesquisa

Este estudo de corte transversal seguiu as normas éticas estabelecidas na
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Declaragdo de Helsinki e na Resolugdo 466/2012, sendo aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa da UNEB (CAAE 32401614.6.0000.0057). Os individuos que expressaram
disponibilidade e vontade de participar assinaram o termo de consentimento livre e

esclarecido.

Foram recrutadas 142 idosas matriculadas em uma unidade de ensino em
Salvador-BA. Os critérios de inclusdo eram pertencer ao sexo feminino e ter 60 anos ou
mais. Das 142 idosas entrevistadas, 67 foram incluidas no estudo, pois realizaram todos
0s exames biogquimicos de sangue e a densitometria dssea requisitados para a anélise de
dados. Foram excluidas do estudo pessoas com historico de cancer diagnosticado em
um periodo de pelo menos 5 anos; individuos portadores de doenga renal aguda ou
crbnica, ou de artrite reumatoide. Ndo foram excluidas pessoas em uso de terapia de
reposicdo hormonal (TRH), ou com uso regular de farmacos que alterem o metabolismo
6sseo, como, por exemplo, bifosfonados, uso continuo de corticosteroides,
anticoagulantes ou anticonvulsivantes, sendo essas informagdes devidamente
consideradas na anélise estatistica dos dados. O desenho experimental esta descrito de

maneira resumida na Figura 1.

Entrevista para aquisicio de
dados sociodemogrificos,
anamnese e exame fisico (n=142)

[35 nao rea]izaram] 64 nio realizaram
exame de sangue a densitometria

Exames bioquimicos Densitometria dssea
de sangue (n=107) (n=78)

R

Anilise estatistica dos Dados \

(n=67)
* Normalidade: Shapiro-Wilk '
lemm== L : . [ - -
Resultados iessl.:c:c;la-;ac. X2 de Pearson e Exato Resultadn
encaminhados 18 ei encaminhados
[n=107] . Correla{;ao:_PeaIson e_Sp&a:man [n=78]
& Regressio linear multipla /

Figura 1. Fluxograma com o desenho do estudo.
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Medidas antropométricas

Durante a entrevista, foram coletados os dados antropométricos das idosas
participantes da pesquisa. Foi mensurado o peso corporal (kg) com uso de balanca
digital (Toledo®) e a altura com estadiémetro vertical portatil (Welmy®). O IMC foi
calculado utilizando a seguinte formula: [peso corporal (kg)/altura*altura (m?)]. As
circunferéncias da cintura (CC), do abdémen (CA), quadril (CQ) e brago (CB) foram
aferidas com fita inelastica de fibra de vidro, com dois metros de comprimento, préprias
para avaliagbes antropométricas. A CC foi mensurada no plano horizontal do ponto
médio entre a Ultima costela e a borda superior da crista iliaca, enquanto que a CA foi
aferida no plano horizontal da porgcdo de maior extensdo anterior do abdome. A CQ foi
mensurada no maior didmetro do quadril, passando a fita sobre os trocanteres maiores, e

a CB no ponto médio entre o processo acromial da escapula e o olécrano da ulna 1027104,

Medidas de DMO

A DMO foi mensurada pelo exame de densitometria 6ssea do colo do fémur e da
coluna lombar (L1-L4), utilizando a técnica Dual-Energy X-ray Absorptiometry
(DEXA), que expressa a quantidade de mineral nos tecidos 0sseos trabeculares em
gramas por centimetro quadrado escaneado (g/cm?) (29). O aparelho utilizado para a
realizacdo do exame foi o Lunar Prodigy Primo, e o software para andlise foi o
enCORE, ambos da GE Healthcare (Univen Healthcare Ltda, Curitiba-PA, Brasil). De
acordo com os resultados do escore T (AT), as idosas foram categorizadas em dois
grupos: DMO normal (AT>-1,0) e DMO baixa (AT<-1,0), tanto para o colo do fémur,
quanto para a coluna lombar. Além disso, os dados brutos de massa mineral Gssea
também foram utilizados como varidveis continuas para analise de correlacdo linear

bivariada e regressado linear multipla.

Exames bioquimicos de sangue

Para investigacdo do perfil glicémico, lipidico, metabdlico e hormonal dos
sujeitos de pesquisa, foi realizada a coleta de sangue venoso periférico com a voluntaria
em jejum. Foram dosados os niveis séricos das seguintes moléculas: glicose (método
enzimatico/automatizado);  hemoglobina  glicada  (HbA1C, pelo  método

imunoturbidimetria); insulina de jejum (método eletroquimioluminescéncia); colesterol
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total (CT), lipoproteina de alta densidade (HDL) e triglicerideos (TG, pelo método
enzimatico/automatizado); lipoproteina de baixa densidade (LDL, pela formula de
Friedewald); 25(OH)-vitamina D (método quimioluminescéncia); paratorménio (PTH),
horménio foliculo estimulante (FSH) e estradiol (método quimioluminescéncia);
fosfatase alcalina (método colorimétrico); calcio total (método colorimétrico Arsenazo
I11); fosforo (método colorimétrico Fosfomolibdato-UV); proteina C-reativa (PCR, pelo

método nefelometria).

Analise estatistica

A analise estatistica dos dados foi realizada utilizando o programa Statistical
Package for Social Sciences for Windows versdo 21.0 (SPSS Inc., Chicago, Estados
Unidos). Teste de normalidade Shapiro-Wilk foi realizado para as variaveis continuas,
sendo os dados apresentados como média e desvio padrdo (DP), quando a distribuicéo
foi normal, ou mediana e intervalo interquartil (11Q), para os dados com distribuicéo
ndo-normal. Dados de varidveis categoricas foram apresentados por frequéncias
absoluta (n) e relativa (%). Testes do X? de Pearson e Exato de Fisher foram utilizados
para verificar associacdo de varidveis categéricas entre os grupos DMO normal e DMO
baixa para colo de fémur e coluna lombar. O teste T de Student (paramétrico) e teste de
Mann-Whitney (ndo paramétrico) foram utilizados para verificar associacdo de
varidveis continuas entre os grupos DMO normal e DMO baixa para colo de fémur e
coluna lombar. Coeficiente de correlacdo de Pearson e de Spearman foram utilizados
para analise de correlacdo linear entre as variaveis do estudo com a massa mineral éssea
do colo do fémur e da coluna lombar. A regressdo linear maltipla foi realizada para
previsdo da variabilidade da massa mineral 6ssea do colo do fémur e coluna lombar. O
modelo escolhido para a regressdo foi o stepwise: forward. As variaveis que atingiram
nivel de significancia estatistica nas analises univariadas, bem como varidveis
clinicamente importantes que influenciam no metabolismo 0sseo, foram selecionadas
como variaveis independentes para a regressdo. Significancia estatistica foi considerada

quando p=<0,05.

RESULTADOS

A tabela 1 mostra os dados sociodemograficos e clinicos das 67 idosas incluidas
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no estudo, distribuidas em dois grupos (DMO normal e DMO baixa), conforme os

resultados da densitometria 6ssea do colo de fémur e da coluna lombar.

De acordo com o AT dos resultados da densitometria 6ssea do colo de fémur, 31
(46,3%) idosas apresentaram DMO normal, e 36 (53,7%) apresentaram DMO baixa
(tabela 1, coluna central). Em ambos os grupos, a maioria das idosas se autorreferiram
pardas (DMO normal=45,2%; DMO baixa=52,8%; p=0,549) e eram praticantes de
atividade fisica (DMO normal=87,1%, DMO baixa=91,7%; p=0,696). Ndo houve
diferencas estatisticas quanto ao consumo de alcool (p=0,146), a terapia de reposi¢édo
hormonal (p=0,094), & suplementacdo de vitamina D (p=0,747) e ao uso de farmacos
bifosfonados e estatinas (p=0,205, p=0,509, respectivamente) entre os grupos DMO
normal e DMO baixa do colo do fémur. Nao houve diferenca estatistica significante na

média da idade (p=0,996) e nos anos decorridos ap6s a menopausa (p=0,396) entre

esses dois grupos.

Tabela 1.Dados sociodemogréficos e clinicos das voluntéarias da pesquisa distribuidas em grupos de acordo com os
resultados da densitometria 6ssea de colo de fémur (DMO normal ou baixa) e de vértebras lombares L1-L4 (DMO

normal ou baixa).

COLO DE FEMUR (n=67)

COLUNA LOMBAR L1-L4 (n=67)

DMO normal DMO baixa DMO normal DMO baixa
(n=31) (n=36) (n=36) (n=31)

VARIAVEIS CONTINUAS Meédia (DP) Média (DP) p-valor Média (DP) Média (DP)
Idade (anos) 68,6 4,2 68,6 5,4 0,996 68,4 4,6 68,9 5,2
Anos de menopausa (anos) 18 57 19,5 7,7 0,396 18,2 7 19,6 6,7
Massa mineral - Fémur (g/cm?) 0,968 0,061 0,801 0,062 0,000* 0,918 0,096 0,832 0,095
Massa mineral - Lombar (g/cm?) 1,127 0,112 0,988 0,131 0,000* 1,152 0,077 0,937 0,103
VARIAVEIS CATEGORICAS N % N % p-valor N % N %
Etnia

branca 5 16,1% 4 11,1% 7 19,4% 2 6,5%

preta 12 38,7% 11 30,6% 0,548 12 33,3% 11 35,5%

parda 14 45,2% 21 58,3% 17 47,3% 18 58,0%
Exercicio Fisico

sim 27 87,1% 33 91,7% 0,696 32 88,9% 28 90,3%
Etilista

sim 17 54,8% 13 36,1% 0,146 19 52,8% 11 35,5%
Diabetes Mellitus tipo 2

sim 3 9,7% 8 22,2% 0,167 7 19,4% 4 12,9%
Terapia de Reposi¢cdo hormonal

sim 3 9,7% 0 0% 0,094 3 8,3% 0 0%
Suplementacéo de Vitamina D

sim 15 48,8% 16 44,4% 0,747 16 44% 15 48%
Bifosfonados

sim 1 3,2% 5 13,9% 0,205 2 5,6% 4 12,9%
Estatinas

sim 13 41,9% 18 50% 0,509 17 47,2% 14 45,2%

p-valor
0,649
0,418
0,001*
0,000*

p-valor

0,321

0,219

0,471

0,243

0,747

0,404

0,866

O teste estatistico utilizado para comparacdo das médias das varidveis continuas foi o teste T de Student. O teste estatistico utilizado para
comparacédo das frequéncias das variaveis categoricas foi o teste associagédo de Pearson e, quando indicado, o Exato de Fisher. Nivel de

significancia estatistica p<0,05.

Legenda: DMO, densidade mineral 6ssea; DP, desvio padréo.
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De acordo com o AT da densitometria 6ssea da coluna lombar, observou-se que 36
(53,7%) apresentavam DMO normal, enquanto 31 (46,3%) apresentavam DMO baixa
(tabela 1, coluna a direita). Semelhante aos resultados do colo do fémur, em ambos os
grupos, a maioria das idosas se autodeclararam pardas (DMO normal =45,2%; DMO
baixa=54,8%; p=0,472) e eram praticantes de atividade fisica (DMO normal=88,9%,
DMO baixa=90,3%; p=1). Ao comparar o grupo de idosas com DMO normal e DMO
baixa da coluna lombar, ndo houve diferencas estatisticas significantes quanto a média
de idade (p=0,649), aos anos de menopausa (p=0,418), ao consumo de alcool (p=0,219),
a terapia de reposicdo hormonal (p=0,243), suplementacdo de vitamina D (p=0,747) e

ao uso de farmacos bifosfonados e estatinas (p=0,404, p=0,866, respectivamente).

A tabela 2 mostra a comparacdo das medidas de tendéncia central dos resultados

dos exames bioquimicos e antropométricos entre o grupo de idosas com DMO normal e

DMO baixa no colo de fémur e na coluna lombar.

Tabela 2. Comparacao dos dados de exames bioquimicos e antropométricos entre o grupo de idosas com DMO

normal (n=31) e DMO baixa (n=36) do colo do fé mur e DMO normal (n=36) e DMO baixa (n=31) da coluna

lombar (vértebras L1 a L4).

COLO DE FEMUR (n=67)

DMO normal

DMO baixa

(n=31)
Meédia (DP) ou

(n=36)

Meédia (DP) ou

COLUNA LOMBAR (L1-L4)

DMO normal

DMO baixa

(n=36)
Meédia (DP) ou

(n=31)

Meédia (DP) ou

VARIAVEIS Mediana (11Q)  Mediana (11Q) p-valor Mediana (1Q) Mediana (1Q) P Valor
Perfil glicidico
Hb1AC (%)* 5,7 (0,9) 5,7 (1,0) 0,990 5,7 (0,9) 5,6 (0,9) 0,450
Glicemia de jejum (mg/dL)? 94,3 (12,3) 98,6 (17,6) 0,260 97,8 (13,6) 96,0 (19,1) 0,965
Insulina (uUI/mL) 8,6 (5,1) 8,2 (4,1) 0,836 8,9 (5,0) 7,7 (3,9) 0,302
Perfil lipidico
Colesterol total (mg/dL) 213,3 (44,5) 217,2 (51,9) 0,740 203,8 (41,3) 228,9 (52,9) 0,032*
HDL (mg/dL) 59 (12,4) 59,3 (11,3) 0,924 56,7 (11,5) 62,0 (11,5) 0,064
LDL (mg/dL) 133,8 (38,4) 134,8 (47,3) 0,922 124,9 (34,6) 145,2 (49,5) 0,061
Triglicérides (mg/dL)? 108,0 (77,0) 105,5 (78,3) 0,701 111,5 (74,3) 103,0 (74,0) 0,336
Outros aspectos bioquimicos
Fosfatase alcalina (U/L)? 183,0 (67,0) 181,2 (99,4) 0,763 176,2 (76,3) 192,0 (81,8) 0,339
Caélcio Total (mg/dL) 9,7 (0,4) 9,7 (0,5) 0,505 9,7 (0,4) 9,7 (0,5) 0,664
Fosforo (mg/dL) 3,8 (0,4) 3,9 (0,4) 0,465 3,9 (0,4) 3,9 (0,4) 0,704
Proteina C reativa (mg/L)? 3,0 (3,1) 2,4 (1,5) 0,146 2,7 (2,6) 2,7(1,9 0,955
Aspectos hormonais
250H-Vitamina D (ng/mL) 33,9 (7,1) 31,7 (5,7) 0,166 33,3 (7,0) 31,9 (5,8) 0,380
FSH (muUl/mL) 61,1 (22,6) 63,8 (22,6) 0,628 60,9 (22,5) 64,5 (22,6) 0,515
Estradiol (pg/mL)? 10,0 (3,9) 10,0 (2,5) 0,728 10,0 (5,9) 10,0 (0,0) 0,012*
PTH (pg/mL)> 34,7 (12,7) 35,9 (11,1) 0,860 38,5 (21,3) 42,6 (26,4) 0,980
Aspectos antropométricos
Peso corporal (kg) 71,4 (10,9) 63,7 (10,9) 0,005* 69,9 (12,2) 64,2 (10,0) 0,041*
Altura (m) 1,57 (0,06) 1,55 (0,06) 0,240 1,57 (0,06) 1,55 (0,06) 0,198
IMC (kg/m?) 29,02 (4,09) 26,49 (4,28) 0,016* 28,41 (4,53) 26,79 (4,03) 0,131
Circunferéncia da cinturat (cm) 92,9 (10,7) 85,6 (16,7) 0,044* 91,8 (10,6) 85,7 (17,8) 0,139
Circunferéncia abdominal (cm) 96,7 (11,7) 91,8 (10,2) 0,077 94,5 (12,1) 93,4 (10,0) 0,963
Circunferéncia do quadril (cm) 103,5 (9,3) 98,8 (9,4) 0,047* 102,4 (10,7) 99,3 (8,0) 0,178
Circunferéncia do brago (cm) 31,4 (3,7) 29,2 (3,6) 0,017* 31,1 (4,1) 29,3 (3,1) 0,053

aAs variaveis que apresentam que apresentaramdistribui¢do ndo normal no teste de normalidade tem valores de tendéncia central

apresentados como mediana (11Q)

IN=64. Faltam dados de 3 pessoas que compdem o grupo DMO normal tanto para colo do fémur quanto para coluna lombar.
*Significancia estatistica (P<0,05) no teste T ou no teste de Mann-Whitney para comparacdo de médias e mediana, respectivamente, em

amostras independentes.

Legenda: DP, desvio padrédo; FSH, hormonio foliculo-estimulante; Hb1AC, hemoglobina glicada; HDL, lipoproteina de alta densidade; 11Q,

intervalo interquartil; IMC, indice de massa corporal; LDL, lipoproteina de baixa densidade; PTH, paratorménio.
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Dos exames bioquimicos, nenhuma das variaveis relacionadas com o perfil
glicidico, lipidico, hormonal e outros aspectos bioquimicos apresentaram diferenca
estatistica significante quando comparadas entre o grupo DMO normal e DMO baixa no
colo do fémur. No entanto, quanto aos aspectos antropométricos, observou-se que a
média dos valores de peso corporal, IMC, CC, CQ e CB foram maiores no grupo DMO
normal, quando comparados ao grupo DMO baixa no colo de fémur, e essas diferencas
foram significantes estatisticamente [ver valores de média (DP) ou mediana (11Q), bem

como p-valor na tabela 2, coluna central.

A coluna a direita da tabela 2 mostra os valores de média (DP) ou mediana (11Q)
das variaveis investigadas nos grupos DMO normal e DMO baixa para a coluna lombar.
De maneira semelhante, nenhuma das variaveis que compdem o perfil glicidico nem de
outros aspectos bioquimicos apresentaram diferenca estatistica significante quando
comparados entre o grupo DMO normal e DMO baixa. No entanto, observou-se que,
das variaveis do perfil lipidico, a média dos valores de CT foi significativamente maior
no grupo DMO baixa quando comparada ao grupo DMO normal. Além disso, dentre os
horménios investigados, houve diferenca estatistica apenas entre 0s niveis séricos de
estradiol entre o grupo DMO normal e DMO baixa. Quanto aos aspectos
antropométricos, observou-se que apenas a média dos valores de peso corporal foi
significativamente maior no grupo DMO normal, quando comparada ao grupo DMO
baixa na coluna lombar. Os demais parametros antropométricos (altura, IMC, CC, CA,
CQ e CB) ndo apresentaram diferencas estatisticas significantes entre os grupos [ver
valores de média (DP) ou mediana (11Q), bem como p-valor na tabela 2, coluna a
direita].

No intuito de aumentar o poder das andlises, investigaram-se possiveis
correlagcdes entre as varidveis: idade, anos de menopausa, € todas as varidveis que
compdem o perfil glicidico, lipidico, hormonal, outros aspectos bioquimicos e o0s
parametros antropomeétricos com os valores de massa mineral dssea do colo de fémur e
coluna lombar. A tabela 3 mostra os valores do coeficiente de correlagdo e o p-valor
dessas correlacdes. E possivel observar que existe correlagdo positiva significante, de
forca moderada, entre os pardmetros antropométricos peso corporal, IMC, CQ e CB
com os valores de massa mineral 6ssea do colo do fémur. A correlagéo entre as variaveis
antropomeétricas altura e CA com a massa mineral 6ssea do colo do fémur foi positiva,

estatisticamente significante, de forca fraca. Outra varidvel que apresentou correlacéo
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positiva fraca, significante com a massa mineral éssea do colo de fémur, foi a PCR

(tabela 3, coluna do meio).

Tabela 3. Correlagdo entre as variaveis investigadas nos exames bioquimicos de
sangue e os valores de massa mineral 6ssea do colo de fémur e da coluna lombar
(L1-L4) em idosas de Salvador-BA.

COLO DO FEMUR COLUNA LOMBAR
Massa mineral éssea Massa mineral dssea

/cm? (g/cm?)
VARIAVEL Coeficiente p p-valor Coeficiente p p-valor
ldade (anos)? -,079 ,527 ,005 ,969
Anos de menopausa (anos) -,253 ,039 -,004 , 977
Perfil glicidico
Hbl1AC? 0,000 0,998 0,188 0,127
Glicemia de jejum? -0,188 0,127 0,124 0,317
Insulina ,109 ,379 171 , 167
Perfil lipidico
Colesterol total -,085 ,493 =277 ,023
HDL , 101 414 -,184 , 136
LDL -,078 ,529 -,286" ,019
Triglicérides? -,138 ,267 ,082 ,511
Outros aspectos bioguimicos
Fosfatase alcalina? -,097 ,436 -,107 ,388
Calcio Total -,221 ,072 -,016 ,900
Fésforo -,092 ,460 ,015 ,906
Proteina C reativa® 277" ,023 ,143 ,248
Aspectos hormonais
250H-Vitamina D -,012 ,925 ,059 ,633
FSH -,071 ,567 -,073 ,555
Estradiol® ,193 ,118 243" ,047
PTH? -,043 ,730 ,009 ,942
Aspectos antropomeétricos
Peso corporal (kg) ,503"" ,000 ,382"" ,001
Altura (m) ,255" ,038 ,114 ,359
IMC (Kg/m2) 423" ,000 ,366 ,002
Circunferéncia da cintura (cm)? ,4007" ,001 41177 ,001
Circunferéncia abdominal (cm) ,339™ ,005 2717 ,026
Circunferencia do quadril (cm) 416 ,000 ,329™ ,007
Circunferéncia do brago (cm) 462" ,000 ,370" ,002

aVariaveis comdistribui¢cdo ndo-normal, sendo utilizado o coeficiente de correlagédo (rh6) de
Spearman. Para as demais variaveis, foi-se utilizado o coeficiente de correlacdo de Pearson.
IN=64. Faltam dados de 3 pessoas que compdem o grupo DMO normal tanto para colo do
fémur, quanto para coluna lombar.

*A correlagéo é significativa no nivel 0,05 (2 extremidades). **A correlagéo € significativa no
nivel 0,01 (2 extremidades).

Legenda: FSH, hormdnio foliculo-estimulante; Hb1AC, hemoglobina glicada; HDL, lipoproteina
de alta densidade; IMC, indice de massa corporal; LDL, lipoproteina de baixa densidade; PTH,
paratormdnio.
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Quanto as correlagdes com a massa mineral ¢ssea da coluna lombar (vértebras L1-
L4), observou-se que as variaveis antropomeétricas apresentam fraca correlagao
estatisticamente significante (tabela 3, coluna a direita). O CT e LDL apresentaram
correlagcdo negativa significante de fraca forca com a massa mineral 6ssea da coluna
lombar. Por fim, apesar de os niveis de estradiol ndo terem apresentado correlagao
significante com a massa mineral éssea do colo do fémur, houve fraca correlacdo

positiva significante com os valores de massa mineral 6ssea da coluna lombar.

Por fim, foi realizada regressdo linear multipla para verificar se as variaveis
antropométricas, os niveis de PCR, CT, LDL e os niveis de estradiol, bem como a idade,
anos de menopausa, etnia e pratica de exercicio fisico, eram previsores da massa
mineral 6ssea do colo do fémur e da coluna lombar. Para o colo do fémur, a analise de
regressdo resultou em um modelo estatisticamente significativo [F(2,64)=16,126;
p<0,001; R?=0,335], mostrando que o peso corporal (B=0,496; t=4,870; p<0,001) e os
niveis de estradiol (3=0,287; t=2,818; p=0,006) preveem em 33,5% a variabilidade da
massa mineral 6ssea do colo do fémur. A equacdo geral preditora para a DMO do colo
do fémur é = [0,554 + (0,004*peso corporal) + (0,001*estradiol)]. Para a coluna lombar,
a analise de regressao resultou em um modelo significativo [F(2,64)=1,297; p<0,001;
R?=0,261], mostrando que o peso corporal (p=0,428; t=3,949; p<0,001) e os niveis de
LDL (B=-0,343; t=-3,161; p=0,002) preveem em 26,1% a variabilidade da massa
mineral 6ssea da coluna lombar. A equacdo geral preditora para a DMO da coluna
lombar é = [0,851 + (0,005*peso corporal) — (0,001*LDL)].

DISCUSSAO

O presente estudo investigou possiveis associacfes e correlacdes de diversos
parametros sociais e clinicos com a DMO do colo do fémur e da coluna lombar em
idosas de ancestralidade miscigenada, ativas, praticantes de exercicio fisico, e que
estavam matriculadas em uma unidade de ensino em Salvador-BA. A DMO esta sob
influéncia multifatorial, podendo ser modulada por fatores intrinsecos do organismo, a
exemplo de niveis séricos de diferentes hormonios, bem como por fatores extrinsecos,

como habitos de vida 1015,
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Variaveis antropométricas vs. DMO

Nossos resultados mostraram que as varidveis antropométricas apresentaram
correlacdo positiva moderada com a DMO do colo do fémur e correlacdo positiva fraca
com a DMO da coluna lombar de idosas com etnia mista. Estudos prévios na literatura
encontraram na gordura corporal um fator de protecdo contra a perda mineral 6ssea em
mulheres ap6s a menopausa, justificando esse achado por meio de influéncias

mecanicas e hormonais do tecido adiposo no metabolismo ¢sseo 81111112,

Dando suporte aos nossos achados, um estudo de corte transversal recente no
Reino Unido demonstrou que individuos obesos apresentaram maior DMO, em
qualquer faixa etaria analisada, quando comparados com individuos eutréficos 6. Outro
estudo realizado na Republica da China com 3.953 mulheres entre 41 a 95 anos de idade
encontrou que valores de IMC elevados estavam positivamente associados com a massa
mineral 6ssea da coluna lombar 2. Um estudo brasileiro realizado com 588 mulheres
p6s-menopausicas também encontrou uma influéncia positiva da gordura corporal em
diferentes sitios 0sseos, visto que, quanto maior era a distribuicdo de gordura, maiores

eram os valores de DMO no colo do fémur, no trocanter e na coluna lombar °.

Nossos achados da regressdo linear multipla demonstraram que, dentre todas as
variaveis antropométricas investigadas, o peso corporal foi o fator preditor mais forte
para variabilidade da DMO, sendo maior para a DMO do colo do fémur do que para a
DMO da coluna lombar. De fato, a depender da localiza¢do anatbmica, 0s 0ss0s estao
submetidos a diferentes cargas mecanicas e, logo, podem apresentar respostas diferentes
a influéncia do peso corporal 3. Adicionalmente, ha relatos na literatura cientifica de
que o efeito protetor do aumento de gordura corporal sobre a DMO parece ser seletivo,
protegendo alguns sitios 6sseos, enquanto deixam outros mais vulneraveis a perda de

massa mineral 7484,

Clinicamente, deve-se ter cautela ao considerar que o aumento da gordura
corporal tem beneficios para a saude Ossea de idosos. Em excesso, e quando
consideradas outras variaveis, como habitos alimentares e sedentarismo, o tecido
adiposo pode apresentar atividade pro-inflamatdria e contribuir para a reabsorcéo 6ssea,
além do desenvolvimento e agravamento de inimeras doengas metabolicas, como

diabetes mellitus e doencas cardiovasculares 1%7°,
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Perfil lipidico vs. DMO

Nossos resultados mostraram que os niveis de CT e de LDL estdo negativamente
correlacionados com a massa mineral da coluna lombar, ou seja, quanto maior 0s niveis
de CT e LDL, menor é a DMO nesta regido. Na regressao linear multivariada, o LDL se
mostrou previsor apenas para a variabilidade da DMO da coluna lombar. Ndo houve
correlacdo significante de nenhuma variavel do perfil lipidico com a massa mineral

0ssea do colo do fémuir.

Diversos autores tém buscado compreender a influéncia do perfil lipidico na
DMO. Alguns autores relatam que a dislipidemia possui fraca ou moderada correlagao
com a DMO, de forma que maiores niveis de CT, LDL e/ou TG estdo associados a uma
menor massa 6ssea 877972114 Um estudo realizado com 200 mulheres hispanicas pds-
menopausicas encontrou que, quanto maiores os niveis de CT, LDL e TG, menor era a
DMO na coluna lombar, no fémur proximal e quadril ®’. Esses mesmos autores nio
encontraram correlacGes significantes entre os niveis de HDL e DMO nessa amostra
estudada. Contrariamente, um estudo com 170 mulheres iranianas p0s-menopausicas,
com 50 a 70 anos de idade, demonstrou que o perfil lipidico ndo apresentava associacdo

significante com a DMO do colo do fémur ou da coluna lombar °.

Estudos mais recentes apresentam resultados complexos, propondo que
correlagOes entre o perfil lipidico e DMO dependem de pardmetros bioldgicos, como o
sexo, a faixa etaria e os niveis hormonais do grupo amostral ">73, Um estudo chinés com
1116 mulheres (adultas e idosas, categorizadas em grupos pré e pds-menopausicas)
demonstrou que apenas em mulheres pds-menopausicas os niveis LDL estavam
positivamente correlacionados com a DMO do colo de fémur, enquanto que os niveis de
HDL estavam negativamente correlacionados com a DMO do colo de fémur e do
quadril total. Ndo houve qualquer correlacdo significante entre essas varidveis com a
massa mineral dos sitios dsseos investigados nas mulheres pré-menopausicas 3,
sugerindo que faixa etaria e niveis de estrogeno influenciam diretamente nas correlagdes

do perfil lipidico com a DMO.

A influéncia estrogénica no perfil lipidico e DMO ja havia sido relatada
previamente por °. Estes autores compararam o perfil lipidico e a DMO de diferentes
sitios em 497 mulheres australianas com idade entre 20 a 81, categorizadas em 3 grupos

(pré-menopausicas, pés-menopausicas em uso de TRH, e p6s-menopausicas sem uso de
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TRH). Apos analise de regressao linear, esses autores observaram que os niveis de CT e
LDL estavam negativamente correlacionados com a DMO da coluna lombar e de corpo
total apenas em mulheres pds-menopausicas sem uso de TRH ©, o que assemelha-se
com nossos achados, provavelmente por nossa populagdo de estudo ser
predominantemente formada por idosas, com mais de 10 anos de pds-menopausa e com

baixos niveis séricos de estradiol.

Perfil glicidico vs. DMO

Varios estudos relatam os diversos mecanismos pelos quais a hiperglicemia
descontrolada pode prejudicar o metabolismo 6sseo, principalmente devido a formacéao
de produtos de glicacdo avancada e resisténcia insulinica *''°. Um estudo chinés
recente realizado com 187 pacientes portadores de diabetes mellitus tipo 2 (DM2),
ambos o0s sexos, com idade >50 anos, relatou que os pacientes com pobre controle
glicémico (Hb1AC > 9,0%) apresentavam menor massa mineral dssea em coluna

lombar e colo de fémur do que diabéticos controlados (Hb1AC < 9,0%) *°,

Por outro lado, um estudo considerado pioneiro em avaliar os efeitos da
hiperglicemia descontrolada nos parametros dsseos utilizou dados do Roterdam Study de
4.135 individuos categorizados em 3 grupos: ndo diabéticos, diabetes controlado, e
diabetes ndo-controlado. Esses autores encontraram que os individuos com diabetes
ndo-controlado apresentavam maiores parametros de massa 6ssea e de estabilidade
Ossea quando comparados aos grupos ndo diabéticos e com diabetes controlado
adequadamente. Apesar de um aparente efeito positivo no 0sso, os individuos com
diabetes ndo-controlado apresentavam maiores riscos de fraturas dsseas, provavelmente

devido & méa qualidade do material 6sseo desse grupo 4.

Nossos resultados ndo evidenciaram correlacdo significante entre as varidveis do
perfil glicidico (Hb1AC, glicemia e insulina de jejum) com a DMO do colo do fémur e
da coluna lombar. Esses resultados sdo semelhantes aos achados de outro estudo
brasileiro realizado em 42 pacientes adultos portadores de DM2, o qual observou
auséncia de correlagdo significante entre glicemia, Hb1AC e DMO do colo do fémur e
da coluna lombar, mesmo em individuos com pobre controle glicémico '°. Os autores
argumentam que outros fatores poderiam estar se sobrepondo aos efeitos glicémicos, a

exemplo dos horménios que podem influenciar positivamente no metabolismo 0sseo e,
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consequentemente, na DMO.

Aspectos hormonais vs. DMO

O efeito anabolico e protetor dos esteroides sexuais femininos, particularmente os
estrogenos, no tecido Osseo, é amplamente discutido na literatura cientifica 17118,
Nossos resultados mostraram fraca correlagdo positiva e significante entre os niveis de
estradiol e a massa mineral 0ssea da coluna lombar. Interessante notar que, apesar dessa
correlacdo positiva, os niveis de estradiol ndo pareceram ser importantes previsores da
variabilidade da massa mineral dssea da coluna lombar. Por outro lado, ndo houve
correlacdo significante entre os niveis de estradiol e a massa mineral 6ssea do colo do
fémur, porém esse fator mostrou-se ser previsor de uma pequena parcela da

variabilidade da massa mineral nesse sitio 6sseo.

Diferengas na forca e na significancia das correlagbes entre os niveis séricos de
estradiol com a massa mineral 6ssea do colo do fémur e da coluna lombar talvez possam
ser explicadas por diferencas no mecanismo de perda déssea apds a menopausa em
mulheres (osteoporose pds-menopausa versus osteoporose senil) %12°. por exemplo,
sabe-se que, no periodo perimenopausa e pos-menopausa recente, o declinio da massa
mineral 6ssea na coluna é maior do que no fémur proximal, inclusive sendo as vértebras

os locais mais frequentes de fraturas dsseas nesse periodo 2L,

Outro fator que pode ter influenciado a forca da correlacdo nos nossos resultados
foi o perfil das participantes da nossa pesquisa, quanto a homogeneidade dos niveis
séricos de estradiol. Nossa populacdo de estudo era formada por mulheres idosas, com
idade igual ou superior a 60 anos, sendo que a maioria das participantes apresentavam
niveis plasmaticos baixos de estrogenos, préoximos a 10 pg/mL. Isso pode ter
contribuido para a fraca forca e mesmo a auséncia de correlagdo entre estradiol com a
massa mineral 0ssea da lombar e colo de fémur, respectivamente. Mesmo estando
presente em baixos niveis nas nossas idosas, nossos resultados mostraram a influéncia
do estrogeno no metabolismo Gsseo, visto sua capacidade em prever a variabilidade da

massa 6ssea no colo do fémur.

CorrelagGes inversas entre FSH e massa e volume 0sseos foram encontradas em

idosos de ambos os sexos (238 mulheres e 245 homens) na Islandia 22, Um outro
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estudo anterior mostrou que os niveis de FSH, mais do que os de estradiol, eram
previsores mais sensiveis de perda de DMO em mulheres na pré e perimenopausa inicial
118 Apesar dessas correlagdes positivas na literatura cientifica, um outro estudo recente
realizado na China ndo encontrou qualquer correlacdo entre FSH com a massa ou 0
volume mineral dsseo medidos por DEXA ou por tomografia computadorizada
quantitativa (QCT) em idosos de ambos o0s sexos 12%. Semelhante a esse ultimo estudo,
nossos resultados ndo demonstraram correlagcdes entre FSH e DMO do colo de fémur ou

da coluna lombar.

Além de mudancas na sintese e secrecdo de estrégenos sexuais na senescéncia,
também sdo relatadas na literatura cientifica alterac@es na sintese e secre¢do de vitamina
D e PTH L. A justificativa fisioldgica se baseia na redugdo funcional de diversos tecidos
do corpo, dentre eles, pele e rins, levando a diminuicao da sintese endégena da vitamina
D e de seus metabolitos ativos. Isso contribui para um distirbio no metabolismo do
calcio em idosos, que consequentemente levaria a um aumento da secre¢do de PTH e,
logo, reducdo da DMO %8124 Nosso estudo ndo evidenciou correlagdes significantes
entre os niveis séricos de 25(OH)-vitamina D ou de PTH com a DMO do colo do fémur
ou da coluna lombar. Contudo, um dado interessante é que, de maneira geral, a nossa
populacdo apresentou niveis suficientes de vitamina D para a faixa etaria (>30ng/mL),
conforme recomendagdes da Sociedade Brasileira de Endocrinologia e Metabologia 1%.
Esses niveis suficientes de 25(OH)-vitamina D em idosos também foram encontrados
em outro estudo, evidenciando que esses niveis eram maiores em idosos do que na

populacdo mais jovem 126,

PCR vs. DMO

Nosso estudo mostrou que os niveis séricos de PCR estdo positivamente
correlacionados com a massa mineral 6ssea do colo do fémur. Ndo houve correlagédo
significante entre os niveis séricos de PCR com a massa mineral 0ssea da coluna

lombar.

Um estudo prévio realizado em 65 mulheres idosas com idade >65 anos com
dados do NHANES 11l (Third National Health and Nutrition Examination Survey)
encontrou fraca correlacdo inversa entre os niveis de PCR e a DMO do quadril, porém
sem significancia estatistica quando ajustadas as variaveis confundidoras (idade, IMC,

uso de TRH, dentre outras) *?’. Um estudo de corte transversal mais recente também
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com dados do NHANES analisou os dados de 10.475 individuos adultos (=20 anos) de
ambos os sexos. Nesse estudo, os niveis de PCR também estavam inversamente
associados 8 DMO em todos os sitios 6sseos estudados de maneira dose dependente 28,
Por outro lado, um estudo com 1870 idosas suecas da coorte OPRA (Malmo
Osteoporosis Prospective Risk Assessment) demonstrou que os niveis de PCR estavam
positivamente correlacionados com DMO e com menor risco de fraturas
osteopordticas'?®. Contudo, se esses altos niveis de PCR persistirem por um longo
periodo (cinco anos), a perda 6ssea nas idosas nesse intervalo € maior do que nas idosas

que apresentavam menores valores de PCR 1%,

Mais recentemente, um estudo do Reino Unido realizado em 190 individuos,
ambos 0s sexos, na faixa etaria entre 18-80 anos, investigou possiveis correlacdes entre
IMC, gordura corporal e diversas citocinas inflamatérias e anti-inflamatérias com os
valores de T-score e Z-score °. Surpreendentemente, os resultados mostraram que
citocinas inflamatérias e outros mediadores quimicos conhecidos pelo seu efeito
absortivo no osso (G-CSF, TNF, IL-1B, IL-6, MCP-1B) apresentavam correlacdo
positiva com a DMO. Os autores argumentam que a influéncia do exercicio fisico,
realizado pelos sujeitos da pesquisa, aparentemente se sobrepds aos efeitos deletérios

dessas citocinas no 0sso .

Até o presente momento, ndo ha uma justificativa cientifica biomolecular que
embase uma correlacdo positiva entre PCR e DMO. Sabe-se que os niveis de PCR estéo
aumentados quanto ha aumento da gordura corporal >7°. Nossos resultados mostraram
que, apesar da correlacdo positiva entre os niveis de PCR e DMO do colo do fémur, a
PCR ndo se mostrou ser um fator preditor da massa mineral nesse sitio 6sseo. Além
disto, observamos correlacdo positiva de forca moderada a fraca entre os valores de
PCR com os parametros antropométricos (resultados ndo apresentados). Assim,
supomos que a correlacdo positiva da PCR com a massa mineral do colo do fémur pode

estar ocorrendo por efeito de colinearidade com as variaveis antropométricas.

Um ponto forte do nosso estudo foi a possibilidade de analisar multiplos fatores
capazes de influenciar a DMO em idosas ativas e de etnia mista. Noventa por cento das
participantes da pesquisa eram idosas praticantes de atividade fisica, o que, conforme
sugerido em estudos prévios, pode atenuar os efeitos deletérios da PCR, do

hipoestrogenismo e do proprio envelhecimento no metabolismo dsseo 6%,
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CONCLUSAO

Nossos resultados sugerem que, dentre todas as varidveis analisadas, oS
parametros antropométricos apresentaram maior correlagdo com a massa mineral 0ssea
do colo do fémur do que com a coluna lombar em mulheres idosas ativas fisicamente e
de etnia miscigenada. Foi demonstrado que o peso corporal foi o principal previsor da
variabilidade da massa 6ssea do colo do fémur e da coluna lombar. Além disso, 0s
niveis de estradiol e os niveis de LDL parecem ser, em menor grau, previsores da
variabilidade da massa mineral 6ssea do colo do fémur e da coluna lombar,

respectivamente, nesse grupo amostral.
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6.2 ARTIGO 2

Associacao entre polimorfismos de nucleotideo Unico dos genes da osteoprotegerina
e RANKL e densidade mineral 6ssea em idosas de Salvador, Bahia

RESUMO

Introducdo: A osteoporose € o distirbio osteometabolico mais prevalente em idosos,
sendo a principal causa de fratura em individuos desse grupo populacional,
comprometendo sua qualidade de vida. A perda de massa dGssea € decorrente do
desequilibrio entre a taxa de sintese e reabsor¢do 0ssea, com predominancia do processo
reabsortivo. O sistema RANK/RANKL/OPG tem papel central no metabolismo 6sseo, e
numerosos estudos mostram que polimorfismos em genes envolvidos com esse sistema
contribuem para a reducdo da densidade mineral 6ssea (DMO). Objetivos: Investigar a
associacdo entre a DMO e polimorfismos do gene TNFRSF11B, que codifica a
osteoprotegerina (OPG), e do gene TNFSF11, que codifica o ligante do RANK
(RANKL) em idosas de ancestralidade mista em Salvador-BA. Métodos: Estudo de
corte transversal, que incluiu 65 idosas matriculadas em uma unidade de ensino em
Salvador, Bahia. Foram realizados entrevista e exame fisico para obtencdo dos dados
sociodemogréficos e clinicos das participantes da pesquisa; exames bioquimicos de
sangue para dosagem de biomoléculas; e densitometria 6ssea do colo do fémur e da
coluna lombar. Os SNPs para genotipagem, a partir do DNA genémico, foram
rs2062377, rs3102735, rs6469804, rs9594738, rs9525641. O nivel de significancia
estatistica considerado nos testes estatisticos foi p<0,05. Resultados: N&o houve
associacdo significante entre os genotipos e alelos dos SNPs estudados entre 0s grupos
DMO normal e DMO baixa tanto para o colo do fémur quanto para a coluna lombar.
Observamos que o alelo C-rs9594738 esteve mais frequente em individuos com DMO
baixa na coluna lombar, porém sem atingir significancia estatistica (p=0,059). Os
genotipos TT-rs9594738 e TT9525641 ndo foram preditores de risco para DMO baixa
nas idosas. Observou-se que o grupo DMO normal tanto para o colo do fémur, quanto
para coluna lombar foi composto de mais individuos em uso continuo de farmacos anti-
hipertensivos quando comparados ao grupo DMO baixa (p<0,001 e p=0,002,
respectivamente). Conclusdo: Nenhum dos SNPs do estudo parece contribuir para a
variabilidade da DMO nos sitios dsseos investigados. No entanto, o uso de anti-
hipertensivos parece ser o principal fator que reduz as chances de perda de DMO no
colo do fémur e na coluna lombar em idosas fisicamente ativas e de ancestralidade
mista.

Palavras-chave: Densidade mineral 6ssea. ldosas. Polimorfismo de nucleotideo Unico
(SNP). Anti-hipertensivos.
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INTRODUCAO

A osteoporose, caracterizada por reducdo da densidade mineral 6ssea (DMO), € o
distdrbio osteometabdlico mais prevalente em idosos, sendo a causa principal de fratura
6sseas em individuos desse grupo populacional #2131 1dosos com fraturas vertebrais
osteopordticas tém menor qualidade de vida, devido a perda progressiva de mobilidade,
da interacdo social, e devido a dor cronica, o que repercute nas funcdes mentais e na

percepcao que o individuo tem de sua propria satde 2627,

Com o envelhecimento populacional global, as fraturas decorrentes da
osteoporose tém contribuido com altas taxas de morbimortalidade em idosos e com
altos custos para o setor de salide > Sua etiologia esta associada a diversos fatores,
dentre eles, alteracGes metabdlicas e enddcrinas, decorrentes de fatores genéticos e/ou

ambientais 819,

A densidade mineral 6ssea (DMO) é uma caracteristica altamente hereditéaria, com
herdabilidade entre 50 — 80% . Polimorfismos de genes relacionados ao metabolismo
0sseo tém sido associados a doencas osteoliticas, como a osteoporose, contribuindo para
a compreensdao da patogénese e variabilidade dessa manifestacdo clinica de alta
frequéncia na populacdo idosa 1°203233 A realizacdo de estudos de associacdo entre
polimorfismos genéticos e doencas cronicas depende do conhecimento da distribuicdo

dos alelos potencialmente de risco na populacdo estudada.

Numerosos estudos prévios com camundongos mutantes com delecdo nos genes
TNFSF11 (RANKL), TNFRSF11A (RANK) e TNFRSF11B (osteoprotegerina, OPG)
mostraram o papel central do sistema RANKL/RANK/OPG na determinacdo da DMO
% Nas Gltimas duas décadas, estudos de associacdo genome wide (GWAS) e meta-
andlises desses GWAS tém demonstrado grande associacdo de alguns SNPs presentes
em regides proximas ou dentro do gene TNFSF11 (RANKL) e TNFRSF11B (OPG) com

risco de osteoporose e fraturas dsseas 93389,

Em virtude da existéncia de diversos fatores que influenciam o metabolismo 6sseo
e de resultados conflitantes na literatura cientifica, este estudo visou investigar a
associacdo entre a DMO e polimorfismos do gene TNFRSF11B, que codifica a
osteoprotegerina (OPG), e do TNFSF11, que codifica o ligante do RANK (RANKL),
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em idosas de Salvador, Bahia. Parametros metabdlicos e antropométricos também foram
investigados, para avaliacdo de efeitos confundidores.

MATERIAL E METODOS

Delineamento do estudo e Aspectos éticos

Este é um estudo de corte transversal aprovado pelo comité de ética e pesquisa da
Universidade do Estado da Bahia (UNEB), Salvador, Bahia (CAAE:
32401614.6.0000.0057). Todas as etapas e os procedimentos da pesquisa seguiram as
normas e condutas estabelecidas pela Declaracdo de Helsinki e a Resolucdo 466/2012.
Os individuos que expressaram disponibilidade e vontade de participar assinaram termo

de consentimento livre e esclarecido. O desenho experimental esta ilustrado na figura 1.

Entrevista para aquisiciio de
dados sociodemogrificos,
anamnese e exame fisico (n=142)

[35 nao realizaram] 64 nio realizaram
exame de sangue a densitometria

Exames bioquimicos 1 { Densitometria 6ssea

de sangue (n=107) (n=78)

l

Extracio de DNA e
genotipagem de SNPs
(n=105)

Resultados
encaminhados
[n=105]

/;&nélise estatistica dos Dados (n=65)\

Normalidade: Shapiro-Wilk
1 Equilibrio Hardy-Weinberg PR
Resultados | Associagdo: X2 de Pearson e Exato de Fisher| Resultados
encaminhados| ¢ ANOVA o7 1e-way encaminhados

[0=107] | Regressio logistica multipla / [m== 78]

L%

Figura 1. Fluxograma com o desenho do estudo.
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Participantes da pesquisa e Exame fisico

Foram recrutadas 142 idosas matriculadas na Universidade Aberta a Terceira
Idade, em Salvador, Bahia. Os critérios de inclusdo eram pertencer ao sexo feminino e
ter 60 anos ou mais. Das 142 idosas entrevistadas, 107 realizaram a coleta de sangue
periférico para dosagem de biomoléculas no sangue, e a genotipagem de SNPs ocorreu
de forma bem-sucedida em 105 amostras de sangue das participantes da pesquisa.
Foram excluidas do estudo pessoas com histérico de cancer (< 5 anos); individuos
afetados por doenca renal aguda ou cronica, e portadores de artrite reumatoide. N&o
foram excluidas pessoas em uso de terapia de reposicdo hormonal (TRH), ou com uso
regular de farmacos que alterem o0 metabolismo &sseo, como, por exemplo,
bifosfonados, uso continuo de anti-hipertensivos, corticosteroides, anticoagulantes ou
anticonvulsivantes, sendo essas informacGes devidamente consideradas na analise
estatistica dos dados.

Sessenta e cinco idosas foram incluidas neste estudo, pois realizaram todos 0s
procedimentos experimentais: a entrevista, o exame fisico, a densitometria 0ssea, 0S
exames de sangue e a genotipagem de SNPs, requisitados para o cruzamento dos dados
na andlise estatistica. InformacGes sociodemograficas e clinicas das idosas foram
obtidas por meio de questionario estruturado aplicado por profissional técnico
previamente treinado. No exame fisico, foi mensurado o peso corporal (kg) com balanga
digital (Toledo®). A pressdo arterial pulsatil foi aferida com auxilio de
esfigmomandmetro (Bic®) e estetoscopio (Littmann®), seguindo as orientacdes da VI

Diretrizes da Sociedade Brasileira de Hipertenséo 1%,

Medidas de DMO

A DMO foi mensurada pelo exame de densitometria éssea do colo do fémur e da
coluna lombar (L1-L4), utilizando a técnica Dual-Energy X-ray Absorptiometry
(DEXA), que expressa a quantidade de mineral nos tecidos 0sseos trabeculares em
gramas por centimetro quadrado escaneado (g/cm?) (29). O aparelho utilizado para a
realizacdo do exame foi o Lunar Prodigy Primo, e o software para andlise foi o
enCORE, ambos da GE Healthcare (Univen Healthcare Ltda, Curitiba-PA, Brasil). Para
categorizacdo das idosas em grupos, foram utilizados os resultados do escore T (AT),
sendo considerado AT>-1,0 para DMO normal, e AT<-1,0 para DMO baixa, tanto para o

colo do fémur quanto para a coluna lombar. Além disso, os dados obtidos de massa
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mineral déssea também foram utilizados como varidveis continuas para investigar

possiveis associagdes com os gendtipos dos SNPs deste estudo.

Coleta de sangue e Exames bioquimicos

Foi realizada a coleta de sangue venoso periférico com a voluntaria em jejum para
dosagem dos niveis sericos de: 25(OH)-vitamina D (método quimioluminesccéncia);
paratormdnio (PTH), horménio foliculo estimulante (FSH) e estradiol (método
quimioluminescéncia); colesterol total (CT), lipoproteina de alta densidade (HDL) e
triglicerideos (método enzimatico/automatizado); e lipoproteina de baixa densidade
(LDL, féormula de Friedewald).

Anélise genética

O DNA gendmico foi extraido a partir de amostra de sangue venoso usando o Kit
de extracdo PureLink® Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)
seguindo as instrucfes do fabricante. A quantificacdo (ng) e pureza (260/280: 1,6 a 2,0)
do DNA extraido foi realizada por espectrofotometria usando Nanodrop™ One/One®
(Thermo Scientific™, Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Apds dilui¢do das
amostras de DNA com agua ultrapura para padronizagdo na concentragdo de Sng/uL,
uma aliquota de 1,0uL de cada amostra foi transferida para pocos na placa de 384-poc¢os
especificas para a genotipagem. Em cada pogo, foi adicionado 9,0 pL de ensaio
TagMan® pré-desenhado para genotipagem (Thermo Scientific™, Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA) com os primers e as sondas de cada SNP. No total, foram
escolhidos 5 SNPs: trés SNPs estdo localizados no 8q.24, nas proximidades ou dentro
do COLEC10/TNFRSF11B, que codifica a OPG (rs2062377A/T, ID:C__ 1970989 10;
rs3102735C/T, ID:C___ 1971046 _10; e rs6469804A/G, ID:C__ 1968557_10); e dois
SNPs estdo localizados no 13914 nas proximidades do TNFSF11B que codifica o
RANKL (rs9594738CIT, ID: C__ 30459982 _20; e rs9525641C/T,
ID:C__ 30171941 10). O volume final em cada pogo da placa de 384 foi de 10uL, sendo
constituido de DNA, agua ultrapura, Mastermix TagMan® para genotipagem € 0 ensaio
(sondas e primers) TagMan® para genotipagem. A amplificacdo e a leitura dos
gendtipos dos SNPs foram realizadas por reacdo em cadeia da polimerase em tempo real
(RT-PCR), utilizando o Quantstudio 6 Flex® (Thermo Scientific™, Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA).
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Analise estatistica dos dados

A andlise dos dados foi realizada utilizando o programa Statistical Package for
Social Sciences for Windows versdo 21.0 (SPSS Inc., Chicago, USA). Teste de
normalidade Shapiro-Wilk foi realizado para as variaveis continuas, sendo os dados
apresentados como média e desvio padrdo (DP), quando a distribui¢do foi normal, ou
mediana e intervalo interquartil (11Q), para os dados com distribuicdo ndo-normal.
Dados de variaveis categdricas foram apresentados como frequéncias absoluta (n) e
relativa (%). Testes do X? de Pearson e Exato de Fisher foram utilizados para verificar
associacao de variaveis categdricas entre os grupos DMO normal e DMO baixa para
colo de fémur e coluna lombar. O teste T de Student (paramétrico) e teste de Mann-
Whitney (ndo paramétrico) foram utilizados para verificar associacdo de varidveis
continuas entre os grupos DMO normal e DMO baixa para colo de fémur e coluna

lombar.

As frequéncias genotipicas dos SNPs foram testadas quanto ao Equilibrio de
Hardy-Weinberg (HWE) pelo software Winpepi, versdo 11.65. Para a comparacao dos
valores quantitativos de massa mineral 6ssea do colo do fémur e da coluna lombar entre
0s gendtipos de cada SNP, foi realizada a analise de variancia de uma via (ANOVA one-

way). Significancia estatistica foi considerada quando p<0,05.

Foi realizada a regressdo logistica multipla para analisar se as variaveis
investigadas no estudo eram preditoras de baixa DMO no colo do fémur e/ou na
colunar. As possiveis variaveis preditoras inseridas na regressdo foram as que atingiram
nivel de significancia p<0,25 nas analises univariadas, bem como a idade, anos
decorridos desde a menopausa, e 0s niveis séricos de estradiol, devido a sua importancia

clinica no metabolismo 6sseo.

RESULTADOS

Nossos resultados demonstram que, das 65 idosas incluidas no estudo, 31 (47,7%)
apresentaram DMO normal e 34 (52,3%) apresentaram DMO baixa para colo do fémur.
Ao se observar os resultados da densitometria 0ssea para a coluna lombar (vértebras L1-
L4), 35 (53,8%) apresentaram DMO normal e 30 (46,2%) apresentaram DMO baixa. A
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tabela 1 mostra os valores de tendéncia central (média, DP, ou mediana, 11Q) e
frequéncias absolutas (n) e relativas (%) de diversas varidveis sociodemograficas e
clinicas entre os subgrupos DMO normal e DMO baixa para o colo de fémur (coluna

central) e para a coluna lombar (coluna a direita).

Observando os grupos categdricos para os resultados de colo do fémur (tabela 1,
coluna central), a maioria das idosas tanto no grupo DMO normal quanto DMO baixa
se autodeclararam pardas, eram praticantes de atividade fisica ao menos duas vezes na
semana, ndo faziam uso de TRH e nem de bifosfonados. O numero de individuos
diabéticos, em uso de estatinas ou com suplementacdo de vitamina D, ndo diferiram
entre os grupos estudados. Houve diferenca significante no nimero de individuos em
uso de anti-hipertensivos, no qual o grupo DMO normal possuiu mais idosas em uso
continuo desses farmacos (83,9%) do que o grupo DMO baixa no colo do fémur
(47,1%, p=0,002). A média do peso corporal foi significativamente maior no grupo
DMO normal [peso=71,381 (10,937)kg] quando comparado ao grupo DMO baixa
[pes0=63,888 (10,836)kg, p=0,007]. Nao houve diferencas estatisticas na média de
idade, anos decorridos desde a menopausa, niveis séricos de hormonios e de colesterol

entre os grupos DMO normal e DMO baixa (tabela 1).
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Tabela 1. Dados sociodemogréficos e clinicos das voluntarias da pesquisa distribuidas em grupos de acordo com os resultados da

densitometria ssea de colo de f@mur (DMO normal ou baixa) e de coluna lombar L1-L4 (DMO normal ou baixa).

COLO DE FEMUR (n=65) COLUNA LOMBAR L1-L4 (n=65)
DMO normal (n=31) DMO baixa (n=34) DMO normal (n=35) DMO baixa (n=30)
Meédia ou Média ou Meédia ou Média ou

VARIAVEIS CONTINUAS Mediana PPN pegiana (PP11Q) Pvalor e iana (PPMQ) pjegiana (PPNQ)
Idade (anos)? 68 6 68 7,3 0,612 67 5 69 8,3
Anos de menopausa (anos)? 19 9 18 7 0,864 17 9 20 8
Massa mineral - Fémur (g/cm?) 0,948 0,083 0,081 0,087  0,000* 0,932 0,09 0,830 0,112
Massa mineral - Lombar (g/cm?) 1,127 0,112 0,984 0,133  0,000* 1,153 0,077 0,934 0,104
PAM (mmHg)? 93,33 10 93,33 10,83 0,672 95 10 93,33 10
250H-Vitamina D 33,9 7,1 31,6 5,9 0,159 33,3 7,1 31,9 5,9
FSH? 60,8 38,4 57,4 41,1 0,618 62 39,1 56,9 32,1
Estradiol® 10 3,9 10 3,4 0,832 10 6 10 0
PTH® 34,7 17,2 35,9 12,5 0,823 36,6 14 34,8 21,1
CT 213,3 44,5 220,2 51,2 0,562 203,8 41,9 232,1 50,6
LDL 133,7 38,4 137,3 46,9 0,739 125,1 35,1 147,9 48
HDL?® 58 20 58 15,5 0,880 56 22 62,5 13,5
Triglicerides 112,7 52,8 114,3 49,4 0,905 117,8 49,8 108,5 52
Peso 71,381 10,937 63,888 10,836  0,007* 70,471 11,885 63,949 9,972
VARIAVEIS CATEGORICAS N % N % p-valor N % N %
Cor da Pele

branca 5 16,1% 4 11,8% 7 20,0% 2 6,7%

preta 12 38,7% 10 29,4% 0,546 11 31,4% 11 36,7%

parda 14 452% 20 58,8% 17 48,6% 16 56,6%
Exercicio Fisico

sim 27 87,1% 32 94,1% 0,413 31 88,6% 28 93,3%
Diabetes Mellitus tipo 2

sim 3 9,7% 6 17,6% 0,480 5 14,3% 4 13,3%
Anti-hipertensivos

sim 26  83,9% 16 47,1% 0,002 30 85,7% 12 40,0%
TRH

sim 3 9,7% 0 0 0,103 3 8,6% 0 0%
Suplementacéo de Vitamina D

sim 15  48,4% 16 47,1% 0,915 16 45,7% 15 50,0%
Bifosfonados

sim 1 3,2% 5 14,2% 0,200 2 5,7% 4 13,3%
Estatinas

sim 13 41,9% 16 47,1% 0,678 16 45,7% 13 43,3%

p-valor

0,539
0,228
0,000*
0,000*
0,214
0,383
0,772
0,012*
0,927
0,016*
0,036*
0,055
0,418
0,021*
p-valor

0,506

0,678

0,000

0,243

0,730

0,403

0,847

aVariaveis comdistribui¢cdo ndo-normal. Seus valores estdo espressos como mediana (IIQ). Utilizado o teste de Mann-Whitney para comparagdo das medianas
entre 0s grupos. Para as outras variaveis foi utilizado para comparacéo das médias das varidveis continuas foi o teste T de Student. *Para ambos os testes, o nivel
O teste utilizado para comparagédo das frequéncias das variaveis categdricas foi o teste associagcdo X? de Pearson e, quando indicado, o Exato de Fisher. *Nivel de

significancia estatistica p<0,05.

Legenda: CT, colesterol total; DMO, densidade mineral dssea; DP, desvio padrdo; FSH, hormdnio foliculo estimulante; HDL, lipoproteina de alta densidade; 11Q,

intervalo interquartil; LDL, lipoproteina de baixa densidade; PAM; presséo arterial média; PTH, paratormdnio; TRH, terapia de reposicdo hormonal.

Quanto a comparacao entre os grupos referentes a DMO da coluna lombar (tabela
1, coluna a direita), os resultados foram semelhantes aos do colo do fémur quanto a cor
autorreferida, a pratica de exercicio fisico, quanto a suplementagdo de vitamina D e
quanto ao uso de farmacos, sem diferencgas significantes entre os grupos DMO normal e
DMO baixa. Igualmente, houve diferenca significante no numero de individuos em uso
de anti-hipertensivos, no qual o grupo DMO normal era composto de mais idosas em

uso continuo desses farmacos (85,7%) do que o grupo DMO baixa na coluna lombar
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(40,0%, p<0,001). O grupo DMO normal apresentou maior média de peso corporal
[peso=70,471(11,885)kg], quando comparado ao grupo DMO  baixa
[pes0=63,949(9,972)kg; p=0,021]. Além disso, também observou-se que os niveis de
estradiol eram maiores no grupo DMO normal [mediana=10(6)pg/mL] do que no grupo
DMO baixa [mediana=10(0)pg/mL; p=0,012], e que a média dos valores de CT e LDL
foram maiores no grupo DMO baixa [CT=232,1(50,6) mg/dL; LDL=147,9(48,0)mg/dL]
quando comparado ao grupo DMO normal na coluna lombar [CT=203,8(41,9)mg/dL,
p=0,016; LDL=125,1(35,1)mg/dL, p=0,036] (tabela 1, coluna a direita).

Os SNPs e seus respectivos genotipos estudados nesse trabalho foram rs2062377
(AA, AT, TT), rs3102735 (CC, CT, TT), rs9594738 (CC, CT, TT), rs9525641 (CC,
CT,TT) e rs6469804 (GG, GA, AA), estando todos eles em equilibrio de Hardy-
Weinberg. A taxa de amplificacdo entre os polimorfismos variou de 98,5% a 100%. A
tabela 2 apresenta as frequéncias genotipicas e alélicas dos SNPs distribuidos entre o0s
grupos DMO normal e DMO baixa no colo do fémur. Ndo houve diferencas
significantes entre a frequéncia dos gendtipos ou entre as frequéncias alélicas quando
comparados os grupos DMO normal e DMO baixa para o colo do fémur. Abaixo,
seguem as frequéncias dos genotipos e alelos de cada SNP entre os grupos DMO normal
e DMO baixa no colo do fémur.

No rs2062377, a frequéncia do gendtipo AA foi de 61,3% no grupo DMO normal
e 52,9% no DMO baixa, sendo a frequéncia do alelo A de 77,4% e 72,1%, nos grupos
citados, respectivamente. No rs3102735, o gendtipo TT foi de 61,3% no grupo DMO
normal e 64,7% no DMO baixa, com frequéncia alélica T de 79% e 82,4%,
respectivamente. No rs9594738, o gendtipo heterozigoto CT foi 46,7%, e o CC foi 40%
no grupo DMO normal, enquanto que, no grupo DMO baixa, o CT e CC apresentaram a
mesma frequéncia genotipica (44,1%), logo sendo a frequéncia do alelo C maior do que
a do alelo T em ambos os grupos (DMO normal=63,3%; e DMO baixa=66,2%). No
rs9525641, o gendtipo heterozigoto CT foi de 48,4% em DMO normal e 64,7% em
DMO baixa, sendo suas frequéncias alélicas bem equilibradas (alelo C = 50% e 52,9%
nos grupos DMO normal e baixa, respectivamente). Por fim, no rs6469804, a frequéncia
do gendtipo AA foi de 64,5% no grupo DMO normal e 61,8% no DMO baixa, sendo a
frequéncia do alelo A de 77,4% e 61,8%, respectivamente (tabela 2).

A tabela 3 apresenta as frequéncias genotipicas e alélicas dos SNPs distribuidos



69

entre os grupos DMO normal e DMO baixa na coluna lombar, sendo o padrdo de
distribuicdo muito semelhante a distribuicdo dos gendtipos e alelos apresentados na
tabela 2, para o colo do fémur. A excecdo a esse padrdo apareceu no rs9594738, cuja
frequéncia do alelo C no grupo DMO normal foi de 57,4% e DMO baixa foi de 73,3%
(p=0,059), porém ndo podemos descartar a probabilidade de essa diferenca ser atribuida

ao acaso.
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Tabela 2. Distribui¢ao genotipica e alélica da populacdo em estudo categorizada em grupo DM O normal e DMO baixa do colo do fémur.
COLO DO FEMUR

DMO NORMAL DMO BAIXA p-valor
SNP (Taxa d lificaca Genoti F éncia aléli Gendti F éncia aléli L. énci
(Taxa de amplificacio) endtipo requéncia alélica endtipo requéncia alélica Gendtino Freglu(-;nma
n n(%) n(%) n(%) n(%) —ENoHR alélica
rs2062377 (100%) AA AT TT A T AA AT TT A T
n=65 19 (61,3%) 10 (32,3%) 2 (6,5%) 48 (77,4%) 14 (22,6%) 18 (52,9%) 13(32,8%) 3(8,8%) 49 (72,1%) 19 (27,9%) 0,803 0,483
rs3102735 (100%) CcC CT TT C T cc CT TT C T
n=65 1(3,2%) 11(35,5%) 19 (61,3%) 13 (21%) 49 (79%) 0 (0%) 12 (35,3%) 22 (64,7%) 12 (17,6%) 56 (82,4%) 0,893 0,631
rs9594738 (98,5%) cc CT TT C T ccC CT TT C T
n=64 12 (40%) 14 (46,7%) 4 (13,3%) 38 (63,3%) 22 (36,7%) 15 (44,1%) 15 (44,1%) 4 (11,8%) 45 (66,2%) 23 (33,8%) 0,941 0,737
rs9525641 (100%) cc CT TT C T cc CT TT C T
n=65 8(258%) 15 (48,4%) 8(25,8%) 31(50%) 31 (50%) 7 (20,6%) 22(64,7%) 5 (14,7%) 36 (52,9%) 32 (47,1%) 0,377 0,738
rs6469804 (100%) GG GA AA G A GG GA AA G A
n=65 3(9,7%) 8(258%) 20 (64,5%) 14 (22,6%) 48 (77,4%) 3(8,8%) 10 (29,4%) 21 (61,8%) 16 (23,5%) 52 (76,5%) 0,930 0,398

Teste estatistico realizado: ANOVA one-way . Significincia estatistica considerada quando p<0,05.

Tabela 3. Distribuicéo genotipica e alélica da populacdo em estudo categorizada em grupo DM O normal e DMO baixa da coluna lombar (L1-L4).
COLUNA LOMBAR (L1-L4)

DMO NORMAL DMO BAIXA p-valor
SNP (Taxa de amplificacéo) Gendtipo Frequéncia alélica Gendtipo Frequéncia alélica Genéti Fregyf‘ancia
n n(%) n(%) n(%) n(%) alélica
rs2062377 (100%) AA AT TT A T AA AT TT A T
n=65 21 (60%) 10 (28,6%) 4 (11,4%) 52 (74,3%) 18 (25,7%) 16 (53,3%) 13 (43,3%) 1(3,3%) 45(75%) 15 (25%) 0.348 0.926
rs3102735 (100%) cc CT TT C T cc CT TT C T
n=65 1(2,9%) 12 (34,3%) 22 (62,9%) 14 (20%) 56 (80%) 0(0%) 11 (36,7%) 19 (63,3%) 11 (18,3%) 49 (81,7%) 1 0.810
rs9594738 (98,5%) cc CT TT C T cc CT TT C T
n=64 11(32,4%) 17(50%) 6 (17,6%) 39 (57,4%) 29 (42,6%) 16 (53,3%) 12(40%) 2(6,7%) 44(73,3%) 16 (26,7%) ( 19g 0.059

rs9525641 (100%) cC CT TT C T CC CT TT Cc T

n=65 7(20%) 21(60%) 7(20%) 35(50%) 35(50%) 8(26,7%) 16(533%) 6(20%) 32(53,3%) 28 (46,7%) 4 go4 0.705

rs6469804 (100%) GG GA AA G A GG GA AA G A
n=65 4 (11,4%) 8(22,9%) 23 (65,7%) 16 (22,9%) 54(77,1%) 2(6,7%) 10 (33,3%) 18(60%) 14 (23,3%) 46 (76,7%) 0,689 0,949

Teste estatistico realizado: ANOVA one-way . SignificAncia estatistica considerada quando p<0,05.
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Ao investigarmos possiveis associacdes entre 0s genoétipos de cada SNP com a massa

mineral 6ssea do colo do fémur e da coluna lombar com a ANOVA one-way, ndo foi

observada significancia estatistica (tabela 4).

Tabela 4. Andlise de variancia entre os os gendtipos dos SNPs do estudo com os valores

de massa mineral 6ssea do colo do fémur e da coluna lombar.

SNP
rs2062377 (COLEC10/TNFRSF11B)
AA
AT
TT
rs3102735 (COLEC10/TNFRSF11B)
CcC
CT
TT
rs9594738 (TNFSF11)
CcC
CT
TT
rs9525641 (TNFSF11)
CcC
CT
TT
rs6469804 (COLEC10/TNFRSF11B)
GG
GA
AA

COLO DO FEMUR

massa mineral

COLUNA LOMBAR

massa mineral

0ssea (g/cm?2) p-valor 0ssea (g/cm?2) p-valor
média (DP) média (DP)
0,895 0,105 1054 0,154
0,864 0,098 0,458 1,031 0,108 0,321
0859 0,115 1137 0,187
0,902 - 1,114 -
0,886 0,119 0,939 1,043 0,161 0,855
0,878 0,095 1056 0,134
0876 0,104 1,031 0,138
0876 0,103 0,797 1,043 0,150 0,120
0,902 0,100 1,146 0,099
0874 0,108 1,034 0,150
0,869 0,105 0,228 1,060 0,143 0,839
0925 0,084 1,051 0,139
0872 0,109 1,103 0,187
0,862 0,105 0,584 1,030 0,098 0,546
0,892 0,103 1,055 0,153

O teste utilizado para comparacdo das médias entre os grupos de genétipos foi a andlise de variancia de uma via
(ANOVA one-way ). Nivel de significancia estatistica p<0,05.

Legenda: DP, desvio padréo.

A andlise de regressdo logistica multipla foi realizada para verificar se idade, anos

decorridos desde a menopausa, etilismo, exercicio fisico, niveis séricos de vitamina D,

estradiol, CT, LDL, HDL, peso corporal, e estar em uso de anti-hipertensivos eram preditores

para a reducdo da DMO no colo do fémur. Também foram inseridos, na anélise de regressao,

0s genoétipos do rs9525641, sendo agrupados os genétipos CC e CT e utilizados como

referéncia em comparagdo com o genotipo TT. Dentre todas as variaveis analisadas, 0 modelo

contendo “uso de anti-hipertensivos” e o “peso corporal” foi significativo [X?(2)=17,265;
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p<0,001; R2Negelkerke=0,311]. O uso de anti-hipertensivos foi o preditor mais significativo para
a DMO do colo do fémur, pois, segundo o modelo, o uso destes farmacos reduz em 84,8% as
chances de as idosas terem DMO baixa (OR=0,152; IC 95%=0,043-0,544). O peso corporal
também foi um preditor significativo, de modo que, quanto maior o peso em quilogramas, as
chances de as idosas apresentarem DMO baixa no colo do fémur reduzem em 6,5%
(OR=0,935; IC 95%=0,888-0,985).

Para verificar possiveis preditores para a DMO da coluna lombar, foi realizada a
regressdo logistica maltipla com as variaveis: idade, anos decorridos desde a menopausa,
etilismo, exercicio fisico, niveis séricos de vitamina D, estradiol, CT, LDL, HDL, peso
corporal, e uso de anti-hipertensivos. Tambem foi inserida na regressdo, a pressao arterial
média e 0s gendtipos do rs9594738, sendo os genotipos de referéncia o CC e CT agrupados.
Dentre as varidveis analisadas, o0 modelo contendo o uso continuo de anti-hipertensivos foi
significativo [X?(1)=17,356; p<0,001; RZnegelkerke=0,317]. Segundo o modelo, o uso de
farmacos anti-hipertensivos reduz em 91,1% as chances de as idosas apresentarem DMO
baixa na coluna lombar (OR=0,089; IC 95%=0,025-0,318).

DISCUSSAO

Polimorfismos genéticos e DMO

O presente estudo visou investigar possiveis associa¢fes entre os SNPs em genes
envolvidos diretamente com a sinalizacdo celular para a atividade osteoclastica [rs2062377
(OPG), rs3102735 (OPG), rs6469804 (OPG), rs9594738 (RANKL), e rs9525641 (RANKL)]
e a DMO do colo do fémur e da coluna lombar em idosas com ancestralidade miscigenada. Os
referidos SNPs estdo presentes em regides ndo codificadoras, como regifes intrénicas
(rs2062377 e rs6469804), ou séo variantes génicas upstream (57) da regido transcrita do gene
(rs3102735, rs9594738, e rs9525641) %1, Nossos resultados ndo mostraram associagao
significante entre a frequéncia dos gendtipos e alelos dos SNPs estudados em individuos com
DMO normal e baixa do colo do fémur ou da coluna lombar. Observamos que o alelo C-
rs9594738 esteve mais frequente em individuos com DMO baixa na coluna lombar, poréem

atribuimos ao acaso esse achado devido a auséncia de significancia estatistica. Também néo
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houve associagdo significante entre os gendtipos e a média dos valores de massa mineral

0ssea do colo do fémur ou da coluna lombar.

Até o presente momento, estudos de associacdo em escala gendmica (GWAS) e meta-
analises tém descoberto diversos loci associados & DMO e osteoporose . Dois estudos
GWAS realizados com a populacdo caucasiana europeia (islandesa e dinamarquesa) e
australiana encontraram que o rs9594738 apresentou grande forga de associacdo com a DMO,
sendo o T-rs9594378 o alelo de risco para reducio da massa 6ssea na coluna lombar %2,
Outro GWAS que investigou a associacdo entre SNPs e DMO em trés grupos populacionais
do leste da Asia também mostrou que o alelo T-rs9594738 estava associado a menores valores
de DMO na coluna lombar . Diferente do que foi previamente relatado, observamos que o
gendtipo TT-rs9594738 apresentou maior média dos valores de massa 0ssea da coluna
lombar, apesar de ndo haver atingido o nivel de significancia exigido. No entanto, para
investigar se esse gendtipo confere alguma protecdo na DMO da coluna lombar nas
participantes da nossa pesquisa, realizamos a analise de regresséo logistica. Nossos resultados
demonstraram que o genotipo TT-rs9594738 ndo promoveu qualquer efeito na DMO da

coluna lombar.

Na meta-analise de larga escala a partir de cinco GWAS que incluiu 19.195 adultos
caucasianos descendentes europeus (ambos os sexos, > 18 anos), foram sugeridos novos
marcadores genéticos associados a DMO do fémur e da coluna lombar. Dentre os SNPs
estudados, o rs2062377 (relacionado ao gene TNFRSF11B) estava associado com a DMO da
coluna lombar com significancia estatistica no nivel genome-wide . Esta meta-analise e
outros GWAS realizados na época observaram associacao negativa entre o alelo T-rs2062377
com a DMO da coluna lombar em individuos asiaticos e caucasianos europeus 89213 Uma
segunda meta-analise que incluiu 17 GWAS, englobando 50.933 descendentes europeus e do
leste da Asia, observou a associac¢do do rs2062377 com a DMO do colo do fémur, além da
associacdo previamente relatada com a DMO da coluna lombar °. Apesar de ser importante
marcador genético para individuos caucasianos e orientais, ainda ndo ha estudos no nivel
populacional que investiguem marcadores genéticos para a DMO e osteoporose em
populacbes com as caracteristicas étnicas e raciais semelhantes as da nossa populacdo de
estudo, brasileira e com idosas predominantemente de ancestralidade mista. Em nosso estudo,
ndo encontramos associagéo significante entre os genotipos e alelos dos SNPs rs2062377 com

a DMO do colo do fémur ou da coluna lombar em idosas miscigenadas.
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Em menor escala de tamanho amostral, pesquisadores de todo o mundo tém realizado
estudos com genes candidatos, investigando a associagdo entre SNPs e DMO em individuos
de diferentes nacionalidades. Um estudo recente com 372 mulheres arabes pds-menopausicas
(50-90 anos) *** e um estudo eslovaco com 327 mulheres po6s-menopausicas (43-86 anos) **°
investigaram a associagao entre o rs3102735 e a DMO da coluna lombar e fémur. Semelhante
aos nossos resultados, esses autores ndo encontraram diferencas significantes das frequéncias
genotipicas e alélicas do rs3102735 entre o grupo de mulheres com DMO baixa e DMO
normal ¥413 Por outro lado, diferente dos nossos achados, um estudo chinés com 416
mulheres p6s-menopéusicas mostrou que o rs3102735 apresentava associacdo significante
com a DMO do quadril ¥. O estudo brasileiro de Pereira et al.*?> (2016) com 815 participantes,
de ambos os sexos, com idade >65 anos, demonstrou que o alelo T-rs3102735 esteve
associado com menor frequéncia de osteoporose na populagio estudada 2. Interessante notar
que, mesmo este Ultimo estudo sendo brasileiro e incluir apenas pessoas idosas, as
caracteristicas da amostra estudada diferiu da nossa, visto que, em nosso estudo, as
participantes eram mulheres idosas miscigenadas e afrodescendentes, enquanto que, no estudo

de Pereira, a amostra foi composta de caucasianos e incluiu individuos do sexo masculino .

O rs9525641 também se mostrou associado &8 DMO em estudos prévios. Em mulheres
pos-menopausicas eslovenas, foi observado que o gendtipo TT-rs9525641 estava associado a
maiores valores de DMO no colo do fémur %8, Sugere-se que a presenca do alelo T-rs9525641
exerce papel protetor na massa Ossea 2%, visto que ele estd presente em um hapl6tipo
relacionado a uma menor atividade promotora do TNFSF11 *°. Em nosso estudo, observamos
maiores valores de massa 6ssea do fémur em individuos com genétipo TT-rs9525641, porém
na andlise de regressdo, a presenca deste gendtipo ndo apresentou ser um fator protetor

importante para a DMO do colo do fémur.

Por fim, tanto em GWAS prévios e em estudos com genes candidatos, observou-se
associacdo significante entre rs6469804 e a DMO da coluna lombar em caucasianos europeus
e individuos orientais, sendo A-rs6469804 o alelo de risco para menor DMQ 899297100133
Nossos resultados ndo mostraram diferengas significantes entre a frequéncia dos gendtipos e
alelos do rs6469804 nos grupos DMO normal e baixa, seja no colo do fémur ou na coluna

lombar de idosas com ancestralidade miscigenada.

Diversos fatores podem ter influenciado para a auséncia de associacédo significante entre

0s SNPs investigados no nosso estudo e a DMO. Um dos fatores é a diferenga étnica/racial



75

das nossas participantes de pesquisa quando comparadas as popula¢des dos estudos GWAS e
as amostras dos estudos com genes candidatos realizados em todo o mundo. Ja é relatado na
literatura que a susceptibilidade para o desenvolvimento de doencas conferidas por SNPs é
influenciada pela ancestralidade °°. Outro fator que também pode ter influenciado para a
auséncia de significancia estatistica foi o tamanho amostral (n=65) do nosso estudo. Por isso,
é importante a realizacdo de futuros estudos com a inclusdo de mais participantes para
aumentar o poder dos testes estatisticos. Além disso, outros aspectos intrinsecos do
organismo, como o peso corporal, perfil hormonal e metabdlico, e mesmo o uso de farmacos
indicados para o tratamento de doencas cronicas, utilizados pelas idosas, podem ter se

sobreposto a influéncia genética na massa mineral dssea.

Hipertensdo e DMO

Nossos resultados mostraram que o grupo DMO normal era composto de mais
individuos em uso de anti-hipertensivos do que o grupo DMO baixa tanto no colo do fémur
guanto para coluna lombar. Observamos que, nos registros dos questionarios das participantes
do nosso estudo, todas as idosas hipertensas faziam uso regular de farmacos anti-
hipertensivos ha pelo menos dez anos, e as classes de farmacos mais utilizadas foram
blogueadores dos receptores de angiotensina Il (AT1r-blogueadores), diuréticos tiazidicos e
afins, e bloqueadores dos receptores Bl-adrenérgicos (Bl-bloqueadores). Poucas idosas

também usavam blogueadores dos canais de célcio (resultados ndo apresentados).

Ha relatos na literatura cientifica sobre os efeitos da hipertensdo arterial sistémica
(HAS) no metabolismo 6sseo, aumentando o risco para perda mineral 6ssea e fraturas. Os
mecanismos deletérios da HAS no 0sso podem estar atrelados aos seus efeitos calcidricos nos
rins, ao aumento do ténus simpatico com maior ativacdo dos receptores B2 nos osteoclastos,
ou via angiotensina I, que também aumenta atividade osteocléstica 3%, Sugere-se que o
uso de anti-hipertensivos a longo prazo promove efeitos protetores no 0sso, e pesquisas na
area tém proposto numerosos mecanismos pelos quais estes farmacos poderiam mediar esses
efeitos 37138, A relacdo entre hipertensdo, uso continuo de anti-hipertensivos e DMO é
bastante complexa, e futuros estudos com a categorizacdo das diferentes classes de anti-
hipertensivos e a DMO poderdo auxiliar a esclarecer a relacdo entre esses farmacos e

metabolismo 6sseo. Apesar de ndo ter sido o foco principal do estudo, nossos resultados
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mostraram que o uso continuo de anti-hipertensivos foi o preditor mais importante para DMO
da coluna lombar e do colo do fémur, de modo a contribuir para reducdo de perda 6ssea em

idosas.

O ponto forte do nosso estudo foi a quantidade de variaveis investigadas e utilizadas nas
andlises de associagdo e regressdao, levando em consideracdo fatores intrinsecos, como
aspectos hormonais, lipidicos, antropométricos, genéticos, bem como fatores extrinsecos,
como habitos de vida e uso de farmacos que coletivamente podem influenciar na

determinacdo da DMO.

CONCLUSAO

Os diferentes alelos e gendtipos dos SNPs estudados ndo parecem ter contribuicdo na
DMO do fémur ou da coluna lombar em idosas fisicamente ativas e de ancestralidade mista. A
auséncia de significancia estatistica nas analises de associacdo entre os SNPs deste estudo
com a DMO pode ter sido influenciada pelos aspectos étnicos/raciais, bem como pelo
tamanho amostral e por outros aspectos intrinsecos e extrinsecos das participantes da
pesquisa. Além disso, o uso de farmacos anti-hipertensivos esteve significativamente
associado a maiores valores de DMO tanto do colo do fémur quanto da coluna lombar,

prevendo menor chances de perda de massa mineral em ambos 0s sitios 6sseos em idosas.
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7 DISCUSSAO

Pudemos observar no artigo 1 que, dentre as diversas variaveis investigadas na nossa
populacéo de estudo, todas as variaveis antropometricas apresentaram correlacao positiva com
a DMO do colo do fémur e coluna lombar de maneira significante. Além das varidveis
antropométricas, também houve correlacdo positiva entre os niveis de PCR com a DMO do
colo do fémur e entre os niveis de estradiol com a DMO da coluna lombar. Os niveis de CT e
LDL estiveram negativamente correlacionados com a DMO da coluna lombar. Entre as
variaveis que apresentaram correlagdes significantes com a DMO, apenas o peso corporal e 0s
niveis de estradiol parecem prever a variabilidade da massa mineral 6ssea do colo do fémur.
Para a coluna lombar, apenas o peso corporal e os niveis de LDL parecem prever a

variabilidade da massa mineral desse sitio Gsseo.

Sabe-se que existe heterogeneidade dssea em resposta a diversos estimulos, dentre eles
0s hormonais. Por exemplo, 0s 0ss0s vertebrais sdo mais sensiveis a perda éssea do que o
fémur apds a menopausa, periodo em que as mulheres apresentam queda brusca na sintese de
estradiol %2°43, Apesar de ser um dos mais potentes estimulos osteoprotetores, nossos achados
de correlagdo entre estradiol e DMO da coluna lombar foram de fraca forca, e sua
contribuicdo como previsor de massa mineral 6ssea no colo do fémur foi pequena.
Acreditamos que esse pequeno efeito no metabolismo ésseo em nossos achados seja
justificado pelo perfil da nossa amostra, que incluiu idosas, com idade igual ou superior a 60,
com niveis plasmaticos de estradiol baixos e relativamente homogéneos (préximos a 10

pg/mL).

Na prética clinica, as medidas de peso, altura, o calculo do IMC, CC, CA, CQ e, em
alguns casos a CB, dentre outras, sdo amplamente utilizadas para se estimar a distribuicdo de
gordura corporal e o estado nutricional do individuo. Atrelam-se maiores valores dessas
medidas com maior quantidade de gordura, a qual esta associada a inflamagdo crénica de
baixo grau, que leva a um aumento nos niveis séricos de citocinas inflamatorias e PCR 27°,
Nossos resultados do artigo 1 mostraram uma correlagdo positiva intrigante entre os niveis de
PCR e DMO do colo do fémur, enquanto que, normalmente, os estudos mostram correlagdo
inversa entre essas variaveis 12128 Até o presente momento, nos, autores deste trabalho,
desconhecemos uma explicacdo molecular para a correlacdo positiva entre PCR e DMO.

Contudo, como relatado em outro estudo, outros fatores talvez possam se sobrepor aos efeitos
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deletérios da PCR no metabolismo dsseo, a exemplo da prética regular de atividade fisica, a
qual pode induzir ao aumento da sintese de citocinas anti-inflamatorias que tém efeito protetor

sobre 0 0ss0 16,

Por fim, os resultados do artigo 1 mostraram correlacdo negativa entre CT, LDL e
massa 6ssea da coluna lombar. Em baixos niveis séricos de estrdgeno, como ocorre em idosas
e mulheres p6s-menopausicas sem uso de TRH, observa-se que o perfil lipidico apresenta

correlagio negativa com a DMO da coluna lombar "°, o que corrobora com nossos achados.

No artigo 2, investigamos possiveis associacdes entre 0s SNPs em genes envolvidos na
sinalizacdo celular para a atividade osteoclastica [rs2062377 (OPG), rs3102735 (OPG),
rs6469804 (OPG), rs9594738 (RANKL), e rs9525641 (RANKL)] com a DMO do colo do
fémur e da coluna lombar. Em nossos resultados, ndo observamos associacdo significante
entre 0s genotipos e alelos dos SNPs estudados entre os individuos com DMO normal e baixa
dos sitios investigados. Considerando os valores de massa mineral 6ssea, observamos que o
genotipo TT-rs9525641 (RANKL) apresentou maiores valores de massa 6ssea do fémur, e que
0 TT-rs9594738 (RANKL) apresentou maiores valores de massa 0ssea da coluna lombar,
porém sem significancia estatistica. Chamamos a atencdo para estes resultados devido a
estudos prévios relatarem que o alelo T-rs9525641 foi considerado um fator protetor para a
DMO, e que o genotipo TT-rs9525641 esteve associado a maiores valores de DMO no colo do
fémur %%, o que corrobora com nossos achados. No entanto, para o rs9594738, os relatos na
literatura sdo de que o alelo T-rs9594738 esta associado a menores valores de DMO da coluna
lombar em GWAS prévios, em populacdes europeias e asiaticas 2°!, indo de encontro aos
nossos achados. De qualquer forma, apds analise de regressdo logistica, observamos que a
presenca desses genotipos ndo pareceu exercer qualquer influéncia nas chances de proteger a

perda 6ssea no colo do fémur ou na coluna lombar nas idosas participantes do nosso estudo.

Um achado interessante no artigo 2 foi a grande quantidade de individuos em uso
continuo de anti-hipertensivos nos grupos DMO normal quando comparada ao grupo DMO
baixa, tanto para o colo do fémur quanto para a coluna lombar. Esforcos tém sido feitos para
compreender se uso de anti-hipertensivos a longo prazo promove efeitos protetores no
0sso™¥"138 Em nosso 2° artigo, ndo propomos como objetivo investigar associagdo entre os
farmacos anti-hipertensivos utilizados pelos sujeitos da pesquisa, mas temos esses registros
para futuros estudos que venham trazer maiores esclarecimentos sobre essa associacdo

encontrada entre as diferentes classes desses farmacos e DMO.
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8 CONCLUSAO

Nossos resultados sugerem que, dentre todas as variaveis analisadas, 0s parametros
antropométricos apresentaram maior correlagdo com a massa mineral 6ssea do colo do fémur
e da coluna lombar em mulheres idosas fisicamente ativas de ancestralidade mista. Foi
demonstrado que o peso corporal e, principalmente, o uso de farmacos anti-hipertensivos
foram os principais previsores da variabilidade da massa 6ssea do colo do fémur, diminuindo
as chances de perda mineral neste sitio 6sseo. Para a coluna lombar, apenas o0 uso de farmacos
anti-hipertensivos parece reduzir as chances de as idosas apresentarem DMO baixa nesse sitio
6sseo. Além disso, os niveis de estradiol e os niveis de LDL parecem ser, em menor grau,
previsores da variabilidade dos valores de massa mineral éssea do colo do fémur e da coluna

lombar, respectivamente, no nosso grupo amostral.

Né&o foi observada associacao significante entre a frequéncia dos gendtipos e alelos dos
SNPs investigados com a DMO, tanto do colo do fémur quanto da coluna lombar. Contudo, 0s
resultados referentes a associacdo entre 0s SNPs estudados e a DMO devem ser olhados com
bastante cautela, pois a ancestralidade, o pequeno tamanho amostral e a analise conjunta dos
outros fatores intrinsecos e extrinsecos ao individuo podem coletivamente ter contribuido para

a para a auséncia de significancia estatistica.

Os resultados obtidos no artigo 1 e 2 reforcam que a DMO é uma caracteristica que esta
sob influéncias multifatoriais, dificeis de serem analisadas isoladamente. Profissionais da area
de salde, principalmente aqueles da atencdo bésica, devem estar cientes dos diversos
parametros biol6gicos que conferem risco para o desenvolvimento da osteoporose,
identificando a presenca dessa doenca antes da ocorréncia de fraturas osteoporoticas.
Conforme apresentado anteriormente ao longo deste trabalho, as fraturas osteoporéticas
promovem importantes repercussdes na qualidade de vida do idoso, além de sobrecarregar o
sistema de saude com grande nimero de internamentos e altos custos em diversos paises.
Prevenindo-se a osteoporose, reduz-se a ocorréncia de fraturas osteoporoticas, o que ira
conferir melhor qualidade de vida & populagdo idosa e diminuird a sobrecarga sobre os

sistemas de saude.
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APENDICE 1

Questionario Sociodemogréafico-clinico

CADASTRO DE INFORMAQ()ES GERAIS |Reg. N©:
Nome: Data: / /
Data de Nascimento: / /  Idade: Sexo: 1. ( ™M 2.( )F  Naturalidade:
Tel: res: () cel: () outro: ()
Contato em caso de Emergencia: tel:( )
Entrevistador (enfermagem): Entrevistador (nutri¢do):

PERFIL DEMOGRAFICO

Escolaridade: 1.( )1°grauincompleto  2.( ) 1°graucompleto  3.( ) 2°grauincompleto 4.( ) 2°grau completo
5.( ) 3°graucompleto 6.( ) 3°grauincompleto

Estado civil: 1.( )solteiro 2.( )casado 3.( )vidvo 4.( )divorciado

Plano desadde: 1.( ) Sim 2.( ) Néo N° Cartéo do SUS:

Residecom: 1.( )sozinho  2.( )conjuge 3.( ) familiares 4.( )amigos

Moradia: Agua Tratada: 1. ( )Sim 2.( )Ndo  AguaFiltrada: 1.( )Sim 2.( )Nao  Destino dos Dejetos:
Renda familiar: 1.( )atél 2( )dela?2 3.( )de2a3 4( )de3a4 5( )maisde4
Trabalho: 1. ( )aposentado 2.( ) formal 3.( ) informal

Ocupagcéo atual: Local de Trabalho: Tempo de atividade:
Ocupagao anterior: Local de Trabalho: Tempo de atividade:
Cor auto-referida: 1.( )Branca 2.( )Preta 3.( )Parda 4.( )Amarela 5.( )Indigena

Fototipo (pele): 1.( )I 2. )Yn 3. )w Grupo Sanguineo: 1L.A( ) 2.B( ) Fator Rh:1.( )+ 2.( )-
4( )NV 5( )V 6( )V 3AB( ) 40( )

ATENDIMENTO DE ENGERMAGEM

HABITOS DE VIDA

Fumo atual 1.( )Sim 2.( )Nao Tipo: N. cig./dia: Tempo (anos
Fumo anterior 1.( )Sim 2.( )Néao Tipo: N. cig./dia: Tempo (anos
Alcool 1.( )Sim 2.( )Néo Tipo: 1. ( ) Destilado 2.( ) Fermentado Tempo (anos):
Drogas 1.( )Sim 2.( )Néo Tipo: N. cig./dia: Tempo (anos
Exercicios fisicos 1. ( ) Sim 2.( )Nao Tipo: Frequencia/sem: Tempo (anos)
Protetor Solar 1.( )Sim 2.( )Néo Frequencia/sem: Tempo (anos)
Sono 1.(_ )Regular 2. ( )Irregular Horas/dia:

ANTECEDENTES MEDICOS

Alteracdes do sist. reprodutor e osteomuscular

Menopausa 1.( )Sim 2.( )Nao Qual idade?

Gestacdes 1.( )Sim 2.( ) Nao Quantidade: Tipo de parto:

Reposicéo hormonal 1.( ) Sim 2.( ) Nao Qual?

Reposicao de vit D 1.( )Sim 2.( )Nao

Reposicao de Ca 1.( )Sim 2.( )Nao Tipo:

Osteoporose 1.( )Sim 2.( )Nao Em Tratamento? 1.( )Sim 2.( ) Néo

Fraturas pds menopdusicas 1. ( ) Sim 2.( )Nao Local da fratura: 1.( )fémur 2.( )wvértebra 3.( )punho 4.( )outro
- causa da fratura 1. ( )queda 2. ( )outro: Quantidade de fraturas:

Fraturas pré-menopausicas 1. ( ) Sim 2.( ) Naéo Local da fratura: 1.( )fémur 2.( )vértebra 3.( )punho 4.( )outro
Dificuldade para andar 1.( )Sim 2.( )Nao

Dor nas articulagdes 1.( )Sim 2.( )Nao

Artrose 1.( )Sim 2.( )Nao

Fraqueza muscular 1.( )Sim 2.( )Nao

Alteracdes Enddcrinas

Diabete Tipo | 1.( )Sim 2.( ) Nao Em tratamento? 1.( )Sim 2.( )Néo Anos:
Diabete Tipo Il 1.( )Sim 2.( )Néo Em tratamento? 1.( )Sim 2.( )Néo Anos:
Hipertireoidismo 1.( )Sim 2.( )Nao Em tratamento? 1.( )Sim 2.( )Néo Anos:
Hipotiroidismo/tireoidectomial. () Sim 2.( )Nao Emtratamento? 1.( )Sim 2.( )Néo Anos:
Sindrome de Cushing 1.( )Sim 2.( )Nao Em tratamento? 1. ( ) Sim 2.( )Nao Anos:
Outras: 1.( )Sim 2.( ) Nao Em tratamento? 1.( )Sim 2.( )Néo Anos:
Alteracdes CV e sanguineas? 1. () Sim 2.( )Néo 3.( ) N&o sei.

Hipertenséo arterial 1.( )Sim 2.( )Nao Compensada?  1.( )Sim 2.( )Néo Anos:
Hipotensdo arterial 1.( )Sim 2.( )Nao Compensada? 1.( )Sim 2.( )Néo Anos:
Vélwulas Atrtificiais 1.( )Sim 2.( ) Nao Anos: Tipo:

Problemas Valvares 1.( ) Sim 2.( )Nao Anos: Tipo:

Endocardite Bact. 1.( )Sim 2.( )Nao Anos:

Ponte Safena 1.( )Sim 2.( )Nao Anos:

Infarto do Miocardio 1.( )Sim 2.( )Nao Anos:

Marcapasso 1.( )Sim 2.( ) Nao Anos:

Angina 1.( )Sim 2.( )Nao Em tratamento? 1. ( ) Sim 2.( )Nao Anos:
Dist. Coagulagao 1.( )Sim 2.( )Nao Emtratamento? 1.( )Sim 2.( )Néo Anos:
Arterosclerose 1.( )Sim 2.( )Nao Em tratamento? 1. ( ) Sim 2.( )Néo Anos:
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Anemia falciforme 1.( )Sim 2.( ) Néo

Alteracdes Neurol6gicas? 1. ( ) Sim 2.( ) Nao 3.( ) Nao sei.

Alzheimer 1.( )Sim 2.( )Néo Em tratamento? 1.( ) Sim 2.( )Néo Anos:
Epilepsia 1.( )Sim 2.( ) Néo Em tratamento? 1.( )Sim 2.( )Néo Anos:
Neoplasia e intervengbes? 1. ( ) Sim 2.( )Nao 3. () N&o sei.

Leucemia 1.( )Sim 2.( ) Néo Em tratamento? 1.( )Sim 2.( ) Néo Anos:
Outras neop.: 1.( )Sim 2.( ) Néo Em tratamento? 1.( )Sim 2.( )Néo Anos:
Radioterapia 1.( ) Sim 2.( ) Néo Em tratamento? 1.( ) Sim 2.( )Néo Anos:
Quimioterapia 1.( )Sim 2.( ) Néo Em tratamento? 1.( )Sim 2.( )Néo Anos:
Transplantado 1.( )Sim 2.( ) Néo Orgdo: Anos:
Transfusdo sanguinea 1.( )Sim 2.( ) Néo Motivo: Anos:
Alteracbes Reumatoldgicas? 1. () Sim 2.( ) Nao 3.( ) Nao sei.

Qual?

Lupus eritematoso 1.( )Sim 2.( ) Néo Em tratamento? 1.( )Sim 2.( )Néo Anos:
Artrite Reumatoide 1.( )Sim 2.( )Néo Em tratamento? 1.( ) Sim 2.( )Néo Anos:
Febre Reumética 1.( )Sim 2.( )Néo Em tratamento? 1.( ) Sim 2.( )Néo Anos:
Alteracbes Gastrointestinais? 1. ( ) Sim 2.( )Nao 3. () N&o sei.

Qual?

Doenca de Crohn 1.( )Sim 2.( ) Néo Em tratamento? 1.( )Sim 2.( )Néo Anos:
Doenca Celiaca 1.( )Sim 2.( ) Néo Em tratamento? 1.( )Sim 2.( )Néo Anos:
Alergia alimentar 1.( )Sim 2.( ) Néo Em tratamento? 1.( )Sim 2.( )Néo Anos:
Colite ulcerativa 1.( )Sim 2.( ) Néo Em tratamento? ( )Sim 2.( )Néo Anos:
Xerostomia 1.( )Sim 2.( ) Néo Em tratamento? 1.( )Sim 2.( )Néo Anos:
InfeccOes? 1.( )Sim 2.( )Nao 3.( ) Nao sei.

Hepatite 1.( )Sim 2.( ) Néo Em tratamento? 1.( )Sim 2.( ) Néo Anos:
Portador HIV 1.( )Sim 2.( ) Néo Em tratamento? 1.( )Sim 2.( )Néo Anos:
Portador HTLV 1.( )Sim 2.( ) Néo Em tratamento? 1.( )Sim 2.( )Néo Anos:
Tuberculose 1.( )Sim 2.( ) Néo Em tratamento? 1.( )Sim 2.( )Néo Anos:
Herpes 1.( )Sim 2.( ) Néo Em tratamento? 1.( )Sim 2.( )Néo Anos:
Dengue 1.( )Sim 2.( ) Néo Emtratamento? 1.( ) Sim 2.( )Néo Anos:
Gripe 1.( )Sim 2.( ) Néo Ultima vez (meses): Vezes/ano:
Outros/Observagdes:

MEDICAMENTOS EM USO OU QUE JA FORAM UTILIZADOS POR PELO MENOS UM MES/ANO

Ja fez uso destes medicamentos pelo menos um més/ano. Se sim qual a idade de inicio e qual a duragéo do uso?

Fenilbutazona 1.( )Sim 2.( ) Néo Idade (anos): Duragéo (anos): Dose:
Corticoide 1.( )Sim 2.( ) Néo Idade (anos): Duracéo (anos): Dose:
Indometacina 1.( )Sim 2.( ) Néo Idade (anos): Duracéo (anos): Dose:
Cloranfenicol 1.( )Sim 2.( ) Néo Idade (anos): Duragéo (anos): Dose:
Imunossupressor 1.( ) Sim 2.( ) Néo Idade (anos): Duragéo (anos): Dose:
Amoxicilina 1.( )Sim 2.( ) Néo Idade (anos): Duragao (anos): Dose:
Metronidazol 1.( )Sim 2.( ) Néo Idade (anos): Duracéo (anos): Dose:
Horménios 1.( )Sim 2.( ) Néo Idade (anos): Duragao (anos): Dose:
- Qual?

Antibidticos 1.( )Sim 2.( ) Néo Idade (anos): Duracéo (anos): Dose:
Estatinas: 1.( )Sim 2.( )Néo Idade (anos): Duragdo (anos): Dose:

Outros medicamentos em uso:

VACINACAO

Possui carteira de vacinagdo? 1.( ) Sim 2.( ) Néo
(Calendario de Vacinagéo do Idoso SBIm)

Influenza: I Anual
VPC13 e VPP23: / / VPC13 12 dose /] VPP23 2 meses depois / / VPP23 5 anos depo

dT: [ la dose /A 2a dose I 3a dose
dTpa: [ 1 dose ap6s esquema basico completo I reforco a cada 10 anos
Hepatite B: [ la dose I 2a dose [ 3a dose [ reforco
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ATENDIMENTO DE NUTRICAO

DADOS CLINICOS

EXAME CLINICO NUTRICIONAL

Itens 12 Consulta 1 Més 2 Meses 3 Meses
Denticdo
Lingua
Abdomen
Sistema Urinario
(Cor da Urina)
Acantose Nigricans
(Sim, Né&o, Local?)
12 Consulta 1 Més 2 Meses 3 Meses
Peso (kg)
Altura
IMC (kg/m2)
Circunferéncia da
cintura (cm)
Circunferencia
abdominal (cm)
Circunferéncia do
quadril (cm)
Circunferéncia do
Braco (cm)
Razdo cintura/estatura
Presséo arterial
(mmHg)
Apetite Atual: 1.( )Aumentad2.( )Habitual 3.( ) Diminuido Horério:
Alergia Alimentar 1. () Sim 2.( ) Néo Alimentos
Intolerancia Aliment 1. () Sim 2.( ) Néo Alimentos
Suplementos Alimen1. () Sim 2.( )Néo Quais
Fitoterapicos 1.( )Sim 2.( )Néo Quais
Probidticos 1.( )Sim 2.( )Néo Quais
CARACTERISTICAS DO SISTEMA GASTROINTESTINAL
Disfagia: 1.( )Sim 2.( ) Naéo Dor Abdominal: 1.( )Sim 2.( ) Nao
Epigastralgia: 1.( )Sim 2.( ) Néo Local:
Odinofagia: 1.( )Sim 2.( ) Néo Caracteristicas:
Dispepsia: 1.( )Sim 2.( ) Néo
Regurgitacdo 1.( )Sim 2.( ) Néo Dor na defeccao 1.( )Sim 2.( ) Naéo
Pirose 1.( )Sim 2.( ) Néo Sangue na defecgéo: 1.( )Sim 2.( ) Néo
Néuseas 1.( )Sim 2.( ) Néo Ritmo Intestinal (freq/sema
Vomitos 1.( )Sim 2.( ) Néo Escala Fecal de Bristol — Ti

Caracteristicas

ALIMENTO

Carnes

Bovina

Aves

Peixe

Visceras

Leite / Derivados
Ovos
Leguminosas
Cereais

Massas
Vegetais
Folhosos
Legumes

Frutas

Doces

Citricas

Frequéncia / Semana

Cor:

FREQUENCIA ALIMENTAR

ALIMENTO

Bebidas

Agua

Sucos

Infusbes

Isotnicas

Gaseificadas

Alcodlicas

Doces

Gorduras

Oleo

Margarina

Manteiga

Toucinho

Enlatados/Embutidos

Salgadinhos/Biscoitos

(""Lanches"))

Frequéncia / Semana




Refeicao Dia tipico
Desjejum
Hora

Local

Colacgédo
Hora

Local

Almoco
Hora

Local

Lanche
Hora

Local

Jantar
Hora

Local

Ceia
Hora

Local

RECORDATORIO 24 HORAS
Finais de Semana

Observagdes
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APENDICE 2

UNIVERSIDADE DO ESTADO DA BAHIA
DEPARTAMENTO DE CIENCIAS DA VIDA, CAMPUS |

Termq de Consen@imento Livrp e Esclarecido
ESTA PESQUISA SEGUIRA OS CRITERIOS DA ETICA EM PESQUISA COM SERES
HUMANQOS CONFORME RESOLUCAO NO 466/12 DO CONSELHO NACIONAL DE SAUDE.

| - DADOS DE IDENTIFICACAO
Nome do Participante:

Documento de Identidade n°: Sexo: F ()M ()
Data de Nascimento: [ CPF:

Enderego: Complemento:

Bairro: Cidade: CEP:

Telefones: ( ) 1)

E-mail:

11 - DADOS DA PESQUISA CIENTIFICA
1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA:. “Caracterizagdo da densidade mineral dssea e
sua associagdo a polimorfismos genéticos de IL-17F, IL-6 e OPG, parametros antropométricos,
nutricionais e os perfis glicidicos, lipidicos e hormonais em uma amostra da populacdo de
idosos de Salvador, Bahia”.
2. PESQUISADOR(A) RESPONSAVEL.: Denise Carneiro Lemaire
Cargo/Funcéo: Professor Titular com dedicacdo exclusiva

111 - EXPLICACOES DO PESQUISADOR AO PARTICIPANTE SOBRE A PESQUISA:

O senhor(a) estd sendo convidado(a) para participar da pesquisa: “Caracterizagdo da densidade
mineral 6ssea e sua associacdo a polimorfismos genéticos de IL-17F, IL-6 e OPG, parametros
antropométricos, nutricionais e os perfis glicidicos, lipidicos e hormonais em uma amostra da
populacdo de idosos de Salvador, Bahia”, de responsabilidade da pesquisadora Denise Carneiro
Lemaire, docente da Universidade do Estado da Bahia que tem como objetivo de Caracterizar a DMO
e Investigar possiveis associagBes entre a perda de DMO com polimorfismos genéticos dos
genesTNFRSF11B 163A>G (rs3102735), TNFRSF11B 1181G>C (rs2073618), IL17F 7488T>C
(rs763780) e IL6 —634C>G (rs1800796), parametros antropométricos, nutricionais e os perfis
glicidicos, lipidicos e hormonais em uma populacéo de idosos da UATI-UNEB, campus I. A realizacdo
desta pesquisa trard ou podera trazer beneficios para a o sistema de salde, visto que o planejamento e
execucdo de estudo de associagdo permitem a identificagdo de potenciais fatores de risco e de protecdo
as doengas, como a osteoporose. A caracterizacdo da sua situagao vacinal também serd investigada, no
intuito de realizarmos o levantamento vacinal de uma populagdo de idosos de Salvador, contribuindo
assim com a rede do SUS com informagGes referentes aos servigos da atencdo bésica. Caso aceite, 0
Senhor(a) sera convidado(a) a fazer um atendimento com profissional de salde para a realizacdo de
uma entrevista para i) responder a um questionario sociodemografico, ii) para realizar o recordatério
alimentar de um dia tipico e atipico e iii) para a realizagdo de um exame fisico onde serdo avaliadas a
funcdo cardiovascular (presséo arterial e eletrocardiograma) e 0s parametros antropométricos com
mensuracdo do peso, altura, circunferéncia da cintura e do quadril) pelo (a)
estudante........cccevvvivireiee e do curso de graduacao/pds-graduacdo
BIM. ettt Além disto, serdo entregues neste atendimento solicitacdo para
realizacdo de exames laboratoriais para dosagem de biomoléculas, como hormonios e anticorpos anti-
HBS e anti-HBC, exame de fezes, bem como o laudo para autorizacdo de procedimentos de alta
complexidade (APAC) para a realizacdo de densitometria 6ssea, 0s quais poderdo ser feitos
gratuitamente pelo SUS em clinicas conveniadas. Devido a coleta de sangue para oS exames
laboratoriais, o(a) senhor(a) podera sentir dor ou incomodo no local da puncdo venosa. Apds a
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aquisicdo do resultado dos exames, o(a) Sr(a) terd direito a um atendimento para revisdo por
profissional de salude que fard a coleta dos dados dos exames e as devidas orientagdes e
encaminhamentos caso o Sr(a). necessite de cuidados de saude. Caso esteja com situa¢do vacinal
incompleta ou ausente para a hepatite B, o(a) Sr(a). poderd ser encaminhado(a) para uma unidade
bésica de salde mais conveniente para buscar imunizacdo. Apos completar o esquema vacinal, tera
direito a uma nova consulta para receber nova guia de solicitacdo de exames de sangue para avaliacao
de soroconversdo e dosagem dos niveis séricos de vitamina D. Sua participagdo é voluntaria e ndo
havera nenhum gasto ou remuneracéo resultante dela. Garantimos que sua identidade sera tratada com
sigilo e portanto o Sr(a) ndo sera identificado(a), e que sua amostra de sangue sera descartada apés
término deste projeto de pesquisa. Caso queira o(a) Sr(a) poderd, a qualquer momento, desistir de
participar e retirar sua autorizagdo. Sua recusa ndo trard nenhum prejuizo em sua relacdo com a
pesquisadora ou com a instituicdo. Quaisquer davidas que o(a) Sr(a) apresentar serdo esclarecidas pela
pesquisadora e, caso queira, podera entrar em contato também com o Comité de Etica da Universidade
do Estado da Bahia. Esclareco ainda que de acordo com as leis brasileira o(a) Sr(a) tem direito a
indenizagdo caso seja prejudicado(a) por esta pesquisa. O(a) senhor (a) receberd uma copia deste
termo onde consta o contato dos pesquisadores, que poderdo tirar suas duvidas sobre o projeto e sua
participacdo, agora ou a qualquer momento.

IV - INFORMACOES DE NOMES, ENDERECOS E TELEFONES DOS RESPONSAVEIS
PELO ACOMPANHAMENTO DA PESQUISA, PARA CONTATO EM CASO DE DUVIDAS
PESQUISADOR(A) RESPONSAVEL: Denise Carneiro Lemaire
Telefone: (71) 31175352
Endereco: Rua Silveira Martins, no 2555, Cabula. e-mail:dlemaire@uneb.br
Comité de Etica em Pesquisa (CEP/UNEB): Rua Silveira Martins, 2555, Cabula. Salvador-
BA. CEP:41.150-000. Tel.: 71 3117-2445 e-mail: cepuneb@uneb.br
Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa — CONEP: SEPN 510 NORTE, BLOCO A 1o
SUBSOLO, Edificio Ex-INAN - Unidade Il - Ministério da Saide CEP: 70750-521 - Brasilia-
DF.

V. CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIDO

Declaro que, apds ter sido devidamente esclarecido pelo pesquisador(a) sobre os objetivos beneficios
da pesquisa e riscos de minha participa¢@o na pesquisa “Caracterizagdo da densidade mineral dssea e
sua associacdo a polimorfismos genéticos de IL-17F, IL-6 e OPG, parametros antropométricos,
nutricionais e os perfis glicidicos, lipidicos e hormonais em uma amostra da populacéo de idosos de
Salvador, Bahia”, e¢ ter entendido o que me foi explicado, concordo em participar sob livre e
espontanea vontade, como voluntario consinto que os resultados obtidos sejam apresentados e
publicados em eventos e artigos cientificos desde que a minha identificagdo ndo seja realizada e
assinarei este documento em duas vias sendo uma destinada ao pesquisador e outra a via que a mim.

Salvador, de de

Assinatura do participante da pesquisa

Assinatura do pesquisador discente Assinatura do professor responsavel
(orientando) (orientador)

Pesquisa submetida ao Comité de ética em pesquisa com seres Humanos da Universidade do estado da Bahia,
aprovado sob nudmero de parecer de nimero 2.181.708 pela Universidade do Estado da Bahia, sob o
CAAE32401614.6.0000.0057. Consulta disponivel em: <http://aplicacao.saude.gov.br/plataformabrasil>.
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