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Resumo

Introdugao: Fatores genéticos contribuem para o risco de osteoporose em idosos.
Objetivos: O objetivo deste estudo foi avaliar a relagao entre polimorfismos nos
genes: interleucina 18 (IL-1) e receptor de vitamina D (VDR) em 41 idosos com
e sem osteoporose provenientes de unidades basicas de satide. Métodos: Foram
extraidos os DNAs a partir de leucécitos do sangue periférico dos idosos. Os
polimorfismos genéticos foram avaliados por meio da PCR-RFLP. O teste de »*
e o teste exato de Fischer foram usados para avaliar o efeito de cada polimorfis-
mo na osteoporose, com nivel de significancia de 5%. Resultados: Foi constatada
uma associagdo significativa entre a presenca de osteoporose e o polimorfismo
no gene da IL-18 em idosas. Para o gene VDR nao foi verificada associagao rele-
vante. Conclusdes: Esses dados sugerem que o polimorfismo genético IL-1p deve
influenciar na manuten¢do da massa dssea em idosas.

Descritores: Idoso; Interleucina-1; Osteoporose; Polimorfismo genético.

Abstract

Introduction: Genetics factors contribute to the risk of osteoporosis in the elderly.
Objective: This study aimed to evaluate the relationship between polymorphisms
in the genes: interleukin-1 (IL-1p) and vitamin D receptor (VDR) in 41 elderly
patients with and without osteoporosis from basic health units. Methods: We
extracted DNA from peripheral blood leukocytes of the elderly. Genetic poly-
morphisms were assessed by PCR-RFLP. The y2 test and Fisher exact test were
used to evaluate the effect of each polymorphism on osteoporosis, with a signifi-
cance level of 5%. Results: It has been found a significant association between the
presence of osteoporosis and the gene polymorphism of IL-18 (p <0.05) in elderly
women. With respect to the VDR gene was not detected significant association.
Conclusions: These data suggest that IL-1p polymorphism may influence in the
manutention of bone mineral density in elderly women.

Key words: Elderly; Genetic polymorphism; Interleukin-1; Osteoporosis.
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Introducdo

Diversas modificagdes ocorrem com o
envelhecimento, nos varios sistemas do orga-
nismo, em que se verifica um incremento no
peso com aumento da porcentagem de gordu-
ra, diminui¢do da forca, da massa muscular, da
massa 0ssea, da eficiéncia cardiocirculatoéria, da
coordenacdo motora e da agilidade. Entre essas
varias transformagoes bioldgicas que acometem
o individuo ao envelhecer, a osteoporose, sem
diavida, é a que mais se destaca, pois esta rela-
cionada a locomocao e a independéncia em suas
atividades motoras'.

Dados estatisticos revelam que, no Brasil,
a populagao propensa a desenvolver a osteopo-
rose aumentou de 7,5 milhdes, em 1980, para 15
milhdes, no ano de 2000, acometendo 35 a 52%
das mulheres com mais de 50 anos®.

A osteoporose constitui um grave proble-
ma de satde publica®, apresenta um alto indice
de morbidade e um elevado custo social*. Um es-
tudo realizado no Brasil por Kowaslki, Sjenzfeld
e Ferraz*, relata que os custos pagos com o trata-
mento de osteoporose pelas pacientes represen-
taram 11% da renda familiar mensal média.

A osteoporose é uma doenga caracterizada
pela reducdo da massa 6ssea e desarranjo da mi-
croarquitetura tecidual, propiciando fragilidade
esquelética e consequentemente aumentando o
risco de fraturas®. Cada vez mais, essa patologia
é reconhecida como enfermidade limitante da
qualidade de vida® ocasionando muitas vezes
incapacidade funcional, reduzindo o desempe-
nho psicossocial e qualidade de vida, além de
causar dores cronicas’.

Atualmente, a genética tem sido considera-
da determinante das variagdes nos fenétipos 6s-
se0s, com alguns autores estimando que a con-
tribuicdo genética seja responséavel por até 85%
da variabilidade da Densidade Mineral Ossea
(DMO) da coluna lombar e do quadril®*'. Com
base nesses dados, diversos estudos tém sido de-
senvolvidos para analisar os aspectos genéticos
relacionados as variagdes na DMO.

Desde o estudo inicial de Morrison et al.’?,
relacionando diretamente determinadas varia-
¢Oes polimoérficas no gene receptor de vitami-
na D, Vitamin D Receptor (VDR), com fenétipos
Osseos, grande atengdo foi dada a relagao en-
tre os diferentes alelos e a DMO. No entanto, a
relacdo entre variagdes no gene VDR e a DMO
ainda precisa ser esclarecida de forma mais
consistente.

Outros estudos identificaram polimorfis-
mos genéticos associados a DMO, perda 6ssea
ou fraturas osteopordticas®*. Vale ressaltar que,
polimorfismo de nucleotideos tnicos (Single
Nucleotide Polymorphisms ou SNP), é definido
pela existéncia da variacdo de uma tnica base
entre individuos, num ponto particular do geno-
ma, desde que a frequéncia da variante menos
repetida seja de 1%, ou superior. Encontram-se
ja descritos cerca de 7 milhdes de SNPs, em di-
ferentes bases de dados publicas e privadas, a
grande maioria dos quais ja validados; ou seja,
confirmados como polimérficos num ou mais
grupos populacionais®.

Em um estudo colaborativo de metanalise
envolvendo 150 genes relacionados a osteopo-
rose e as fraturas osteoporoticas, Richards et
al.®avaliaram o efeito dos SNPs em genes can-
didatos descritos na literatura para a DMO. Os
autores descobriram que a maioria dos SNPs
em genes previamente identificados como re-
lacionados a osteoporose nao foram associados
com a doenga. Entretanto, confirmaram que as
variagdes em nove genes (ESR1, LRP4, ITGAL,
LRP5, SOST, SPP1, TNFRSF11A, TNFRSF11B e
TNFSF11) influenciam a DMO, e que variagdes
em quatro desses genes (SPP1, SOST, LRP5 e
TNFRSF11A) também estao relacionadas ao ris-
co de fratura.

A hipétese de que genes candidatos de-
sempenham um papel na osteoporose incluem
a avaliacao daqueles envolvidos na formagao e
remodelamento 6sseo (por exemplo, citocinas
pré-inflamatdrias tal como IL-1B), os envolvidos
na sinalizagdo hormonal (por exemplo, ESR1 e
VDR), e aqueles que codificam proteinas da es-
trutura 6ssea (como, COL1A1l).



Diante do exposto, o objetivo neste estu-
do foi verificar a relacdo entre polimorfismo nos
genes da IL1-8 e do VDR com a osteoporose em
idosos do municipio de Londrina-PR.

Materiais e métodos

Foram incluidos no trabalho 41 individuos
com idade igual ou superior a 60 anos, de am-
bos os géneros, provenientes de unidades basi-
cas de satide de Londrina-PR, e que aceitaram
participar voluntariamente do estudo. Foram
excluidos da amostra os sujeitos que apresenta-
vam alguma doenca ou limitagdo que impedia
a realizacdo dos testes, como deficiéncias fisicas
e mentais.

Todos os participantes, ap6s terem sido
informados sobre a proposta do estudo e os
procedimentos aos quais seriam submetidos, as-
sinaram um termo de consentimento livre e es-
clarecido com o objetivo de respeitar a Resolugao
196/96. Este estudo foi avaliado pelo Comité de
Ftica em Pesquisa da Universidade Norte do
Parand certificado pelo Conselho Nacional de
Satde (PP/0100/10).

O DNA foi obtido de leucécitos do sangue
periférico, utilizando o kit de extragdo de DNA,
seguindo orienta¢cdes do fabricante (PureLink
Genomic DNA Kits — Invitrogen, Brasil). Os DNAs
extraidos foram acondicionados em freezer -80° C
para posterior analise dos polimorfismos.

Para a amplificagdo pela reagdo em ca-
deia da polimerase (Polymerase Chain Reaction
ou PCR) do gene da IL1-g foram utilizados os
seguintes iniciadores: 5- CTC AGG TGT TCC
TCG AAG AAA TCA A - 3/, Reverse 5= GCT
TTT TTG CTG TGA GTC CCG - 3’ e para a am-
plificacdo do gene VDR foram utilizados os ini-
ciadores: 5 — CAG AGC ATG GAC AGG GAG
CAA G-3e5-GGA TGT ACG TCT GCA GTG
TG -3

A mistura da PCR para os dois genes con-
sistiu em um volume total de 50 ul, contendo 100
ng de DNA genémico, 1,5 uM de MgClL, 1 uM de
cada primer, 200 uM de dNTPs e 2 U de Taq DNA

polimerase. As solugdes foram incubadas em
um termociclador TC-512 Techne™ (New Jersey,
USA). As condigdes de amplificagdo foram de
um ciclo a 95 °C por dois minutos de desnatu-
ragdo inicial, 38 ciclos de amplificagdo, consis-
tindo em cada ciclo por um minuto a 95 °C, um
minuto a 67°C e um minuto a 74°C , e extensao
final a 72 °C por oito minutos. O fragmento am-
plificado para o gene IL-18 foi 182pb, e para o
VDR, de 340pb.

Apbs a amplificagdo, 5 ul do produto da
PCR foi analisado pela eletroforese em gel de
agarose (1,0%). Posteriormente, o gel foi corado
por Sybr Safe (Invitrogen Life Technologies®,
Sao Paulo, Brasil) e os fragmentos recém-sinteti-
zados foram visualizados sob luz ultravioleta e
a leitura e andlise do gel foi realizada com o pro-
grama LABImage L-PIX (H.E.) 1D-L340 (Loccus
Biotecnologia, Brasil). O tamanho do produto
amplificado pela PCR foi estimado a partir da
migracao eletroforética do produto relativo ao
marcador de 100 pb DNA Ladder (Invitrogen
Life Technologies®, Sao Paulo, Brasil).

Para a técnica de RFLP, 12 pl do produ-
to amplificado pela PCR foram adicionados ao
Tampao NE 1x, 0,2 ul de Tagl (10.000 U/ml) e 10,3
pl de dgua deionizada esterilizada. A solugao foi
incubada a 37 °C overnight. Os produtos da di-
gestdo foram separados por eletroforese em gel
de poliacrilamida 10% e corados por nitrato de
prata. Os produtos resultantes da digestdao do
gene da IL-18 foram dois fragmentos de 85 pb +
97 pb denominados de alelo 1 e um fragmento
ndo digerido de 182 pb denominado de alelo 2.
Para o gene VDR os alelos foram designados “t”
(presenca do sitio para Tagl, formando um frag-
mento de 260 pb e outro com 80pb) e “T” (ausén-
cia de sitio para Taql, mantendo o fragmento de
340 pb).

Todas as analises foram realizadas utili-
zando o pacote estatistico SPSS v.11.5 (SPSS Inc.).
O teste de y?e o teste exato de Fischer foram usa-
dos para avaliar o equilibrio de Hardy-Weinberg
(HWE) e o efeito de cada polimorfismo na osteo-
porose. O valor de p < 0,05 foi considerado esta-
tisticamente significante.
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Resultados

Tabela 2: Distribui¢&o genotipica para IL1-3
e VDR na populacéo de idosos

l?ar.t1c1param do estudo 41 Aldosos, ser.1d.0 Genétipos | n (%) | Alelo Freq}]-éncia \;z::«:)r
a maioria representada pelo género femini- alélica HWE
no (53,7%), pertencente a etnia branca (68,3%), IL-g
com faixa etaria entre 60 e 75 anos (75,6%) e 4 71 9(22.0) p 0,60
(9,8%) eram portadores da doenga osteoporose 12 31(75.6) | 2 0,40
(Tabela 1). 22 1(2.4)
Tabela 1: Caracteristicas demogrdficas Total 4 13,47
e presenca de osteoporose em idosos do VDR
municipio de Londrina-PR (n = 41) TT 4(9,9) T 0,46
Caracteristicas (n) ‘ (%) Tt 30 (73,1) t 0,54
Género Tt 7 (17)
Feminino 22 53,7 Total 41 9,11
sl [E S HWE: Equilibrio de Hardy-Weinberg.
Etnia
Branca 28 68,3 Tabela 3: Associag¢do entre os gendtipos
Negra 12 293 dos idosos para os genes IL1-f e VDR e a
Parda 1 24 osteoporose
Amarela 0 0,0 Genotipos Com Osteop(;r:;e
Idade N (%) N (%)
60 -75 31 75,6 IL-g°
= /1) L A Homozigoto alelo 1 0 0 9 100
Osteoporose Homozigoto alelo 2 2 66,7 1 33,3
Com 4 9.8 Heterozigoto 2 | 69 | 27 | 931
Sem 37 90,2 VDR*
Homozigoto alelo 1 0 0 4 100
Homozigoto alelo 2 0 4 100
Em relagdo ao genétipo desses idosos, a maio- Heterozigoto (12.1) | 29 [(87.9)

ria é representada por heterozigotos, tanto para o
gene IL-15 quanto para o gene VDR (Tabela 2).

Ao analisar a relacdo entre os genétipos e
a osteoporose, pode ser verificado para o poli-
morfismo no gene IL-15 uma associagao estatis-
ticamente significante (p = 0,032). Os idosos que
eram homozigotos para o alelo 2 (66,7%) mos-
traram uma correlacdo positiva com a doenca
osteoporose (r=0,34; p < 0,05), enquanto aqueles
que eram heterozigotos ou homozigotos para o
alelo 1 ndo apresentaram a doenga. Para o poli-
morfismo no gene VDR ndo foi encontrada uma
associagdo significativa com a presenca de oste-
oporose na amostra estudada (Tabela 3).

A Tabela 4 mostra uma associagdo esta-
tisticamente significante (p = 0,007) entre a os-

2 = 12,27; p = 0,032
*\2 = 1,07; p = 0,337

teoporose e o gendtipo somente para o género
feminino. Pode ser verificado que 66,7% das mu-
lheres com osteoporose sao homozigotas para o
alelo 2, em contrapartida, as que sao heterozigo-
tas ou homozigotas para o alelo 1 ndo apresen-
tam essa comorbidade.

Discussdo

O sistema imune apresenta uma funcgao re-
levante no remodelamento 6sseo por meio das



Tabela 4: Associac¢do entre os gendtipos de
IL-18 e a osteoporose em idosos segundo o
género

Osteoporose

Género | Genétipos con (%) s:.,\lm (%)
71 0 66,7 1 5,6
Masculino? 2/2 0 0 B 27,8
1/2 1 100 12 | 66,7
71 0 0 4 211

Feminino* 2/2 2 66,7 0 0
1/2 1 333 | 15 | 78,9

*2=0,487; p = 0,676
¥ =14,039; p = 0,07

citocinas pré-inflamatorias. Adicionalmente, a
senilidade é de fato notdvel para a aceleragdo de
enfermidades que estdo cada vez mais atribui-
das a uma inflamacgéo, tais como aterosclerose,
doenca de Alzheimer, asma e osteoporose?.
Varias citocinas, incluindo IL-1, TNF-a, IL-6, sao
elevadas durante a senescéncia e desempenham
um papel direto na patogénese dessas doencas®.
A osteoporose é uma doenga poligénica, sendo
afetada pela expressdo de muitos genes na re-
gulagdo da formagao 6ssea e fraturas osteoporé-
ticas; por exemplo, hormonios e receptores, tais
como o receptor de vitamina D (VDR) e receptor
de estrogeno (estrogen receptor — ER); citocinas e
seus receptores, como IL-1¢, IL-18, IL-1ra e fator
transformador de crescimento 81%> 2. Entre os
fatores genéticos na patogénese da osteoporo-
se, o sistema IL-1 foi demonstrado ser a citocina
mais importante na modula¢do do crescimento
de células de reabsorcao 6ssea em mulheres pés
menopausa®. O sistema IL-1 é composto por IL-
la, IL-18 e IL-1ra. Ambas as IL-1¢ e IL-14 ligam-
se ao receptor de IL-1 na superficie das células
sanguineas, e iniciam uma cascata de sinal de
transdugao para estimular uma potente resposta
pré-inflamatéria que inicia a reabsorgao 6ssea.
Neste estudo, resultados da frequéncia
alélica e genotipica mostraram que os genétipos
da IL-8 se apresentaram mais em mulheres com
osteoporose. Esses resultados sdo consistentes
com outros estudos prévios. Chen et al.*? relata-

ram que polimorfismos nos genes IL-15 e IL-1ra
foram associados a BMD e osteoporose em mu-
lheres p6s menopausa. A associagdo entre poli-
morfismo no gene da IL-15 com osteoporose foi
evidenciado também por Chao et al.*.

O polimorfismo no gene da IL-15 tem sido
associado com um aumento na sua produgao.
Individuos homozigotos para o alelo 2 produ-
zem 4% mais dessa citocina comparado aos que
apresentam o gendétipo 1/1%. Portanto, quando
produzida em quantidade excessiva, ela pode
induzir mecanismos que culminam na reab-
sorcdo Ossea, inibicdo da sintese do coldgeno e
ativagdo das metaloproteinases, causando des-
truicdo de tecido conjuntivo e osso alveolar?.
Assim, o alelo 1 tem um efeito protetor contra
a osteoporose.

Somente um participante foi homozigoto
para o alelo 1 era do género masculino e nao
apresentava a doenga osteoporose. Os homens,
segundo Yasbek e Neto*, sdo acometidos pela
osteoporose por outros mecanismos, ligados
essencialmente ao envelhecimento. Neles, a di-
minuicdo progressiva do calcitriol e da absorgao
intestinal de calcio levam a um aumento do pa-
ratormoénio (PTH), o que justifica a instalagdo da
osteoporose nessa populacao.

O receptor da vitamina D (VDR) atua como
mediador na agado da vitamina D do sistema en-
décrino na homeostase do calcio e do metabo-
lismo 6sseo. Nesta pesquisa, ndo foi encontrada
associacdo entre o polimorfismo no gene VDR e
a presenca de osteoporose na amostra estuda-
da. Apesar de nao confirmar os dados iniciais
de Morrison et al.'?, os resultados estdo de acor-
do com relatos em literatura' 3°. Embora a he-
terogeneidade alélica (por exemplo, diferentes
mutagdes dentro de um gene podem ter efeitos
distintos sobre o risco de fraturas) seja talvez
uma possivel explica¢do para a discrepancia nos
resultados, outras questdes como o tamanho da
amostra, analise dos dados, caracteristicas da
populagao, bem como a interagido entre genes e
fatores ambientais poderiam ter também contri-
buido para essa situagdo. Esses fatos, tomados
em conjunto, sugerem que gendtipos no gene
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VDR e sua relacdo com osteoporose podem va-
riar entre as populagoes.

Conclusado

O polimorfismo genético encontrado no
gene da interleucina 1-8 pode ser um fator ge-
nético que deve influenciar na manutencao da
massa Ossea em idosas. A relagdo entre o poli-
morfismo no gene VDR e a osteoporose em ido-
sos ainda nao estd claro. Portanto, é essencial a
realizagdo de estudos para confirmar estes re-
sultados em populacdes maiores e outros gru-
pos étnicos, assim como andlise de outros poli-

morfismos e fatores ambientais.
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