LEVI HIGINO JALES NETO

Estudo genético por microarray em mulheres
idosas com fratura vertebral por osteoporose

Tese apresentada a Faculdade de Medicina
da Universidade de Sao Paulo para

obtencgao do titulo de Doutor em Ciéncias

Programa de Ciéncia do  Sistema

Musculoesquelético

Orientadora: Prof? Dr® Rosa Maria Rodrigues

Pereira

(Versao corrigida. Resolugdo CoPGr 6018/11, de 1 de novembro de 2011. A

versdo original esta disponivel na Biblioteca da FMUSP)

SAO PAULO
2020



Dados Internacionais de Catalogac¢éo na Publicagéo (CIP)

Preparada pela Biblioteca da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo

©reproducéo autorizada pelo autor

Jal es Neto, Levi Higino

Estudo genético por mcroarray em nul heres
i dosas com fratura vertebral por osteoporose
/ Levi Higino Jales Neto. -- Sdo Paul o, 2020.

Tese(dout or ado) - - Facul dade de Medici na da
Uni ver si dade de S&do Paul o.

Programa de C éncias do Sistema
Muscul oesquel éti co.

Oientadora: Rosa Maria Rodrigues Pereira.

Descritores: 1.Fraturas da coluna vertebral
2. Mul heres 3.1doso 4. OCsteoporose 5. Analise de

sequénci a com séri es de oligonucl eoti de 6. Expressao

géni ca 7. Bi ol ogi a conput aci onal

USP/ FM DBD- 073/ 20

Responsavel: Erinalva da Conceigéo Batista, CRB-8 6755



“O Senhor é meu pastor e nada
me faltara.”

Q/a/mo 5



Dedico todos os meus esforgos e motivagao
aos meus pais, esposa, filhos:

Levi Higino Jales Junior,

Vilma Maria de Morais Jales,
Sumatra Melo da Costa Pereira Jales,
Guilherme Levi Pereira Jales,

Beatriz Pereira Jales.

e para todas as pessoas que
utilizarem essa pesquisa.



AGRADECIMENTOS

A Deus, por ser a forca interior que me mostra o caminho a ser

seguido na vida.

A Profa. Dra. Rosa Maria Rodrigues Pereira, minha orientadora, pelo
exemplo e dedicagdo ao trabalho e a seus alunos. Pela idealizagao do
projeto e pelas inumeras revisdes. Agradeco também, pela paciéncia em me
apoiar, pela confianca, pelas reunides cientificas e pela grande amizade

construida durante esses anos de estudo.

A Disciplina de Reumatologia da Universidade de Sdo Paulo, pela

oportunidade e suporte na realizacdo da pesquisa.

A Georgea Hermégenes Fernandes Torres, por ter sido fundamental
na convocagao dos pacientes, coleta dos dados clinicos e ajuda no

preenchimento da tabela.

Ao Luiz Gusmao, por ter participado na convocacao dos pacientes

para participar do estudo.

A Liliam Takayama, pela realizagdo e ensinamentos dos ensaios de

extragcdo de RNA, por me ajudar com as aulas e pela amizade.

A Valéria de Falco Caparbo, por ter me ensinado a realizar os ensaios

de laboratério, por gerenciar os insumos e gentileza no dia a dia.

A Michelle Sabrina, pelos ensinamentos iniciais de bioinformatica e

pelo acolhimento no INCOR.

A Nubia Steban, pela criacdo e ensinamentos de programacéo em R
Studio.



A Zofia Wicik, pelos ensinamentos de bioinformatica, pela analise da
interacdo génica, pela validagdao do microarray pelo método PCR em tempo

real, pela revisdo do artigo.

A todos os funcionarios e colegas do Laboratério de Metabolismo

Osseo pelas suas contribuicdes para essa tese.
Ao Dr. Alexandre Pereira, pela orientagao e revisdes dessa pesquisa.
A Dra. Neusa Lopes, pela ajuda com o projeto de pesquisa.

As secretarias da Disciplina de Reumatologia, em especial Claudia e

Mayra, pela ajuda com o programa de pos-graduagao.

As secretarias da pos-graduacdo do programa de Ortopedia e
Traumatologia, em especial a Téania Borges, no importante suporte

administrativo da tese.

A minha esposa Sumatra Melo da Costa Pereira Jales, que foi a
grande incentivadora do doutorado e pela confianga no meu estudo.

Companheira fiel e organizadora da minha vida.

A meu pai Prof. Dr. Levi Higino Jales Junior, que € a pessoa que eu me

espelho como médico e pesquisador. Exemplar na vida profissional e pessoal.

A minha santa mae Vilma Maria de Moraes Jales, pela sua bondade,

inteligéncia e amor a todas as pessoas.

A meu filho Guilherme Levi Pereira Jales, pela sua vida, por acreditar

nessa pesquisa e no sonho de fazer algo produtivo para a sociedade.

A minha filha Beatriz Pereira Jales, pela sua luz interior e maturidade

que me acalma todos os dias.

A minha irma Flavia Maria de Morais Jales Fernandes e meu cunhado
Marcus Augusto Fernandes, pelos seus exemplos de determinagéo e

motivagcao nos estudos.



A minha sobrinha e afilhada Camila Jales Fernandes, pelo seu

exemplo de raga e inteligéncia.

Aos meus avos Levi Higino Jales, Maria de Lourdes Cavalcante Jales,
Francisco Batista de Moraes e Maria Edite Melo de Moraes pelas influéncias

direta e indiretamente na minha formacao.

A minha sobrinha Cecilia Jales Fernandes, pela sua alegria e amor

aos familiares.

A meu sogro Francisco Vilmar Pereira e minha sogra Rosana Melo da

Costa Pereira, por acreditar e dar apoio na realizagao do doutorado.

A Raimunda Euldlia Alves de Almeida (Dona Leda), pelo suporte e

ajuda no meu lar.

A todos os meus familiares e amigos, em especial ao Prof. Dr.
Roberto Levi Cavalcante Jales e a Dra. Patricia Leda Jales de Brito, pois
foram muito importantes nas correcées e com valiosas sugestdes da escrita
da tese e a minha tia Maria Lucia Cavalcante Jales Soares pela sua forte

espiritualidade e notavel saber juridico.

Aos pacientes dessa pesquisa, que foram voluntarios para a

realizagao desse trabalho.



Agradecimentos Especiais

A FAPESP - Fundagio de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo,
que aprovou e financiou a execugao deste projeto, pela confianga que

dedica aos pesquisadores e a pesquisa cientifica (# 2016/00006-7).

Ao CNPq - Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnolégico, pelo incentivo fundamental durante o periodo de pés-

graduacéao (#457590/2013-0).



Esta tese estd de acordo com as seguintes normas, em vigor no momento desta publicagéo:

Referéncias: adaptado de International Committee of Medical Journals Editors (Vancouver).

Universidade de S&o Paulo. Faculdade de Medicina. Servico de Biblioteca e Documentagéo.
Guia de apresentagéo de dissertages, teses e monografias.

Elaborado por Anneliese Carneiro da Cunha, Maria Julia de A. L. Freddi, Maria F. Crestana,
Marinalva de Souza Aragao, Suely Campos Cardoso, Valéria Vilhena. 32 ed. Sdo Paulo: Divisdo

de Biblioteca e Documentagétes; 2011.

Abreviatura dos titulos dos periédicos de acordo com List of Journals Indexed in Index Medicus.




SUMARIO

Lista de abreviaturas e siglas
Lista de figuras

Lista de tabelas

Lista de graficos

Resumo
Abstract
L 0 200 0 16 [0V T 1
2 OBUETIVOS ..ttt e e e e e e ettt a e e e e e e e e eeeaa e a e e e e e e e eeeeaannaeaeeeeeeeeennnnnnaaaaaeeeaennes 8
X I /1= 0] 1 10
3.1 Populagdo do EStUAO .....ooeeeiiee e 11
3.2 Medigdes € Procedimentos .........couueiiiiiiiiiiiiiceeceee e, 14
3.2.1  Coleta de sangue periférico e extragdo de RNA ... 14
3.2.2 Densidade mineral 6ssea e medidas semiquantitativas (SQ)

para fraturas vertebrais ... 15
3.2.3 Analise de expressao de genes por miCroarray ..........ccccccccveeeeeeannn. 17
3.2.4 Analise de enriquecimento por bioinformatica..............cccccciiee. 17
3.2.5 Validagao dos transcritos identificados pela bioinformatica

por qPCR-RT (PCR quantitativo em tempo real) ... 19
4 RESULTADOS ... .ciiiiiieiee ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aeeeeaees 22
4.1 Caracteristicas da populagdo estudada ............cccooveiiiiiiiiiiiiiiiie e 23
4.2 Identificacdo de Fraturas Vertebrais............cccooovvieiiiiiiiiiiiiiiiieeeeen. 25
4.3 ANALISE DEGS ... e e aeees 27
4.4 Andlise da interagao g€niCa ..........uvuiiiiiiieiiiieicie e 33
4.5 Validagao da expresséo dos genes indicados pelo microarray

usando PCR quantitativo emtempo real...........cccccooovviieiiiiiiiiieeeeennnn. 34

4.6 Curva ROC do PCR em tempo real dos genes validados.................... 37
ST B 1101017V 1R 41
I O] N[ X517V LS 49
A 2NN =3 (R 51
8 REFERENCIAS ....ceeiiiee e e eeeeeeiee e e e e e e e e ettt e e e e e e e e e e eeaann e e e e e e eeeeeeennnn e aeeens 64

AAPENDICES ...ttt eeeette e e et tete e e e et e e e et e e e e e eaa e e e e e eaa e e e e eaa e e e eean e e e eean e e eeenaaas 79



250HD

ARHGAPS8/PRR5-ARHGAPS

BSG

BMMSCs

CD248
CDC34

COL1A1
COL1A2
CTX
CYSRT1
DEGs
DMO
DNA
DNAc
DP
DPCD
DXA
DPOC
ECSIT

ELOF1
ENPP2

ESR1
FAM134B
FBLN7

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

25-hidroxivitamina D
Gene do ativador Rho GTPase, proteina 8

Gene do indutor de metaloproteinase da
matriz extracelular

Propriedades biolégicas da medula dssea
derivada das células-tronco mesenquimais
envelhecidas

Gene da molécula do receptor CD248

Gene que codifica um produto proteico que
possui atividade conjugadora de ubiquitina

Gene do colageno tipo |

Gene do colageno tipo Il

Telopeptideo-C do colageno tipo |

Gene da calda rica em cisteina 1

Genes diferencialmente expressos
Densidade mineral 6ssea

Acido desoxirribonucleico

Acido desoxirribonucleico complementar
Desvio padrao

Gene deletado em discinesia ciliar primaria
Dual X-ray Absorptiometry (densitdmetro 6sseo)
Doenga pulmonar obstrutiva crénica

Gene do Intermediario de sinalizacao
evolutivamente conservado na via Toll,
mitocondrial

Gene do fator de alongamento, 1 homdlogo

Gene do ectonucleotideo pirosfosfatase
[fosfodiesterase 2

Gene do receptor de estrogeno |
Gene do regulador reticulofagico 1
Gene da fibulina 7



FKBP8
FV

GO
GP5
GPLD1

GWAS

IMC
ITGA1
ITGA6
LCN1
LCN2
LGALS14
LRP4

LRP5

LYL1

MLST8

mTOR
mTORC1
NK

NKG7

NVF
OPG
P1NP
PDK1
PLCL1
PLTP
PNO1
POLL

Gene da proteina 8 de ligagdo a FK506
Fratura vertebral

Base de dados gene ontology

Gene da glicoproteina de plaquetas V

Gene da glicosil-fosfatidil-inositol fosfolipase
D1 especifica

Genoma Wide Association Study (Estudo da
associagdo ampla do genoma)

indice de massa corporal

Gene da integrina subunidade alfa 1
Gene da integrina subunidade alfa 6
Gene da lipocalina 1

Gene da lipocalina 2

Gene da galectina 14

Gene do receptor de LDL relacionado a
proteina 4

Gene do receptor de LDL relacionado a
proteina 5

Gene da proteina membro da familia hélice-
ciclo-hélice basica LYL1

Gene da proteina associada ao MTOR,
subunidade LST8 homodloga

Mammalian target of rapamycin
Complexo 1 do Mammalian target of rapamicin

Células natural killer (Células assassinas
naturais)

Gene da Proteina natural 7 para granulos de
células NK

No vertebral fracture (Sem fratura vertebral)
Osteoprotegerina

Propeptideo N-terminal do colageno tipo |
Gene da piruvato desidrogenase quinase 1
Gene da fosfolipase C Like 1

Gene da proteina de transferase fosfolipidica
Gene proteina ligante de RNA

Gene do DNA polimerase Lambda



Prader
PRDX2
PRDX5
PRR5
PTH
PTMS
gPCR-RT

RANKL
RNA
RNF10
RPS29
RR
SERINCS
SNP
SNTG2
SOST
SPAH
SPP1
SQ
STK16
SYDE1

TCIRG1
TAS2R41
TAS2R60
TBX21

TFG

TNF
TNFRSF11A

TNFRSF11B

TNFSF11

Gene da Willi region non-protein coding RNA 1
Gene da Peroxirredoxina 2

Gene da Peroxirredoxina 5

Gene rico em prolina 5

Hormédnio da paratireoide

Gene da Paratimosina

Reacdo em cadeia de polimerase
quantitativa em tempo real

Rank ligante

Acido ribonucleico

Gene da proteina 10 do dedo anelar
Gene da proteina ribossomal S29
Risco relativo

Gene do incorporador de serina 5
Polimorfismo de Nucleotideo Unico
Gene da sintrofina gama 2

Gene da esclerostina

Sao Paulo Ageing & Health

Gene da osteopontina
Semiquantitativo

Gene da Serina/treonina quinase 16

Gene da sinapse defeituosa 1, Rho GTPase,
homologa 1 (C elegans)

Gene regulador 1 da imunidade celular T
Gene do receptor 2 do paladar, membro 41
Gene do receptor 2 do paladar, membro 60
Gene do Fator de transcricao T-Box 21
Taxa de filtragao glomerular

Fator de Necrose Tumoral

Gene receptor da superfamilia de TNF,
membro 112

Gene receptor da superfamilia de TNF,
membro 11B

Gene receptor da superfamilia de TNF,
membro 11



TNXB
TRAF3IP2

UBE2M

UBXN6
VDR
VFA
WNK1

ZBTB40

ZNF653
KRTAP19-1

A4GNT
EPB42

Gene da tenascina XB

Gene da proteina 2 que interage com o fator
3 do TNF

Gene da enzima E2 M conjungante de
ubiquitina

Gene da proteina 6 do dominio UBX
Receptor de vitamina D

Vertebral fracture assessment

Gene da proteina quinase 1deficiente em
lisina

Gene dedo de zinco, dominio BTB contendo
a proteina 40

Gene da proteina do dedo de zinco 653
Gene da queratina associado a proteina 19-1
Gene da Alfa-1,4-N-acetilglucosaminiltransferase

Gene da banda proteica 4.2 da membrana
eritrocitica



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Amostra de osso trabecular obtida por microtomografia 3D .......... 3

Figura 2 - Esquema de hibridizagdo e analise dos dados da
expressao génica usando a técnica do microarray ........................ 7

Figura 3 - Fluxograma do estudo ... 12

Figura 4 - Classificagdo semiquantitativa da fratura vertebral
(GBNANT) e 16

Figura 5 - Interacdo génica (Gene-Gene dos DEGS) ..........ccccevvvveeiieeiinnnnnnn. 34



Tabela 1 -

Tabela 2 -
Tabela 3 -

Tabela 4 -

Tabela 5 -

LISTA DE TABELAS

Caracteristicas clinicas, bioquimicas e densitométricas
dOS PartiCiPaNES ........ooee e

TOP 10 DEGs Superexpressos e subexpressos.......................

Analise do enriquecimento das vias biolégicas dos genes
diferencialmente eXpreSSOS ........cceeeeeeiiiiiiiiiiiciee e

Analise do enriquecimento Gene Ontology (GO) dos
genes diferencialmente expressos entre mulheres idosas
com osteoporose e fratura vertebral (Grupo FV) e
osteoporose sem fratura vertebral (Grupo controle) ..................

Resumo dos resultados dos genes selecionados para
(7= |16 £= Vo= Lo TSRS



Gréfico 1 -
Gréfico 2 -
Gréfico 3 -
Grafico 4 -
Grafico 5 -
Grafico 6 -
Gréfico 7 -
Gréfico 8 -
Gréfico 9 -

LISTA DE GRAFICOS

Fratura de vértebra por paciente (humero/paciente).................. 25
Locais da fratura (coluna vertebral) ............cccccieieiiiiiri, 26
Gravidade da fratura vertebral (Genant) ............cccooeeeeiiiiininnnnnnn. 26
Tipo da fratura vertebral (Deformidade)............cccccccn. 27
Grafico vulcano dos genes expressos ........cceevvveieeeeeeeeeeeeenennnnns 28
Validagdo dos genes por PCR emtemporeal............c.....cco.. 35
Curva ROC do gene validado ITGAB..........coovvvvieieeeeeeeeeeeeeen, 38
Curva ROC do gene validado SNTG2 ..........oovveieieeeeeieeeeee, 39

Curva ROC do gene validadoTRAF3IP2 ..........cccoeeeeiiiiiiiin. 40



RESUMO

Jales Neto LH. Estudo genético por microarray em mulheres idosas com
fratura vertebral por osteoporose [tese]. Sao Paulo: Faculdade de Medicina,
Universidade de S&o Paulo; 2020.

Introdugdo: As fraturas vertebrais sdao as manifestagdes clinicas mais
comuns da osteoporose e estdo associadas a elevada morbimortalidade.
Varios fatores, incluindo historia pessoal ou familiar de fraturas, densidade
mineral 6ssea (DMO) e idade aumentam o risco de fraturas. No entanto, o
mecanismo molecular subjacente pelo qual esses fatores levam ao aumento
do risco nao é totalmente compreendido. Portanto, o objetivo deste estudo é
identificar possiveis marcadores genéticos moleculares associados a
fraturas vertebrais osteoporéticas. Método: A analise de microarray
transcriptémico foi realizada em amostras de sangue periférico de mulheres
idosas com fratura vertebral (VF) e sem fratura vertebral (NVF), todas com
critérios densitométrico de osteoporose. Elas foram pareadas por idade,
doengas crdnica, uso de medicagdes crbnicas, tabagismo e DMO. O chip de
microarray Affymetrix HTA 2.0 foi usado para analise de RNA a partir de
amostras de sangue total de pacientes, dos 2 grupos (24 VF vs. 12 NVF). Na
analise estatistica dos microarrays, aplicamos o modelo de regressao
logistica com a idade utilizada como covariavel. O processamento de dados
e analise de genes diferencialmente expressos foram realizados usando os
pacotes affy e multtest da bioconductor. Finalmente, a lista de transcri¢cao foi
carregada no software Ingenuity Pathway Analysis para explorar e identificar
as vias de enriquecimento e fungdes bioldgicas. A analise da bioinformatica
para avaliar a interagdo génica foi realizada pelo software cytoscape. As
alteragdes de expresséo génica foram validadas usando o método qPCR-RT
(reagdo em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real). Genes com p
< 0,01 foram considerados estatisticamente significantes no estudo de
microarrays e p < 0,05 na qPCR-RT. Resultados: Comparando os grupos
VF e NVF, na analise dos dados de microarray foram identificados 142
genes diferencialmente expressos (DEG), 57 com a expressdo aumentada e
85 com a expressédo reduzida no grupo com fratura vertebral. Entre os top
10: O DEG com maior expressao foi o GammaZ2-Syntrophin (SNTG2) (B =
31,88, p <0,01), o TRAF3IP2 também mostrou uma expressao significativa
(B =12,18, p <0,006). Na analise do enriquecimento da bioinformatica foram
encontratas as vias de sinalizacao do mTOR1 (PNO1, PDK1), Adeséao focal
(ITGA6, TNXB), interagao do receptor da matrix extra-celular (ITGA6, GP5,
TNXB), da linhagem de células hematopoiéticas (ITGA6, GP5) como vias
significativas (p < 0,05). Na andlise da base de dados do Gene Ontology
(GO), no processo biologico, a via mais significativa foi a regulacdo do



processo metabdlico do fésforo com 6 genes envolvidos (WNK1, ITGAS,
PDK1, PLCL1, TNXB, ENPP2), no componente celular a via da matriz
extracelular com 4 genes envolvidos (CD248, FBLN7, ITGA6, TNXB) e na
funcdo molecular foram encontrados 5 genes (SNTG2, ITGA6, PLCL1,
TNXB, TRAF3IP2) envolvidos com a via do receptor ligante. Os principais
genes achados pelo estudo da bioinformatica foram analisados e validados
por outro método (QPCR- RT), onde foi confirmada a expressao aumentada
no grupo VF da Proteina 2 Interagindo TRAF3 (TRAF3IP2, fold change =
2,79, desvio padréao = 0,83, p = 0,02), Subunidade Alfa 6 de Integrina
(ITGA6, fold change = 2,86, desvio padrao = 1,14, p = 0,04) e Sintrofina
(SNTG2, fold change = 2,79, desvio padrao = 0,86, p = 0,01). Conclusao:
Identificamos e validamos os genes transcritos SNTG2, TRAF3IP2 e ITGA6
na fratura vertebral osteoporética em mulheres idosas, de forma
independente da densidade mineral Ossea. Estes genes podem ser
utilizados como potenciais biomarcadores ou novos alvos terapéuticos de
fratura vertebral osteoporatica.

Descritores: Fraturas da coluna vertebral; Mulheres; ldoso; Osteoporose;
Analise de sequéncia com séries de oligonucleotide; Express&o génica;
Biologia computacional.



ABSTRACT

Jales Neto LH. Genetic study by microarray in elderly women with
osteoporosis vertebral fracture [thesis]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina,
Universidade de Sao Paulo”; 2020.

Background: Vertebral fractures are the most common clinical manifestation
of osteoporosis and are associated with high morbidity and mortality. Several
factors, including personal or family history of fractures, bone mineral density
(BMD) and age increase the risk of fractures. However, the underlying
molecular mechanism by which these factors lead to increased risk is not
fully understood. Therefore, the aim of this study is to identify possible
molecular genetic markers associated with osteoporotic vertebral fractures.
Subjects and Methods: An analysis of the transcriptomic microarray was
performed on peripheral blood samples from elderly women with vertebral
fracture (VF) and without vertebral fracture (NVF), all with densitometric
osteoporosis classification. They were matched for age, chronic illness,
chronic medication use, smoking and BMD. The Affymetrix HTA 2.0
microarray chip was used for RNA analysis from samples of whole blood
from patients in the 2 groups (24 VF vs. 12 NVF). In the statistical analysis of
microarrays, the logistic regression model with age used as a covariate is
applied. Data processing and analysis of differentially expressed genes were
performed using the bioconductor's affy and multtest packages. Finally, a
transcript list was loaded into the Ingenuity Pathway Analysis software to
explore and identify ways of enhancement and biological functions. The
analysis of bioinformatics to assess gene interaction was performed using
the cytoscape software. The changes in gene expression were validated
using the gPCR-RT method (real-time quantitative polymerase chain
reaction). Genes with p < 0.01 were considered statistically significant in the
study of microarrays and p < 0.05 in gPCR-RT. Results: Comparing the VF
and NVF groups, the analysis of the microarray data identified 142
differentially expressed genes (DEG), 57 with increased expression and 85
with reduced expression in the group with vertebral fracture. Among the top
10: The most expressive DEG was Gamma2-Syntrophin (SNTG2) (B =
31.88, p <0.01), TRAF3IP2 also showed significant expression (B = 12.18, p
<0.006). In the analysis of bioinformatics enrichment, the signaling pathways
of mMTORC1 (PNO1, PDK1), focal adhesion (ITGA6, TNXB), interaction of the
extra-cellular matrix receptor (ITGA6, GP5, TNXB), of the hematopoietic cell
line (ITGA6, GP5) as significant pathways (p < 0.05). In the analysis of the
Gene Ontology (GO) database, in the biological process, the most significant
route was the regulation of the phosphorus metabolic process with 6 genes
involved (WNK1, ITGA6, PDK1, PLCL1, TNXB, ENPP2), in the cellular



component the extracellular matrix pathway with 4 genes involved (CD248,
FBLN7, ITGA6, TNXB) and in molecular function, 5 genes (SNTG2, ITGAS6,
PLCL1, TNXB, TRAF3IP2) were found involved with the ligand receptor
pathway. The main genes found by the bioinformatics study were analyzed
and validated by another method (QPCR-RT), which confirmed the increased
expression in the VF group of Protein 2 Interacting TRAF3 (TRAF3IP2, fold
change = 2.79, standard deviation = 0.83, p = 0.02), Alpha 6 Subunit of
Integrin (/ITGAS, fold change = 2.86, standard deviation = 1.14, p = 0.04) and
Syntrophin (SNTG2, fold change = 2.79, deviation standard = 0.86, p = 0.01).
Conclusion: Our data identified and validated the association of SNTG2,
TRAF3IP2 and ITGA6 with osteoporotic vertebral fractures in elderly women,
independently of bone mineral density. These genes can be used as
potential biomarkers or new therapeutic targets for osteoporotic vertebral
fractures.

Descriptors: Spinal fractures; Aged; Women; Osteoporosis; Oligonucleotide
array sequence analysis; Gene expression; Computational biology.



1 INTRODUGAO



INTRODUGAO - 2

A osteoporose € uma doenga Ossea caracterizada por baixa
densidade 6ssea e deterioracdo da microarquitetura, que pode resultar em
um risco aumentado de fraturas por fragilidades, ocorrendo mais comumente
em mulheres na pés-menopausa’.

A fratura da coluna vertebral é a fratura osteoporotica mais comum?.
Os dados epidemioldégicos mostram uma prevaléncia em idosos entre 10 e
30%, variando conforme a idade e o sexo®S. Esta complicagdo esta
associada a uma elevada morbidade®®, incluindo dorsalgia e lombalgia
aguda e cronica, importante redugéo da independéncia do idoso, redugéo da
estatura, deformidade o6ssea como a cifose toracica e aumento da
probabilidade de causar depresséao, portanto, elevando de forma indireta a
mortalidade®'°. Além disso, as fraturas vertebrais merecem atengéo, porque
provavelmente se tornardo um importante problema de saude publica com a
tendéncia de envelhecimento da populacdo mundial, pois a incidéncia da
fratura vertebral aumenta de forma significativa com a idade''. Os estudos
prévios ja demonstraram a sua associagdo com o aumento do risco de
novas fraturas osteoporéticas em outros locais do esqueleto, sendo um fator
de risco independente da densidade dssea para outras fraturas'?'3. Lindsay
et al."* estimaram que a chance de uma pessoa que desenvolve uma fratura
vertebral compressiva evoluir com uma nova fratura compressiva € de cinco

vezes, quando comparado ao grupo controle.
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A densidade mineral 6ssea (DMO) também é outra importante forma
de avaliar o risco da fratura vertebral, visto que uma reducéo de dois desvios
padrbes (T-score = - 2), aumenta o risco da fratura vertebral compressiva em
quatro a seis vezes'®. Estima-se que de 25 a 30% do osso trabecular é
remodelado anualmente'® e, como a coluna vertebral tem a microestrutura
formada por uma elevada porcentagem de osso trabecular (Figura 1), esse
sitio vai apresentar uma maior capacidade metabdlica e de remodelamento
6sseo que o colo do fémur, sofrendo uma maior resposta aos estimulos

fisicos, inflamatdrios e hormonais que sao determinados geneticamente.

Fonte: Goulet et al. (1994)"

Figura 1 - Amostra de osso trabecular obtida por microtomografia 3D

A fragilidade 6ssea é determinada por fatores intrinsecos, como a
DMO, a geometria da cortical, a microestrutura da regido trabecular e sua
conectividade, a mineralizacdo, a composicdo da matriz e a capacidade
individual de reparo celular a microdanos. Todos esses fatores sao

influenciados pela taxa de remodelamento tecidual, sendo importantes na

" Goulet RW, Goldstein SA, Ciarelli MJ, Kuhn JL, Brown MB, Feldkamp LA. The relationship
between the structural and orthogonal compressive properties of trabecular bone. J
Biomech. 1994;27(4):375-89.
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determinacdo da qualidade o6ssea'’. Os fatores extrinsecos, como a
propensao a quedas e a forgca muscular, também influenciam ao risco de
fratura vertebral. As expressdes genéticas desses fatores sofrem influéncia
da interagao génica com o meio ambiente, habitos de vida, doencgas crbnicas
e medicagdes de uso continuo. Estudo realizado na cidade de Framingham
demostrou que o risco especifico de fratura vertebral, a DMO volumétrica e a
geometria na coluna lombar sdo caracteristicas hereditarias complexas,
influenciadas por interagbes gene-ambiente’®. Outro fator que evidencia a
importancia da genética na fratura vertebral é que a histéria familiar positiva
para fratura vertebral constitui um fator de risco para novas fraturas
vertebrais’ e diversos estudos mostraram que a variagdo da DMO ¢é
determinado por fatores genéticos como a hereditariedade, influenciando a
DMO em 50 a 85% e a fratura ossea inespecifica em 25 a 68 %?°, esses
dados enfatizam a participagdo da genética na patogénese dessa doencga.
Diversos genes tem sido relacionados a baixa DMO, em doengas
monogénicas, como o gene do colageno tipo | e tipo Il (COLIAT) e (COLIA2)
envolvido na osteogénese imperfeita?’ e a mutacdo do gene LRP5
encontrada na sindrome osteoporose-pseudoglioma®?. Outros genes
relacionados a uma maior DMO como o gene SOST, responsavel pela
esclerosteose familiar?®, e o gene TCIRG1 envolvido na osteopetrose®.
Essas doencas causam uma mudanca no fendtipo esquelético desses
pacientes.

Em um estudo de metandlise, onde foram avaliados 150 genes

relacionados a osteoporose e as fraturas osteoporéticas, Richards et al.?®


https://paperpile.com/c/RYx44M/6GUn
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avaliaram o efeito do polimorfismo (SNP), que é uma variagdo na sequéncia
do DNA que afeta somente uma base nitrogenada, como adenina, tiamina,
citosina ou guanina, de forma que essa simples variagdo no sequenciamento
génico poderia influenciar a DMO e o risco de fratura. Em busca de genes
candidatos relacionados a osteoporose, os autores descobriram que a
maioria dos SNPs dos genes previamente identificados nao foram
associados com a doenga, entretanto, confirmaram que as variagdes em
nove genes (ESR1, LRP4, ITGA1, LRP5, SOST, SPP1, TNFRSF11A,
TNFRSF11B e TNFSF11) influenciam a DMO, e que variagbes em quatro
desses genes (SPP1, SOST, LRP5 e TNFRSF11A) também estavam
relacionadas ao risco aumentado de fratura. Atualmente, ja estda bem
estabelecida a tese de que diversos genes desempenham um importante
papel na osteoporose, de forma que a expressao desses genes afetam a
regulagdo do metabolismo 6sseo em diferentes mecanismos, incluindo
aqueles envolvidos na formagao e no remodelamento 6sseo, como 0s genes
das citocinas pro-inflamatérias, exemplo a IL-1B e TNF, os genes do sistema
RANK-L/OPG, os genes envolvidos na sinalizagdo hormonal, como o gene
do receptor de estrégeno tipo | (ESR1) e o gene do receptor de vitamina D
(VDR), e aqueles que codificam as proteinas da estrutura 6ssea, como o
gene do colageno tipo | (COL1A1)%528,

O método de investigacéo cientifica genome-wide association studies
(GWAS) evidenciou de forma mais robusta a participagdo da genética na
osteoporose e contribuiu para um avango na busca de novos genes

envolvidos na fisiopatologia da osteoporose. Os genes OPG, RANKL, LRPS,


https://paperpile.com/c/RYx44M/3eRy+Mu55
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ESR1 e ZBTB40 foram identificados e relacionados a baixa DMO associada
a fratura de baixo impacto?’. Outro estudo de associacdo do GWAS
identificou 56 /loci associados a DMO e 14 Joci associados ao risco
aumentado de fraturas 6ssea ndo especifica8-30.

Estudos de expressédo de RNA pelo método microarray ou
microarranjo é uma forma ja validada de avaliar a interagdo entre a
expressao genética e os fatores ambientais que modificam a sua expressao,
favorecendo a avaliagdo simultanea da expressao de milhares de genes em
diferentes tecidos de um determinado organismo, e em diferentes estagios
de desenvolvimento ou condigbes especificas®!. Essa tecnologia tem sido
utilizada em experimentos de gendmica funcional projetados para estudar as
fungdes moleculares. Esse método de analise da expresséo génica pode ser
aplicado para estudo de caso-controle, buscando identificar os genes
diferencialmente expressos (DEGs) e as vias metabdlicas diferencialmente
expressas através da utilizagdo de biochips para analise génica de forma
quantitativa nos casos em investigacdo e no grupo controle. Dessa forma
podemos inserir os dados encontrados na pesquisa em diversos softwares e
utilizar a bioinformatica para analisa-los de forma comparativa entre os
grupos e permite também comparar com outros bancos de dados globais ja
cadastrados (Figura 2). Esse método de pesquisa, tem se tornado uma
ferramenta importante para avangos na compreensao da patogénese de
diversas doencgas e manifestacdes clinicas, buscando novos biomarcadores
e alvos moleculares para o desenvolvimento de terapias especificas®?33. Em

pesquisa, a expressao de RNA sérico pode ser utilizada para analise do
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https://paperpile.com/c/RYx44M/ZxIn
https://paperpile.com/c/RYx44M/xroH+FR65

INTRODUCAO - 7

prognéstico das doencgas, para investigagdo diagndstica, em descobertas de
novos alvos terapéuticos, na toxicologia, nos processos quimicos

moleculares e nas vias celulares bioldégicas relacionadas ao

envelhecimento34.

Até o presente momento, ndo existe estudo na literatura analisando
as fraturas vertebrais e a expressao do RNA pela técnica do microarray em

mulheres idosas com osteoporose.

Hibridizagao Aquisigao da imagem Analise dos dados

(_ \ & ) P
RNA teste RNA controle

Laser
Extracao dos dados

3‘ Andlise dos dados

\ 16 horas ,

Fonte: Colombo e Rahal (2010)f

Figura 2 - Esquema de hibridizagao e analise dos dados da expressao génica usando
a técnica do microarray. Etapas para producao dos dados para comparagao
quantitativa da expressao de RNA dos casos e controles

T Colombo J, Rahal P. A tecnologia de microarray no estudo do cancer de cabega e
pescoco. Rev Bras Bioc. 2010;8(1):64-72.
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Em mulheres idosas com fratura vertebral osteoporatica:
a) ldentificar os possiveis marcadores genéticos moleculares, através
da analise da expressao de RNA:
- Genes diferencialmente expressos.
- Vias bioldgicas significativas.

b) Validar os genes identificados.



3 METODOS
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3.1 Populagao do Estudo

Nos anos de 2015 a 2016, mulheres idosas foram selecionadas a
partir de um projeto epidemioldgico, que incluiu uma pesquisa de base
populacional (estudo Sao Paulo Ageing & Health [SPAH]). Um total de 240
individuos foram avaliados e as amostras de RNA foram extraidas. Desses,
92 homens foram excluidos para evitar comparagao com diferentes sexos.
Em relacdo as mulheres: 20 foram excluidas devido a baixa concentracao de
RNA (< 100 ng/dL), 34 excluidas por falha na hibridagdo dos chips de
expressao, quatro excluidas devido a normalizacdo dos dados para a
bioinformatica, 54 excluidas por apresentarem T-score da DMO > -2,5 (isto
€, nao tinham diagndstico de osteoporose densitométrica) e quatro excluidas
por apresentar apenas fratura vertebral de grau 1. Portanto, 36 mulheres
idosas foram incluidas, com idade = 65 anos, com diagndstico de
osteoporose por densitometria 6ssea (T-score < -2,5). Estas mulheres foram
pareadas por idade em dois grupos: (a) grupo com osteoporose e Fratura
Vertebral (FV, n = 24) e (b) grupo controle com osteoporose sem Fratura
Vertebral (NVF, n = 12). Conforme mostrado em fluxograma do estudo

(Figura 3).
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Figura 3 - Fluxograma do estudo
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Todos os sujeitos responderam a um questionario padronizado sobre
estilo de vida e saude, que incluiu fraturas anteriores no ultimo ano, histéria
de fraturas de quadril, intensidade das atividades fisicas diarias, ingestao
alimentar de calcio, idade da menopausa, uso de alcool, tabagismo, doengas
associadas como eventos cardiovasculares, hipertensido arterial e diabetes
mellitus. Nenhum individuo apresentava doengas cronicas graves, diarreia
crbnica, nao mostravam evidéncias de ma-absorcdo intestinal, doenca
hepatica, cancer ou usava glicocorticoide. A absorciometria por raios X de
dupla energia (DXA) foi usada para avaliar densidade e fraturas vertebrais. A
raca foi considerada com base na raca autorreferida do segundo
descendentes da geragdo, um método ja usado para a populagao
brasileira®®. Individuos com quatro avés informados como brancos foram
classificados como brancos, enquanto os individuos com e antepassados
brancos e negros (raca mista) foram classificados como n&o brancos.
Individuos com antepassados asiaticos, foram classificados como raca
amarela®.

Essa pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo (CAPPesq #
1904155) e todos os participantes assinaram um termo de consentimento

livre e esclarecido para participar do estudo.
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3.2 Medigoes e Procedimentos
3.2.1 Coleta de sangue periférico e extragao de RNA

As amostras de sangue foram coletadas em jejum para andlise
bioquimica, dos marcadores de remodelagcédo éssea e da expressado génica de
RNA. As amostras de sangue total de 20 mL foram recolhidas em tubos
PAXgene Blood RNA, e o RNA total foi extraido, isolado e purificado dentro de
colunas RNeasy (Qiagen, Germantown, MD) e tratado com RNase-Free DNase
Set (Qiagen). O RNA purificado foi verificado utilizando o sistema Bioanalyzer
2100 (Agilent, Santa Clara, CA) para distinguir as bandas ribossémicas 28S e
18S. As amostras com um minimo de 100 ng/dL de RNA foram submetidas a
transcrigcao in vitro com o kit Ambion WT Expression (Life) em conjunto com o
kit Affymetrix GeneChip® WT Terminal Labeling and Control. A qualidade do
RNA foi determinada com o espectrofotdmetro NanoDrop (ND-1000,
NanoDrop, Thermo Scientific, Wilmington, DE). As amostras marcadas foram
hibridizadas com o Transcriptome Human Array HTA 2.0 da Affymetrix
GeneChip®. A hibridazagéo, lavagem, coloragdo e varrimento foram realizados
seguindo as instrugbes do Affymetrix e 67528 genes transcritos cobrindo
44.699 genes codificadores e 22.829 nao codificadores foram analisados. Apos
controle de qualidade e avaliagdo dos sinais de expressao, os arquivos CEL
foram submetidos a analises posteriores utilizando o Affymetrix GCOS®,

As concentragbes séricas de calcio, fosforo e fosfatase alcalina foram
determinadas usando métodos laboratoriais automatizados padroes. As
concentragdes seéricas de 25-hidroxivitamina D (250HD) e iPTH foram medidas

usando a técnica de radioimunoensaio (DiaSorin, Stillwater, MN, EUA) e
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método de ensaio imunorradiométrico (ELISA-PTH; CIS Bio International, Paris,
Franga), respectivamente. Concentragdes séricas de telopeptideo C-terminal de
colageno tipo | (CTX) e propeptideo N-terminal do procolageno tipo [(P1NP)
foram medidos pelo sistema automatizado de eletroquimioluminescéncia (E411,

Roche Diagnostics).

3.2.2 Densidade mineral 6ssea e medidas semiquantitativas (SQ) para
fraturas vertebrais

A DMO foi medida por DXA, utilizando um equipamento de
densitometria Hologic QDR 4500A (Hologic Inc. Bedford, MA, EUA, modelo
Discovery) na coluna lombar, colo do fémur e fémur total. Os erros de
precisdao para as medidas de DMO foram determinados com base nos
protocolos padrao da Sociedade Internacional de Densitometria Clinica
(ISCD)%. A fratura vertebral prevalente foi avaliada de T4 a L4, uma
varredura de VFA da coluna toracolombar realizada usando o mesmo
dispositivo DXA, com os sujeitos na posi¢cao supina. Todas as medi¢cdes de
DXA foram realizadas pelo mesmo tecndlogo experiente (LT). Nesse mesmo
dia, as radiografias da coluna toracica lateral e da coluna lombar foram
realizadas usando uma distancia tubo-filme de 40 polegadas centrada em T7
e L2. Todas as imagens radiograficas foram avaliadas independentemente
por dois reumatologistas experientes (GHM, LHJN). Para a identificacdo das
fraturas vertebrais, por ambos os métodos, os leitores avaliaram cada
imagem das vértebras T4-L4 para decidir se havia fratura. Um consenso foi

alcancado entre os leitores para qualquer diferenga de interpretacéao.


https://paperpile.com/c/RYx44M/Dk90
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Vértebras nao visiveis foram excluidas. Apenas vértebras adequadamente
visualizadas foram analisadas quanto a deformidade usando a abordagem
semiquantitativa de Genant?’. Cada vértebra fraturada identificada foi
classificada por grau com base na escala semiquantitativa de Genant, onde
leve (grau 1) uma reducdo de 20 a 25% da média anterior e/ou altura
posterior em relacdo aos corpos vertebrais adjacentes; moderada (grau 2)
uma reducéo de 26 a 40% em qualquer altura; e grave (grau 3) uma redugao
maior de 40% em qualquer altura (Figura 4). No presente estudo, o grau | de
fratura foi excluido, portanto, individuos com grau Il ou grau Ill de fratura
vertebral foram incluidos no grupo VF e individuos sem nenhuma

deformidade vertebral foram incluidos no grupo NVF.

ﬁ‘k P

: 85,

Normal ' : H
.

»{j
Grau |

20%-25% |,

anterior

Grau Il 4 ‘1 * 1
26%-40% . L~
anterior central
Grau lll g e
> 40% } <3

anterior central

Fonte: Adaptado de: Guglielmi et al., 20083

Figura 4 - Classificagdo semiquantitativa da fratura vertebral (Genant)

3 Guglielmi G, Diacinti D, van Kuijk C, et al. Vertebral morphometry: current methods and
recent advances. Eur Radiol. 2008;18(7):1484-96.
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3.2.3 Analise de expressao de genes por microarray

Os dados de expressao foram pré-processados em R com pacotes
affy e multtest da Bioconductor®®. O controle de qualidade de matrizes
individuais incluiu varias métricas de qualidade avangadas, diagramas de
diagndsticos e pseudoimagens para certificar que apenas matrizes de
excelente qualidade foram usadas antes da analise estatistica. O algoritmo
de média robusta da matriz foi usado para corregcdo de background,
normalizagéo de quantil e resumo de polimento mediano®°.

As sondas com razéo log2 =1 ou razao log2 <-1 e p <0,01 foram
definidas como genes diferencialmente expressos (DEGs) e apods sua
identificagcdo, foi realizada uma andlise de enriquecimento das vias
adicionais. Utilizamos o modelo logistico levando em consideragdo as

variaveis binarias osteoporose e fratura vertebral.

3.2.4 Analise de enriquecimento por bioinformatica

Em etapas adicionais da analise, os DEGs (genes com alteragdes na
regressao logistica) foram carregados no software Ingenuity Pathway
Analysis (IPA) (Ingenuity Systems, Redwood City, CA) para identificar a via
de expressao diferencialmente relevante. As categorias diferencialmente
expressas foram traduzidas para aquelas que diferem entre o grupo com
fratura vertebral por osteoporose e o grupo com osteoporose sem fratura
vertebral. Nessa abordagem, redugao de expressao reflete uma associagao
protetora do risco de fratura vertebral, enquanto o aumento da expressao

reflete uma associacdo com um maior risco de fraturas vertebral.


https://paperpile.com/c/RYx44M/IUaF
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MeTopos - 18

A analise de Gene Ontology (GO) e a andlise de enriquecimento da
via sao comumente usadas para estudos funcionais de dados
transcriptdmicos ou gendmicos de larga escala*’. Realizamos essas analises
usando DEGs com expressao aumentada e reduzida, com p <0,01. O
mapeamento funcional de banco de dados e a anotagdo de estudos de
associagao genémica ampla (FUMA GWA, http://fuma.ctglab.nl) fornecem
um conjunto de ferramentas de mineracdo de dados e auxiliam na
interpretacdo de conjuntos de dados em escala genbmica ao acelerar a
transicdo dos dados coletados para uma anotagdo bioldgica*'. Nesse
estudo, para melhor compreender a relevancia funcional dos DEGs
identificados, o FUMA GWAS foi usado para procurar a representagcao em
termos GO em processos biolégicos (BP), componentes celulares (CC),
fungdes moleculares (MF), suas vias biolégicas e os conjuntos de genes. Os
termos GO com p < 0,05 foram definidos como estatisticamente significativos
com base em um teste hipergeométrico dessa plataforma online. As marcas
sdo geradas por uma abordagem hibrida que combina um procedimento
computacional automatizado com uma curadoria manual especializada. A
metodologia computacional identifica sobreposi¢cées de conjuntos de genes
e gera representantes coerentes das mesmas. As marcas registradas
resumem informagdes em multiplos conjuntos de genes enfatizando os
genes que exibem a expressdo coordenada e representam processos
biolégicos bem definidos, reduzindo assim a variagdo e a redundancia, e

proporcionando um melhor espaco biolégico delineado para a andlise*'.
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3.2.5 Validagao dos transcritos identificados pela bioinformatica por
qPCR-RT (PCR quantitativo em tempo real)

O DNA complementar (DNACc) foi sintetizado a partir de 100 ng de
RNA, utilizando o kit da transcriptase reversa de DNAc (Applied
Biosystems) e foi utilizado o termociclador PTC-100 (MJ Research) para a
sintese de DNAc. A PCR quantitativa foi realizada por fluorescéncia,
usando o Green Master Mix PowerUp™ SYBR™ (Thermo Fisher
Scientific), essa mistura contém Taq DNA Polimerase recombinante,
MgCl2, dNTPs e SYBR Green.

Os primers de PCR para os genes testados foram projetados com
base em sua localizagdo exdmica de sondas de microarrays. Os primers
foram projetados usando primer3*?#3, ferramentas on-line OligoCalc*?43,
OligoAnalyzer** e Primer-BLAST*. As sequéncias dos primers estdo no

Quadro 1.


https://paperpile.com/c/RYx44M/sxL9+NULG
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Quadro 1 - Lista dos primers para a validagao pelo método PCR em

Gene

UBXNG6

PNO1

CD248

TNXB

TRAF3IP2

ITGA6

PRDX5

RPL27

GAPDH

RPL6

SNTG2

tempo real

Transcrito

ENST00000301281.10

ENST00000263657

ENST00000311330

X71927.1

ENST00000340026.10

ENST00000264107

ENST00000265462.8

NM_000988.5

NM_002046.7

NM_001320139.1

ENST00000308624.9

Direcao

FW
RV
FW
RV
FW
RV
FW
RV
FW
RV
FW
RV
FW
RV
FW
RV
FW
RV
FW
RV
FW

RV

Sequéncia do Primer

ACGTTCAACAAAGACCAGGA
TCCCTTCCAGGCAGTTAATG
TTATTCTCGGCTTTCAGGTG
ATCCTTGTCCGTGTCACATT
GGTGGCTTCGAGTGTTATTG
CCTCGTCTTCATCTTCCTCA
AGATTCACTGCACCTCTCCT
GTTCGCAATTCCAAACAGAGT
CACCCTGTGCAGAAGGTTAT
GTGGCTGGTGATGTGGCTG
GGAGATTGGAGCTTTTGTGAT
GTTAGCAGGAACAGGAACGA
TAGATGATTCGCTGGTGTCC
CCATCTGGTTCCACATTCAG
GCAAGAAGAAGATCGCCAAG
AAACCGCAGTTTCTGGAAGA
GAGTCAACGGATTTGGTCGTA
CATGGGTGGAATCATATTGGA

ATGCCTAGATATTATCCTACTGA

CAGAGGTCCAGTCACAAGTAA
TCTTCAAGATTTTGACTTTGAG

GAAATCCACCGTGAAACACA

Tamanho
Do
produto

154

187

151

181

124

258

103

236

141

204

217

O Green Master Mix, Primers e o DNAc foram inseridos no ciclador

StepOne Plus qPCR (Applied Biosystems), nas seguintes etapas: 95°C por 2

minutos e 40 ciclos com repeticdes de 95°C por 15 segundos e 60°C por 30

segundos, seguidas da etapa de dissociagdo de acordo com as instrugdes

do fabricante. Todas as amostras foram testadas em triplicatas.
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Para validar as mudangas na expressao génica, foi usado o método
Pfaff para quantificagdo da expressdo relativa*®. A média geométrica dos
dois genes housekeeping mais estaveis de acordo com o0s microarrays
(RPL27, GAPDH) foi usada para comparar a expressao génica entre os
grupos*’48. Os valores de p foram calculados usando teste t ndo pareado e
intervalos de confianga de 95% foram calculados em R assumindo

variancias desiguais.


https://paperpile.com/c/RYx44M/YDlK
https://paperpile.com/c/RYx44M/6TY3+3t2U

4 RESULTADOS
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4.1 Caracteristicas da populagao estudada

Trinta e seis mulheres com osteoporose foram selecionadas, 24
apresentaram fratura vertebral (FV) e 12 sem fratura vertebral (FVN).
Comparando os dois grupos (VF vs. NVF) nao foi observada diferenca em
relacdto a DMO da coluna lombar, do colo femoral e do fémur total,
frequéncia de doengas cronicas, habitos de vida como tabagismo,
alcoolismo, atividade fisica e numero de quedas. Com relacdo aos
marcadores bioquimicos e de remodelagdo 6ssea (calcio, fésforo, PTH,
fosfatase alcalina, 25 hidroxivitamina D, PINP e CTX) n&o foram
encontradas diferengcas entre os dois grupos. A Tabela 1 apresenta as

caracteristicas dos participantes.
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Tabela 1 - Caracteristicas clinicas, bioquimicas e densitométricas dos

participantes
Variveis Fratura Sem fratura P
Vertebral vertebral
Tamanho da amostra (n=24) (n=12)
Idade, anos (DP) 81,46 (4) 81,4 (3,1) 1
Raga 0,10
Branca, n (%) 7 (29,2%) 7 (58,3%)
Né&o Branca, n (%) 14 (58,3%) 5 (41,7%)
Amarela, n (%) 3(12,5%) 0 (0%)
Altura, cm (DP) 147,4 (5,9) 146 (3,1) 0,37
Peso, kg (DP) 61,1 (11,8) 57,2 (10,4) 0,34
IMC, kg/m2 (DP) 28,1 (5,2) 26,8 (4,6) 0,47
Alcool (23U/dia), (%) 4 (16,7%) 2 (16,7%) 1
Tabagismo ou ex-tabagismo, n (%) 3 (12,5%) 1(8,3%) 1
Atividade fisica 0,77
Baixa intensidade, n (%) 5 (20,8%) 3 (25%)
Moderada intensidade, n (%) 15 (62,5%) 8 (66,7%)
Elevada intensidade, n (%) 4 (16,7%) 1(8,3%)
Queda (21/ano), % 5 (20,8%) 3 (25%) 1
Historia familiar de osteoporose 0,38
Naéo, n (%) 15 (62,5%) 10 (83,3%)
Sim, n (%) 3(12,5%) 1(8,3%)
Desconhece, n (%) 6 (25%) 1(8,3%)
Historia familiar de fratura 0,19
Né&o, n (%) 16 (66,7%) 11 (91,7%)
Sim, n (%) 1(4,2%) 0 (0%)
Desconhece, n (%) 7 (29,2%) 1(8,3%)
Diabetes, n (%) 3(12,5%) 3 (25%) 0,378
Hipertensao, n (%) 19 (79,2%) 11 (91,7%) 0,64
1AM, n (%) 3(12,5%) 1(8.,3%) 1
AVC, n (%) 2 (8,3%) 0 (0%) 0,54
Dislipidemia, n (%) 11 (45,8%) 7 (58,3%) 0,48
Uso de suplementar de calcio, n (%) 10 (41,7%) 6 (50%) 0,63
Uso de suplementar de vitamina D, n (%) 15 (62,5%) 6 (50%) 0,47
Uso de bisfosfonatos, n (%) 11 (45.8%) 5 (41,7%) 0,81
Creatinina, mg/dL (IC) 0,8 (0,73 - 1,09) 0,79 (0,62 - 0,89) 0,47
Calcio total, mg/dL (IC) 9,6 (9,5-9,8) 9,6 (9,3 - 9,98) 0,85
Fosforo total, mg/dL (IC) 3,6 (3,2-3.,78) 3,5 (3,15 - 3,68) 0,48
Fosfatase alcalina, U/L (IC) 81 (61,75 - 94,25) 68,5 (62,25 - 86,75) 0,56
Vitamina D sérica (25-OH), ng/mL (DP) 23,5 (6,8) 19 (9) 0,10
iPTH, pg/dL, (DP) 57,3 (22,3) 60,1 (14,3) 0,70
CTX, ng/mL, (DP) 0,27 (0,16) 0,33 (0,19) 0,30
P1NP, ng/mL (IC) 36,65 (17,95 - 48,55) 38,75 (22,9-58,83) 0,50
DMO da coluna lombar, g/cm? (DP) 0,770 (0,11) 0,770 (0,15) 0,96
Coluna lombar, T-escore (DP) -2,89 (1,08) -2,79 (1,05) 0,80
DMO do fémur total, g/cm? (DP) 0,710 (0,11) 0,700 (0,08) 0,87
Fémur total, T-escore (DP) -2,13 (0,81) -2,02 (0,62) 0,70
DMO do colo do fémur, g/cm? (DP) 0,570 (0,10) 0,590 (0,06) 0,66
Colo do fémur, T-escore (DP) -2,60 (0,74) -2,42 (0,57) 0,48

O teste de Kolmogorov-Smirnov foi usado para avaliar a distribuigdo normal. Os valores de p foram usados
para comparagdo de médias (Teste T de Student ou Teste de Mann-Whitney) ou proporgao (Teste de chi-
quadrado, Teste de Fisher ou teste de verossimilhanga). p <0,05 foram considerados significativos.

iPTH = Horménio da paratireoide intacto. 250HD = 25-hydroxivitamina D. DMO = Densidade Mineral Ossea.
IMC = indice de Massa Corporea.
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4.2 Identificagao de Fraturas Vertebrais

As fraturas vertebrais foram detectadas usando os critérios Vertebral
Fracture Assessment (VFA) - método Genant. Segundo essa classificagéo
as fraturas vertebrais grau Il foram detectadas em 20 (83%) mulheres e grau
[l em 4 (17%) mulheres, de um total de 24 mulheres com fratura vertebral. O
local mais comum onde foram encontradas as fraturas foi na regido toracica
(72%), e a coluna lombar apresentou 28%. Conforme o tipo de fratura, a
forma bicbncava estava presente em 49% das fraturas e em 51% na forma
de cunha. Nenhum paciente apresentou fratura em forma de esmagamento.
Em relacdo aos numeros de fraturas por paciente, foi encontrado que 92%
dos pacientes apresentavam mais de uma fratura, sendo 50% com duas
fraturas. Os Graficos de 1 a 4 mostram as caracteristicas das fraturas:

numero, local, grau de gravidade e tipo de deformidade.

Grafico 1 - Fratura de vértebra por paciente (nUmero/paciente)

= 1 fratura
= 2 fraturas
= 3 fraturas

4 fraturas
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Grafico 2 - Locais da fratura (coluna vertebral)
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Grafico 3 - Gravidade da fratura vertebral (Genant)
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Grafico 4 - Tipo da fratura vertebral (Deformidade)

4.3 Andlise DEGs

Um total de 142 DEGs foram identificados (p<0,01), comparando os
grupos VF com NVF, 57 DEGs com expressao aumentada e 85 DEGs com
expresséo reduzida no grupo com FV (Grafico 5). Os 10 melhores DEGs
superexpressos e subexpressos sao identificados na Tabela 2. A expressao
de SNTG2 apresentou o maior 8 de associagéo (8 = +31,88, p = 0,004),
indicando um risco maior de fratura para esse nivel de expressao. Por outro
lado, como fator de protecao, o gene Rho GTPase ativando a proteina 8 (f =
-19,35, p = 0,005) foi encontrado como o transcrito mais subexpresso. Além
disso, genes LCN1, ITGA6 e TNXB também foram encontrados
superexpressos em mulheres com fraturas vertebrais. Diferentemente, o
transcrito PLTP foi encontrado subexpresso em mulheres com fraturas

vertebrais.
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Grafico 5 - Grafico vulcano dos genes expressos

-log10pvalor

25

2.0

1.5

1.0

0.5

0.0

Variavel: Contrastei

-10 0 10 20 30

Valores dos Betas de cada gene




RESULTADOS - 29

Tabela 2 - TOP 10 DEGs Superexpressos e subexpressos

Genes (B) Regulagéo P
SNTG2 31,88 Superexpresso 0,004
PWRN1 17,6 Superexpresso 0,006
KRTAP19-1 15,31 Superexpresso 0,008
LCN1 14,89 Superexpresso 0,006
ENPP2 13,45 Superexpresso 0,007
CYSRT1 12,91 Superexpresso 0,009
CD248 12,64 Superexpresso 0,004
TRAF3IP2 12,18 Superexpresso 0,006
PNO1 11,66 Superexpresso 0,007
GP5 11,09 Superexpresso 0,008
ARHGAPS8/PRR5-ARHGAPS -19,35 Subexpresso 0,005
MLSTS8 -14,8 Subexpresso 0,008
PLTP -14,73 Subexpresso 0,008
SYDE1 -14,41 Subexpresso 0,009
GPLD1 -13,96 Subexpresso 0,009
ZNF653 -12,91 Subexpresso 0,003
DPCD -12,45 Subexpresso 0,004
STK16 -12,39 Subexpresso 0,006
A4GNT -11,35 Subexpresso 0,006
ECSIT -9,52 Subexpresso 0,007

No enriquecimento funcional dos DEGs, a via de sinalizagdo de
mTOR1 foi encontrada significativamente usando conjuntos de genes
marcantes (P ajustado = 0,03) sob a influéncia dos genes PNO1 e PDK1. A
analise do enriquecimento por via Wiki também foi conduzida, e a mais
significativamente enriquecida foi a via de adesao focal (p ajustada = 0,03)
influenciada pelos genes ITGA6 e TNXB. A analise das vias candnicas

mostrou interagao significativa com as vias do receptor da matriz extra-
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celular, via da transdugdo do sabor e a via da linhagem de células
hematopoiéticas, quando comparado com a base de dados genético japonés
(KEGG), enriquecida com os genes ITGA6, GP5, TNXB, TAS2R60 e
TAS2R41.

A comparacao da base de dados GO também foi conduzida e varias
fungdes com resultados significativos foram encontrados. A via do processo
biolégico da regulacdo do metabolismo do foésforo foi encontrada
significativamente mais expressa no grupo com fratura vertebral, com 6
genes transcritos WNK1, ITGA6, PDK1, PLCL1, TNXB e ENPP2. Outra via
que também mostrou um resultado com >5 genes transcritos envolvidos foi a
via da fungdo molecular do receptor ligante, participando desta via os
seguintes genes: SNTG2, ITGAG6, PLCL1, TNXB e TRAF3IP2.

Foram encontrados cinco dos top 10 genes mais expressos nas vias
metabdlicas significativas durante o enriquecimento: SNTG2, TRAF3IP2,
GP5, LCN1 e PNOT1.

Os resultados do enriquecimento génico sdo mostrados nas Tabelas 3

ed.
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Tabela 3 - Analise do enriquecimento das vias biolégicas dos genes
diferencialmente expressos

GENESET

p-AJUSTADO

HALLMARK

SINALIZANTE DO MTOR1 2 6,02e-4 2,95e-2 PNO1, PDK1

ADESAO FOCAL 2 5,19¢e-4 2,59e-2 ITGA6, TNXB

KEGG DATA BASE:

3 7,01e-7 9,31e-4 ITGA6, GP5, TNXB
RECEPTOR DA MATRIZ EXTRA
CELULAR
KEGG DATA BASE:

2 1,04e-5 6,8e-3 TAS2R60, TAS2R41
TRANSDUGAO DO PALADAR
KEGG DATA BASE:

2 4,83e-5 1,07e-2 ITGA6, GP5

CELULAS DA LINHAGEM
HEMATOPOIETICA
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Tabela 4 - Analise do enriquecimento Gene Ontology (GO) dos genes
diferencialmente expressos entre mulheres idosas com
osteoporose e fratura vertebral (Grupo FV) e osteoporose
sem fratura vertebral (Grupo controle)

GeneSet

— n P p-Ajustado Genes
GO Processo bioldgico

TAS2R60, TAS2R41,

Percepc¢éo sensorial do gosto 3  2,64e-7 1,23e-2 LCN1
Detecgéo de~est/mulos quimicos envolvidos 2 7.09e-6 1,65e-2 TAS2R60, TAS2R41
nas percepgbes sensoriais do paladar

Adesao da matriz celular 2 1,31e4 2,21e-2 ITGA6, TNXB
Processo metabdlico de glicerolipidos 3 2,05e-4 2,64e-2 SERINGS, TNXB,

ENPP2

Regulag¢do do processo metabdlico do WNK1, ITGA6, PDK1,

6 2,82e4 3,15e-2

fésforo PLCL1, TNXB, ENPP2
Adesé&o ao substrato celular 2 3,38e4 3,64e-2 ITGA6, TNXB
Desmontagem de organelas 2 4,80e-4 4,29e-2 PDK1, FAM134B
Matriz extracelular proteica 4 1,02e-5 5,92e-3 Cl?éi\% Fﬁ\ll‘ )I(VB7 ’
Matriz extracelular 4 2,38e-5 6,95e-3 %?.(2;:86 ,;.B;\Il‘)l(\g !
Componente da matriz extracelular 2 1,52e-4 1,61e-2 ITGA6, TNXB
Jungéo de substrato celular 3 3,13e-4 2,01e-2 RPSIZ?GZ?;LNZ
Jungéo de ancoragem 3 6,78¢e-4 3,04e-2 RPSI27Q,GZ%LN7,
Atividade do receptor de sabor amargo 2 1,02e-6 1,494 TAS2R60, TAS2R41
Atividade do receptor de sabor 2 2,05e-6 1,49e-4 TAS2R60, TAS2R41
Atividade de diéster fosférico hidrolase 2 573e-5 1,05e-2 PLCL1, ENPP2
Atividade fosfolipase 2 6,52e-5 1,05e-2 PLCL1, ENPP2
Ligante de carboidratos 3 7,81e-5 1,05e-2 CD24g’NI7DGPgLS14’
Ligante de integrina 2 9,06e-5 1,05e-2 ITGA6, TNXB

Continua
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Conclusao

GeneSet :
—— n P p-ajustado Genes
GO Processo bioldgico

Atividade da lipase 2 1,25e-4 1,05e-2 PLCL1, ENPP2

Ligante de heparina 2 2,97e4 1,88e-2 FBLN7, TNXB

Ligante da molécula de ades&o celular 2 4,08e-4 2,47e-2 ITGA6, TNXB

Ligante de glicosaminoglicano 2 6,47e-4 2,97e-2 FBLN7, TNXB

Ligante do composto de enxofre 2 9494 3,67e-2 FBLN7, TNXB
SNTG2, ITGAG,

Ligante do receptor 5 1,14e-3 4,07e-2 PLCL1, TNXB,

TRAF3IP2

4.4 Analise da interagao génica

A rede de interagdo construida para todos os genes DEG mostrou
enriquecimento significativo de interagbes entre os genes analisados
(enriquecimento PPI, p = 0,001). Entre os DEGs em interagdo, observamos
enriquecimento funcional especialmente significativo (p FDR corrigido <
0,05) em uma rede contendo oito genes desregulados. Esse enriquecimento
foi observado para sinalizagdo de ubiquitina parcialmente sobreposta
(UBXN6, CDC34, UBEZ2M), sistema imunologico adaptativo (CDC34,
UBE2M, PRRY5) e processamento de antigenos (CDC34, UBE2M). Outros
processos enriquecidos associados a DEGs interagiram com as fungdes de
redoxina (PRDX5, PRDX2) e a ligagdo com a matriz extracelular (/ITGA6,
CD248). Todos os genes associados a esses processos também mostraram
expressao no tecido muscular. PRDX5 e UBE2M também mostraram
expresséo no tecido 6sseo de acordo com StringApp Software. A Figura 5

mostra a interagao génica dos DEGs.
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Figura 5 - Interagido génica (Gene-Gene dos DEGSs)

4.5 Validagcao da expressao dos genes indicados pelo microarray
usando PCR quantitativo em tempo real

Devido a técnica do microarray apresentar uma sensibilidade elevada
e poder levar ao erro tipo Il (falso positivo), utilizamos das analises da
bioinformatica para selecionar os genes candidatos, e posteriormente
fazermos a validag&o por outro método de expresséo génica, o padrdo ouro

7

€ o0 PCR quantitativo em tempo real. Portanto, selecionamos oito DEGs
observando os seguintes critérios: maiores 3, principais vias metabdlicas no
enriquecimento génico e interagdo génica. Analisamos seis mMRNAs
hiperexpressos (SNTG2, TRAF3IP2, PNO1, CD248, TNXB, ITGA6) e dois

MRNAs subexpressos (PRDX5 e UBXNG).
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Para determinar os niveis de expressdo desses genes, realizamos
gPCR-RT (VF: n = 19, Controle: n = 12). Seis DEGs (SNTG2; CD248;
TRAF3IP2; PNOT1; ITGA6; UBXN6) mostraram direcdo da regulagdo da
expressao génica consistente com os resultados do microarray. Trés deles;
SNTG2, ITGA6 e TRAF3IP2 mostraram alteragcoes estatisticamente
significativas (p <0,05) na expressdo na analise de gPCR-RT. O transcrito
CD248 mostrou pequena diferenga em relagéo a significancia (p = 0,06). As
alteracdes de expressado dos dois genes DEG (PRDX5, TNXB) nao foram
significavas. Os resultados da analise de qPCR sao mostrados no Grafico 6

e na Tabela 5.

Grafico 6 - Validagao dos genes por PCR em tempo real
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* p<0,05 (estatisticamente significativo), Genes validados: ITGA6, SNTG2, TRAF3IP2.
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4.6 Curva ROC do PCR em tempo real dos genes validados

Para avaliar o potencial dos genes validados como um biomarcador,
foram analisadas as sensibilidades e a especificidades desses genes
associados a fratura vertebral osteoporética. Nesse estudo foi encontrada
uma area estatisticamente significante sob a curva (AUC) para todos os trés
genes validados (ITGA = 0,68, p = 0,05, SNTG2 = 0,71, p = 0,01 e
TRAF3IP2 = 0,71, p = 0,01). Apés avaliagdo da AUC, procuramos encontrar
o melhor ponto de corte do valor de expressao génica pelo método PCR em
tempo real e seus valores de sensibilidade, especificidade, valor preditivo
positivo e valor preditivo negativo para os genes validados. A expressao
para o melhor ponto de corte do ITGA6 foi 1,4026, sensibilidade = 70%,
especificidade = 67%, valor preditivo positivo = 80%, valor preditivo negativo
= 67%. O ponto de corte de expressao para o gene SNTG2 foi 2,0563,
sensibilidade = 56%, especificidade = 92%, valor preditivo positivo = 52%,
valor preditivo negativo = 93% e para o gene TRAF3IP2 o melhor ponto de
corte de expressao foi 1,8615, sensibilidade = 52%, especificidade = 100%,
valor preditivo positivo = 52%, valor preditivo negativo = 100%. Esses

resultados sdo mostrados nos Graficos de 7 a 9.
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Grafico 7 - Curva ROC do gene validado ITGA6
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Grafico 8 - Curva ROC do gene validado SNTG2
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Grafico 9 - Curva ROC do gene validadoTRAF3IP2
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5 DISCussAO
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Este trabalho demonstrou pela primeira vez a superexpressao dos genes
transcritos relacionados as fraturas vertebrais em mulheres idosas com
osteoporose. Demonstramos que a superexpressdao do SNTG2 se correlaciona
fortemente com a predisposicao para a fratura vertebral. O SNTG2 pertence a
familia das sintrofinas, que é altamente expressa no sistema musculo-
esquelético®®. As sintrofinas sdo proteinas da membrana periférica citoplasmatica
que se ligam aos componentes dos canais de sédio mecanossensiveis € ao
dominio extremo do terminal carboxil da distrofina e proteinas relacionadas a
distrofina. O SNTG2 esta especialmente presente na jungdo neuromuscular®. A
interacdo da musculatura paraespinhal com a coluna vertebral, podendo gerar
fraqueza muscular e fraturas compressivas espontaneas ja foram relatados,
chegando a atingir 30% em pacientes com osteoporose grave®'. Nossos dados
reforcam a hipotese da potencial interagéo entre o sistema muscular e 6sseo na
génese das fraturas vertebrais osteoporéticas.

Os transcritos de TRAF3IP2, ITGA6 e CD248 também apresentaram
uma elevada expressao génica. O TRAF3IP2 interage com o fator 3 associado
ao receptor de TNF e € um importante regulador da produgao de citocinas e
interferons do tipo 1°2. O TRAF3 desempenha um papel em varias doengas
autoimunes e inflamatdrias®?®. Além disso, o TRAF3IP2 também esta

envolvido na regulagdo da formacgao de osteoclastos induzidos por RANKL*. O


https://paperpile.com/c/RYx44M/vlSR
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TRAF3IP2 também mostrou expressao aumentada no tecido muscular e com o
processo de envelhecimento, de acordo com o banco de dados do GTEX, que
merece a atencdo da sua provavel importancia no envelhecimento 6sseo e
implicagdes na fisiopatologia das fraturas vertebrais. A andlise da rede de
interacdo mostrou que o TRAF3IPZ2 interage com o CD248 (Endosialina), que
foi regulado positivamente, cuja expressdao também testamos com qPCR com
fold change de expressao de 1,78 (p = 0,058). Estudos demonstraram que o
CD248 é um regulador negativo da formagao 6ssea em camundongos e esta
elevado em processos inflamatérios. Naylor et al.%® demonstraram em estudos
experimentais que camundongos Knockout do gene do receptor CD248
apresentavam aumento de massa 6ssea. Observou-se nesse estudo uma
maior expressao do gene do receptor CD248 no grupo com fratura vertebral.
Foi encontrada sua relagao na interagao génica com o gene TRAF3IP2, o que
sugere o papel do processo inflamatdrio no risco da fratura vertebral.

A anadlise da interagdo génica mostrou que o ITGAG6 interagiu com outro
gene superregulado, o TNXB, que é associado a via de adesao focal e a via
das integrinas. As integrinas podem contribuir para a adesao é0ssea dos
osteoclastos e aumentar a reabsor¢cao da matriz 6ssea, portanto, aumentando
o risco de fraturas vertebrais. Landowski et al.>6. demonstraram que a inibigao
da clivagem por ITGAG6 in vivo diminuiu a atividade do tumor osteolitico e
induziu a reagéo esclerotica das lesdes 0sseas. A integrina a6 (/ITGA6) também
€ expressa por células-troncos hematopoiéticas humanas com abundante
laminina 511 (LN511) no osso humano normal®’. O LN511 é um componente

essencial do nicho das células-troncos e suportam a sua sobrevivéncia,
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independentemente de citocinas ou fatores de crescimentos®. Ambos os genes
foram mostrados na analise de enriquecimento como um componente da matriz
extracelular, podendo funcionar formando estrutura ou ligando células do tecido
conjuntivo.

A analise da interagdo génica também mostrou que o enriquecimento
sobreposto da ubiquitina e a sua sinalizagdo, o sistema imunoldgico
adaptativo e o processamento de antigenos estavam associados com a
desregulagdo do gene CDC34 (p = 0,008, B = -2,38). O CDC34 foi
demonstrado anteriormente como capaz de reverter a resisténcia a IL-6 na
regulacéo da apoptose®®. E especialmente interessante no contexto que a
IL6 também atua como modulador de diferenciagdo de osteoclastos e
medeia a perda 6ssea®%',

A lipocalina 1 (LCN1) foi outro transcrito encontrado no presente
estudo como significativamente aumentado (p = 0,006) em nossa analise de
microarranjos. Esses achados vao de acordo com a literatura, pois de fato
Lim et al%® demonstraram que altos niveis de uma familia similar de
membros da lipocalina (LCN2) podem prever o risco de fraturas
osteoporéticas graves em uma coorte de mulheres idosas.

Além disso, esse estudo mostrou que a via de sinalizagdo da mTOR1
com dois genes PNO1 e PDK1 foi estatisticamente significativa. A analise da
rede de interacdo também mostrou que o PNOT7 interage com o gene
RPS29. Ambos os genes também mostraram expressdo afetada com o
envelhecimento, de acordo com a base de dados GTEX. O PNO17 mostrou

alteragdes de expressdo relacionadas ao envelhecimento cardiaco e ao


https://paperpile.com/c/RYx44M/hgsi
https://paperpile.com/c/RYx44M/SvQe
https://paperpile.com/c/RYx44M/35s9+OqQr
https://paperpile.com/c/RYx44M/WyEO

DiscussAo - 45

tecido adiposo, interagdo com o gene RPS29 no tecido adiposo e no
sangue®. A literatura demonstra uma associagdo do maior risco de fratura
com maior porcentagem de gordura®, assim, esses genes estariam
relacionados indiretamente a uma maior quantidade de tecido adiposo,
contribuindo para o maior risco de fratura vertebral.

Além disso, Glantschnig et al.5°> mostraram que através da via mTOR,
os fatores RANKL, TNF e M-CSF promovem a sobrevivéncia dos
osteoclastos, inibindo a apoptose dos mesmos. A apoptose de células
Osseas, incluindo osteoclastos, osteoblastos e ostedcitos, foi reconhecida
como um mecanismo essencial para a regulacdo da massa Ossea e da
osteoporose. Por exemplo, farmacos para osteoporose, da classe dos
bifosfonatos, podem inibir a reabsorcdo o6ssea aumentada ao induzir
apoptose por osteoclastos®®. Estudos experimentais demonstraram a
influéncia da rapamicina (um inibidor da via mTOR) em camundongos,
levando ao aumento da massa Ossea por inibicdo da diferenciagdo dos
osteoclastos. Também em camundongos com osteoporose senil, a
rapamicina poderia restaurar as propriedades biolégicas da medula éssea
envelhecida derivadas de células-tronco mesenquimais (BMMSCs) levando
ao aumento da diferenciacdo e proliferagdo osteogénica®’. De fato, os
autores demonstraram que a ativagao da autofagia restaurou a perda éssea
em camundongos idosos, sugerindo que o mecanismo da autofagia
desempenha um papel central no envelhecimento das BMMSCs, e que a
ativacdo da autofagia pode reverter parcialmente o envelhecimento dessas

células®s.
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O sistema imune apresenta uma funcao relevante no remodelamento
6sseo por meio das citocinas pro-inflamatoérias. A senilidade é um fator
notavel para a aceleracdo de enfermidades que estdo cada vez mais
atribuidas a uma inflamacao, tais como aterosclerose, doenca de Alzheimer,
asma e osteoporose. Varias citocinas, incluindo IL-1, TNF-a, IL-6, s&o
elevadas durante a senescéncia e desempenham um papel direto na
patogénese dessas doengas®®-"".

Diversas citocinas e seus receptores participam da fisiopatologia da
osteoporose, entre esses fatores genéticos na patogénese da osteoporose,
a IL-1 foi demonstrado ser a citocina mais importante na modulacdo do
crescimento de células de reabsorcao 6ssea em mulheres pds menopausa,
pois iniciam uma cascata de sinal de transducdo para estimular uma
resposta pré-inflamatoria que inicia a reabsorcao dssea pelos osteoclastos’?.
Provavelmente, devido a esse mecanismo, a osteoporose e as fraturas por
fragilidade sdo mais prevalentes em doengas inflamatérias, como exemplo
na artrite reumatoide, no lipus e na DPOC3.

A forca do presente trabalho é o estudo de mulheres idosas com
osteoporose (escore T < -2,5), com e sem fraturas vertebrais, pois a fratura
vertebral é o desfecho clinico mais prevalente na osteoporose. Como a
maioria dos estudos genéticos foram realizados estimando a hereditariedade
concentrada nas medi¢cées da DMO, e foi encontrado que ha uma mistura de
influéncias genéticas compartilhadas e especificas para a DMO, essas
diferencas poderiam estar associadas a magnitude do efeito genético nos

locais esqueléticos distintos. Sabe-se que cerca de 50% das mulheres com
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osteoporose com baixa DMO nao desenvolvem fraturas no futuro. Alguns
estudos mostraram que nao apenas a DMO era hereditaria, mas também o
risco da prépria fratura7’4. Nesse estudo, encontramos um resultado da
expressdo génica associado a fratura vertebral, independentemente da
DMO.

Além disso, os participantes deste estudo foram selecionados da
coorte de idosos da comunidade brasileira de Sdo Paulo (SPAH). A falta do
viés de selecdo permite que esses achados sejam extrapolados para a
populacao de idosas nas comunidades brasileiras. Também excluimos grau
1 (leve) de deformidades da coluna vertebral, pois alguns autores acreditam
que esse grau nao representa uma verdadeira fratura vertebral, podendo ser
uma deformidade nao relacionada a fratura, que era uma limitagdo de um
estudo anterior sobre fratura vertebral”®.

O presente estudo apresenta algumas limitagées. Primeiro, o tamanho
da amostra é pequeno e os dados desse estudo devem ser revalidados em
estudos de larga escala e em outras populagdes com diferentes ragas ou
regides. A confiabilidade dos resultados pode parecer limitada pelo pequeno
numero de individuos, mas o alto poder do valor da analise estatistica dos
dados (Poder da amostra de 90%) nos da motivo a confianga na solidez dos
resultados, suficiente para revelar diferencas expressas dos genes’®.
Segundo, como usamos sangue total, que nado expressam todas as
proteinas das células désseas, portanto, algumas alteragdes na tradugao de
proteinas podem ter passado despercebidas durante o nosso estudo. No

entanto, a pesquisa foi realizada usando o mRNA do sangue total, que tem a
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vantagem de ser um método menos invasivo e poder medir a expressao
génica de doencgas sistémicas, tornando-o mais util e seguro na pratica
clinica.

O mRNA também reflete o estado funcional das células e integra
respostas a fatores genéticos e epigenéticos da regulacédo de genes,
tornando-o um caminho promissor para explorar a progressao da
doenca’’-"8. Qutras limitagbes do estudo foram alteracbes muito baixas na
expressdo génica do fold change do microarray. Explicamos esse efeito
como associado ao fendtipo muito semelhante entre os dois grupos
analisados. Devido o uso de coortes relativamente grandes e a regressao
logistica foi permitido identificar até mudancas muito leves na expresséo dos
genes. A validagao adicional por gPCR, outro método de expressao génica,
além do microarray realizado inicialmente, permitiu selecionar as
transcricbes mais promissoras associadas ao estudo. O gPCR confirmou a
direcdo das mudancas de expressao para a maioria dos transcritos,

apoiando a significancia dos resultados obtidos por microarrays.
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Os dados apresentados permitem identificar e validar as
superexpressodes dos transcritos SNTG2, TRAF3IP2 e ITGA6 associados as
fraturas vertebrais osteoporéticas em mulheres idosas, independentemente
da densidade mineral Ossea. Esses resultados sugerem que esses
transcritos tém potencial significado clinico e podem ajudar a explicar os
mecanismos moleculares e as fungbes bioldgicas da fratura vertebral
osteoporética. Esse estudo podera ser utilizado como base para novas
pesquisas, para confirmar a importancia dessas moléculas como
biomarcadores ou novos alvos terapéuticos da fratura vertebral

osteopordtica.
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Anexo A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO-HCFMUSP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DE IDENTIFICAGAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL

LEGAL

TUNOME: bbbt bbbt b e e ene e enee e e
DOCUMENTO DE IDENTIDADE N°: ...ccooviiiiiesiie e SEXO: Mo F oo
DATA NASCIMENTO: ........ [ [o.....
ENDEREGO ...ttt NO i APTO: ...........
BAIRRO: ..o CIDADE ....ccvieveeeeee e
CEP:. e TELEFONE: DDD (............ ) et
2. RESPONSAVEL LEGAL ....otuiuirieeeeeireeeeseesseseeses e se e sssesesseenssessesssessesnssenns
NATUREZA (grau de parentesco, tutor, curador etC.) .......cccceeriiiiiiiiiiee e
DOCUMENTO DE IDENTIDADE: ......cccceiiiiieiienieesee e SEXO: Mo Fo
DATA NASCIMENTO.: ...... oo
ENDEREGO: .. .eiiiiiiiiiie ettt nnee e NO APTO: ..........
BAIRRO: ..o CIDADE: ...t
CEP: oo TELEFONE: DDD (............ ) et

DADOS SOBRE A PESQUISA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA:

Avaliacido da sindrome metabdlica, calcificagdao coronariana e novos marcadores
do metabolismo 6sseo em idosos da comunidade da coorte de Sao Paulo Ageing

& Health Study (SPAH)
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PESQUISADOR: Rosa Maria Rodrigues Pereira
CARGO/FUNCAQ: Profa. Assistente Dra. - INSCRIGAO CONSELHO REGIONAL N° 45920
UNIDADE DO HCFMUSP: LIM-17
3. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:
RISCO MINIMO o RISCO MEDIO o
RISCO BAIXO X RISCO MAIOR o

4 DURAGAO DA PESQUISA: 36 meses.

| - REGISTRO DAS EXPLICAGOES DO PESQUISADOR AO PACIENTE OU SEU
REPRESENTANTE LEGAL SOBRE A PESQUISA CONSIGNANDO

1 — Desenho do estudo e objetivo(s); 2 — Descrigdo dos procedimentos que serdo realizados,
com seus propositos e identificagdo dos que forem experimentais € nao rotineiros; 3 —
Relagao dos procedimentos rotineiros e como sao realizados; 4 — Descrigao dos desconfortos
e riscos esperados nos procedimentos dos itens 2 e 3; 5 — Beneficios para o participante; 6 —

Relacado de procedimentos alternativos que possam ser vantajosos.

A Osteoporose ocorre principalmente em mulheres depois da menopausa e em homens
acima de 60 anos. Nesta faixa etaria, ocorre também a aterosclerose vascular (aparecimento
de placas de gordura nos vasos do corpo e aumento do risco de ter infarto e derrame
cerebral). Estas doengas representam um grave problema de saude publica e parecem estar
relacionadas. Nos estamos convocando o senhor (a) para participar desta pesquisa, para
estudarmos quantas pessoas teriam risco maior de apresentar osteoporose e aterosclerose.
Como estas doencgas parecem ter um componente hereditario, o estudo também ira retirar
uma amostra de sangue para estudo genético destas doengas. Caso o senhor (a) aceite,
entdo vai fazer os seguintes exames: densitometria 6ssea (que ver a quantidade de osso no
corpo); tomografia do 0sso (para ver a qualidade do 0sso); tomografia de coronarias (para ver
as placas nos vasos do coragédo) e exames de sangue para ver como esta o calcio, fésforo e
horménios relacionados ao osso. Existe risco baixo na realizacdo da densitometria 6ssea e
tomografias do osso e dos vasos ja que a dose total de radiagdo destes exames em conjunto
€ menor do que a dose de um raio X de pulmao. Na coleta dos exames de sangue pode haver

apenas pouca dor no local da picada e as vezes arroxeamento do local.
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Il- ESCLARECIMENTO DOS DADOS PELO PESQUISADOR E DAS GARANTIAS E
DIREITOS DO SUJEITO DA PESQUISA

- Em qualquer etapa do estudo, o senhor(a) tera acesso aos profissionais responsaveis
pela pesquisa para esclarecimento de duvidas. O principal investigador é a Dra Rosa
Maria Rodrigues Pereira, que pode ser encontrada no endereco : Faculdade de
Medicina da USP — Av. Dr Arnaldo, 455 — 3°. andar — sala 3105, Telefone(s): 11-
30617213, 11-30617490. Se vocé tiver alguma consideracgao ou duvida sobre a ética da
pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua Ovidio
Pires de Campos, 225 — 5° andar — tel: 3069-6442 ramais 16, 17, 18 ou 20, FAX: 3069-
6442 ramal 26 — E-mail: cappesqg@hcnet.usp.br.

— Sua participagdo € voluntaria e sera mantida em sigilo, ndo sendo divulgada sua
identificagao;

— Nao ha despesas pessoais para o senhor(a) em qualquer fase do estudo, incluindo
exames e consultas. Também nao ha compensacgao financeira relacionada a sua
participagao. Se existir qualquer despesa adicional, ela sera absorvida pelo orgamento

da pesquisa.

- Em caso de dano pessoal causado pelos procedimentos ou tratamentos propostos no
estudo, o senhor(a) tem direito a tratamento médico na Instituicdo, e também as

indenizagcbes legalmente estabelecidas.

- Os dados e resultados obtidos com a pesquisa serdao usados somente para este

estudo.

Il - CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIDO

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informagdes que li ou que
foram lidas para mim, descrevendo o estudo “Avaliagdo da sindrome metabdlica,
calcificagdo coronariana e novos marcadores do metabolismo dsseo em idosos
da comunidade da coorte de Sao Paulo Ageing & Health Study (SPAH)”. Eu discuti
com Dra Rosa Maria Rodrigues Pereira sobre a minha decisdo em participar nesse

estudo. Ficaram claros para mim quais sdo os propositos do estudo, os
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procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de
confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha
participacao é isenta de despesas e que tenho garantia do acesso a tratamento
hospitalar quando necessario. Concordo voluntariamente em participar deste estudo e
poderei retirar o meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante o0 mesmo,
sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido,

ou no meu atendimento neste Servigo.

Assinatura do paciente/representante legal Data / /

Assinatura da testemunha Data / /

para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou

portadores de deficiéncia auditiva ou visual.

(Somente para o responsavel do projeto)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e
Esclarecido deste paciente ou representante legal para a participagdo neste estudo.

Assinatura do responsavel pelo estudo Data / /
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Anexo B - Aprovagio pelo Comité de Etica da Faculdade de Medicina
da Universidade de Sao Paulo (CAPPesq # 1904155)

r " USP - HOSPITAL DAS o
! CLINICAS DA FACULDADE DE £ Qg orme
> MEDICINA DA UNIVERSIDADE = ©

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Avaliacdo da sindrome metabdlica, calcificag@o coronariana e novos marcadores do

metabolismo ¢sseo em idosos da comunidade da coorte de Sao Paulo Ageing & Health
Study (SPAH)

Pesquisador: Rosa Maria Rodrigues Pereira

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que ndo necessita de andlise
ética por parte da CONEP;);

Versao: 4
CAAE: 29175814.0.0000.0068
Instituicdo Proponente: HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA U SP

Patrocinador Principal: HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINADAU S P
MINISTERIO DA CIENCIA, TECNOLOGIA E INOVACAO

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.904.155

Apresentacao do Projeto:

A apresentagéo do projeto € clara e expdem adequadamente seus fundamentos e objetivos. A inclusdo do
pesquisador Levy Higino Jales Neto e do carater académico de seu subprojeto intitulado"Estudo genético

por microarray em mulheres idosas com fratura vertebral por osteoporose" estdo bem documentados, bem
como o relatério de 2016.

Objetivo da Pesquisa:

O objetivo da pesquisa € identificar expresséo diferencial de genes comparando individuos com e sem
fraturas e em relacdo a osteoporose.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Os riscos relacionados & pesquisa nao diferem daqueles inerentes aos exames clinicos comumente
realizados na abordagem da osteoporose e dos escores de célcio. ’
Comentérios e Consideragcdes sobre a Pesquisa:

A aplicagao dos testes de microarray conferem um grande alcance na avaliagdo das partes relevantes do
genoma.

Enderego: Rua Ovidio Pires de Campos, 225 52 andar

Bairro: Cerqueira Cesar CEP: 05.403-010
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)2661-7585 Fax: (11)2661-7585 E-mail: cappesq.adm@ hc.im.usp.br

Pégina 01 de 03
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Continuagdo do Parecer: 1.904.1

~ USP - HOSPITAL DAS
CLINICAS DA FACULDADE DE
MEDICINA DA UNIVERSIDADE

55

Consideracoes sobre os Termos de apresentacéo obrigatéria:

O TCLE esclarece os eventuais participantes sobre os procedimentos e sobre suas prerrogativas.

Recomendacoes:

O texto do TCLE pode ser melhorado com a remogdo de subtitulos numerados e instrugdes normativas

copiadas.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagées:

O projeto pode ser aprovado pela comiss&o quanto a sua incluséo de pesquisador e seu relatério anual,

Consideracoes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informacdes Bésicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_825440 22/11/2016 Aceito
do Projeto E1.pdf 11:39:51
Outros Relatorio_2016.doc 22/11/2016 |Rosa Maria Aceito
11:38:39 [Rodrigues Pereira

Outros Projeto_Levi.docx 22/11/2016 |Rosa Maria Aceito
11:36:20 | Rodrigues Pereira

Outros 12065_Inclusao_Levi.pdf 11/11/2016 |Rosa Maria Aceito
16:44:38 | Rodrigues Pereira

TCLE / Termosde |TCLE.doc 23/05/2014 Aceito

Assentimento / 16:12:22

Justificativa de

Auséncia

Qutros CPP - 12065.pdf 02/04/2014 Aceito
10:14:56

Folha de Rosto Folha de Rosto - 12085.pdf 02/04/2014 Aceito
10:13:05

Outros carta de anuéncia do incor.pdf 18/03/2014 Aceito |
10:30:44 |

Projeto Detalhado / | Projeto de pesquisa margo2013.doc 18/03/2014 Aceito |

Brochura 10:30:23 |

Investigador |

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:
Noroasis Barani .

Agag

Enderego: Rua Ovidio P
Bairro: Cerqueira Cesar
UF: SP Muni
Telefone:

(11)2661-7585

Sio moMES.

ires de Campos, 225 52 andar
CEP: 05.403-010
cipio: SAO PAULO
Fax: (11)2661-7585 E-mail:

cappesg.adm@hc.fm.usp.br
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7~ Plataforma

o g USP - HOSPITAL DAS
¥ Brasil

: CLINICAS DA FACULDADE DE
bl MEDICINA DA UNIVERSIDADE

Continuagéo do Parecer: 1.904.155

SAO PAULO, 01 de Fevereiro de 2017

el i aisman

Assinado por:
ALFREDO JOSE MANSUR
(Coordenador)
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Anexo C - Questionario aplicado

Laboratorio de Metabolismo Osseo —LIM 17- Reumatologia/ FMUSP
FPARTICID------- Prof?. .Dra. Rosa M. R. Pereira

CPF:

FPARTICID ESTADO CIVIL:
RGHC: NATURALIDADE:
NOME:
ENDERECO:
TELEFONE:
CEP:

5. DATA DE NASCIMENTO: / /

6. DATA DA ENTREVISTA: / /

7. IDADE:

8. Estagéo do ano: (1) Primavera(2) Verao(3) Outono(4) Inverno

9. Raga:(1) Branca(2) Nao Branca(3) Asiatica

CONSIDERAR:(1) Branca = PAIS E AVOS BRANCOS

(2) N&o Branca = AO MENOS UM DECENDENTE NEGRO OU INDIO (PAIS OU
AVOS)

10. {altura}: atual
11 {peso}:
12. {sexo}:(1)feminino (0) masculino

13. Idade da {menarca} (0) = nao lembra
14. Idade da menopausa (0) = ndo lembra
15. menopausa cirtrgica: (1) SIM (0) NAO

16. Se sim — tirou os ovarios? (1) SIM (0) NAO

17. Uso de trh: (1) SIM  (0) NAO

18. Tempo deuso de TRH:
19. Numero de{gestacao} a termo

20. Numero de aborto:

21. Tempo de {amamentacéo} = meses/ filhos X N. filhos
{Alcoolismo} - Desde a primeira entrevista:

22. O Sr/Sra. Tem bebido? (1) bebo atual (2) bebi ultimos 3-4 anos (3) nunca (4) social
23. Por quanto tempo o senhor (a) tem bebido? Tempo de {alcool}ismo

24. Se parou, ha quanto tempo? Tempo de parada de
{alcool}ismo
25. O que o Sr.(a) bebe ou bebia com mais frequéncia? Tipo de {bebida} alcodlica
(5) cerveja (40) pinga (12) vinho  (30) uisque
26.NUumero de {doses} por dia
27. Volume de {BEBIDA} por dia: (50) destilado (90) vinho (350) cerveja
{TABACO}:
28. Tem fumado? (1)fumo atual(2) fumei ultimos 3-4 anos (3) nunca
29. O que o sr.(a) fuma com mais frequéncia?

{tipo de tabaco}:(1) cigarro (2) fumo palha (3) cachimbo
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30. {Gramatabaco}:(1) cigarro (5) fumo palha (0.5) cachimbo
31. Por quanto tempo? Tempo de parada de {tabaco}
32. Se parou, ha quanto tempo? Tempo de parada de {tabaco}
33. Quantos cigarros por dia? Anotar nimero de macgo/dia Numero de
{maco}=cigarros/20
{CAFE}
34. O sr/ sra.toma café? (1)SIM(0)NAO

Se sim, quantas xicaras por dia? (Considerar xicara=50 ml)
Numero de xicaras de {café}
INGESTAO DE {CALCIO}
35. Com que frequéncia o sr.(a) toma leite? (1) Nunca(2) 2 a 3x/ por semana (3) diario
36. Pensando em copo de requeijao, quantos copos/ dia
{N}umero de copos de [leite]por dia (considerar 1 copo=200ml=copo de
requeijao=2/3copo de extrato de tomate pequeno)
37. Com que frequéncia vocé bebe {iogurte} (1) nunca (2) vezes/sem (3) diario
38. Numero de copos de {iogurte} por dia
39. Com que frequéncia o sr.(a) come {queijo}:(1) Nunca (2)vezes/sem (3) diario
40. numero de fatias de {queijo}por dia
Grau de atividade {fisica}
(1) baixa (ndo faz nem servigos domésticos)
(2) moderada= trabalhos domésticos, jardinagem, caminhada nao regular......
(3) alta= atividade fisica regular fora da rotina de habitual, caminhada, danca....
Pelo menos 2x /semana por 30 minutos
42. Se alta, quantas vezes por semana?
43. Quantas horas/dia?
44. {H}oras de atividade {fisica}dia = nimero de vezes x numero de
horas

Quedas

45. O Sr(a) caiu neste ultimo ano? Histéria {queda} Gltimo ano: (1) SIM (0) NAO
46. Se sim quantas vezes? Numero de {quedas} no ultimo
ano

Hist. Fratura Espontanea ou Trauma Minimo — considerar sim se trauma minimo.
Nao se acidente automobilistico etc....

47. A Sra. quebrou algum osso apds a data da primeira entrevista?(1) SIM (0) NAO
Como quebrou?
48. O Sr. ja quebrou algum osso apés a data da primeira entrevista?(1) SIM (0) NAO
Como quebrou?
49. {Tipo} de Fratura - Onde quebrou. Qual osso?

(1)punho (2) pé(3) tornozelo (4) umero (5) costela (6) quadril (7) outras
50. Outros locais

51. Histérico familiar OP- Na sua familia tem alguém com osteoporose?
SIM (1) NAO(0) NAO SABE(2)
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52. Histérico familiar fratura:

(sua mae ou irma. Pai ou irmao), quebrou algum osso depois dos 45 anos? Como?
Considerar sim, se relacionado a trauma minimo (1)SIM (0) NAO (2) NAO SABE
53. {Enxerga} bem:(1)SIM (0) NAO

54. Medicagao dormir {diazepinico}: (1) SIM (0) NAO

55. Medicag&o {convuls&o}:(1) SIM  (0)NAO

56. {Antidepressivo}:(1) SIM  (0) NAO

57. {Calcio} suplementar: (1) SIM  (0) NAO

58. {Dose} de {calcio} supl:
59. {t} {uso} {calcio}:
60. {vil D} supl.:(1) SIM  (0) NAO
61.{Dose Vit D} Ul:
62. {T} tempo de uso de {Vit D}:
63. Uso de {bisfosfonato}: (1) SIM (0) NAO
64. {T} tempo de uso de {bisfosfonato}
65. (T) tempo de {parada} {bisfosf}
66. Outros — qual?

Anti-hipertensivos

67. Uso atual de captopril ou outro inibidor da ECA:(1) SIM (0) NAO
68. Tempo de uso (ECA):
69. Uso atual {tiazidico}:(1) SIM  (0)NAO
70. Tempo de uso {tiazidico}:
71. Uso atual de {BLOQCALCIO}? (1) SIM (0) NAO
72. Tempo de uso {BLOQCALCIO}:
73. Uso atual de {BBLOQ}:(1) SIM  (0) NAO
74. Tempo de uso {BBLOQ}:
75. Uso atual {estatina}? (1) SIM(0) NAO
76. Tempo de uso de {estatina}:
77. Uso de AAS crénico? (1) SIM(0) NAO
78. Tempo de uso de AAS
79. Uso de horménio {tireside}:(1) SIM (0)NAO
80. Tempo hormdnio {tiredide}:
81. Uso de {litio}? (1) SIM (0) NAO
82. Tempo deflitio}:
83. Uso de {marevan}? (1)SIM (0) NAO

84. Uso de {protetor} solar? (1)SIM (0) NAO

85. Uso de {corticéide}? (1)SIM (0) NAO

86. {Dor} em {coluna} dorsal ou lombar? (1)SIM (0) NAO
87. Grau de dor {EVA}.
88. Quando o sr/ sra esta com dor na coluna tem dificuldade para:

89. {curvar}-se para pegar objetos:(0) (1) (2) (3)

90. {levantar} um objeto de aproximadamente 500 g do chao:(0) (1) (2) (3)
91. {Alcancar} objetos em cima da mesa:(0) (1) (2) (3)

92. {Calgar meias}:(0) (1) (2) (3)
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93. Entrar ou sair do {carro}:(0) (1) (2) (3)

94. Ficar {em} {pé} por pelo menos {2} {h}oras: (0) (1) (2) (3)

95. Incapacidade devido a {dor lombar}: (1) pouca(2) moderada (3) incapaz

96. O sr/sra diminui suas atividades por causa da dor nas costas? (1) SIM(0) NAO
97. O sr/sra chega a ficar de cama por causa da dor nas costas? (1) SIM (0) NAO

98. {Perda} de {altura} > 2cm

Perdeu altura desde a Ultima entrevista? (1) SIM(2) NAO (3) NAO SABE

Considerar sim se, a diferenca de altura for maior ou igual a 2cm
99. {Diabetes}? (1) SIM (0) NAO
100. Tempo de {diabetes}:
101. {Insulina}?  (1)SIM( 0)NAO
102. Tempo de {insulina}:
103. {HAS}? (1) SIM(0) NAO
104. Evento {ECV} Apds 1 entrevista: (1) SIM  (0) NAO
105. {Qual ECV}:(1) ANGINA (2) IAM (3) AVC
106. N episodios {IAM}:
107. N episddios {AVC}:
108. intervencdo ?(1) SIM  (0) NAO
109. {Cirurgia}:(1) SIM (0) NAO
110. Angioplastia? (1) SIM (0) NAO
111.{DLP}? (1) SIM (0) NAO
112. Tempo DLP
113. {TVP}? (1) SIM (0) NAO
114. {Dcarétida}? (1) SIM (0) NAO
115. Na sua familia algum parente préximo (pai, mae e irmaos) ja teve derrame ou
infarto ou angina? (1) SIM  (0) NAO
116. {PAS}:
117. {PAD}:
118. Outras {doengas} (lembrar de osteoartrose coluna ou joelho- anotar
locais):
119. {Célcio} serio total:
120. {HDL}:
121. {LDL}:
122. {Colesterol} total:
123. {Creatinina}:
124. {Fosfatase} alcalina:
125. {Fésforo}:
126. {Glicemia}:
127. {Albumina}:
128. {Triglicerideos}:
129. {TSH}:
130. {T4 livre}:
131. {PTH}:
132.{Vitamina D}:
133. {OP}: (0) NAO (1) SIM (2)Osteopenia
134. {local OP}:(1) coluna (2) quadril (3) ambos
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135. {Localpenia} (1) coluna (2) quadril(3) ambos
136. Circunferéncia abdominal:
137. {PCR}:
138. {VHS}:
139. {Insulina}:
140. {Acido urico}:
141. {CTX}:
142. O sr/sra.fez algum tipo de tratamento de osteoporose neste periodo?
(1)SIM (0) NAO
143. Como o sr/ sra.tomava a medicagao?
144. Se parou, quanto tempo ficou sem a medicagao?
( )25% ()5 % ( ) 7% ( ) 100%
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