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* S0 existem dois dias no ano que nada pode ser feito. Um se chama ontem e o
outro se chama amanhd, portanto hoje € o dia certo para amar, acreditar, fazer e

principalmente viver”.

Dalai Lama
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HIMELFARB, S.T. Efeito da Pioglitazona sobre o Remodelamento Osseo em Diabetes
Tipo 2. 2013. 157f. Tese (Doutorado) - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade
de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2013.

RESUMO

AlteracBes morfoldgicas no tecido 6sseo tém sido descritas nos usudrios de hipoglicemiantes
orais da classe das tiazolidinedionas (TZDs). Hipotetiza-se que alguns genes relacionados
com a osteogénese e osteoclastogénese podem ser influenciados pelo tratamento
farmacolégico, entretanto, o exato mecanismo ainda ndo esta bem esclarecido. O objetivo do
estudo foi avaliar o efeito da pioglitazona no remodelamento 6sseo através de genes
envolvidos na osteoclastogénese em individuos recentemente diagnosticados com DM2 e
modelos animais, com a finalidade de identificar marcadores genéticos sensiveis de alteracdes
Osseas. Foram convidados para participar do estudo 199 individuos (100 diabéticos e 99
normoglicémicos), no ambulatério de dislipidemias do Instituto Dante Pazzanese de
Cardiologia. Os individuos diabéticos foram tratados com pioglitazona (15, 30, 45, 45 mg/
dia/ via oral) por 16 semanas. Foram colhidas amostras de sangue, antes e ap6s o tratamento
para avaliagOes laboratoriais, extragdo de DNA gendmico e de RNA total. Os polimorfismos e
a expressdo do mRNA nas células sanguineas foram determinados pela PCR em tempo real
através do sistema TagMan®. Para o estudo em modelo animal ap6s a indugdo da dieta
hiperlipidica por 32 semanas, foram utilizados 12 camundongos machos da linhagem
C57BL/J6, os quais foram divididos em trés grupos: controle (n=4); diabéticos induzidos pela
dieta hiperlipidica (DH, n=4) e diabéticos induzidos pela dieta hiperlipidica e tratados com
pioglitazona 35mg/Kg/dia por 16 semanas (DHP, n=4). Para os grupos experimentais foram
colhidos: amostras de sangue, para exames laboratoriais; fémures, para a extracdo do RNA
total; e tibias, para determinagdo dos par&metros histomorfométricos. Os pacientes DM2
apresentaram diminuicdo nas concentragdes séricas de osteocalcina e na expressdo de OPG e
aumento na expressdao de VDR em comparacdo ao grupo NG (p<0,05). A expressdo de
RANKL e IL6 foi maior entre as mulheres, enquanto que a expressdo de PPARG foi maior
entre os homens com DM2 em comparagdo ao grupo NG (p=0,032). Pacientes DM2 antes do
tratamento apresentaram glicemia e expressdo do mRNA de IL6 negativamente associados ao
célcio ionizado, enquanto que as transcri¢cfes de TNFA e VDR foram associadas positivamente
e negativamente com bALP respectivamente (p<0,05). O tratamento com pioglitazona reduziu
a glicemia de jejum, glicemia pds-prandial, insulina, HOMA-IR, triglicerideos, VLDL-C,
tALP e bALP e aumentou a HDL, tACP, TNF-a e a transcricdo de OPG (p<0,05). A glicemia
basal associou-se positivamente com o célcio ionizado. A expressdo basal de OPG foi
associado negativamente com tALP, enquanto que a expressdo basal de TNFA foi associada
positivamente com tALP e negativamente com tACP. A expressédo basal IL6 foi associada
positivamente com tALP, enquanto que a expressdéo basal de VDR foi associada
negativamente com osteocalcina e positivamente com bALP em resposta ao tratamento
(p<0,05). O polimorfismo RANK rs1805034 foi associado com reducéo na transcri¢édo do gene
RANK nos individuos DM2 e com o remodelamento 6sseo apds o tratamento com
pioglitazona (p<0,05). O polimorfismo RANKL rs9525641 foi associado com aumento da
transcricdo génica de RANKL nos individuos NG e DM2 e melhora da resposta farmacologica
nos individuos DM2 tratados com pioglitazona (p<0,05). O polimorfismo rs3102735 do gene
OPG foi associado com aumento da formacéo dssea nos individuos DM2 antes e apds o
tratamento (p<0,05). O genotipo CG do polimorfismo OPG rs2073618 foi associado com
alteracdo da transcricio de OPG no grupo DM2 pré e pos-tratamento (p<0,05). O



polimorfismo PPARG rs1801282 foi associado com menor risco para o desenvolvimento de
diabetes (p<0,05). O polimorfismo PPARG rs2972162 foi associado com melhora da
resisténcia insulinica nos individuos DM2 tratados com pioglitazona (p=0,017). O
polimorfismo ESRI rs9340799 foi associado com reducéo da formagdo 6ssea nos individuos
DM2 (p=0,038). Nos camundongos, ap6s a inducéo da dieta hiperlipidica por 32 semanas,
observou-se aumento do peso, da glicemia, do colesterol total, da expressdo do mRNA de
RANK, RANKL, IL6 e TNFA em fémures e aumento de Th.Sp e diminuicdo de BV/TV em
comparagédo ao grupo controle (p<0,05). O tratamento com pioglitazona diminuiu a expressao
de TNFA (p=0,028). As medidas histomorfométricas ndo alteraram-se apds o tratamento
(p>0,05). Os resultados sugerem que o estado hiperglicémico e o tratamento influenciam os
marcadores bioquimicos e moleculares. Os polimorfismos dos genes RANK, RANKL, OPG e
ESRI parecem estar envolvidos no remodelamento ¢sseo independentemente da hiperglicemia
e do tratamento e os polimorfismos do gene PPARG parecem estar envolvidos com menor
risco para desenvolver diabetes e com a melhora da resisténcia insulinica em resposta ao
tratamento com pioglitazona.

Palavras-chave: Pioglitazona. Diabetes Tipo 2. Expressdo Génica. Farmacogenética. OPG.
RANK. RANKL. PPARG. VDR. ESRI.



HIMELFARB, S.T. Pioglitazone Effect on Bone Remodeling in Type 2 Diabetes. 2013.
157p. Thesis (Ph.D Degree) - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de S&o
Paulo, S&o Paulo, 2013.

ABSTRACT

Morphological changes in bone tissue have been reported in users of oral hypoglycemic class
of thiazolidinediones (TZDs). It is hypothesized that some genes related to osteogenesis and
osteoclastogenesis may be influenced by pharmacological treatment, however, was not aware
exact mechanism. The study aims was to evaluate pioglitazone effect on bone remodeling
through genes involved in osteoclastogenesis in individuals newly diagnosed with DM2 and
animal models, in order to identify sensibles genetics markers of bone alterations. Were
invited to participate in study 199 patients (100 diabetics and 99 normoglycemic), in
dyslipidemia ambulatory of Institute Dante Pazzanese of Cardiology. Diabetic subjects were
treated with pioglitazone (15, 30, 45 or 45 mg /day/oral) for 16 weeks. Blood samples were
collected before and after treatment for laboratory evaluations, extraction of genomic DNA
and total RNA. Polymorphisms and mRNA expression in blood cells was determined by real
time PCR using TagMan® system. For study in animal model after 32 weeks of fat diet
induction, was used 12 male mice C57BL/J6, which were divided into three groups: control
(n=4); induced diabetic fat diet (DH, n=4) and induced diabetic fat diet and treated with
pioglitazone 35mg/Kg/day for 16 weeks (DHP, n=4). For experimental groups were collected:
blood samples for laboratory tests; femurs, for extraction of total RNA; and tibias, to
determine histomorphometric parameters. DM2 patients showed decrease in serum
osteocalcin and OPG expression and increased VDR expression compared to NG group
(p<0.05). RANKL and IL6 expression were higher among women, whereas PPARG
expression was higher among men with DM2 compared to NG group (p=0,032). DM2
patients before treatment showed blood glucose and IL6 mMRNA expression negatively
associated with ionized calcium, whereas TNFA and VDR transcription are positively and
negatively associated with bALP respectively (p<0.05). Pioglitazone treatment reduced
fasting glucose, postprandial glucose, insulin, HOMA-IR, triglycerides, VLDL-C, tALP and
bALP and increased HDL, tACP, TNF-o and OPG transcription (p<0.05). Basal blood
glucose was positively associated with ionized calcium. Basal OPG expression was
negatively associated with tALP, whereas basal TNFA expression was positively associated
with tALP and negatively with tACP. Basal IL6 expression was positively associated with
tALP, whereas basal VDR expression was negatively associated with osteocalcin and
positively with bALP in response to treatment (p<0.05). RANK rs1805034 polymorphism was
associated with RANK gene transcription reduction in subjects with DM2 and bone
remodeling after treatment with pioglitazone (p<0.05). RANKL rs9525641 polymorphism was
associated with increased RANKL gene transcription in NG and DM2 subjects and
pharmacological response improvement in DM2 subjects treated with pioglitazone (p<0.05).
OPG rs3102735polymorphism was associated with increased bone formation in DM2
subjects before and after treatment (p<0.05). CG genotype of OPG rs2073618 polymorphism
was associated with OPG transcription change in DM2 group before and after treatment
(p<0.05). PPARG rs1801282 polymorphism was associated with lower risk for diabetes
development (p<0.05). PPARG rs2972162 polymorphism was associated with insulin
resistance improvement in DM2 subjects treated with pioglitazone (p=0,017). ESRI
rs9340799 polymorphism was associated with reduced bone formation in DM2 subjects
(p=0,038). In mice, after 32 weeks of fat diet induction, was observed increase weight, blood



glucose, total cholesterol and RANK, RANKL, IL6 and TNFA mRNA expression in femurs and
Th.Sp increase and BV/TV decrease compared to control group (p<0.05). Treatment with
pioglitazone decrease TNFA (p=0,028). Histomorphometrics measurements not change after
treatment (p>0.05). Results suggest that hyperglycemic state and treatment influence
biochemical and molecular markers. RANK, RANKL, OPG and ESRI polymorphisms seens to
be involved in bone remodeling regardless of hyperglycemia and treatment and PPARG gene
polymorphisms seens to be associated with lower risk for diabetes development and with
insulin resistance improvement in response to treatment with pioglitazone.

Keywords: Pioglitazone. Type 2 Diabetes. Gene expression. Pharmacogenetics. OPG. RANK.
RANKL. PPARG. VDR. ESRI.
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1 INTRODUCAO

1.1 Diabetes

O diabetes melito (DM) é a mais comum das doencas metabdlicas. Estima-se que 366
milhdes de individuos no mundo tenham diabetes. Projecdes indicam que o nimero de
individuos que serdo afetados pela doenga em 2030 sera de 552 milhdes (IDF, 2012). Por isso
essa enfermidade vem se tornando um dos maiores problemas de saide publica do século 21.
O crescimento dos casos de diabetes esta relacionado com alteraces no estilo de vida e no

perfil s6cio-econémico destes individuos (ADA, 2012; WHO, 2012).

Na populagdo brasileira entre 20 e 79 anos, a prevaléncia do diabetes melito é cerca de
9,72% e em 2030 as cifras podem atingir 12,3% da populacdo (IDF, 2012). Cerca de 50%
dessas pessoas ainda ndo foram diagnosticadas e 25% da populacéo diabética ndo faz nenhum
tipo de tratamento (CAROLINO et al., 2008). Por ser uma doenga cronica, com diversas
complicages, o diabetes torna-se uma enfermidade muito onerosa néo s6 para os individuos
afetados, mas também para o sistema de satde. Os custos diretos com DM variam entre 2,5%
e 15% do orgamento anual da saide, dependendo de sua prevaléncia e do grau de sofisticacdo
do tratamento disponivel. Estimativas do custo direto para o Brasil oscilam em torno de 3,9
bilhGes de dolares, em comparacdo com 0,8 bilhdo para a Argentina e 2 bilhdes para 0 México

(SBD, 2012-2013).

De acordo com a Sociedade Brasileira de Diabetes (SBD, 2012-2013), o diabetes ndo
é uma Unica doenga, mas um grupo heterogéneo de disturbios metabdlicos que apresenta em
comum a hiperglicemia, a qual é o resultado de defeitos na acdo da insulina, na secrecdo de
insulina ou em ambos (SBD, 2012-2013). A classificacdo proposta pela Associacéo
Americana de Diabetes (ADA) inclui quatro classes: diabetes tipo 1 (DM1), que resulta da

destruicdo da célula B, ocasionando absoluta deficiéncia de insulina; diabetes tipo 2 (DM2),
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que resulta de um progressivo defeito na secrecéo de insulina, causando resisténcia insulinica;
outros tipos especificos de diabetes ocasionados por defeitos genéticos na fungdo da célula 3 e
na acdo da insulina (doencas do pancreas exdcrino como fibrose cistica); diabetes induzida
por medicamentos ou agentes quimicos; e diabetes gestacional (ADA, 2012).

O DM2 é a forma mais prevalente, responsavel por 90% dos casos desta doenca.
Caracteriza-se principalmente pela presenca de distdrbios na secre¢do de insulina e
incapacidade dos tecidos periféricos em responder a insulina (resisténcia a insulina). Essa
enfermidade resulta da interacdo entre fatores genéticos, ambientais e comportamentais
(OLOKOBA et al., 2012; WHO, 2012).

A patogénese do DM2 ocorre através da acdo combinada entre a resisténcia insulinica
periférica e os defeitos na secre¢do de insulina (STUMVOLL et al., 2008). A diminuigdo da
secre¢do de insulina e da capacidade das células  em responder as concentracdes aumentadas
de glicose reduz a sinalizagéo de insulina nos tecidos, diminuindo o influxo de glicose para os
adipdcitos, células hepéticas e musculares, causando aumento nas concentracfes de acidos
graxos livres (AGL) e de glicose na corrente sanguinea agravando a resisténcia e a secrec¢do
de insulina (SURAMPUDI et al., 2009).

As causas de resisténcia insulinica devem-se a interagdo entre fatores genéticos,
modifica¢des na via de sinalizagdo da insulina e processos inflamatérios. Defeitos na via de
sinalizacdo do receptor de insulina afetam a captagdo de glicose pelas células, ocasionando
aumento das concentragdes plasmaticas de glicose. O tecido adiposo também desempenha um
importante papel para o desenvolvimento do processo inflamatdrio, liberando substancias
como adiponectina e citocinas pré-inflamatorias, favorecendo a resisténcia insulinica. O TNF-
a e a IL-6 estimulam a lipdlise pelos adipdcitos, ocasionando o aumento dos &cidos graxos,
que, consequentemente, aumentam a resisténcia insulinica através dos efeitos negativos

diretos na via de sinalizacdo da insulina. Além disso, 0 TNF-a e a IL-6 entram na circulagéo
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sanguinea através do sistema porta e contribuem com a inflamacdo hepética e resisténcia
insulinica nos tecidos periféricos (STUMVOLL et al., 2008; SURAMPUDI et al., 2009).

A secrecdo de insulina depende da funcionalidade adequada da célula 8, que pode ser
afetada por diversos fatores como: a capacidade secretoria da célula B; os efeitos das
incretinas, que aumentam a secrecdo de insulina; o excesso de glicose, acidos graxos e a
deposicao amiloide nas células B, prejudicando sua fun¢do. Desse modo, percebe-se que a
interacdo entre a resisténcia e a secrecdo de insulina acarretam anormalidades metabdlicas em
tecidos-alvo como: diminuicdo na captacdo de glicose pelo musculo esquelético, produgio
excessiva de glicose pelo figado e comprometimento da supressdo de lipdlise pelos adipdcitos
(SURAMPUDI et al., 2009). Em consequéncia dessas anormalidades, o aumento das
concentragdes séricas de glicose aumentam a producdo de espécies reativas de oxigénio e o
estresse oxidativo, que por sua vez é responsavel pelo desenvolvimento das complicacdes
associadas ao DM2, como doenga cardiovascular, retinopatia, nefropatia e neuropatia (ADA,
2012; ISMAIL-BEIGI, 2012). Além dessas complicacfes, 0 DM2 esta associado a diversas
comorbidades como problema auditivo, apneia do sono, esteatose hepética, periodontite,

alguns tipos de canceres e risco aumentado de fraturas (ADA, 2012).

1.2 DM2 x Metabolismo Osseo

A relagdo entre a densidade mineral 6ssea (DMO) diminuida e o aumento do risco de
fraturas em pacientes diabéticos foi descrito primeiramente por Albright & Reifenstein, em
1948. Posteriormente varios autores descreveram alteracfes no metabolismo 6sseo dos
pacientes diabéticos, utilizando diferentes técnicas de avaliagdes da DMO (LIEFDE et al.,

2005; VESTERGAARD, 2007).
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Estudos demonstraram que alteracfes no metabolismo Gsseo estdo associadas com
DML1 resultando em perda 6ssea, responsdvel por uma das complicagbes cronicas destes
pacientes (SUZUKI et al., 2005). Entretanto, a possivel associagdo entre a DMO diminuida e
0 risco de osteoporose em pacientes com DM2 ainda é controversa (LIEFDE, DE et al., 2005;
SCHWARTZ, 2006; VESTERGAARD, 2007; LESLIE et al., 2012).

A osteoporose € uma doenca global que afeta tanto homens como mulheres em idade
mais avancada, ocasionando a deterioracdo silenciosa da microarquitetura 0ssea,
principalmente nas costelas e no quadril, culminando no risco aumentado de fraturas. O
aumento desse risco no DM2, apesar da DMO ser normal em algumas areas, vem
demonstrando associagdo entre o diabetes e as alteragdes Osseas (WONGDEE &
CHAROENPHANDHU, 2011; LESLIE et al., 2012).

Segundo Schwartz e Sellmeyer (2007), o metabolismo Gsseo altera-se quando a
glicemia ndo estd controlada. A hiperglicemia gera altas concentragdes de AGEs (produto
avancado de glicacdo) no coldgeno, podendo causar reducdo no crescimento 6sseo. Além
disso, a hiperglicemia leva a diurese osmotica e, consequentemente, a hipercalciuria relativa,
ocasionando um balanco negativo de célcio e hiperparatiroidismo secundério, que pode
resultar na reabsorcdo dssea acelerada, diminuindo a massa 6ssea (DUARTE et al., 2005).

Por outro lado, varios estudos demonstram uma correlacdo positiva entre a DMO e a
insulina nos pacientes com DM2, sugerindo que a hiperinsulinemia pode prevenir a
diminuicdo da DMO (LIEFDE et al., 2005; THRAILKILL et al., 2005). Um estudo utilizando
animais diabéticos evidenciou reducdo nos marcadores de formacdo 6ssea em comparagao aos
animais ndo diabéticos, a melhora deste perfil foi demonstrada ap6s a terapia insulinica
(THRAILKILL et al., 2005).

Em pacientes com diagnéstico recente de DM2, o aumento da DMO em comparagéo

aos individuos normoglicémicos foi positivamente associado & resisténcia insulinica e
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hiperinsulinemia, sugerindo um efeito anabdlico da insulina no metabolismo 6sseo (LIEFDE
et al., 2005; THRAILKILL et al., 2005). Alguns autores evidenciaram também que a funcéo
dos osteoblastos esta diminuida, enquanto que a fungdo dos osteoclastos estd aumentada nos

pacientes com DM2 (SUZUKI et al., 2005; GOPALAKRISHNAN et al., 2006).

1.3 Remodelamento Osseo

Dados do terceiro “National Health and Nutrition Examination Survey” (NHANES
111, 2003) indicam que 13 a 18% das mulheres com mais de 50 anos, nos Estados Unidos, tém
osteoporose e, além disso, 37 a 50% apresentam diminui¢do da massa 6ssea no quadril. Esta
doenca resulta em mais de 350 mil fraturas de quadril por ano e este nimero tende a dobrar
até 2025 (KANIS et al., 2012).

A osteoporose é uma doenca caracterizada pela diminuicdo da massa 6ssea e aumento
da fragilidade, que ocorre através do desequilibrio entre a reabsorcédo e a formacdo 0ssea,
resultando no aumento do risco de fraturas. A reconstrugdo Ossea permite a adaptacdo a
obstaculos mecénicos e mantém a homeostase entre calcio e fosforo através de fases
coordenadas de formacdo e reabsorcdo envolvendo a sintese da matriz orgénica pelos
osteoblastos e reabsorgdo 6ssea pelos osteoclastos (THEOLEYRE et al., 2004; RAKEL et al.,
2008).

De acordo com a Organizacdo Mundial de Salde, a osteoporose € definida como
DMO < -2,5 através do T-score que é medido por meio da técnica de absorcéo de raios-x de
dupla energia (DXA) e a osteopenia € definida com DMO entre -1 e -2,5 (WHO, 2003).

O tecido 6sseo é formado por dois tipos: tecido 6sseo cortical (mais compacto e
externo) e tecido 6sseo trabecular (esponjoso e interno). Os tecidos s&o biologicamente iguais,

diferindo apenas na organizacdo de sua microestrutura. A analise da arquitetura trabecular
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avalia as propriedades geométricas, espaciais e topoldgicas do tecido 6sseo, permitindo a
avaliacdo do risco de fraturas. A arquitetura é caracterizada atraveés da medicdo da regido
volumétrica de interesse da estrutura trabecular Gssea. Essas medi¢es denominadas de
histomorfometria incluem a distancia trabecular (Tbh.Sp, mm), a espessura trabecular (Th.Th,
mm) e o volume dsseo trabecular (BV/TV). A fragdo volumétrica e a massa 6ssea vertebral
diminuem com a deterioracéo e reabsorcéo da trabécula (FIELDS & KEAVENY, 2012).

A matriz 6ssea é composta por matriz organica associada a material inorganico. A
matriz orgénica inclui uma camada de proteoglicano e coldgeno tipo I, enquanto que a matriz
inorganica apresenta uma camada de hidroxiapatita (cristais de fosfato de calcio) sendo o
principal reservatdrio de calcio. Nos adultos, 10% da massa 0ssea é reconstruida todo ano
através da agdo das células dsseas de formacéo e reabsor¢do (LEE & LORENZO, 2006;
CONFAVREUX, 2011).

Os osteoblastos sdo células de origem mesenquimal, responsaveis por secretar a matriz
organica e induzir a calcificacdo através do processo de formagdo ¢ssea. Os osteoblastos sdo
células cubdides que formam uma camada continua localizada na superficie externa do tecido
6sseo onde 0 novo osso é formado. A atividade de formagéo dssea pelos osteoblastos é lenta e
ocorre continuamente em todos 0s 0ssos, dessa maneira 0 NOvo 0SSO € constantemente
formado. Os ostedcitos sdo células que funcionam como sensores, identificando alteragBes
Osseas e transmitindo sinais para os osteoblastos inciarem o processo de formacéo 6ssea. A
diferenciagdo e funcéo dos osteoblastos séo reguladas por fatores de crescimento e citocinas
(BUCK & DUMANIAN, 2012).

Os osteoclastos sdo derivados das células hematopoiéticas da linhagem
monaGcito/macrofago. A sua principal fungdo € destruir a superficie do osso velho ou fraturado
durante o processo de reconstrucdo. Estas células estdo localizadas na superficie do 0sso,

apresentam um formato discoide que compreende a borda ondulada (ruffled zone) e zona
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fechada (sealing zone). A borda ondulada contém elementos que reabsorvem os componentes
organicos e inorganicos do 0sso. Os osteoclastos através da borda ondulada secretam enzimas
como a fosfatase acida tartarato-resistente (TRAP) que ocasionam a descalcificacdo Ossea € a
cathepsin K que digere a matriz proteica 6ssea. A ativacdo dos osteoclastos dissolve a matriz
6ssea, liberando célcio ionizado no fluido extracelular, alterando a homeostase do calcio.

(Figura 1) (CANALIS et al., 2007; KAPINAS & DELANY, 2011).
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Figura 1. Processo de Remodelacio Ossea. O osso é remodelado pelos osteoclastos e osteoblastos em unidades
multicelulares basicas. Este processo é necessario para manter a homeostase do calcio e renovar 0 0sso
reparando microfissuras. Adaptado de: CANALIS et al., 2007.

O equilibrio entre a atividade dos osteoblastos e dos osteoclastos € fortemente
regulado por parametros fisicos e por numerosos polipeptideos. Qualquer desequilibrio entre
essas celulas pode ocasionar o desenvolvimento de anormalidades 6sseas, caracterizadas pela
diminuicdo (osteoporose) ou pelo aumento (osteopetrose) da massa 6ssea (THEOLEYRE et
al., 2004; RAKEL et al., 2008).

Apos a concluséo do Projeto Genoma Humano e do Projeto HapMap (International

Hapmap Consortium, 2003), as pesquisas envolvendo o0s genes relacionados com a
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osteoporose foram direcionadas para os estudos de associagdo buscando genes candidatos,
permitindo que variantes genéticas sejam analisadas simultaneamente, originando os estudos
de associagdo do genoma total (GWA, Genome Wide Association) (WANG et al., 2005). Os
estudos GWA na area da osteoporose identificaram a associagdo de varios polimorfismos de
base Unica (SNPs, single-nucleotide polymorphisms) com a DMO ou risco de fratura,
fornecendo um melhor entendimento desta doenga complexa. Espera-se com estes estudos de
larga escala que muitos dos genes que contribuem para variacdo interindividual na
osteoporose e para a resposta terapéutica possam ser identificados (NGUYEN et al., 2008).

A partir desses estudos, foram descritos alguns fatores envolvidos na inducdo da
osteoclastogénese, como o receptor para o fator nuclear kappa B (NF-kB) ativado (RANK),
seu ligante RANKL e a osteoprotegerina (OPG) que inibe a ligagcdo entre RANKL e seu
receptor (THEOLEYRE et al., 2004; RAKEL et al., 2008; SILVA & BRANCO, 2011).

A OPG é uma glicoproteina que pertence a superfamilia de receptores dos fatores de
necrose tumoral (TNFRSF11B) (MORINGA et al., 1998). O gene humano OPG est4
localizado no cromossomo 8 (8q24.1), tem 29 kb de tamanho e contém 5 exons que codificam
uma proteina com 401 aminoacidos. E expresso em varios tecidos, incluindo o sistema
cardiovascular, pulmao, rins, intestino, 0sso, células hematopoiéticas e imunoldgicas. A sua
principal funcdo no metabolismo Gsseo € inibir a atividade e a diferenciagdo dos osteoclastos
(SCHOPPET, 2002; BAUD’HUIN et al., 2007; SILVA & BRANCO, 2011).

O RANKL pertence a familia dos ligantes dos fatores de necrose tumoral (TNFSF11)
(CROCKETT et al., 2011). O gene RANKL esté localizado no cromossomo 13 (13g14), tem
58 kb de tamanho e contém 8 exons que codificam para uma proteina com 316 amino&cidos.
E expresso em células de linfonodos, timo, pulméo, bago, medula Gssea e sangue periférico

(KHOSLA, 2001; SCHOPPET, 2002). A sua principal fungdo no metabolismo 6sseo € a
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estimulacido da diferenciacdo e da atividade dos osteoclastos e inibicdo da apoptose dos
osteoclastos (CLARKE & KHOSLA, 2010).

O RANK pertencente a familia dos receptores dos fatores de necrose tumoral
(TNFRSF11A). O gene RANK tem 61 kb de tamanho est4 localizado no cromossomo 18
(18g22.1), contém 12 exons que codificam uma proteina de 616 aminoacidos (ANDERSON,
et al.,1997). Este gene é expresso nas células dendriticas, endoteliais, fibroblastos, linfécitos T
e B e nos osteoclastos (KHOSLA, 2001; SCHOPPET, 2002; SILVA & BRANCO, 2011).

A ligacdo entre RANK e RANKL fornece sinais que direcionam o desenvolvimento
dos osteoclastos nas células hematopoiéticas progenitoras e ativagéo dos osteoclastos maduros
(THEOLEYRE et al., 2004; KEARNS et al., 2008).

Com a descoberta do sistema OPG/RANKL/RANK (Figura 2) foi possivel o
entendimento completo da regulacdo dos osteoblastos e dos osteoclastos na osteoclastogénese,
fornecendo a compreensdo de mecanismos fundamentais na fisiologia 6ssea, identificando um
novo grupo de fatores candidatos que podem estar envolvidos na patogénese de varias

doencas 6sseas (KHOSLA, 2001; KEARNS et al., 2008).
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controle de fatores de crescimento, hormdnios e citocinas. Os osteoblastos produzem OPG, o qual se liga e
inativa 0 RANKL. Na auséncia de OPG, o RANKL ativa seu receptor RANK que se encontra nos osteoclastos e
precursores de osteoclastos. A interagdo de RANK-RANKL ocasiona o recrutamento de pré-osteoclastos, fusdo
em osteoclastos multinucleados e ativacdo de osteoclastos. Cada uma dessas respostas mediadas por RANK pode
ser inibida por OPG. Adaptado de: KEARNS et al., 2008.

Algumas doengas associadas ao metabolismo dsseo parecem estar relacionadas com
mutacdes e polimorfismos nos genes do sistema OPG/RANKL/RANK. Lee et al. (2010) em
um estudo de meta-andlise e Hsu et al. (2006) demonstraram associacdo entre 0s
polimorfismos rs3102735 na regido promotora e rs2073618 no exon 1 (Lis3Asn) do gene
OPG e a DMO diminuida em homens e mulheres. Arko et al. (2005), Choi et al. (2005) e Kim
et al. (2007) também observaram relacéo entre o polimorfismo rs2073618 e a osteoporose, em
mulheres pdés-menopausa. Portanto, esses polimorfismos parecem ser indicadores de

suscetibilidade genética para osteoporose.
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Hsu et al. (2006) demonstraram em seus estudos associagdes entre o polimorfismo
rs1805034 (Vall192Ala), no exon 7, do gene RANK e aumento na DMO em homens e
mulheres. Entretanto, em alguns estudos desenvolvidos por Choi et al. (2005) e Zupan et al.
(2010) ndo foram observados relacdo entre este polimorfismo e a DMO em mulheres e
homens.

Mencej et al. (2006) verificaram que o polimorfismo rs9525641 na regido promotora
do RANKL esta associado com DMO reduzida em mulheres p6s-menopausa. Takacs et al.
(2010) também associaram este polimorfismo com reducdo da DMO e aumento da expresséo
génica de RANKL em tecido humano 6sseo em mulheres pds-menopausa.

Além do sistema OPG/RANKL/RANK, existem uma serie de moléculas fundamentais
na regulacdo do processo de reabsorcdo e formacao 6ssea.

O horménio da paratiredide (PTH) é um dos mais importantes hormdnios
calciotropicos, afetando a concentracdo plasmatica de célcio e reabsor¢do 6ssea. O PTH é
secretado pelas glandulas da paratiredide, € um polipeptidio contendo 84 aminoéacidos. O gene
humano que codifica o PTH esta localizado no cromossomo 11 (11p15.2) e possui 3 exons
(TENNE et al., 2008). A fungdo enddcrina cléssica do PTH é manter concentracdes
adequadas de calcio plasmético, promovendo a reabsor¢do 6ssea e inibindo a excregdo renal
de calcio. O PTH atua ligando-se aos seus receptores na superficie dos osteoblastos,
resultando em alteragcbes funcionais nos osteoblastos e nos osteoclastos (HUANG et al.,
2004).

De acordo com Lee & Lorenzo (2002), muito dos efeitos do PTH na formac&o dos
osteoclastos s&o mediados pela sua a¢éo na produgédo de RANKL e de OPG. O PTH estimula
a expressdo do mRNA de RANKL e inibe do OPG em culturas celulares de medula 6ssea de
camundongos. O efeito do PTH é indireto necessitando da presenca dos osteoblatos para

exercer sua acdo, entretanto o mecanismo molecular envolvido ainda ndo esta totalmente
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descrito. Além disso, existem varios estudos utilizando culturas celulares e modelos animais,
mas em humanos os dados das a¢des moleculares do PTH ainda sdo discretos (DATTA &
ABOU-SAMRA, 2009).

A vitamina D ocupa um lugar central no metabolismo 6sseo, através de sua ligacdo
com o seu receptor (VDR). O gene que codifica VDR esta localizado no cromossomo 12 (q12-
14) e possui 5 exons (SLATTERY et al., 2007).

Durante a exposi¢do solar, o 7-dihidrocolesterol (7-DHC) é transformado em vitamina
Ds. Essa vitamina mais a vitamina D, vinda da alimentagdo s&o convertidas em 25-
hidroxivitamina D [25(OH)D] pelo figado. O metabdlito inativo 25(OH)D, por sua vez, €
convertido pelos rins em 1,25-dihidroxivitamina D [1,25(0OH),D] metabdlito ativo, que
interage com seu receptor (VDR) no intestino e nos osteoblastos, regulando o metabolismos
do calcio e do fosforo (ST-ARNAUD, 2008; DASTANI et al., 2012). Devido o metabdlito
ativo 1,25(0H),D apresentar um tempo de meia vida reduzido na circulagdo sanguinea (4-6
horas), a forma adequada para determinacdo da deficiéncia de vitamina D é através do
metabolito inativo 25(OH)D, principal forma circulante, apresentando tempo de meia vida
maior (2-3 semanas) (HOLICK, 2009).

Evidéncias recentes demonstram que a vitamina D esta envolvida na regulacdo do
sistema OPG/RANKL/RANK, afetando OPG e RANKL reciprocamente, promovendo a
osteoclastogénese através do aumento do estimulo da expressdo de RANKL e da diminuicéo
do estimulo da expressdo de OPG (MENCEJ-B et al., 2009). Vérios estudos de associacdo
tém sido realizados entre VDR e a DMO. Em um estudo de associagdo multicéntrico de larga
escala envolvendo 26.242 participantes, apenas o polimorfismo rs11568820 no gene VDR foi
associado com o risco de fraturas vertebrais (MENCEJ-B et al., 2009).

O hormdnio estrdgeno hd muito tempo vem sido reconhecido pela sua importante

funcéo na regulacdo da massa Gssea e desenvolvimento de osteoporose. O gene humano ESRI
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(receptor de estrgeno 1) estd localizado no cromossomo 6 (6925.1) e possui 8 exons. De
acordo com Felson et al. (1993) e Cauley et al. (1995), a reposi¢do hormonal de estrogeno em
mulheres pds-menopausa previne a perda 6ssea e a diminui¢do do risco de fraturas. Este
horménio atua através da ligagdo com o seu receptor desencadeando a expressdo de Varios
genes (LI et al., 2010D).

Um estudo envolvendo 5.834 mulheres e o gene ESRI, demonstrou que para o
polimorfismo rs9340799 no intron | do gene ESRI, os individuos homozigotos para o alelo
comum apresentaram aumento na DMO com consequente diminuig¢do do risco de fraturas em
relacdo aos individuos portadores do alelo raro (LI et al., 2010b).

Além do envolvimento de OPG, RANK, RANKL, PTH e VDR no metabolismo 6sseo,
0s osteoclastos e as células imunoldgicas compartilham uma série de moléculas regulatérias
que se influenciam mutuamente (NAKASHIMA & TAKAYANAGI, 2009).

O TNF-a e a IL-6 sdo citocinas importantes que estimulam a reabsor¢do dssea,
melhorando a atividade osteoclastica (WENNBERG, 2002). Estudos demonstram que a
expressdo de RANKL pode ser regulada por fatores osteoclastogénicos como vitamina D,
PTH, TNF-a e IL-6 (THEILL et al., 2002). A expressdo aumentada de RANKL no liquido
sinovial foi observada em pacientes com artrite reumatoide, demonstrando a associacdo de
RANKL com a perda dssea em processos inflamatorios (NAKASHIMA & TAKAYANAGI,
2009). De acordo com Lee & Lorenzo (2006), a administracdo de TNF-a in vivo demonstrou
aumento nas concentracdes séricas de célcio em camundongos com aumento da reabsorgao
Ossea. A IL-6 parece estar envolvida na regulagdo da diferenciacdo das células osteoclésticas
progenitoras em osteoclastos maduros, mediando o aumento da reabsor¢éo em doencas 6sseas
(LEE & LORENZO, 2006).

Além disso, de acordo com o citado anteriormente, 0 DM é uma doenga acompanhada

por um processo inflamatério, ocasionando a liberacdo de citocinas pro-inflamatérias
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favorecendo a resisténcia insulinica. Em modelos experimentais de diabetes em
camundongos, foi visto que o aumento da expressdo de fatores pro-osteoclastogénicos em
condrdcitos é mediado pelo menos em parte pela regulagdo de TNF-o no processo de
cicatrizacdo 6ssea nos diabéticos, mostrando a importancia desta citocina na

osteoclastogénese (ALBLOWI et al., 2009; ROSZER, 2011).

1.4 Tratamento do DM2

O tratamento do DM2 tem como objetivo principal a obtengdo da normoglicemia
reduzindo a incidéncia de complicac¢Bes, incluindo as seguintes estratégias: modificagdes do
estilo de vida (suspensdo do fumo, aumento da atividade fisica e reorganizacdo dos habitos
alimentares) e, quando necessario, uso de medicamentos (ZAGURY & TAMBASCIA, 2006;
ADA, 2012). Dentre os medicamentos orais disponiveis estdo: as Biguanidas (metformina); as
Sulfoniluréias (glibenclamida, glipzida, glicazida e glimepirida); as Metiglinidas (repaglinida
e nateglinida); as Tiazolidinedionas (pioglitazona e rosiglitazona); os Inibidores da a-
glucosidase (acarbose e miglitol); os Agonistas do receptor GLP-1 (exanetida e liraglutida);
os Inibidores DPP-4 (sitagliptina, vidalgliptina, saxagliptina e linagliptina) (SBD, 2009;
ADA, 2012).

As Tiazolidinedionas (TZDs) sdo uma classe de agentes hipoglicemiantes orais que
estd sendo amplamente utilizada para pacientes que apresentam resisténcia insulinica no DM2
(YKI-J, 2004). As TZDs aumentam a sensibilidade das células a insulina, melhorando o
controle glicémico através da ativacdo do receptor ativado por proliferador de peroxissomo
gamma (PPARy), além disso, essa classe melhora a funcdo endotelial, a dislipidemia e o
processo inflamatorio desenvolvido por estes pacientes. Primeiramente as TZDs ativam 0s

receptores de PPARy no tecido adiposo, promovendo uma redistribuicdo dos estoques
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triglicerideos viscerais para os tecidos subcutdneos. As TZDs também reduzem as
concentragdes séricas de citocinas pré-inflamatdrias que promovem a resisténcia insulinica e
ao mesmo tempo aumentam as concentracdes de adiponectina, a qual apresenta propriedades
anti-inflamatorias e sensibilizadora de insulina (OLOKOBA et al., 2012).

Os efeitos multiplos das TZDs no tecido adiposo e a interagdo desses efeitos com o
figado, musculo esquelético, células 3 e o endotélio vascular sdo os responséveis pela melhora
na acdo e secre¢do da insulina. A redistribuicdo dos triglicerideos viscerais reduzem o
conteudo lipidico do figado o qual esté intimamente relacionado com a obesidade e resisténcia
insulinica (Figura 3) (STUMVOLL et al., 2005; CARIOU et al., 2012).

A ativacdo do PPARy pelas TZDs também afeta o metabolismo dsseo, o PPARy
promove a diferenciacdo dos adipocitos a custa da producdo de osteoblastos nas células-
tronco mesenquimais, além disso, diminui a producdo de IGF-1 e promove a diferenciacéo
dos precursores de osteoclastos em osteoclastos maduros. Esses efeitos em conjunto
diminuem a formacéo e aumentam a reabsor¢do 6ssea (GREY, 2009).

O aumento da adiposidade na medula dssea, promovido pelo PPARy inibe a
mineralizagdo da matriz extracelular pelos osteoblastos, suprimindo a expressdo de alguns
genes que atuam nessas células, por consequéncia, diminuindo a formacéo 6ssea (RZONCA
et al., 2004; SOROCEANU et al., 2004). De acordo com Beck et al. (2012), o tratamento com
pioglitazona durante 6 meses em pacientes com DM2 resultou na diminuicdo da
osteoblastogénese nas células da medula 6ssea comparados com o grupo placebo, indicando
um efeito indireto negativo nos osteoblastos. Recentemente foi demonstrado que o PPARy
promove o recrutamento e diferenciagdo dos osteoclastos nas células hematopoiéticas
progenitoras através do controle da expressdo da proteina c-fos, proteina importante para

desenvolvimento da linhagem dos osteoclastos (WAN et al., 2007).
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Figura 3. Mecanismo de Acdo das TZDs. A ativacdo do PPARy pelas TZDs no tecido adiposo promove
diminuicéo da captacdo de lipideos e aumento do estoque de triglicerideos, através da diminuicdo da captacdo de
AGL no figado e musculo esquelético, onde seu acimulo ocasiona bloqueio na sinalizagdo de insulina. PPARy
também controla a producdo de adiponectina pelos adipdcitos e nos macrdfagos diminui a liberagéo de citocinas
pré-inflamatorias. No figado as TZDs ativam o PPARY, o qual promove a reducdo da fibrose e inflamacgdo. A

ativagdo do PPARYy nos macrofagos e no endotélio também reduz a aterosclerose. Adaptado de: CARIOU et al.,
2012.

Para muitos pacientes com DM2 o tratamento farmacoldgico, com o passar do tempo
torna-se ineficaz, demonstrando que nem todos os individuos respondem da mesma forma ao
tratamento. De acordo com Distefano & Watanabe (2010), o controle glicémico em resposta
aos hipoglicemiantes orais varia amplamente, muitos fatores contribuem para as diferencas
inter-individuais em relagdo a resposta farmacoldgica como a idade, o sexo, as interacdes
medicamentosas e alimentares, as comorbidades e os fatores genéticos.

A variabilidade na resposta terapéutica ¢ observada em varias areas da medicina. As
reagbes adversas aos medicamentos (RAMSs) sdo responsdveis pelo término de

aproximadamente 20% dos ensaios clinicos. Identificar as contribui¢Bes genéticas para as



37
RAMs pode levar a uma melhor compreensdo dos mecanismos subjacentes a identificacdo de
pacientes com risco e a uma diminui¢cdo no numero de eventos adversos (NELSON et al.,
2009).

Mutacdes em varios genes tém sido associadas com a forma heterogénea de DM2
(TAVARES et al., 2005a). Entretanto na maioria dos pacientes, 0s mecanismos genéticos
envolvidos nesta patogénese ainda ndo estdo claros. Os PPARs, membros da superfamilia de
receptores nucleares dos fatores de transcri¢do ativados, sdo potencias alvos para a avaliagéo
da farmacogenética das TZDs (DISTEFANO & WATANABE, 2010).

O gene PPARG esté localizado no cromossomo 3 (3p25) e apresenta trés isoformas
(PPARy1, PPARYy2 ¢ PPARY3). Foram identificadas até o0 momento sete mutacBes pontuais.
Um polimorfismo incomum, localizado na porgdo amino-terminal da isoforma PPARy2,
substituindo a prolina por alanina no coédon 12 (rs1801282 - Prol2Ala), tem sugerido
apresentar efeito protetor contra o risco de desenvolver resisténcia & insulina e DM2,
associado com reducéo em 25% do risco para DM2 (MOORE & FLOREZ, 2008).

Outro polimorfismo, no exon 6 do gene PPARG, resultado de uma substituigdo de C
para T (rs2972162 - C161T), tem sido alvo de estudos com relagdo & obesidade e a
intolerancia a glicose. Tavares et al. (2005b) verificaram que em individuos brasileiros com
DM2, os portadores do alelo 161T apresentaram diminui¢do no indice aterogénico plasmatico,
nos triglicerideos e no VLDL-C em comparacdo aos ndo portadores (TAVARES et al.,
2005b). Em contrapartida, outro estudo desenvolvido por Yilmaz-Aydogan et al. (2011), em
individuos DM2 com doenga coronariana, evidenciou que os portadores do genttipo CT
apresentaram aumento nas concentragdes sericas de triglicerideos em relacdo aos portadores
do gendtipo CC.

Com bases nessas informagdes, 0 DM2, o uso das TZDs e os polimorfismos genéticos

influenciam de maneira significativa o remodelamento 6sseo. Entretanto, os mecanismos
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envolvidos ainda sdo controversos. E importante comentar que os estudos que envolvem
pacientes com DM2 frequentemente ndo avaliam o efeito do tratamento com
hipoglicemiantes, o que pode tornar os achados sobre o metabolismo G6sseo em DM2
inconsistentes (THRAILKILL et al, 2005).

Com o objetivo de verificar o efeito da pioglitazona no remodelamento 6sseo em
pacientes DM2 e em modelo animal de diabetes, propomo-nos a avaliar a expresséo dos genes
RANK, RANKL, OPG, PPARG, IL6, TNFA e VDR e suas associagdes com os polimorfismos e
marcadores 6sseos em células do sangue periférico em pacientes com DM2 em resposta ao
tratamento com pioglitazona.

Além disso, utilizaremos modelo experimental de diabetes para verificar se as
alteracbes da estrutura 6ssea se correlacionam com as alteragdes encontradas no tecido

sanguineo nos animais tratados com pioglitazona.



39

2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Estudar o efeito da Pioglitazona no remodelamento ¢sseo atraves de genes envolvidos
na osteoclastogénese em pacientes diabéticos tipo 2 e em modelos experimentais, com a

finalidade de identificar marcadores genéticos sensiveis de altera¢cdes do metabolismo ésseo.

2.2 Especificos
2.2.1 Avaliar a expressdo do mRNA dos genes RANK, RANKL, OPG, PPARG, IL6,
TNFA e VDR em leucécitos totais do sangue periférico nos individuos DM2 e
comparar com os individuos normoglicémicos;
2.2.2 Avaliar o efeito do tratamento com pioglitazona sobre a expressdo do mRNA dos
genes RANK, RANKL, OPG, PPARG, IL6, TNFA e VDR em leucécitos totais do
sangue periférico nos individuos DM2;
2.2.3 Avaliar os efeitos dos polimorfismos dos genes: RANK (rs1805034), RANKL
(rs9525641), OPG (rs3102735 e rs2073618), PPARG (rs1801282 e rs2972162) e VDR
(rs11568820) sobre a expressdo do mRNA em leucdcitos totais do sangue periférico
nos individuos DM2, antes e ap6s o tratamento com pioglitazona;
2.2.4 Avaliar os efeitos dos polimorfismos RANK (rs1805034), RANKL (rs9525641),
OPG (rs3102735 e rs2073618), PPARG (rs1801282 e rs2972162), VDR (rs11568820)
e ESRI (rs9340799) sobre os pardmetros bioquimicos nos individuos DM2 antes e

apds o tratamento com pioglitazona;
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2.2.5 Avaliar a expressdo de mRNA dos genes RANK, RANKL, OPG, PPARG, IL6
TNFA, VDR e PTH, em fémures de camundongos C57BL/J6 submetidos a uma dieta
hiperlipidica para indu¢do de DM2 e tratados com pioglitazona;
2.2.6 Avaliar os parametros histomorfométricos nas tibias de camundongos C57BL/J6
submetidos a uma dieta hiperlipidica para inducdo de DM2 e tratados com

pioglitazona.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Casuistica e Protocolo Terapéutico

Foram selecionados inicialmente 239 pacientes na secdo de Coronéarias e
Dislipidemias do Instituto Dante Pazzanese de Cardiologia (IDPC). Desses individuos, 100
pacientes diagnosticados como DM2, de acordo com os critérios da Associacdo Americana de
Diabetes (ADA, 2012), participaram integralmente do estudo. Entre os individuos
normoglicémicos (NG) e considerados ndo diabéticos pelos mesmos critérios da ADA, 99
participaram integralmente do estudo. Os demais individuos ndo puderam permanecer no
estudo por diversas razBes, como abondono e ndo compatibilidade com os critérios de
exclusdo, entre outros.

Todos os convidados a participar do estudo foram informados sobre o protocolo que
foi previamente aprovado pelos Comités de Etica das Instituicdes envolvidas Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas da USP sob nimero 382/2006 (ANEXO A) e Instituto Dante
Pazzanese de Cardiologia sob nimero 3436/2006 (ANEXO B) e somente participaram o0s que
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (APENDICE A).

Os pacientes diagnosticados com hiperglicemia na primeira coleta de sangue, todos
virgem de tratamento, foram orientados a seguir uma dieta hipocaldrica, sem o uso de
hipoglicemiante oral, por 30 dias, conforme indicagdo médica. Apds esse periodo, 0s
pacientes foram reavaliados e os que apresentaram valores de glicemia maior ou igual a 126
mg/dL (7,0 mmol/L) ou maior ou igual a 200 mg/dL (11,1 mmol/L) 2hs pds-sobrecarga de
759 de glicose, receberam pioglitazona 15, 30, 45 e 45 mg /dia/ via oral, titulada de acordo
com critério clinico, por 16 semanas consecutivas. No primeiro més foi administrado ao

paciente 15 mg, no segundo més 30 mg, no terceiro e quarto més 45 mg. Durante as 16
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semanas de tratamento com pioglitazona, a cada 4 semanas foram avaliados a glicemia
através do metodo capilar (Accu-Check Advantage; Roche Diagnostics) para
acompanhamento do tratamento, também foram avaliados pressédo arterial, peso e medida da
cintura e do quadril.

Os dados biodemogréficos foram obtidos de cada individuo através de entrevistas e
preenchimento de um formulario especifico (APENDICE B). Informagbes sobre a
menopausa, o consumo de tabaco (fumo), consumo de alcool, hipertensdo arterial, medicacao
em uso, atividade fisica e historico familiar de doenca arterial coronariana (DAC) foram
registrados. Tabagismo foi definido como um consumo diario de um ou mais cigarros. O
consumo de alcool foi considerado como uma ingestdo diaria de cerveja, vinho e aguardente
de > 1 g/dia. A atividade fisica foi considerada a pratica de esportes, como caminhar, correr
ou nadar, por pelo menos 2 horas por semana.

Cada individuo declarou sua etnia no momento da entrevista, como recomendado pelo
Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE). Medidas antropométricas, como indice
de massa corporea (IMC), foram coletadas de cada participante. Pressdo arterial
sistolica/diastélica foi aferida ap6s repouso por 30 minutos, por um Unico médico

cardiologista, utilizando um esfigmomandmetro de coluna de mercurio.

Critérios de Exclusao

Foram excluidos pacientes em uso de bloqueadores B-adrenérgicos, inibidores da
enzima conversora de angiotensina, diuréticos tiazidicos, corticosterdides, fibratos,
suplementos de calcio, reposicdo hormonal e agentes hipoglicemiantes orais (tais como:

metformina, repaglinida e acarbose); pacientes com glicemia demasiadamente alta, que
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necessitem de terapia insulinica logo apds o diagndstico ou durante o tratamento; pacientes

que necessitem de terapia combinada com hipoglicemiantes orais e mulheres gravidas.

3.2 Amostras Biologicas

Antes e ap6s o tratamento com pioglitazona, foram coletadas amostras de sangue
periférico, apds jejum de 12 horas, utilizando o sistema de coleta a vacuo do tipo BD
Vacutainer® (BD Diagnostics, S&o Paulo, SP, BR). Para a extragio de DNA genémico, RNA
total, dosagem da hemoglobina glicada (Hb1Ac) e hemograma, foram utilizados tubos com o
anticoagulante EDTA. As amostras colhidas sem anticoagulante foram utilizadas para a
obtencéo do soro, no qual foram determinados glicose, insulina, perfil 6sseo (fosforo, calcio
total, calcio ionizado, tALP, bALP, tACP e Osteocalcina), renal (uréia e creatinina), hepatico
(ALT e AST), lipidico (colesterol total, triglicerideos, HDL-C, LDL-C e VLDL-C), TSH,
T4L, IL-6 e TNF-a. As amostras colhidas no tubo de coleta com heparina foram utilizadas
para determinacdo da vitamina D. A avaliagdo de TSH e T4L foi utilizada para exclusdo de
pacientes com hipo ou hipertireoidismo. A dosagem de uréia e creatinina e a avaliacdo da
atividade das enzimas ALT e AST foram utilizadas para exclusédo de pacientes com leséo

renal e hepética respectivamente.

3.3 Determinagdes dos Parametros Bioquimicos

A glicemia foi determinada através de método enzimético colorimétrico (TRINDER,
1969), a Hb1Ac e a vitamina D, por cromatografia liquida de alta performance (HPLC). As
concentragdes séricas de colesterol total, HDL-C e triglicerideos foram determinadas pelo
meétodo enzimético-colorimétrico (SUGIUCHI et al., 1995) e as de VLDL-C e LDL-C foram

calculadas segundo a formula de Friedwald (FRIEDWALD et al., 1967). As concentracdes
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séricas de uréia, AST e ALT foram determinadas através do método enzimatico (TALKE &
SHUBERT, 1965) e as de creatinina foram determinadas pelo método colorimétrico
modificado (JAFFE, 1866). As atividades séricas de tALP (BOWERS & MC COMB, 1966) e
de tACP (COLEMAN & STROJE, 1966) foram determinas pelo método cinético e
colorimétrico respectivamente. As concentragdes séricas de célcio total (CONNERTY &
BRIGGS, 1966) e de fosforo (DAILY & ERTINGSHAUSEN, 1972) foram determinadas pelo
meétodo colorimétrico. As concentragdes séricas do célcio ionizado foram determinadas pelo
método de eletrodo seletivo (KAPLAN & PESCE, 1988). As determinagbes bioquimicas
foram realizadas utilizando kits comerciais em um analisador automatico (Dimension RXL,
Dade Behring, Alemanha). A monitorizardo da preciséo, exatidéo e controle de qualidade das
determinagdes séricas foi realizada pela determinagdo concomitante de soros controle normal
e patologico comerciais (Dade Behring, Alemanha).

As concentracdes séricas de T4L foram determinadas pelo método de imunoensaio
competitivo (WENZEL, 1981) e as concentragdes séricas de TSH (WENZEL, 1981), insulina
e bALP (BABSON et al., 1991) pelo método imunométrico, utilizando analisador automatico
Immulite com sistema de detecgdo por quimioluminescéncia (DPC Medlab, Los Angeles,
EUA).

O hemograma completo foi realizado por métodos de impedanciometria e citometria
de fluxo automatizado (Pentra 80, ABX, Horiba, Jap&o). Todos os exames foram realizados
no laboratério de analises clinicas do Instituto Dante Pazzanese de Cardiologia, com excessao
da bALP, cuja amostras foram enviadas para o Laboratério Alvaro / DA (Cascavel, PR).

Para a determinacdo das concentracOes séricas de Osteocalcina, IL-6 e TNF-o foram
utilizados testes de imunoensaios enziméticos do tipo multiplex, utilizando o Kit HUMAN
BONE PANEL 1A (Millipore, Billerica, MA, EUA), através do aparelho Luminex xMAP

(Luminex, Austin, TX, EUA).
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3.3.1 Calculo dos Indices Homa-IR e Homa-Beta

O indice HOMA-IR, que avalia indiretamente a resisténcia insulinica, foi calculado
utilizando a formula: Insulina (nmol/L) x glicemia (mmol/L) / 22,5 (BONORA et al., 2000).
Para o célculo do indice HOMA-Beta, que avalia a fungdo secretora da célula beta, foi
utilizado a férmula: 20 x insulinemia (nmol/L) / (glicemia (mmol/L) - 3,5) (MATTHEWS et

al., 1985).

3.4 Extragdo e Analise do DNA Gendmico

O DNA gendmico foi obtido a partir do sangue total periférico, colhido com EDTA,
usando o kit QiAmp DNA Blood Mini® (Qiagen Biotecnologia do Brasil Ltda, Sdo Paulo, SP)
e a estacdo de trabalho robética para purificagdo de DNA QIAcube® (Qiagen Biotecnologia
do Brasil Ltda, S&o Paulo, SP).

A integridade das amostras de DNA foi avaliada por separagéo eletroforética em gel
de agarose a 0,8% em tamp&o TBE (Tris-HCI a 90 mM, écido bérico a 90 mM e EDTA a 2,0
mM, pH 8,0), corado com gel RED® (BIO America, In, Miami, FL, EUA). Os resultados
foram registrados em sistema de captura de imagem Lumis Bis®1.4MP (BIO America, In,
Miami, FL, EUA). A quantificagdo de DNA foi realizada por espectrofotometria a 260nm,
utilizando o equipamento NanoDrop® ND-1000 (NanoDrop Technologies, Wilmington

EUA).
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3.5 Analise dos Polimorfismos Genéticos

Os polimorfismos dos genes RANK, RANKL, OPG, PPARG, VDR e ESRI foram
determinados pela PCR em tempo real, utilizando o sistema TagMan® PCR (Life
Technologies Brasil, S&o Paulo, SP, Brasil). Os iniciadores e sondas marcados com 0s
fluoréforos FAM® e VIC® foram produzidos comercialmente (Life Technologies Brasil, S&o
Paulo, SP, Brasil) baseados na sequéncia do banco de dados do NIH (Instituto Nacional de
Saude). Os demais reagentes foram fornecidos sob forma pré-preparada como Master Mix®,
contendo dNTPs com dUTP (desoxiuridina trifosfato), AmpErase® UNG (Uracil N-
glicosilase), enzima AmpliTaq Gold® DNA Polimerase, uma referéncia passiva e tampéo de
reagdo Gold PCR Buffer® (Life Technologies Brasil, S&o Paulo, SP, Brasil). Foram utilizados
10ng de DNA gendmico para genotipagem para o volume final de 12pL. As reagGes foram
realizadas no equipamento ABI 7500 FAST® (Life Technologies Brasil, Sdo Paulo, SP,
Brasil), empregando o seguinte programa: (1) um ciclo 2 minutos a 50°C (ativagdo da UNG);
(2) um ciclo de 10 minutos a 95°C (inativacdo da UNG); (3) 40 ciclos de 15 segundos a 95°C
(desnaturacdo) e 1 minuto a 60°C (hibridizagdo e extenséo). Os sinais de fluorescéncia foram
analisados através do programa Sequence Detection v1.2.3 (Life Technologies Brasil, Séo
Paulo, SP, Brasil), nos quais os sinais de amplificacdo permitem identificar cada gendtipo.

Com o objetivo de garantir a precisdo da genotipagem, os ensaios foram repetidos em

10% das amostras. Na Tabela 1 estéo descritos os polimorfismos estudados.
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Tabela 1. Identificagdo dos Polimorfismos Estudados

Genes NUm. do SNP de Ref/Seq/Gene Troca de Frequéncia do Alelo Raro
Referéncia Base (NCBI)

RANK rs1805034 NM_003839.2 C>T C=39,5%

RANKL rs9525641 NM_033012.3 C>T C=46,2%

OPG rs3102735 NC_000008.10 C>T C=16,4%

OPG rs2073618 NC_000008.10 C>G G=35,6%

PPARG rs1801282 NM_005037.5 C>G G=6,6%

PPARG rs2972162 NM_005037.5 C>T T=44,7%

VDR rs11568820 NG_008731.1 A>G A=415%

ESRI rs9340799 NM_000125.3 A>G G= 25,6%

Fonte: Banco de Genes (GenBank) do NCBI do Instituto Nacional de Sadde (NIH) (www.ncbi.nim.gov).

3.6 Extracdo e Andlise do RNA Total em Leucdcitos Totais do Sangue Periférico (LTSP)

O RNA total foi obtido a partir de células do sangue total periférico, colhido com
EDTA utilizando o kit de extragdo QiAamp RNA Blood Mini® (Qiagen Biotecnologia do
Brasil Ltda, S&o Paulo, SP) imediatamente apos a colheita do sangue. RNA total foi eluido em
30uL em &gua livre de RNases (QlAamp RNA Blood Mini Handbook). O material obtido foi
armazenado a - 80°C até a sua analise.

O RNA total extraido foi quantificado por espectrofotometria (260/280nm) no
ultravioleta (UV) (SAMBROOK & RUSSEL, 2001) com a utilizagdo do equipamento
NanoDrop® ND-1000 (NanoDrop Technologies, Wilmington, EUA). O grau de pureza do

RNA foi determinado pela relagdo A260 nm/A280 nm (SAMBROOK & RUSSEL, 2001).
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3.7 Expressao Génica pela RT-PCR Quantitativa em Tempo Real (RT-PCRQ)

A medida quantitativa da expresséo do mRNA em LTSP foi realizada através da
reacdo de transcriptase reversa (RT), seguida de amplificacdo pela reacdo em cadeia da
polimerase quantitativa (PCRg) em tempo real, utilizando o sistema TagMan® no
equipamento ABI 7500 FAST® (Life Technologies Brasil, S&o Paulo, SP, Brasil). Para
determinar o gene de referéncia mais estavel (housekeeping) foi avaliado um painel de genes
candidatos conforme descrito por Vandesompele et al. (2002), utilizando o software geNorm
(http://medgen.ugent.be/genorm/). Apos esse procedimento, os ensaios foram normalizados
pelo gene gliceraldeido-3-fosfato deidrogenase (GAPD).

O cDNA foi obtido a partir de 200ng de RNA, na presenca de 200ng de iniciadores
aleatorios (random primers), DTT 20mM (Life Technologies do Brasil, Sdo Paulo, SP,
Brasil), dNTP a 10mM (Amersham-Pharmacia Biotech do Brasil, Sdo Paulo, SP, Brasil),
200U de transcriptase reversa (SuperScript™Il RT RNase H") e tamp&o (Tris-HCI 250mM
pH 8,3, KCI 375mM, MgCl, 15mM) (Life Technologies Brasil, Sdo Paulo, SP, Brasil). O
ensaio de RT foi realizado em termociclador PTC-200 (MJ Research Inc., Walthan, MA,
EUA) com as seguintes etapas: 25°C por 10 minutos, 42°C por 50 minutos e 70°C por 15
minutos. O cDNA obtido foi armazenado a -20°C até a realizacdo da PCRaq.

Os iniciadores e as sondas marcados com os fluoréforos VIC®, FAM® e TAMRA® de
acordo com a Tabela 2, para os genes RANK, RANKL, OPG, PPARG, IL6, TNFA e GAPD
foram selecionados com o auxilio do programa Primer Express® (Life Technologies Brasil,
Séo Paulo, SP, Brasil) com base nas sequéncias génicas disponiveis no banco de dados do
NIH (www.ncbi.nlm.nih.gov). Para o gene VDR, a sequéncia dos iniciadores e da sonda
marcada com fluor6foro foram obtidos comercialmente (Life Technologies Brasil, S&o Paulo,

SP, Brasil) (Tabela 2).
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As reagOes de amplificacdo foram realizadas com o ensaio de expressdo génica 1X
TagMan® (Life Technologies Brasil, S&o Paulo, SP, Brasil) para o gene VDR e com 250nM
de sonda e 300nM de cada iniciador (sense e antisense), para os demais genes. Os demais
reagentes foram fornecidos em solucdo duas vezes concentrada denominada Master Mix®,
contendo dNTPs com dUTP (desoxiuridina trifosfato), AmpErase® UNG (Uracil N-
glicosilase), enzima AmpliTagq Gold® DNA Polimerase, uma referéncia passiva e tampéo de
reacdo Gold PCR Buffer® (Life Technologies Brasil, S&o Paulo, SP, Brasil) ¢ 1pL do cDNA,
em um volume total de 10pL. As condi¢des de termociclagem da PCRq foram: 50°C por 2
minutos, 95 C por 10 minutos e 40 ciclos de 95 C por 15 s e 60 C por 1 minuto. As reagdes

foram realizadas em duplicata.

Tabela 2. Iniciadores e sondas marcadas utilizadas nas PCRgs em Tempo Real para
Humanos.

Genes Iniciadores e Sondas Fragmentos
5’CACTGGATCAATGAGGCTTGTG3’ 81b
RANK 5'GTTTGCCGTGTGTG ACTGACAZ’ P

5'FAM TAAGTGGAGATAAGGAGTCC MGB3’
5'CGTTGGATCACAGCACATCAGS’
RANKL 5'TGCTCCTCTTGGCCAGATCTS’ 74 bp
5'FAM CAGAGAAAGCGATGGTGG MGB3’
5'TGCAGCGGCACATTGGS’

OPG 5" TTACCGGGAAAGAAAGTGGGAS’ 82 bp
5'FAM ACCTCCCTTCGAGCAG MGB3’
5" GCAAAGGCGAGGGCG 3’
5’'CCCATCATTAAGGAATTCATGTCAT 3’
5'FAM CAGACAAATCACCATTCG MGB3’

5" CCTGCCCCAATCCCTTTATT 3’
TNEA 5" CCAATTCTCTTTTTGAGCCAGAA 3’ 70 bp
5'TAMRACCCCCTCCTTCAGACACCCTCAACCS’
5" CGGGAACGAAAGAGAAGCTCTA 3’
IL6 5" GGCGCTTGTGGAGAAGGA 3’ 68 bp
5’ TAMRACGCCTCCAGGAGCCCAGCTATGA 3’
5'GGAAGGTGAAGGTCGGAGTCAS’

PPARG 82 bp

GAPD 5'CTGGAAGATGGTGATGGGATTTCS’ 229 bp
5'V/IC TCAGCCTTGAGGGTGC NFQ3’
VDR* Hs01045840_m1 88 bp

Legenda:* Para iniciadores e sonda adquiridos comercialmente (Life Technologies Brasil, Sdo Paulo, SP,
Brasil). FAM®: fluor6foro 6-carboxifluoresceina; MGB: minor groove binder; NFQ: quencher no fluorescente:
VIC®: 6-carboxirodamina; TAMRA®: tetrametil-rodamina.
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As condicOes da PCRq foram otimizadas para cada gene. As eficiéncias dos ensaios

de amplificacdo foram calculadas utilizando-se curva padrdo obtida da relagéo entre o log de

diferentes quantidades de cDNA e os respectivos valores de ciclo treshold (Ct). A eficiéncia

(E) da reacéo foi calculada de acordo com a inclinagdo da curva gerada pela seguinte férmula:

E =10(1/®).1 x 100, onde a é a inclinacdo da curva (PFAFFL, 2001). A eficiéncia de cada

ensaio foi considerada adequada para valores entre 90 e 110%. Segundo Livak & Schmittgen

(2001), para a PCRq em tempo real ter alta eficiéncia, a inclinacdo da curva-padrdo deve ser

proximo de -3,3. Na Tabela 3 sdo apresentados os resultados das inclinagdes (slopes) das

curvas e as respectivas eficiéncias dos ensaios para os genes.

Tabela 3. Valores de inclinacéo da curva e eficiéncia da RT-PCRg em Tempo Real

para Humanos.

Gene Inclinacdo da curva Eficiéncia
RANK -3,60 89 %
RANKL -3,01 114 %
OPG -3,41 96 %
PPARG -3,32 101 %

IL6 -3,20 100%
TNFA -3,21 100%
GAPD -3,43 96%

VDR -3,41 96%

A quantificagdo da expressdo génica foi realizada utilizando o gene de referéncia

escolhido (LIVAK & SCHMITTGEN, 2001). Essa relacdo é denominada Delta Ct (ACt) e é

C&lCUlada p9|a f(,)I’mU|a ACtZ (Ct gene alvo — Ct gene endégeno).

Para avaliar a expressdo ap6s o tratamento com pioglitazona, os dados obtidos a partir

do ACt foram convertidos em escala logaritmica (2°°“"), para analise dos dados.
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4 EXPERIMENTOS EM ANIMAIS

4.1 Aspectos Eticos e Biosseguranca

O estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal do Rio Grande do Norte (UFRN) em Natal, sob nimero 023/2009 (ANEXO C). Os
animais foram tratados e manipulados seguindo as recomendacfes da Comisséo de Etica no
uso de animais, obedecendo aos preceitos da lei 11.794/2008 e ainda da resolucdo n°
879/2008. Os residuos gerados durante os procedimentos foram descartados segundo
recomendagOes da ANVISA (RDC 33/2003) e o material encaminhado para autoclavacdo e

posteriormente descartado como residuo do grupo D do servigo de satde.

4.2 Animais

Foram utilizados camundongos machos da linhagem C57BL/J6, de peso entre 20-25 g,
mantidos no Biotério do Centro de Ciéncias da Saude da UFRN. Foram obedecidos os
critérios de ciclo de claro/escuro de 12 horas, temperatura ambiente de 23°C + 1 e umidade de
55% £ 5. Os animais receberam agua ad libitum e rac6es manufaturadas de acordo com o
Instituto Americano de Nutri¢do (AIN-93). Os animais (n=19) foram divididos de acordo com

0 Fluxograma 1.
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(19) Camundongos
C57BL/6
|
| ]
(7) Dieta (12) Dieta
Controle Hiperlipidica (DH)
l I
4) DHP 16
316 (4)32 (4)DHL 16 (4)DH2 32 Sefn;nas =
semanas semanas semanas semanas Liplipdics
+16 semanas ¢/
pioglitazona
=32 semanas

Fluxograma 1. Grupo Controle (n=7), os quais receberam dieta controle por 16 semanas
(n=3) e por 32 semanas (n=4); Grupo DH1 — animais tratados com dieta hiperlipidica durante
16 semanas (n=4); Grupo DH2 — animais tratados com dieta hiperlipidica durante 32 semanas
(n=4); Grupo DHP - animais tratados com dieta hiperlipidica por 16 semanas e em seguida
submetidos ao tratamento com Pioglitazona 35mg/Kg/dia durante 16 semanas (n=4).

A dosagem da glicemia dos animais foi utilizada como critério para determinacéo da
instalacdo do DM.

Ap6s o término do periodo experimental, os animais foram anestesiados através da via
intravenosa com Tiopental Sodico (45mg/Kg) e posteriormente foram submetidos a eutanasia
e & laparotomia para coleta de sangue por pungéo cardiaca e retirada dos tecidos.

Os cuidados com os animais foram conduzidos de forma a minimizar o sofrimento e

limitar o nimero de espécimes necessario as investigacdes, de acordo com o “The guide for

the care and use of laboratory animals”, 1996 (NATIONAL RESEARCH COUNCIL,1996).
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4.3 Formulag6es das Dietas

As dietas balanceadas foram formuladas de acordo com as normas estabelecidas pelo

Instituto Americano de Nutricdo em 1993 (AIN-93), especificamente para roedores. Foram

desenvolvidos dois tipos de formulagdes de acordo com o Quadro 1.

Quadro 1. Formulagtes da Dieta Controle e da Dieta Hiperlipidica

Dieta Controle (g/Kg de racao) Dieta Hiperlipidica (g/Kg de ragéo)
Nutrientes % Nutrientes %
Amido de milho 620,6929/Kg 62,0692% | Amido de milho 250,6929/Kg | 25,0692%
Caseina 140g/Kg 14,0% Caseina 190g/Kg 19,0%
Oleo de Soja 40g/Kg 4,0% Oleo de soja 40g/Kg 4,0%
Sacarose 100g/Kg 10,0% Sacarose 100g/Kg 10,0%
Mistura de Minerais 35g/Kg 3,5% Mistura de Minerais | 35g9/Kg 3,5%
Mistura Vitaminica 10g/Kg 1,0% Mistura Vitaminica | 10g/Kg 1,0%
Colina 2,50/Kg 0,25% Colina 2,50/Kg 0,25%
Fibra 509/Kg 5,0% Fibra 509/Kg 5,0%
Cistina 1,89/Kg 0,18% Cistina 1,89/Kg 0,18%
Antioxidante 0,008g/Kg 0,0008% Antioxidante 0,008g/Kg 0,0008%
Banha de porco 320g/Kg 32,0%

Os ingredientes utilizados para as formulagdes das dietas foram provenientes da
Rhoster Industria e Comércio Ltda (Aracoiaba da Serra, SP, Brasil). O preparo foi realizado a
partir da mistura de todos os ingredientes em p0, seguido de um processo de peneiracdo (10
vezes) a fim de se obter uma mistura homogénea e com particulas uniformes. A banha foi
adicionada e misturada a racdo em pd, apds o processo de peneira¢do. Todo o procedimento
foi realizado com a devida paramentagdo de biosseguranga. Os animais do grupo C (controle)
se alimentaram de cerca de 4 g diarias de rac8o e os animais do grupo DH de 2,6 g diérias de

ragdo. Os animais do grupo DH ingeriram menos quantidade de ra¢do, uma vez que a mesma
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foi manipulada com banha, que leva a uma maior saciedade e ganho cal6rico do que a ragéo

controle.

4.4 Tratamento com Pioglitazona

O medicamento foi pulverizado com o auxilio de gral e pistilo, e misturado a racdo em
pé através de diluicdo geométrica. A racdo em p6 contendo o farmaco foi misturada a banha
diariamente no momento do trato dos animais, sendo ingerido pelos animais em média uma
concentracdo de 35mg/Kg/dia de Pioglitazona em 2,69 de racdo. A racgdo ingerida pelos

animais foi pesada diariamente.

4.5 Determinacéo da Glicose Capilar e do Peso dos Animais

A glicose capilar foi determinada através do glicosimetro digital (Advantage;
Boehringer Mannheim), utilizando-se apenas uma gota de sangue retirada da extremidade da
cauda do animal. Esse procedimento foi realizado no dia zero e a cada dois meses. Neste

mesmo periodo foi obtido o peso corporal dos animais.

4.6 Amostras Biologicas

Apos o término do periodo experimental, os animais em estudo foram anestesiados
com Tiopental Sodico (45mg/Kg), sendo posteriormente submetidos a laparotomia para a
coleta de sangue por puncéo cardiaca e retirada dos fémures, das tibias, do figado, dos rins e
do coragdo. As amostras de sangue foram encaminhadas para realizagcdo das dosagens

bioquimicas no laboratério da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UFRN. Os fémures
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foram armazenados em freezer -80°C para posterior extracdo do RNA total. As tibias foram
utilizadas para avaliar os parametros histomorfométricos. O figado, os rins e o coracdo foram

armazenados a -80°C para estudos posteriores.

4.7 Determinacdes dos Parametros Bioquimicos

Apos a coleta, o sangue foi centrifugado a 4°C (Centrifuga Modelo 5810 - Eppendorf,
Alemanha) a 2.000 rpm, durante 10 minutos. As dosagens de fdsforo, calcio total, glicose,
colesterol total e triglicerideos foram realizadas utilizando os kits Biosystems Reagents and
Instruments (Barcelona, Espanha), de acordo com a metodologia descrita pelo fabricante,
utilizando o espectrofotdmetro RA 50 (Bayer Diagnosticos, Irlanda). A dosagem do célcio
ionizado foi realizada utilizando o analisador de eletrélitos Eletrolyte Analyser AVL 9180,

ROCHE (Nova Jersey, EUA).

4.8 Extracgdo e Analise do RNA Total em Fémures

O RNA total foi obtido a partir dos fémures armazenados a -80°C utilizando o kit de
extragdo RNeasy Plus Mini Kit® (Qiagen Biotecnologia do Brasil Ltda, S&o Paulo, SP). O
RNA total foi eluido em 30uL em &gua livre de RNases (RNeasy Plus Mini Kit). O material
obtido foi armazenado a -80°C até a sua analise.

A quantificacdo do RNA foi realizada de acordo com o item 3.6. Os fragmentos de
separacéo eletroforéticas foram visualizadas sob luz UV, ap6s coloragdo com gel Red® (BIO
America, In, Miami, FL, USA) (SAMBROOK & RUSSEL, 2001) e fotodocumentados

através do sistema de captura de imagem Chemilmager® 4400 (v5.5) (Alpha Innotech
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Corporation, San Leandro, CA, EUA). Na Figura 4, podem ser visualizadas as subunidades

28 e 18s do RNA ribossomal.

DH DH DH DH DHP DHP DHP ppp
9 10 12 13 15 16 17 g

-y — b Subunidade 28s
o — b 1.“ — : Subunidade 18s

iC 2C 3c AC 5C 6C 7C DHi1

Subunidade 28s — e R — e p—
Subunidade 18s ] s —— e e

Figura 4. Fotografias dos géis de agarose 1% em tampdo MOPS para integridade do
RNA dos fémures. C: Grupo controle (1-7); DH: Grupo submetido a dieta hiperlipidica (9-
13); DHP: Grupo submetido a dieta hiperlipidica e tratamento com pioglitazona (15-18).

4.9 Expressdo Génica pela RT-PCR Quantitativo em Tempo Real (RT-PCRQ)

A medida quantitativa da expressdo do mRNA fémures foi realizada pela RT-PCRq
em tempo real utilizando o sistema TagMan® RT-PCR (Life Technologies Brasil, Sdo Paulo,
SP, Brasil). O sinal de fluorescéncia emitido pelo fluoréforo da sonda TagMan® foi detectado
em tempo real no equipamento ABI 7500 FAST® (Life Technologies Brasil, S&o Paulo, SP,
Brasil). Para os genes do estudo, as sequéncias dos iniciadores e das sondas marcadas com
fluoréforos foram produzidas comercialmente (Life Technologies Brasil, Sdo Paulo, SP,

Brasil). Os codigos de identificacéo dos ensaios estdo descritos na Tabela 4.
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Tabela 4. Identificagdo dos ensaios utilizados nas PCRgs em Tempo
Real para Camundongos.

Genes Identificacéo do ensaio Fragmento
RANK Mm00437135_m1 107 bp
RANKL Mm01313943 ml 73 bp
OPG Mm01205928_m1 75 bp
PPARG MmO00440940 m1l 63 bp
IL6 Mm99999064_m1 75 bp
TNFA MmO0043259_g1 74 bp
VDR MmO00437297_ml 95 bp
PTH MmO00451600_g1 82 bp
GAPD Mm99999915 g1 107 bp

Legenda: Iniciadores e sondas adquiridos comercialmente (Life Technologies Brasil,
Séo Paulo, SP, Brasil).

Para os ensaios da RT-PCRqg em tempo real, o cDNA obtido e a eficiéncia da reagéo
foram realizadas conforme ja descrito no item 3.7. Na Tabela 5, sdo apresentados os
resultados de inclinagdes (slopes) das curvas e as respectivas eficiéncias dos ensaios para 0s

genes em camundo Nngos.
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Tabela 5. Valores de inclinagéo da curva e eficiéncia da RT-PCRq em
Tempo Real para Camundongos.

Gene Inclinagéo da curva Eficiéncia
RANK -3,30 100 %
RANKL -3,37 98 %
OPG -3,39 99 %
PPARG -3,42 95 %
TNFA -3,52 92%
IL6 -3,56 90%
VDR -3,41 96%
PTH -3,50 93%
GAPD -3,24 103%

4.10 Analises Histomorfométricas

As andlises histomorfométricas foram realizadas pelo Prof. Dr. Francisco Pignataro
Lima (PhD, Departamento de Patologia, Centro de Ciéncias da Saude — UFRN). As analises
foram realizadas nos animais do grupo C, DH e DHF ao final de 32 semanas da inducdo de
diabetes. Utilizou-se a tibia direita extraida dos animais, que apos livre de todo tecido mole
aderente, foi submersa imediatamente em solugéo fixadora de formol tamponado a 10%. Em
seguida, foi realizada a descalcificagdo em &cido nitrico a 7,5%, seguida de desidratagdo em
solucdo de xilol. Finalmente, impregnada em parafina liquida, sendo utilizado um processador
automatico de tecidos. O fragmento foi entdo incluido no bloco de parafina e seccionado em
um micrétomo rotativo em cortes de 4 micrdmetros de espessura. As laminas foram levadas a
estufa de secagem durante 30 minutos para em seguida serem coradas com hematoxilina-
eosina. Para a andlise histomorfométrica, visando determinar a espessura média das trabéculas

Osseas da regido metafisaria, bem como a distancia trabecular, foi utilizado um microscépio
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Olympus BX 51 com uma camera Q-Color 3 Olympus (Olympus, Tékio, Japdo) acoplada
com auxilio do software Q-Capture Pro (Surrey, BC, Canada). Foram selecionadas para a
analise trés areas, ao acaso, em sec¢des ndo adjacentes de cada trabécula dssea.

A andlise da porcentagem de &rea ocupada pelo osso trabecular e medula Gssea
trabecular foi realizada utilizando microfotografias retiradas da regido metadiafisaria das
tibias dos animais com aumento de 200X. Essas microfotografias digitalizadas foram
processadas através do programa Photostudio 2.0 SE (Tiling 3D grid, com grade tamanho
medio; ArcSoft, Fremont, CA, EUA). A planimetria foi feita por superposi¢do de pontos
observada na seccdo. A contagem dos pontos foi realizada em todas as transecgdes incluidas
no osso trabecular, excetuando-se os pontos das bordas da imagem. Foi utilizado o principio
Delesse, o qual estabelece que a fracdo do volume Vvi (fragdo de volume ocupada por i) de
uma componente i (densidade volumétrica) em um tecido pode ser estimada pela medida da
fracdo de area AAi (fracdo de &rea da seccdo de i). A fracdo Ppi (fracdo de pontos testes
incluidos em i) de pontos localizados nas transec¢des de i dividida por PT (nimero de pontos
testes) resulta na estimativa de VVvi (WEIBEL, 1966). O porcentual foi encontrado usando-se

a média da fracdo de volume de densidade de cada animal em cada grupo.
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5 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados obtidos foram analisados atraves do software Sigma Stat versdo 2.0 (SPSS
Inc., Chicago, EUA), considerando o nivel de significAncia p<0,05. Para avaliar as diferencas
de frequéncias das varidveis qualitativas como obesidade e sexo, foram realizados os testes de

Qui-Quadrado e Exato de Fischer.

Para comparar os valores dos pardmetros bioquimicos entre os grupos NG e DM2
foram utilizados o Teste-t de Student e Mann-Whitney. Para comparar os valores dos
pardmetros bioquimicos antes e ap0s o tratamento com pioglitazona no grupo DM2 foram
utilizados o Teste-t de Student pareado para o teste paramétrico e Wilcoxon Signed Rank Test
para o teste ndo paramétrico.

Para comparar os valores de expresséo génica entre os grupos NG e DM2 foi utilizado
0 teste Mann-Whitney. Para comparar os valores de expressdo génica antes e apds o
tratamento com pioglitazona foi utilizado teste Wilcoxon Signed Rank.

Para a andlise de regressdo linear multipla, os valores de expressdo foram
transformados em log de base 10 para os testes paramétricos. Os marcadores 6sseos antes do
tratamento e em resposta ao tratamento foram usados como varidveis dependentes e os valores
de glicemia de jejum, insulina e a expressdo de mRNA dos genes RANKL, OPG, PPARG,
IL6, TNFA e VDR foram inclusos no modelo como variaveis independentes. ldade, género,
hipertensdo, IMC e TNF-o sérico foram inclusos como covaridveis. O coeficiente de
regressao (B) e o erro padrdo (EP) foram obtidos de cada variavel dependente. A significancia
estatistica foi considerada com p<0,05.

Para a analise de correlagdo entre a expressdo dos genes RANK e RANKL antes e ap6s
o tratamento foi utilizado o coeficiente de correlagdo de Spearman para valores nédo

paramétricos.
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As frequéncias alélicas e genotipicas foram comparadas pelo teste Qui-Quadrado.
Foram calculados Odds Ratio (OR) e o Intervalo de Confianga (IC) de 95%. Para avaliar a
influéncia dos polimorfismos na expressdo génica e nos pardmetros bioquimicos, foram
utilizados o Teste-t de Student para comparacdo da média entre duas variaveis e o teste One
Way ANOVA para comparagdo de trés ou mais variaveis continuas, seguido do teste de
Tukey ou Dunn para multiplas comparagOes. Para a analise das variaveis ndo continuas foram
utilizados os testes Mann-Whitney e Kruskall Wallis. Para as andlises dos polimorfismos
genéticos, foi utilizado o modelo genético recessivo, no qual 0s genotipos heterozigotos foram
agrupados com o gendtipo raro (quando este apresentou frequéncia inferior a 14%). A
avaliacdo do Equilibrio de Hardy-Weinberg foi realizada usando o programa MS-DOS

QBasic V. 1.1 (Microsoft Informatica Ltda., Sdo Paulo, Brasil).

Financiamento do Projeto

Este Projeto foi financiado pela Fundacéo de Apoio & Pesquisa do Estado de S&o Paulo
- FAPESP, sob o n°® 2007/56244-4. Os experimentos em animais foram executados com a
colaboracédo da Profa. Dra. Adriana Augusto Rezende do Departamento de Anélises Clinicas e
Toxicologicas da Faculdade de Ciencias Farmacéuticas da Universidade Federal do Rio

Grande do Norte (UFRN).



62

6 RESULTADOS

6.1 Dados Biodemograficos

Os dados biodemograficos dos individuos NG e DM2 estéo sumarizados na Tabela 6.
A idade média e o IMC foram maiores no grupo DM2 em comparagéo ao grupo NG (p<0,05).
A distribuicdo relativa entre os sexos, etnia, mulheres com ou sem menopausa, obesidade,
hipertensdo, consumo de tabaco e de alcool, atividade fisica e histérico familiar de DAC

foram similares entre os grupos (p>0,05).

Tabela 6. Dados Biodemograficos dos individuos NG e DM2.

Variaveis NG (99) DM?2 (100) P

Idade, anos 539+112 60,8 + 8,2 0,001
Mulheres, % 51,5 (51) 44,0 (44) 0,358
Caucasianos, % 62,6 (62) 74,0 (74) 0,970
Hipertensdo, % 47,5 (47) 50,0 (50) 0,830
Obesidade, % 34,3 (34) 45,0 (45) 0,164
IMC, kg/m® 29,1+51 30,8+ 6,6 0,036
Menopausa, % 76,5 (39) 81,8 (36) 0,700
Consumo de tabaco, % 11,1 (11) 14,0 (14) 0,688
Consumo de alcool, % 7.1(7) 7,0(7) 0,797
Atividade fisica, % 37,4 (37) 34,0 (34) 0,641
Historico familiar de DAC, % 42,4 (42) 42,0 (42) 0,099

Legenda: Numero de individuos esta entre parénteses. NG: normoglicémicos; DM2: diabetes tipo 2, IMC: indice
de massa corpérea; DAC: doenga arterial coronariana. Individuos com IMC > 30 kg / m? foram classificados
como obesos e aqueles com presséo arterial sistélica/diastélica superior a 140/90 mmHg ou estavam sob terapia
anti-hipertensiva foram considerados hipertensos. As varidveis continuas estdo apresentados como média + DP e
comparadas pelo Teste-t de Student. As varidveis categoricas foram comparadas pelo teste do Qui-Quadrado.
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6.2 Efeito da Pioglitazona sobre as Determinacdes Bioquimicas

Os valores médios das determinacbes bioquimicas dos individuos DM2 (pré-
tratamento e pos-tratamento) e NG estdo apresentados na Tabela 7. Os individuos DM2
apresentaram aumento nas concentracdes basais de glicemia de jejum, glicemia pés-prandial,
Hb1Ac, insulina e indice HOMA-IR e diminuicdo de HDL-C, Osteocalcina e TNF-0. em
relacdo aos individuos NG (p<0,05). Os demais parametros ndo apresentaram diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos (p>0,05).

Apos 16 semanas de tratamento com pioglitazona, os individuos DM2 apresentaram
diminuicéo nos valores de glicemia de jejum, glicemia po6s-prandial, insulina, indice HOMA-
IR, triglicerideos, VLDL-C, tALP e bALP e aumento de HDL, tACP e TNF-o. em comparagao

ao grupo basal (p<0,05).
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Variéveis NG DM2 Basal p* DM2 Pioglitazona p’ Variagdo
(99) (100) (100) (%)
Peso (Kg) 787+172  811+187 0,401 81,8+ 19,0 0,058° 0,9
Glicemia (mmol/L) 52+0,7 6,4+1.2 0,001° 58+11 0,001° -9,3
Glicemia pos-prandial 58+16 10,6 £2,9 0,001° 78+25 0,001° -22,7
(mmol/L)
Hb1Ac (%) 5,8+0,4 6,3+0,9 0,001° 62+1,1 0,140°  -0,07
Insulina (nmol/L) 9,9+6,5 13,6 £8,1 0,001° 10,5+11,5 0,001¢ -8,1
indice HOMA-IR 2,3+1,6 39+23 0,001° 27+28 0,001  -19,8
indice HOMA-Beta 1253+91,3 114,1+1076 0,154 120,5 + 154,5 0,500° 55, 4
0,
I(D?r)fil lipidico (mmol/L)
Colesterol Total 51+0,9 49+11 0,139° 50+1.2 0,079° 2,0
Triglicerideos 1,7+0,8 18+1,2 0,885° 15+1,0 0,001  -16,7
HDL-C 1,22 +0,36 1,10+0,36  0,002° 1,18 £0,29 0,001° 7,3
LDL-C 30£08 30£10 0,477° 31+11 0,058° 33
VLDL-C 0,8+0,4 08+0,5 0,794° 0,705 0,001°  -125
Calcio Total (mmol/L) 2,3+0,3 23+0,1 0,055° 23+0,1 0,171¢ -0,6
Célcio lonizado 1,16+0,10  1,15+0,09 0,276 1,15+0,10 0,885° 0,9
(mmol/L)
Fosforo (mmol/L) 1,0+£0,2 1,0+£0,2 0,876° 1,1+0,2 0,480° 3,0
tACP (U/L) 34+18 31+13 0,180° 36+15 0,043° 76,5
tALP (U/L) 7914267  758+230 0,513 70,8+ 19,9 0,004° -26
bALP (U/L) 18,8 +15,5 21,5+154 0,053 11,8+5,7 0,001°  -29,9
OC (ng/mL) 11,7+5,1 10,8+7,7 0,006° 11,9+7,9 0,117 22,3
25(0H)VD (pg/mL) 26,5+9,6 27,8+9,4 0,299° 24,6+8.38 0,109¢ -0,5
TNF-a (pg/mL) 7,5+5,0 6,3+3,8 0,050° 10,3+6,5 0,001¢ 84,5
IL-6 (pg/mL) 6,9 + 18,4 6,3+8,9 0,510° 6,3+8,0 0,777° -05

Legenda: Numero de individuos esta entre parénteses. NG: normoglicémicos; DM2: diabetes tipo 2; Hb1Ac: hemoglobina
glicada; HOMA-IR: modelo de avaliagdo da homeostase - resisténcia a insulina; HOMA-Beta: modelo de avaliagdo da
homeostase - funcéo secretora da célula beta; HDL-C: colesterol da lipoproteina de alta densidade; LDL-C: colesterol da
lipoproteina de baixa densidade; VLDL-C: colesterol da lipoproteina de muito baixa densidade; tACP: fosfatase acida total;
tALP: fosfatase alcalina total; bALP: fosfatase alcalina 6ssea especifica; OC: osteocalcina; 25(0H)VD: 25,hidroxi-vitamina D.
Os resultados estdo apresentados como média + desvio-padréo quando comparados por: Teste-t de Student®, Mann-Whitney(b),
Teste-t pareado® e Wilcoxon Signed Rank Test® P NG x DM2 basal; P> DM2 basal x pioglitazona; % variac&o:
(Pioglitazona-Basal)/Basal x 100.
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6.3 Efeito da Pioglitazona sobre a Expressdao Génica em LTSP

As expressoes dos genes RANK, RANKL, OPG, PPARG, IL6, TNFA e VDR em LTSP
foram analisadas em 100 individuos do grupo DM2 que concluiram o tratamento de 16
semanas e 99 individuos do grupo NG (Tabela 8, Figura 5, 6 e 7).

Ao analisarmos os resultados de expressdo génica no grupo DM2 basal, pode-se
observar que a expressdo de OPG esta diminuida (p<0,006), enquanto que a expressdo de
VDR est4 aumentada (p<0,001) em comparacdo ao grupo NG (Figura 5). Entre o género
feminino, observou-se que a expressdo de RANKL, IL6 e VDR no grupo DM2 estd aumentada
em comparacdo ao grupo NG (p<0,05). A expressdo dos outros genes foi similar entre os
grupos do género feminino analisados (p>0,05) (Figura 6). No género masculino, observou-
se que a expressdo de OPG no grupo DM2 esta diminuida em comparacdo ao NG (p<0,048),
enquanto que a expressdo de PPARG e VDR estd aumentada no grupo DM2 em comparagao
a0 NG (p<0,05). A expressdao dos outros genes foi similar entre os grupos do género
masculino analisados (p>0,05) (Figura 7).

O resultado da expressdo génica apds o tratamento com pioglitazona mostrou aumento
somente de OPG (p<0,027) (Figura 5). As expressoes dos outros genes foram similares entre

0s grupos NG e DM2 e entre os géneros analisados (p>0,05) (Tabela 8, Figura, 5, 6 e 7).
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Tabela 8. Expressdo do mRNA de RANK, RANKL, OPG, PPARG, IL6, TNFA e VDR em
LTSP nos individuos NG e DM2 pré e pés-tratamento

T

Total Genes NG DM2 Basal p DM2 Pioglitazona p
(2 (99) (100) (100)
RANK 0,0016 0,0017 0,723 0,0017 0,163
(0,0006-0,0033)  (0,0007-0,0030) (0,0008-0,0045)
RANKL 0,0021 0,0023 0,256 0,0028 0,393
(0,0009-0,0045)  (0,0010-0,0059) (0,0011-0,0075)
OPG 0,0223 0,0138 0,006 0,0192 0,027
(0,0092-0,0656)  (0,0041-0,0319) (0,0081-0,0658)
PPARG 0,0006 0,0008 0,130 0,0010 0,911
(0,0003-0,0017)  (0,0004-0,0015) (0,0004-0,0017)
IL6 0,0014 0,0013 0,184 0,0013 0,179
(0,0004-0,0034)  (0,0006-0,0079) (0,0006-0,0103)
TNFA 0,0547 0,0485 0,537 0,0447 0,581
(0,0249-0,1400)  (0,0284-0,0984) (0,0268-0,1089)
VDR 0,0221 0,0803 0,001 0,0870 0,577
(0,0113-0,0586)  (0,0173-0,1729) (0,0118-0,1591)
Género Genes NG DM2 Basal p' DM2 Pioglitazona p?
Feminino (22 (51) (44) (44)
RANK 0,0011 0,00201 0,134 0,0019 0,525
(0,0006-0,0034)  (0,0009-0,0030) (0,0010-0,0050)
RANKL 0,0016 0,0036 0,007 0,0045 0,414
(0,0007-0,0027)  (0,0012-0,0061) (0,0013-0,0089)
OPG 0,0247 0,0149 0,060 0,0283 0,073
(0,0092-0,0613  (0,0047-0,0328) (0,0113-0,0771)
PPARG 0,0006 0,0006 0,820 0,0007 0,795
(0,0002-0,0021)  (0,0003-0,0012) (0,0003-0,0020)
IL6 0,0006 0,0021 0,004 0,0042 0,110
(0,0004-0,0028)  (0,0007-0,0109) (0,0008-0,0203)
TNFA 0,0522 0,0479 0,457 0,0481 0,120
(0,0249-0,1763)  (0,0293-0,0786) (0,0256-0,1163)
VDR 0,0443 0,0891 0,002 0,0991 0,436
(0,0116-0,0613)  (0,0163-0,1651) (0,0208-0,1636)
Geénero Genes NG DM2 Basal p* DM2 Pioglitazona p’
Masculino (2% (48) (56) (56)
RANK 0,0018 0,0013 0,334 0,0015 0,189
(0,0008-0,0033)  (0,0006-0,0029) (0,0006-0,0035)
RANKL 0,0033 0,0020 0,316 0,0021 0,612
(0,0012-0,0061)  (0,0010-0,0051) (0,0011-0,0063)
OPG 0,0207 0,0132 0,048 0,0176 0,155
(0,0087-0,0669)  (0,0041-0,0309) (0,0057-0,0644)
PPARG 0,0006 0,0010 0,032 0,0011 0,993
(0,0004-0,0015)  (0,0006-0,0017) (0,0006-0,0017)
IL6 0,0024 0,0010 0,309 0,0007 0,770
(0,0008-0,0036)  (0,0005-0,0067) (0,0005-0,0037)
TNFA 0,0618 0,0485 0,943 0,0412 0,490
(0,0212-0,1217)  (0,0259-0,1108) (0,0274-0,1001)
VDR 0,0182 0,0615 0,001 0,0819 0,984

(0,0111-0,0393)

(0,0178-0,1743)

(0,0098-0,1559)

Legenda: NUmero de individuos esta entre parénteses. NG: normoglicémicos; DM2: diabetes tipo 2. A expressdo do mRNA
de cada gene foi medida pela PCRq e normalizada com o controle enddgeno (2“'). Os resultados estdo apresentados como
mediana e intervalos interquartilicos (25%-75%), quando comparados por Mann-Whitney (NG x DM2 basal; p*) e Wilcoxon
Signed Rank Test (DM2 basal x Pioglitazona; p?).
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Figura 5. Expressdo do mRNA de RANK, RANKL, OPG, PPARG, IL6, TNFA e VDR em
LTSP nos individuos NG e DM2. Nos pacientes DM2, a expressdo do mRNA foi avaliada
antes (basal) e depois de 16 semanas de tratamento com pioglitazona (15/30/45/45mg/dia/4
semanas). Valores apresentados como mediana e intervalos interquartilicos através do grafico
Scatter plot e comparados pelo teste Mann-Whitney e Wilcoxon signed rank test. P <0,05.
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Figura 6. Expressdo do mRNA de RANK, RANKL, OPG, PPARG, IL6, TNFA e VDR em
LTSP nos individuos NG e DM2 no género feminino. Nos pacientes DM2, a expressdo do
mRNA foi analisada antes (basal) e depois de 16 semanas de tratamento com pioglitazona
(15/30/45/45mg/dia/4semanas). Os dados estdo apresentados como mediana e intervalos
interquartilicos através do grafico Scatter plot e comparados pelo teste Mann-Whitney e

Wilcoxon signed rank test. P <0,05.
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Figura 7. Expressdo do mRNA de RANK, RANKL, OPG, PPARG, IL6, TNFA e VDR em
LTSP nos individuos NG e DM2 no género masculino. Nos pacientes DM2, a expressao do
mRNA foi analisada antes (basal) e depois de 16 semanas de tratamento com pioglitazona
(15/30/45/45mg/dia/4semanas). Os dados estdo apresentados como mediana e intervalos

interquartilicos através do grafico Scatter plot e comparados pelo teste Mann-Whitney e
Wilcoxon signed rank test. P <0,05.



70

Com o objetivo de identificar marcadores precoces de alteragcbes no metabolismo

0sseo, realizou-se a analise de regressdo linear multipla (Tabela 9). No modelo para os
marcadores 0sseos basais (antes do tratamento), o aumento de 1 mmol/L de glicemia de jejum
no basal contribuiu com a diminuicdo de 0,25 mmol/L de célcio ionizado, além disso, o
aumento da expressdéo do mRNA de OPG e de TNFA contribuiu com o aumento de 0,03
mmol/L de calcio ionizado e de 11,38 U/L de bALP respectivamente e 0 aumento da
expressdo do mRNA de IL6 e de VDR contribuiu com a diminui¢do de 0,05 mmol/L de célcio
ionizado e de 20,14 U/L de bALP respectivamente. O modelo para o tratamento com
pioglitazona prevé que o aumento de 1 mmol/L de glicemia de jejum no basal contribuiu com
0 aumento de 36,37% de célcio ionizado em resposta ao tratamento. Além disso, cada unidade
de aumento do mMRNA de OPG, TNFA e IL6 no basal contribuiram com a reducédo de 8,75% e
aumento de 16,62% e 13,41% de tALP respectivamente em resposta ao tratamento. Neste
mesmo modelo, cada unidade de aumento do mRNA de TNFA e VDR contribuiu com reducéo
de 134,14% de tACP e 52,09% de osteocalcina respectivamente em resposta ao tratamento. O
aumento do mRNA de VDR também contribuiu com o aumento de 33,58% de bALP em
resposta ao tratamento. Nos dois modelos, a expressdo de RANK ndo foi inclusa como
varidvel dependente, devido a sua correlagdo positiva com RANKL antes e depois do

tratamento (Figura 8).
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Figura 8. Anélise de correlagéo entre a expressdo do mMRNA de RANKL e de RANK
basal e apds o tratamento com pioglitazona em LTSP. A significancia da correlacéo foi
calculada por coeficiente de correlagdo de Spearman (rs).



Tabela 9. Regressao Linear Multipla: relagéo

tratamento com pioglitazona.
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entre a expressao basal de mRNA e os marcadores do metabolismo 6sseo antes e em resposta ao

Variaveis (basal)

Modelos e Glicose Insulina RANKL OPG PPARG TNFA IL6 VDR

. (mmol/L) (nmol/L) mRNA mRNA mRNA mRNA mRNA mRNA
Variaveis

B (EP) B (EP) B (EP) B (EP) B (EP) B (EP) B (EP) B (EP)

Modelo para os valores
basais
ocC -14,19 (12,55) 3,50 (4,04) -1,00 (2,43) 2,00 (1,35) -1,69 (2,43) -5,01 (3,08) -0,11 (2,16) 2,15 (3,12)
Célcio lonizado -0,25 (0,13)* -0,04 (0,04) -0,009 (0,02) 0,03 (0,01)* -0,01 (0,02) -0,03 (-1,12) -0,05 (0,02)* 0,03 (0,03)
tACP 0,30 (2,12) 0,80 (0,67) 0,11 (0,40) 0,18 (0,23) -0,50 (0,40) 0,48 (0,52) -0,31 (0,36) -0,20 (0,53)
tALP -27,07 (32,83) 1,51 (10,33) -4,48 (6,06) 5,99 (3,52) -6,65 (6,18) -13,81 (7,80) 0,84 (5,58) 1,35 (7,88)
bALP 17,63 (18,84) -5,50 (6,15) -6,85 (3,79) 0,16 (2,06) 3,49 (3,72) 11,38 (4,57)* -0,16 (3,40) -20,14 (4,61)*
25 (OH) VD 26,26 (15,06) 6,01 (4,81) -0,88 (2,82) 1,16 (1,62) 0,91 (3,19) -3,04 (4,17) -0,49 (2,70) 1,36 (3,80)
Modelo para o tratamento
ocC -27,95 (113,3) -54,11 (36,04) -13,39 (21,05) -5,83 (11,53) 24,31 (22,55) 17,36 (26,52) -13,77 (19,31) -52,09 (26,62)*
Célcio lonizado 36,37 (13,73)* 4,11 (4,54) 0,97 (2,58) -1,25 (1,51) 0,44 (2,47) 2,06 (3,39) 0,93 (2,39) -1,10 (3,35)
tACP -216,68 (261,94) 14,82 (86,91) -30,59 (49,88) 3,01 (29,98) 40,68 (52,96) -134, 14 (64,79)* 41,36 (45,30) 36,72 (67,11)
tALP 33,80 (35,30) 13,62 (11,36) -0,91 (6,63) -8,75 (3,87)* -4,64 (6,92) 16,62 (8,53)* 13,41 (6,12)* -12,54 (8,71)
bALP -30,96 (59,73) 26,77 (19,31) 11,45 (12,58) -2,05 (6,28) 1,29 (11,17) -23,26 (15,07) -10,02 (10,09) 33,58 (13,83)*
25 (OH) VD -73,54 (64,28) -30,92 (19,38) 1,31 (10,85) 4,55 (6,44) -19,38 (12,44) 16,58 (17,50) -3,65 (10,68) 18,75 (15,54)

Legenda: Modelos ajustados para idade, género, hipertensdo, IMC e TNF-a sérico. Para os valores no modelo basal, os coeficientes de regressdo foram expressos em ng/mL, para OC, mmol/L,
para célcio ionizado, U/L para tACP, tALP e bALP e pg/mL para 25(OH)VD. Para 0 modelo tratamento, os coeficientes de regressdo foram expressos em % de variacéo para cada variavel. B
(EP), coeficiente de regressdo (erro padrao); *p<0,05; OC: osteocalcina; tACP: fosfatase acida total; tALP: fosfatase alcalina total; bALP: fosfatase alcalina 6ssea especifica; 25(OH)VD: 25,
hidrdxi-vitamina D. As variaveis independentes foram logaritmicamente transformadas.
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6.4 Associacdo dos Polimorfismos Genéticos com a Expressdo Génica em LTSP

A distribuicdo dos gendtipos e a frequéncia relativa dos alelos para os polimorfismos
RANK (rs1805034), RANKL (rs9525641), OPG (rs3102735 e rs2073618), PPARG (rs1801282
e rs2972162), VDR (rs11568820) e ESRI (rs9340799) nos grupos estudados estdo
apresentadas nas Tabelas 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16 e 17. Para o polimorfismo OPG
(rs3102735), a frequéncia genotipica e alélica foi diferente entre os grupos estudados
(p<0,05). Houve maior frequéncia do gendtipo raro CC e do alelo C no grupo NG comparado
ao grupo DM2 (OR: 0,51, 95% IC: 0,28-0,94) (Tabela 12). Para os demais polimorfismos
estudados as frequéncias genotipicas e alélicas foram similares entre os grupos DM2 e NG e
entre 0s géneros. Os resultados da andlise de Equilibrio de Hardy-Weinberg indicaram que,
para os polimorfismos estudados, o nimero de gendtipos observados em ambos 0s grupos
obedece a distribuigdo esperada para uma populagdo em condi¢des de equilibrio. Portanto, a
amostragem analisada é representativa da populagdo, permitindo de forma confiavel, a

comparagéo das frequéncias génicas entre os grupos avaliados.
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Tabela 10. Distribuicdo dos Genotipos e Frequéncia dos Alelos para o polimorfismo RANK

rs1805034 nos individuos DM2 e NG.

Grupos SNP Distribuicdo dos Genétipos Frequéncia dos Alelos
RANK CcC CT TT C T
rs1805034

DM2 Mulheres (44)  11,4% (5)  50,0% (22) 38,6% (17) 36,4% (32) 63,6% (56)
Homens (56) 8,9% (5)  60,7% (34) 30,4% (17) 39,3% (44) 60,7% (68)

x°= 0,752 (1gl)* p=0,385 x°= 0,178 (1gl)* p=0,672
OR 0,69 (95%IC: 0,30-1,59)

NG Mulheres (50)  14,0% (7)  52,0% (26)  34,0% (17) 40,0% (40) 60,0% (60)

Homens (48)  16,6% (8)  41,7% (20) 41,7% (20) 37,5% (36) 62,5% (60)
x*= 0,612 (1gl)* p=0,433 x?= 0,129 (1gl)* p=0,719
OR 1,38 (95%IC: 0,61-3,14)

Total DM2 (100) 10,0% (10) 56,0% (56) 34,0% (34)  38,0% (76) 62,0% (124)

NG (98) 15,3% (15)  46,9% (46) 37,8% (37)  38,8% (76) 61,2% (120)
x*= 0,303 (1gl)* p=0,581 x?= 0,025 (1gl)* p=0,873
OR 1,17 (95%IC: 0,65-2,10)

Legenda: Numero de individuos esta entre parénteses; gl, graus de liberdade; * teste Qui-Quadrado; OR: odds
ratio; IC: intervalo de confianca de 95%. Equilibrio de Hardy-Weinberg: DM2: 3= 3,55 (1gl, p>0,05); NG:

%*70,01 (1gl, p>0,05).

Tabela 11. Distribuicdo dos Gen6tipos e Frequéncia dos Alelos para o polimorfismo RANKL

rs9525641 nos individuos DM2 e NG.

Grupos  SNP Distribuicao dos Gendtipos Frequéncia dos Alelos
RANKL ccC CT TT C T
rs 9525641
DM2 Mulheres (44) 15,9% (7)  52,3% (23) 31,8% (14) 42,0% (37) 58,0% (51)
Homens (56) 26,8% (15) 41,1% (23) 32,1% (18) 47,3% (53) 52,7% (59)
¥?= 0,001 (1gl)* p=0,972 x?= 0,554 (1gl)* p=0,456
OR 1,01 (95%IC: 0,43-2,36)
NG Mulheres (50) 16,0% (8) 56,0% (28)  28,0% (14) 44,0% (44) 56,0% (56)
Homens (48) 12,5% (6) 50,0% (24)  37,5% (18) 37,5% (36) 62,5% (60)
x*= 1,005 (1gl)* p=0,316 x%= 0,856 (1gl)* p=0,354
OR 1,54 (95%IC: 0,65-3,06)
Total DM2 (100) 22,0% (22) 46,0% (46) 32,0% (32) 45,0% (90) 55,0% (110)
NG (98) 14,3% (14) 53,1% (52) 32,6% (32) 40,8% (80) 59,2% (116)
x*= 0,009 (1gl)* p=0,921 x%= 0,707 (1gl)* p=0,400
OR 1,03 (95%IC: 0,56-1,86)

Legenda: Numero de individuos esta entre parénteses; gl, graus de liberdade; * teste Qui-Quadrado; OR: odds
ratio; IC: intervalo de confianca de 95%. Equilibrio de Hardy-Weinberg: DM2: x%= 0,5 (1gl, p>0,05); NG:

%%°0,95 (1gl, p>0,05).
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Tabela 12. Distribuicdo dos Gendtipos e Frequéncia dos Alelos para o polimorfismo OPG
rs3102735 nos individuos DM2 e NG.

Grupos SNP Distribuicdo dos Genétipos Frequéncia dos Alelos
OPG CcC CT TT C T
rs3102735

DM2 Mulheres (44) 0% (0) 34,1% (15) 65,9% (29) 17,0% (15) 83,0% (73)
Homens (56) 0% (0) 19,6% (11) 80,4% (45) 9,8% (11) 90,2% (101)

x°= 2,673 (1gl)* p=0,102 ¥°= 2,274 (1gl)* p=0,131
OR 2,11 (95%IC: 0,85-5,24)

NG Mulheres (48)  2,1% (1) 47,9% (23) 50,% (24) 26,0% (25) 74,0% (71)

Homens (48) 4,2% (2) 27,1% (13) 68,7% (33) 17,7% (17) 82,3% (79)
x’= 3,498 (1gl)* p=0,061 x%= 1,950 (1gl)* p=0,162
OR 2,20 (95%IC: 0,95-5,05)

Total DM2 (100) 0% (0) 26,0% (26)  74,0% (74) 13,0% (26) 87,0% (174)

NG (96) 3,1% (3)  37,5% (36) 59,4% (57) 21,9% (42)  78,1% (150)
x%= 4,726 (1gl)* p=0,029 x%= 5,381 (1gl)* p=0,020
OR 0,51 (95%IC: 0,28-0,94)

Legenda: Numero de individuos esta entre parénteses; gl, graus de liberdade; * teste Qui-Quadrado; OR: odds
ratio; IC: intervalo de confianca de 95%. Equilibrio de Hardy-Weinberg: DM2: 3= 2,23 (1gl, p>0,05); NG:

%*70,91 (1gl, p>0,05).

Tabela 13. Distribuicdo dos Gendtipos e Frequéncia dos Alelos para o polimorfismo OPG
rs2073618 nos individuos DM2 e NG.

Grupos SNP Distribuicao dos Gendtipos Frequéncia dos Alelos
OPG CcC CG GG C G
rs2073618

DM2 Mulheres (44)  36,4% (16)  43,2% (19) 20,4% (9) 57,9% (51)  42,1% (37)
Homens (56)  44,6% (25)  39,3% (22) 16,1% (9) 64,3% (72)  35,7% (40)

¥*= 0,698 (1gl)* p=0,403 x°= 0,834 (1gl)* p=0,361
OR 1,41 (95%IC: 0,62-3,17)

NG Mulheres (49) 30,0% (16) 40,0% (24) 30,0% (9) 57,1% (56) 42,9% (42)

Homens (48) 39,1% (13) 41,3% (26)  19,6% (9) 54,2% (52)  45,8% (44)
x*= 0,358 (1gl)* p=0,549 x?= 0,174 (1gl)* p=0,676
OR 0,76 (95%IC: 0,32-1,83)

Total DM2 (100) 41,0% (41)  41,0% (41) 18,0% (18) 61,5% (123) 38,5% (77)

NG (97) 30,0% (29)  51,5% (50) 18,5% (18) 55,7% (108)  44,3% (86)
x*= 2,650 (1gl)* p=0,103 x%= 1,380 (1gl)* p=0,240
OR 0,61 (95%IC: 0,34-1,10)

Legenda: Numero de individuos em parénteses; gl, graus de liberdade; * teste Qui-Quadrado; OR: odds ratio; IC:
intervalo de confianca de 95%. Equilibrio de Hardy-Weinberg: DM2: x*= 1,18 (1gl, p>0,05); NG: %*°0,19

(1gl, p>0,05).
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Tabela 14. Distribuicdo dos Genotipos e Frequéncia dos Alelos para o polimorfismo PPARG
rs1801282 nos individuos DM2 e NG.

Grupos SNP Distribuicdo de gen6tipos Frequéncia de Alelos
PPARG cC CG GG [ G
rs1801282

DM2 Mulheres (44)  88,6% (39) 11,4% (5) 0% (0) 94,3% (83) 5,7% (5)
Homens (56) 85,7% (48) 12,5% (7) 1,8% (1) 92,0% (103)  8,0% (9)

x°= 0,186 (1gl)* p=0,666 x°= 0,419 (1gl)* p=0,517
OR 0,77 (95%IC: 0,23-2,54)

NG Mulheres (50)  92,0% (46) 8,0% (4) 0% (0) 96,0% (96) 4,0% (4)

Homens (48) 83,3% (40) 14,6% (7) 2,1% (1) 90,6% (87) 9,4% (9)
x%= 1,712 (1gl)* p=0,190 x%= 2,285 (1gl)* p=0,130
OR 0,43 (95%IC: 0,12-1,55)

Total DM2 (100) 87,0% (87)  12,0% (12)  1,0% (1)  93,0% (186) 7,0% (14)

NG (98) 87,7% (86)  11,3% (11)  1,0% (1)  93,4% (183) 6,6% (13)
x%= 0,025 (1gl)* p=0,872 x?= 0,021 (1gl)* p=0,884
OR 1,07 (95%IC: 0,46-2,47)

Legenda: Numero de individuos em parénteses; gl, graus de liberdade; * teste Qui-Quadrado; OR: odds ratio; IC:
intervalo de confianca de 95%. Equilibrio de Hardy-Weinberg: DM2: x*= 0,61 (1gl, p>0,05); NG: %*°0,86

(1gl, p>0,05).

Tabela 15. Distribuicdo dos Genotipos e Frequéncia dos Alelos para o polimorfismo PPARG
rs2972162 nos individuos DM2 e NG.

Grupos SNP Distribuicao dos Gendtipos Frequéncia dos Alelos
PPARG CcC CT TT C T
1s2972162

DM2 Mulheres (44)  34,1% (15) 40,9% (18)  25,0% (11) 54,5% (48) 45,5% (40)
Homens (56) 30,3% (17) 41,1% (23)  28,6% (16) 50,9% (57) 49,1% (55)

¥*= 0,157 (1gl)* p=0,691 x*= 0,263 (1gl)* p=0,607
OR 1,18 (95%IC: 0,50-2,76)

NG Mulheres (50) 30,0% (16) 40,0% (19)  30,0% (15) 51,0% (51) 49,0% (49)

Homens (46) 41,3% (19) 39,1% (18)  19,6% (9) 60,9% (56) 39,1% (36)
x*= 0,895 (1gl)* p=0,340 x%= 1,892 (1gl)* p=0,169
OR 1,49 (95%IC: 0,64-3,44)

Total DM2 (100) 32,0% (32)  41,0% (41) 27,0% (27) 52,5% (105) 47,5% (95)

NG (96) 36,5% (35)  38,5% (37) 25,0% (24) 55,7% (107)  44,3% (85)
x*= 0,432 (1gl)* p=0,510 x%= 0,411 (1gl)* p=0,521
OR 1,21 (95%IC: 0,67-2,20)

Legenda: NUmero de individuos em parénteses; gl, graus de liberdade; * teste Qui-Quadrado; OR: odds ratio; IC:
intervalo de confianca de 95%. Equilibrio de Hardy-Weinberg: DM2: x*= 3,17 (1gl, p>0,05); NG: »*°3,12

(1gl, p>0,05).
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Tabela 16. Distribuicdo dos Gendtipos e Frequéncia dos Alelos para o polimorfismo VDR
rs11568820 nos individuos DM2 e NG.

Grupos SNP Distribuicio dos Genétipos Frequéncia dos Alelos
VDR AA AG GG A G
rs11568820

DM2 Mulheres (44) 6,8% (3) 59,1% (26)  34,1% (15) 36,4% (32) 63,6% (56)
Homens (56) 12,5% (7) 48,2% (27)  39,3% (22) 36,6% (41) 63,4% (71)

¥*= 0,285 (1gl)* p=0,593 x°= 0,001 (1gl)* p=0,971
OR 1,25 (95%IC: 0,54-2,84)

NG Mulheres (49) 14,3% (7) 34,7% (17)  51,0% (25) 31,6% (31) 68,4% (67)

Homens (48) 18,7% (9) 39,6% (19)  41,7% (20) 38,5% (37) 61,5% (59)
x*= 0,853 (1gl)* p=0,355 x?=1,017 (1gl)* p=0,313
OR 0,68 (95%IC: 0,30-1,52)

Total DM2 (100) 10,0% (10) 53,0% (53) 37,0% (37) 36,5% (73)  63,5% (127)

NG (97) 16,5% (16) 37,1% (36)  46,4% (45)  35,1% (68)  64,9% (126)
x*= 1,787 (1gl)* p=0,181 x?= 0,089 (1gl)* p=0,764
OR 1,47 (95%IC: 0,83-2,60)

Legenda: NUmero de individuos em parénteses; gl, graus de liberdade; * teste Qui-Quadrado; OR: odds ratio; IC:
intervalo de confianca de 95%. Equilibrio de Hardy-Weinberg: DM2: x*= 2,05 (1gl, p>0,05); NG: »*°3,32
(1gl, p>0,05).

Tabela 17. Distribuicdo dos Gendtipos e Frequéncia dos Alelos para o polimorfismo ESRI
rs9340799 nos individuos DM2 e NG.

Grupos SNP Distribuicdo dos Genétipos Frequéncia dos Alelos
ESRI AA AG GG A G
rs9340799

DM2 Mulheres (44) 50,0% (22)  34,1% (15)  15,9% (7) 67,0% (59)  33,0% (29)
Homens (53) 50,9% (27) 35,8% (19) 13,3% (7) 70,7% (73) 29,3% (33)

x°= 0,008(1gl)* p=0,926 x*= 0,073 (1gl)* p=0,768
OR 1,03 (95%IC: 0,46-2,31)

NG Mulheres (47) 38,3% (18)  44,7% (21)  17,0% (8) 60,6% (57)  39,4% (37)

Homens (47) 40,4% (19)  48,9% (23)  10,7% (5) 64,9% (61)  35,1% (33)
x*= 0,044 (1gl)* p=0,832 x%= 0,364 (1gl)* p=0,546
OR 1,09 (95%IC: 0,47-2,50)

Total DM2 (97) 50,5% (49) 35,0% (34) 14,5% (14) 68,1% (132) 31,9% (62)

NG (94) 39,4% (37) 46,8% (44) 13,8% (13) 62,8% (118) 37,2% (70)
x%= 2,39 (1gl)* p=0,121 x%= 1,175 (1gl)* p=0,278
OR 0,63 (95%IC: 0,35-1,12)

Legenda: NUmero de individuos em parénteses; gl, graus de liberdade; * teste Qui-Quadrado; OR: odds ratio; IC:
intervalo de confianca de 95%. Equilibrio de Hardy-Weinberg: DM2: x*= 3,65 (1gl, p>0,05); NG: %*°0,01
(1gl, p>0,05).
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As expressdes do mRNA dos genes RANK, RANKL, OPG, PPARG e VDR em LTSP,

nos grupos NG e DM2 antes e apds o tratamento com pioglitazona em relacdo aos gendtipos
estdo representados nas Tabelas 18, 19, 20, 21, 22, 23 e 24. Para o polimorfismo RANK
rs1805034, os individuos portadores do genotipo CC+CT apresentaram diminuicdo da
expressdo de RANK em comparagdo aos portadores do gen6tipo TT, no grupo DM2 basal
(p=0,027) (Tabela 18). Para o polimorfismo RANKL rs9525641, os individuos portadores do
gendtipo CC apresentaram aumento da expressdo de RANKL em comparacéo aos portadores
do gendtipo CT e TT, no grupo NG (p=0,042) e diminuicdo da expressdo de RANKL no grupo
DM2 basal em comparagdo ao grupo NG (p=0,033) (Tabela 19). Para o polimorfismo OPG
rs3102735, no grupo DM2 basal, os individuos portadores do gendtipo CC+CT e TT
apresentaram diminuigdo na expressdo de OPG em relacdo ao grupo NG (p<0,05) (Tabela
20). Para o polimorfismo OPG rs2073618, os individuos portadores do genétipo CG
apresentaram diminuicdo na expresséo de OPG no grupo DM2 em relagdo ao grupo NG
(p=0,013). Apds o tratamento com pioglitazona, houve aumento na expressdo de OPG nos
individuos portadores do gendtipo CG (p=0,036) (Tabela 21). Para os demais polimorfismos,
ndo foram encontradas diferengas nas expressdes dos genes no grupo NG e DM2 antes e ap6s

o tratamento de acordo com os diferentes genotipos (p>0,05) (Tabelas 22, 23 e 24).
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Tabela 18. Efeito do polimorfismo RANK rs1805034 sobre a expressdo génica de RANK em LTSP nos
individuos NG e DM2 (Basal) e apés o tratamento com pioglitazona.

Gendtipos NG DM2 Basal pl DM2 Pioglitazona p2
(2ACt) (2ACt) (2ACt)

CC+CT 0,0009 (0,0004-0,0022)  0,0006 (0,0003-0,0012) 0,074 0,0008 (0,0003-0,0015) 0,194

TT 0,0014 (0,0006-0,0031)  0,0009 (0,0006-0,0019) 0,778 0,0009 (0,0006-0,0020) 0,632

p3 0,174 0,027 0,189

Legenda: NG: normoglicémicos; DM2: diabetes tipo 2. NUmero de individuos esta entre parénteses. NG: CC+CT (61) e
TT (37); DM2: CC+CT (66) e TT (34). A expressdao do mRNA de cada gene foi medida pela PCRq e normalizada com
o controle enddgeno. Os resultados estdo apresentados como mediana e intervalos interquartilicos (25%-75%), quando
comparados por Mann-Whitney (NG x DM2 basal; p*), Wilcoxon Signed Rank Test (DM2 basal x Pioglitazona; p?) e Mann-
Whitney (CC+CT x TT; p°). Portadores do alelo raro (C) foram agrupados para as anélises estatisticas.

Tabela 19. Efeito do polimorfismo RANKL rs9525641 sobre a expressdo génica de RANKL em LTSP nos
individuos NG e DM2 (Basal) e apés o tratamento com pioglitazona.

Genotipos NG DM2 Basal pl DM2 Pioglitazona p2
(2ACt) (2ACt) (2ACt)

CcC 0,0035 (0,0010-0,0069)* 0,0011 (0,0005-0,0024) 0,033  0,0009 (0,0006-0,0019) 0,990

CT 0,0013 (0,0006-0,0023)°  0,0010 (0,0006-0,0024) 0,754  0,0014 (0,0006-0,0040) 0,667

TT 0,0019 (0,0006-0,0033)°  0,0015 (0,0005-0,0039) 0,835  0,0011 (0,0004-0,0047) 0,973

p3 0,042 0,825 0,867

Legenda: NG: normoglicémicos; DM2: diabetes tipo 2. Nimero de individuos esta entre parénteses. NG: CC (14), CT
(52) e TT (32); DM2: CC (22), CT (46) e TT (32). A expressao do mRNA de cada gene foi medida pela PCRq e
normalizada com o controle endégeno. Os resultados estdo apresentados como mediana e intervalos interquartilicos (25%-
75%), quando comparados por Mann-Whitney (NG x DM2 basal; p'), Wilcoxon Signed Rank Test (DM2 basal x
Pioglitazona; p®) e Kruskal-Wallis (CC x CT x TT; p?). a,b letras diferentes apontam medianas significativamente diferentes
(Teste de Dunn).

Tabela 20. Efeito do polimorfismo OPG rs3102735 sobre a expressdo génica de OPG em LTSP nos individuos
NG e DM2 (Basal) e ap6s o tratamento com pioglitazona.

Gendtipos NG DM2 Basal pl DM2 Pioglitazona p2
(2ACt) (2ACt) (2ACt)

CC+CT 0,0223 (0,0084-0,0520)  0,0115 (0,0035-0,0231) 0,032  0,0121 (0,0070-0,0407) 0,502

TT 0,0147 (0,0082-0,0455)  0,0084 (0,0032-0,0279) 0,007  0,0113 (0,0038-0,0357) 0,380

p3 0,293 0,433 0,448

Legenda: NG: normoglicémicos; DM2: diabetes tipo 2. NUmero de individuos esta entre parénteses. NG: CC+CT (39) e
TT (57); DM2: CC+CT (26) e TT (74). A expressdao do mRNA de cada gene foi medida pela PCRq e normalizada com
o controle enddgeno. Os resultados estdo apresentados como mediana e intervalos interquartilicos (25%-75%), quando
comparados por Mann-Whitney (NG x DM2 basal; p*), Wilcoxon Signed Rank Test (DM2 basal x Pioglitazona; p?) e Mann-
Whitney (CC+CT x TT; p®). Portadores do alelo raro (C) foram agrupados para as analises estatisticas.
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Tabela 21. Efeito do polimorfismo OPG rs2073618 sobre a expressdo génica de OPG em LTSP nos individuos
NG e DM2 (Basal) e ap6s o tratamento com pioglitazona.

Genotipos NG DM2 Basal pl DM2 Pioglitazona p2
(2ACt) (2ACt) (2ACt)

CcC 0,0205 (0,0078-0,0461)  0,0089 (0,0032-0,0251) 0,081  0,0098 (0,0038-0,0218) 0,735

CG 0,0193 (0,0096-0,0461)  0,0094 (0,0040-0,0195) 0,013  0,0149 (0,0049-0,0402) 0,036

GG 0,0095 (0,0041-0,0527)  0,0089 (0,0007-0,0299) 0,116  0,0110 (0,0062-0,0580) 0,205

p3 0,390 0,671 0,469

Legenda: NG: normoglicémicos; DM2: diabetes tipo 2. Nimero de individuos esta entre parénteses. NG: CC (29), CG
(50) e GG (18); DM2: CC (41), CG (41) e GG (18). A expressao do mRNA de cada gene foi medida pela PCRq e
normalizada com o controle endégeno. Os resultados estdo apresentados como mediana e intervalos interquartilicos (25%-
75%), quando comparados por Mann-Whitney (NG x DM2 basal; p'), Wilcoxon Signed Rank Test (DM2 basal x
Pioglitazona; p®) e Kruskal-Wallis (CC x CG x GG; p®).

Tabela 22. Efeito do polimorfismo PPARG rs1801282 sobre a expressdo génica de PPARG em LTSP nos
individuos NG e DM2 (Basal) e apds o tratamento com pioglitazona.

Gendtipos NG DM2 Basal pl DM2 Pioglitazona p2
(2ACt) (2ACt) (2ACt)
cC 0,0005 (0,0002-0,0012)  0,0006 (0,0003-0,0011) 0,761  0,0006 (0,0002-0,0012) 0,695

CG+GG 0,0006 (0,0003-0,0022)  0,0006 (0,0004-0,0009) 0,723  0,0004 (0,0002-0,0008) 0,587

p3 0,498 0,923 0,350

Legenda: NG: normoglicémicos; DM2: diabetes tipo 2. Nimero de individuos esta entre parénteses. NG: CC (86) e
CG+GG (12); DM2: CC (87) e CG+GG (13). A expresséo do mRNA de cada gene foi medida pela PCRq e
normalizada com o controle endégeno. Os resultados estdo apresentados como mediana e intervalos interquartilicos (25%-
75%), quando comparados por Mann-Whitney (NG x DM2 basal; p'), Wilcoxon Signed Rank Test (DM2 basal x
Pioglitazona; p?) e Mann-Whitney (CC x CG+GG; p®). Os portadores do alelo raro (G) foram agrupados para as analises
estatisticas.

Tabela 23. Efeito do polimorfismo PPARG rs2972162 sobre a expressdo génica de PPARG em LTSP nos
individuos NG e DM2 (Basal) e apds o tratamento com pioglitazona.

Gendtipos NG DM2 Basal pl DM2 Pioglitazona p2
(2ACt) (2ACt) (2ACt)

cC 0,0006 (0,0003-0,0012)  0,0007 (0,0004-0,0013) 0,514  0,0007 (0,0002-0,0014) 0,446

CT 0,0006 (0,0002-0,0022)  0,0005 (0,0002-0,0008) 0,121  0,0005 (0,0002-0,0011) 0,152

TT 0,0004 (0,0002-0,0009)  0,0006 (0,0004-0,0014) 0,120  0,0008 (0,0004-0,0019) 0,772

p3 0,573 0,052 0,178

Legenda: NG: normoglicémicos; DM2: diabetes tipo 2. Nimero de individuos esta entre parénteses. NG: CC (35), CT
(37) e TT (24); DM2: CC (32), CT (41) e TT (27). A expressao do mRNA de cada gene foi medida pela PCRq e
normalizada com o controle enddgeno. Os resultados estdo apresentados como mediana e intervalos interquartilicos (25%-
75%), quando comparados por Mann-Whitney (NG x DM2 basal; p'), Wilcoxon Signed Rank Test (DM2 basal x
Pioglitazona; p®) e Kruskall-Wallis (CC x CT x TT; p?).
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Tabela 24. Efeito do polimorfismo VDR rs11568820 sobre a expressdo génica de VDR em LTSP nos
individuos NG e DM2 (Basal) e apds o tratamento com pioglitazona.

Gendtipos NG DM2 Basal pl DM2 Pioglitazona p2
(2ACt) (2ACt) (2ACt)

AA+AG 0,0204 (0,0116-0,0488)  0,0236 (0,0129-0,0918) 0,167  0,0263 (0,0093-0,1040) 0,379

GG 0,0183 (0,0092-0,0522)  0,0326 (0,0111-0,0729) 0,229  0,0217 (0,0097-0,0809) 0,886

p3 0,690 0,682 0,501

Legenda: NG: normoglicémicos; DM2: diabetes tipo 2. Nimero de individuos esta entre parénteses. NG: AA+AG (52) e
GG (45); DM2: AA+AG (63) e GG (37). A expressdo do mRNA de cada gene foi medida pela PCRq e normalizada
com o controle enddgeno. Os resultados estdo apresentados como mediana e intervalos interquartilicos (25%-75%), quando
comparados por Mann-Whitney (NG x DM2 basal; p*), Wilcoxon Signed Rank Test (DM2 basal x Pioglitazona; p?) e Mann-
Whitney (AA+AG x GG; p°). Os portadores do alelo raro (A) foram agrupados para as analises estatisticas.

6.5 Associagdo dos Polimorfismos Genéticos com as DeterminacgBes Bioquimicas

Os valores das determinacBes bioquimicas dos grupos NG, DM2 basal e pos-
tratamento de acordo com os genétipos dos polimorfismos RANK (rs1805034), RANKL
(rs9525641), OPG (rs3102735) e OPG (rs2073618), PPARG (rs1801282), PPARG
(rs2972162), VDR (rs11568820) e ESRI (rs9340799) estdo apresentados nas Tabelas 25, 26,
27, 28, 29, 30, 31 e 32, respectivamente.

Para o polimorfismo RANK rs1805034, observou-se que os individuos portadores do
gendtipo CC+CT apresentaram aumento nas concentraces séricas de insulina em
comparacdo aos portadores do genétipo TT no grupo NG (p=0,05). No grupo DM2, os
individuos portadores do genétipo CC+CT apresentaram diminui¢do nas concentragdes
séricas de célcio ionizado em resposta ao tratamento em comparagdo aos portadores do
gendtipo TT (p=0,033) (Tabela 25). Para o polimorfismo RANKL rs9525641, os individuos
portadores do gendtipo CT apresentaram reducdo nas concentragdes de glicemia pds-prandial
em resposta ao tratamento em relacdo aos portadores do gen6tipo TT (p=0,041, Tabela 26).
Para o polimorfismo OPG rs3102735, constatou-se que os individuos portadores do genétipo

CC+CT apresentaram aumento na atividade sérica de tALP no grupo DM2 antes do
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tratamento e tALP e bALP apdés o tratamento com pioglitazona em comparacdo aos
portadores do gen6tipo TT (p<0,05, Tabela 27).

Para o polimorfismo PPARG rs1801282, observou-se que os individuos portadores do
gendtipo CG+GG apresentaram menores concentragbes séricas de glicemia pés-prandial,
contudo a redugdo nas concentracfes séricas em resposta ao tratamento foi maior nos
portadores do gendtipo CC no grupo DM2 (p<0,05). Além disso, os individuos portadores do
gendtipo CG+GG apresentaram aumento na atividade sérica de tACP em relagdo aos
portadores do gendtipo CC no grupo DM2 basal (p=0,033) (Tabela 29). Para o polimorfismo
PPARG rs2972162, constatou-se que os individuos portadores do gendtipo TT e CC
apresentaram maior redugdo nas concentracdes séricas de glicemia de jejum em comparagéo
aos portadores do gendtipo CT em resposta ao tratamento (p=0,019). Além disso, o0s
portadores do gendtipo CT e TT apresentaram menores concentragdes séricas de insulina apés
0 tratamento em comparacdo aos portadores do genétipo CC (p=0,017) (Tabela 30). Para o
polimorfismo ESRI rs9340799, observou-se que os individuos portadores do gendtipo
AG+GG apresentaram maiores concentracdes séricas de célcio ionizado no grupo NG e DM2
basal e diminuicdo da atividade sérica de tALP no grupo DM2 basal em comparacdo aos
portadores do gendtipo AA (p<0,05, Tabela 32). Para os demais polimorfismos, ndo houve
diferencas nos parametros bioquimicos no grupo NG e no grupo DM2 basal e pos-tratamento

de acordo com os gendtipos (p>0,05).



Tabela 25. Pardmetros Bioquimicos dos individuos NG e DM2 antes e ap0s tratamento
com pioglitazona de acordo com os genotipos do polimorfismo RANK rs1805034.

Parametros

CC+CT TT p (CC+CTvs. TT)
Glicemia de jejum (mmol/L)
NG 52+0,7 52+0,6 0,756
DM2 Basal 6,4+0,9 65+1,6 0,590
DM2 Pés-tratamento 58+1,2 57+1,1 0,704
DM2 Variago (%) -8,8+18,3 -8,6 £25,2 0,601°
Glicemia pos-prandial (mmol/L)
NG 58+1,6 57+1,6 0,744
DM2 Basal 10,5+ 25 10,7 +3,5 0,764
DM2 Pés-tratamento 79+28 75+2,0 0,860"
DM2 Variago (%) -23,3£259 -21,9+343 0,848"
Insulina (nmol/L)
NG 10,6 + 6,4 8,6+6,6 0,050°
DM?2 Basal 14,5+8,7 12,0+7,7 0,149
DM2 Pés-tratamento 11,1+135 99+75 0,855"
DM2 Variago (%) -4,4+101,5 -4,1+119,4 0,568"
Calcio lonizado (mmol/L)
NG 1,17+0,10 1,15+0,10 0,282
DM?2 Basal 1,16 +0,09 1,14+0,10 0,301
DM2 Pos-tratamento 1,14 + 0,10 1,17 + 0,08 0,190°
DM2 Variago (%) 0,78 £9,0 34+93 0,033°
tACP (U/L)
NG 35+20 3414 0,831
DM2 Basal 31+13 3115 0,915
DM2 Pés-tratamento 37+13 35+1,7 0,366°
DM2 Variagéo (%) 24,4+ 67,6 22,1+70,6 0,654°
tALP (U/L)
NG 778+256 81,2+29,0 0,943
DM?2 Basal 75,1+ 24,4 77,2+20,4 0,673
DM2 Pos-tratamento 71,6 +21,1 69,3+18,4 0,593?
DM?2 Variagdo (%) -0,6 £23,2 -7,7+219 0,145?
bALP (U/L)
NG 20,8+17,9 15,4 +8,9 0,559"
DM2 Basal 21,8+15,7 20,9+15,1 0,673
DM2 Pés-tratamento 11,7+4,8 120+7,3 0,808°
DM2 Variago (%) -31,8 £30,0 -29,1+454 0,828"
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Parametros CC+CT TT p (CC+CT vs. TT)
OC (ng/mL)

NG 12,0+5,6 11,3+4,1 0,678
DM?2 Basal 11,0£8,0 10,4+7,3 0,439°
DM2 Pés-tratamento 13,2+9,1 9,6+3,7 0,076"
DM2 Variago (%) 26,0 + 60,7 6,3+52,3 0,103
25(OH)VD (pg/mL.)

NG 26,1+8,3 27,3+11,6 0,786"
DM?2 Basal 26,6 +8,3 302+11,1 0,088
DM2 Pés-tratamento 249+8,4 24,2 +97 0,454°
DM2 Variagéo (%) 2,0+476 5,7+51,2 0,431°
IL-6 (pg/mL)

NG 42+32 59+42 0,232
DM?2 Basal 7,0+ 10,6 50+3,6 0,401°
DM2 Pés-tratamento 6,2+8,0 6,5+8,1 0,953
DM2 Variagéo (%) 2,5+87,9 24,8+91,4 0,370°
TNF-a (pg/mL)

NG 75+52 73+46 0,652
DM?2 Basal 6,6+3,9 58+3,4 0,286"
DM2 Pés-tratamento 10,1+5,7 10,6 +8,0 0,861"
DM2 Variago (%) 38,1+69,9 33,4+89,3 0,502

Legenda: NUmero de individuos esta entre parénteses. NG: CC+CT (61) e TT (37); DM2: CC+CT (66) e TT (34). tACP:
fosfatase acida total; tALP: fosfatase alcalina total; bALP: fosfatase alcalina 6ssea especifica; OC: osteocalcina; 25(OH)VD:
25, hidréxi-vitamina D. Os resultados apresentados como média + desvio-padréo e comparados por Teste-t de Student® e
Mann-Whitney®. Variagéo (%): (P6s-Tratamento-Basal)/Basal x 100. Os portadores do alelo raro (C) foram agrupados para as

analises estatisticas.



Tabela 26. Pardmetros Bioquimicos dos individuos NG e DM2 antes e ap6s tratamento

com pioglitazona de acordo com os genotipos do polimorfismo RANKL rs9525641.

Parametros

CcC CT TT p
Glicemia de jejum (mmol/L)
NG 55+0,7 51+0,7 52+0,7 0,183°
DM2 Basal 6,5+12 6,6+1,4 6,2+0,9 0,589
DM2 Ps-tratamento 6,0+1,3 58+1,0 56+1,2 0,373
DM2 Variagdo (%) -7,6 +16,4 -9,4+235 -8,6 +19,8 0,761°
Glicemia pos-prandial (mmol/L)
NG 6,3+1,5 55+1,8 6,0+1,3 0,197°
DM2 Basal 115+ 35 10,6 +2,8 10,3+2,7 0,289°
DM2 Pds-tratamento 8,4+29 72+25 8,3+24 0,062°
DM2 Variagéo (%) -18,8+29,7°* -30,1+26,3 -15,1 + 30,6" 0,041°
Insulina (nmol/L)
NG 9,2+48 8,9+6,1 115+75 0,223
DM2 Basal 11,9+8,.2 13,5+6,3 14,9 + 10,2 0,339"
DM2 Pds-tratamento 8,9+6,0 11,9+16,0 10,2+5,6 0,318"
DM2 Variacéo (%) 7,2 +103,6 2,1+1254 -6,5+79,8 0,464°
Calcio lonizado (mmol/L)
NG 1,16 + 0,07 1,15+0,10 1,17+0,11 0,756%
DM2 Basal 1,16 + 0,07 1,15+0,11 1,15 + 0,07 0,914%
DM2 Pds-tratamento 1,14 £ 0,10 1,15+0,10 1,16 £ 0,07 0,586"
DM2 Variagdo (%) -0,92 +8,9 0,98 +10,9 15+86,6 0,647°
tACP (U/L)
NG 31+14 35+19 36+17 0,536"
DM2 Basal 26+11 32+14 32+14 0,145
DM2 Pés-tratamento 3314 3914 35+1,8 0,176°
DM2 Variagdo (%) 38,9+ 65,9 28,1+75,5 3,3+53,9 0,415
tALP (U/L)
NG 79,8 £31,8 78,0+24,1 80,6 £ 29,6 0,803"
DM2 Basal 67,5+19,9 755+21,6 82,1+258 0,072?
DM2 Pds-tratamento 63,8 + 16,1 72,1+20,1 74,0+ 22,2 0,164°
DM2 Variagdo (%) -1,7 £ 20,6 -1,7+235 -6,1 +24,2 0,682°
bALP (U/L)
NG 140+7,4 19,6 13,5 20,3+21,0 0,443
DM2 Basal 22,2+16,6 21,0+ 15,8 21,8+14,4 0,966"
DM?2 Pos-tratamento 10,9+4,2 12,3+6,7 11,8+49 0,652?
DM2 Variagdo (%) -36,4 + 26,0 -27,6 £40,3 -31,6 +33,6 0,787°
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Parametros

cc CT TT p
OC (ng/mL)
NG 11,4+43 12,252 11,2453 0,646°
DM2 Basal 89+25 11,3+9,3 114+77 0,715
DM2 Pds-tratamento 10,1+6,3 12,9+8,8 11,7174 0,277
DM2 Variago (%) 18,1 +70,2 335£72,0 16,1+ 64,4 0,470°
25(OH)VD (pg/mL.)
NG 28,6 £9,5 255+9,3 27,1105 0,559°
DM?2 Basal 24772 29,1+10,1 28,0+9,4 0,357
DM2 Pds-tratamento 23,3+8,3 245+8,1 255+10,1 0,722%
DM2 Variago (%) -4,4 61,0 -8,9+36,0 -7,1+54,8 0,735
IL-6 (pg/mL)
NG 45+42 47+34 45+39 0,897"
DM?2 Basal 47+3,0 7,0+115 6,5+74 0,925
DM2 Pés-tratamento 35+36 7,799 59+5,7 0,241°
DM2 Variago (%) -19,8 £ 75,0 15,0+ 94,6 -19,6 87,5 0,495"
TNFa (pg/mL)
NG 75+54 76+59 71+27 0,857"
DM?2 Basal 59+3,1 6,4+4,1 6,6 +3,7 0,868"
DM2 Pés-tratamento 10,8 +5,1 10,7 +7,2 92+6,3 0,417
DM2 Variago (%) 58,9 + 90,5 62,1+ 96,4 37,3+£89,9 0,485"

Legenda: Numero de individuos esta entre parénteses. NG: CC (14), CT (52) e TT (32); DM2: CC (22), CT (46) e TT
(32). tACP: fosfatase acida total; tALP: fosfatase alcalina total; bALP: fosfatase alcalina dssea especifica; OC: osteocalcina;
25(0OH)VD: 25, hidréxi-vitamina D. Os resultados apresentados como média + desvio-padrdo e comparados por One Way
ANOVA® e Kruskal-Wallis®. * # simbolos diferentes na mesma linha apontam médias significativamente diferentes (Teste de

Tukey). Variacéo (%): (Pés-Tratamento-Basal)/Basal x 100.



Tabela 27. Pardmetros Bioquimicos dos individuos NG e DM2 antes e ap6s tratamento
com pioglitazona de acordo com os genotipos do polimorfismo OPG rs3102735.

Parametros

CC+CT TT p (CC+CTvs. TT)
Glicemia de jejum (mmol/L)
NG 52+0,7 52+0,7 0,937°
DM2 Basal 65+1,3 65+1,2 0,863"
DM2 Pés-tratamento 55+0,7 59+1,2 0,237
DM2 Variacio (%) -12,8 £17,2 73+218 0,224
Glicemia pos-prandial (mmol/L)
NG 59+1,8 57+15 0,505
DM2 Basal 10,1+ 24 10,8 +3,0 0,373
DM2 Pés-tratamento 78+29 78+24 0,707
DM2 Variago (%) -25,3+238 -21,9+30,8 0,888"
Insulina (nmol/L)
NG 11,1+75 9,0+57 0,277
DM?2 Basal 14,2+9,5 13,4+75 0,938
DM2 Pés-tratamento 11,1+8,3 10,5+ 12,7 0,275
DM2 Variago (%) -10,7 £138,4 5,5+95,7 0,848"
Calcio lonizado (mmol/L)
NG 1,15+0,10 1,16 + 0,09 0,671
DM?2 Basal 1,17 £0,08 1,14 + 0,09 0,180
DM2 Pos-tratamento 1,17 £ 0,09 1,15+ 0,09 0,184°
DM2 Variago (%) 0,23+8,2 0,93+9,7 0,746
tACP (U/L)
NG 34+13 35+21 0,876"
DM2 Basal 34+13 3014 0,168
DM2 Pos-tratamento 40+17 35+14 0,163°
DM2 Variago (%) 24,8 +62,6 33,1£89,2 0,989"
tALP (U/L)
NG 77,8+274 81,5+ 25,2 0,399"
DM?2 Basal 83,6 +21,2 73,1+23,2 0,045°
DM2 Pos-tratamento 74,3+19,6 66,2 + 16,7 0,048?
DM?2 Variagdo (%) -9,1+20,5 -2,0+229 0,173?
bALP (U/L)
NG 18,4+ 13,9 17,8+ 14,5 0,848"
DM2 Basal 23,3+17,0 20,8+14,8 0,325
DM?2 Pos-tratamento 15,4 + 8,2 10,7+ 4,2 0,0012
DM?2 Variagio (%) -21,6+51,1 -33,9+284 0,1652
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Parametros CC+CT TT p (CC+CT vs. TT)
OC (ng/mL)

NG 12,0+5,2 11,6 +5,2 0,709
DM?2 Basal 11,6 £8,4 10,5+7,5 0,936°
DM2 Pés-tratamento 12,6+7,6 11,6 +8,0 0,411°
DM2 Variago (%) 25,6 +69,1 24,1+69,5 0,888"
25(OH)VD (pg/mL.)

NG 27,9+9,7 25,6 9,8 0,361"
DM?2 Basal 26,2+9,8 28,3+9,3 0,454
DM2 Pés-tratamento 23,9+10,1 24,8 +8,4 0,371°
DM2 Variagéo (%) -3,5+61,0 -13,2+46,4 0,151°
IL-6 (pg/mL)

NG 39+31 9,2+251 0,078
DM?2 Basal 39+18 7,3+10,3 0,096"
DM2 Pés-tratamento 53+3,8 6,6+9,0 0,646"
DM2 Variago (%) 21,1 +£100,1 -12,0 £93,0 0,490
TNF-a (pg/mL)

NG 6,7+3,2 8,1+6,1 0,579
DM?2 Basal 7,0+4,0 6,1+3,7 0,320
DM2 Pés-tratamento 9,4+5,1 10,6 + 6,9 0,656"
DM2 Variacio (%) 42,9+918 75,6 +110,3 0,210°

Legenda: NUmero de individuos esta entre parénteses. NG: CC+CT (39) e TT (57); DM2: CC+CT (26) e TT (74). tACP:
fosfatase acida total; tALP: fosfatase alcalina total; bALP: fosfatase alcalina 6ssea especifica; OC: osteocalcina; 25(OH)VD:
25, hidréxi-vitamina D. Os resultados apresentados como média + desvio-padrdo e comparados por Teste-t de Student® e
Mann-Whitney™®. Variacéo (%): (P6s-Tratamento-Basal)/Basal x 100. Portadores do alelo raro (C) foram agrupados para as

analises estatisticas.



Tabela 28. Pardmetros bioquimicos dos individuos NG e DM2 antes e ap6s tratamento

com pioglitazona, de acordo com os genétipos do polimorfismo OPG rs2073618.

Parémetros cc cG GG o
Glicemia de jejum (mmol/L)

NG 52+0,8 52+0,7 52+0,6 0,964°
DM2 Basal 6,4+1,4 65+1,3 6,5+0,9 0,430
DM2 Pés-tratamento 58+1,2 59+1,3 54+0,6 0,437°
DM2 Variago (%) -8,3+17,6 -6,3+26,2 152116 0,282"
Glicemia pos-prandial (mmol/L)

NG 6,3+1,5 55+1,6 55+1,7 0,138°
DM2 Basal 10,5+ 3,0 10,9 +3,0 10,0+2,3 0,535°
DM2 Pés-tratamento 74+25 82+29 75+1,9 0,464
DM2 Variago (%) -21,9+36,1 -23,9+248 -221+238 0,803"
Insulina (nmol/L)

NG 10,0+ 6,5 89+6,1 11,9+75 0,188"
DM?2 Basal 14,3+8,2 14,1+ 8,6 11,2+6,3 0,467"
DM2 Pés-tratamento 12,2 15,7 9,7+6,6 9,4+9,6 0,446°
DM2 Variago (%) -1,9+£108,1 -142+£101,1  -20,8+123,7 0,687"
Calcio lonizado (mmol/L)

NG 1,16 £ 0,08 1,14 +0,11 1,20 £ 0,10 0,055°
DM?2 Basal 1,16 + 0,09 1,15+0,10 1,13 +£0,07 0,556°
DM2 Pds-tratamento 1,16 £ 0,10 1,15+ 0,09 1,15+ 0,09 0,833?
DM2 Variago (%) 0,72+9,2 0,16 £ 10,3 2,09+7,4 0,782°
tACP (U/L)

NG 35+14 36+21 30+14 0,436"
DM?2 Basal 32+13 3014 30+13 0,754°
DM2 Pos-tratamento 32+13 34+1,.2 34+13 0,718°
DM2 Variago (%) 19,2 + 60,9 31,2+915 38,5+80,0 0,848"
tALP (U/L)

NG 83,9 +28,9 80,0 + 26,4 729+17,8 0,527"
DM2 Basal 74,7+19,4 77,2+26,1 752 +24,4 0,885°
DM2 Pds-tratamento 68,5+ 19,7 71,9+ 20,8 73,5+ 20,3 0,625°
DM2 Variago (%) -6,9+19,7 -1,3+243 -1,7+26,3 0,349°
bALP (U/L)

NG 18,4 + 16,2 17,8+13,5 18,9 +13,5 0,935
DM2 Basal 19,6 +13,5 21,2+15,6 26,6 +18,4 0,433
DM2 Pds-tratamento 11,6 +6,7 11,6 £4,8 125+5,2 0,610°
DM2 Variago (%) -29,4+395 -29,9+31,9 -36,6 + 33,3 0,789"
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Parametros

cc CG GG p
OC (ng/mL)
NG 11,3+338 12,2+4,5 11,2+5.8 0,703°
DM?2 Basal 12,4 +10,9 10,4 + 4,6 8,0x24 0,109
DM2 Pés-tratamento 124+9,1 121+7,0 10,4+6,8 0,469"
DM2 Variago (%) -12,6 £50,0 31,6 £78,7 355+81,9 0,606"
25(0OH)VD (pg/mL.)
NG 25,0+9,9 28,0 £9,6 24,6 £9,6 0,397°
DM?2 Basal 28,9+10,0 27,3£9,.2 26,3+8,4 0,653
DM2 Pds-tratamento 255+10,4 241+84 23,8+54 0,837
DM2 Variago (%) -1,8 £53,0 -1,4+51,1 -14,1 £233 0,746"
IL-6 (pg/mL)
NG 12,0 +32,6 46+32 41+25 0,995"
DM?2 Basal 49+42 8,4+128 46+28 0,183
DM2 Pés-tratamento 6,7+7,7 6,0+9,3 57+4,4 0,347°
DM2 Variago (%) 34,4+916 -13,7 £74,9 43,2 £551 0,336"
TNF-a (pg/mL)
NG 8,0+4,2 7,0%6,2 73+26 0,188"
DM?2 Basal 6,4+3,9 6,3%3,9 6,3+3,3 0,869"
DM2 Pés-tratamento 96+7,6 10,8 +5,9 10,7 +4,7 0,346"
DM2 Variago (%) 36,3 £93,2 77,8+96,5 67,1+99,1 0,279"

Legenda: Numero de individuos esta entre parénteses. NG: CC (29), CG (50) e GG (18); DM2: CC (41), CG (41) e GG
(18). tACP: fosfatase acida total; tALP: fosfatase alcalina total; bALP: fosfatase alcalina dssea especifica; OC: osteocalcina;
25(0OH)VD: 25, hidréxi-vitamina D. Os resultados apresentados como média + desvio-padrdo e comparados por One Way
ANOVA® e Kruskal-Wallis®. Variagio (%): (P6s-Tratamento-Basal)/Basal x 100.
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Tabela 29. Pardmetros Bioquimicos dos individuos NG e DM2 antes e ap6s tratamento com
pioglitazona, de acordo com os gen6tipos do polimorfismo PPARG rs1801282.

Parametros

CcC CG +GG p (CCvs. CG+GG)
Glicemia de jejum (mmol/L)
NG 52+0,7 52+0,8 0,906
DM2 Basal 6,4+1,1 71+1,9 0,576"
DM2 Pés-tratamento 57+1,2 6,1+0,8 0,074
DM2 Variacio (%) 85+215 -10,8 £ 15,9 0,820
Glicemia pos-prandial (mmol/L)
NG 58+1,6 57+1,2 0,897°
DM2 Basal 109+ 2,7 85+3,1 0,004%
DM2 Pés-tratamento 7,8+25 8,0+28 0,765"
DM2 Variagéo (%) 27,3+24.2 -3,1+40,7 0,002°
Insulina (nmol/L)
NG 9,6+6,0 11,0+8,3 0,978
DM?2 Basal 135+8,1 14,5+8,3 0,763
DM2 Pés-tratamento 10,6 +12,3 11,3+6,8 0,223"
DM2 Variacio (%) -2,2+1158 22,4 £215 0,394
Calcio lonizado (mmol/L)
NG 1,16 +0,10 1,16 £0,10 0,606"
DM?2 Basal 1,15+0,10 1,13+0,10 0,350
DM2 Pos-tratamento 1,15+ 0,09 1,16 £ 0,10 0,598?
DM2 Variago (%) 0,23+8,8 39+12,0 0,180
tACP (U/L)
NG 32+15 42+33 0,112
DM2 Basal 3014 39+1,0 0,033°
DM2 Pés-tratamento 36+1,5 39+1,3 0,314°
DM2 Variagéo (%) 34,5 + 86,4 7.7 +£46,6 0,226°
tALP (U/L)
NG 79,5+ 27,7 739+17,9 0,557"
DM?2 Basal 76,1+ 24,2 73,8+14,0 0,736
DM?2 Pos-tratamento 71,6 £ 20,5 65,3+17,1 0,295?
DM2 Variago (%) -1,9+23.2 -10,5 £ 20,6 0,213
bALP (U/L)
NG 19,0+ 15,9 17,8+ 14,2 0,914
DM2 Basal 21,0+ 15,5 25,7+145 0,163
DM2 Pés-tratamento 11,7+5,9 12,6 £4,0 0,284°

DM2 Variacio (%) -29,7 £352 -41,8 +34,8 0,226
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Parametros cc CG +GG b (CCvs. CG+GG)
OC (ng/mL)

NG 12,0£5,0 9,354 0,085"
DM2 Basal 10,5+7,4 13,1+10,6 0,471°
DM2 Pés-tratamento 12,2+8,3 10,1+ 3,8 0,512°
DM2 Variago (%) 26,9 + 68,3 2,8+74,6 0,090°
25(OH)VD (pg/mL.)

NG 26,2+9,5 284+11,2 0,509
DM?2 Basal 27,8+9,4 27,8+10,0 0,953
DM2 Pés-tratamento 248+91 226+5,6 0,5072
DM2 Variagéo (%) -0,1+498 -10,1+26,4 0,827°
IL-6 (pg/mL)

NG 7,6 +19,9 30+1,2 0,282
DM?2 Basal 58+5,7 10,1+20,8 0,908"
DM2 Pés-tratamento 6,0+6,5 78+14,3 0,396"
DM2 Variagéo (%) 16,6 + 94,4 -1,2+97,0 0,392°
TNF-a (pg/mL)

NG 75+53 76+16 0,367
DM?2 Basal 6,4+3,9 55+25 0,685"
DM2 Pés-tratamento 10,0+ 6,8 11,8+3,7 0,153
DM2 Variacio (%) 47,5+933 72,5+53,0 0,221°

Legenda: Numero de individuos esta entre parénteses. NG: CC (86) e CG+GG (12); DM2: CC (87) e CG+GG (13).
tACP: fosfatase acida total; tALP: fosfatase alcalina total; bALP: fosfatase alcalina dssea especifica; OC: osteocalcina;
25(0OH)VD: 25, hidroxi-vitamina D. Os resultados apresentados como média + desvio-padrdo e comparados por Teste-t de
Student® e Mann-Whitney®. Variagdo (%): (P6s-Tratamento-Basal)/Basal x 100. Os portadores do alelo raro (G) foram
agrupados para as analises estatisticas.



Tabela 30. Pardmetros Bioquimicos dos individuos NG e DM2 antes e ap0s tratamento

com pioglitazona, de acordo com o0s gen6tipos do polimorfismo PPARG rs2972162.

Parametros

CcC CT TT p
Glicemia de jejum (mmol/L)
NG 52+0,7 52+0,7 52+0,7 0,893°
DM2 Basal 6,7+1,4 6,4+1,1 6,3+1,1 0,391°
DM2 Pds-tratamento 5,7+0,7 6,1+1,3 54+12 0,071°
DM2 Variacio (%) 13,7+14,0° 37+185"  -10,6+28,8 0,019
Glicemia pos-prandial (mmol/L)
NG 59+1,6 53+1.2 62+2,1 0,110°
DM2 Basal 106+ 3,1 10,4 £3,0 11,0+£2;3 0,779°
DM2 Pés-tratamento 73+18 7,7+26 8,5+32 0,407°
DM2 Variagdo (%) -23,03+35,1 -21,3+27,4 -252+227 0,800°
Insulina (nmol/L)
NG 102+7,1 8,8+5,8 9,6 4,7 0,533°
DM2 Basal 14,8 + 10,2 13,4+ 6,6 12472 0,809"
DM2 Pds-tratamento 16,2 +18,4° 79+4,1° 79+34° 0,017°
DM2 Variagdo (%) 33,2+149,2 -26,8 + 64,9 -9,6 +82,3 0,071°
Calcio lonizado (mmol/L)
NG 1,14 +0,10 1,17 +0,10 1,17+0,10 0,275°
DM2 Basal 1,16 +0,10 1,13+0,10 1,17 + 0,06 0,110°
DM2 Pds-tratamento 1,16 £ 0,10 1,14+ 0,09 1,14 £ 0,08 0,600°
DM2 Variagdo (%) 1,02+9,4 23+9,6 -1,91+84 0,212°
tACP (U/L)
NG 32+1,3 38+23 33+15 0,364°
DM2 Basal 30+13 3013 32+15 0,715
DM2 Pds-tratamento 38+1,6 38+14 32+1.3 0,236"
DM2 Variacéo (%) 20,7 + 55,2 27,0+67,3 22,4+ 84,4 0,571°
tALP (U/L)
NG 74,0 £22,7 79,6 £28,4 86,5+ 28,4 0,217°
DM2 Basal 76,5+19,4 76,1+27,3 74,6 £20,6 0,946°
DM2 Pds-tratamento 68,5 +17,7 71,3+21,2 729+21,7 0,703?
DM2 Variagdo (%) -8,1+219 -1,2+229 -0,37+£239 0,303°
bALP (U/L)
NG 18,3+ 16,4 17,6 £13,0 22,6 £18,2 0,397°
DM2 Basal 235+157 20,5+12,9 20,4 £18,6 0,302
DM2 Pés-tratamento 12,6 +4,3 11,8+6,3 10,8+6,1 0,148°
DM2 Variagdo (%) -32,7+331 -30,2 £ 40,6 -29,8 +30,0 0,884"
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Parametros cc CT T o
OC (ng/mL)

NG 11,2+38 11,7 +5,7 13,157 0,399°
DM?2 Basal 10,1£7,0 11,5+9,2 10,5+6,3 0,386°
DM2 Pés-tratamento 11,4+6,3 12,0+9,5 12,4+6,9 0,685"
DM2 Variago (%) 33,9+71,7 14,7 + 65,8 30,2 £70,7 0,338"
25(OH)VD (pg/mL.)

NG 25,7+9,7 26,9+9,8 27,6 £10,2 0,798°
DM?2 Basal 26,6 £ 10,2 29,6 +8,4 26,8 +9,6 0,197
DM2 Pés-tratamento 23,1+10,5 25,0+9,2 25,7+5,9 0,135°
DM2 Variago (%) -5,2 48,7 -1,9+59,8 -5,2 +33,9 0,191°
IL-6 (pg/mL)

NG 52+4,2 41+33 14,0 + 36,5 0,693
DM?2 Basal 7,7+13,9 48+33 73+75 0,200°
DM2 Pés-tratamento 7,4+10,5 42+52 72+6,0 0,196"
DM2 Variago (%) -22,1+936 -16,21 + 60,0 -11,1+£989 0,736"
TNF-a (pg/mL)

NG 72+37 6,5+2,6 99+8,2 0,594"
DM?2 Basal 6,7 +4,2 55+2,3 71+4,9 0,697"
DM2 Pos-tratamento 10,0+7,2 93+45 120+75 0,416°
DM2 Variago (%) 48,8 £ 98,9 62,3+69,5 29,5+112,4 0,481°

Legenda: Numero de individuos esta entre parénteses. NG: CC (35), CT (37) e TT (24); DM2: CC (32),CT (41) e TT
(27). tACP: fosfatase acida total; tALP: fosfatase alcalina total; bALP: fosfatase alcalina dssea especifica; OC: osteocalcina;
25(0OH)VD: 25, hidréxi-vitamina D. Os resultados apresentados como média + desvio-padrdo e comparados por One Way
ANOVA® e Kruskal-Wallis®. * # simbolos diferentes na mesma linha apontam médias significativamente diferentes (Teste
de Tukey). Variacdo (%): (Pés-Tratamento-Basal)/Basal x 100.
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Tabela 31. Pardmetros Bioquimicos dos individuos NG e DM2 antes e ap0s tratamento
com pioglitazona, de acordo com os gen6tipos do polimorfismo VDR rs11568820.

Parametros

AA+AG GG p (AA+AG vs. GG)
Glicemia de jejum (mmol/L)
NG 52+0,7 52+0,7 0,618
DM2 Basal 6,5+1,2 6,4+1,2 0,632
DM2 Pés-tratamento 58+1,2 58+1,1 0,536"
DM2 Variacio (%) -10,0£17,1 6,7 £26,2 0,730°
Glicemia pos-prandial (mmol/L)
NG 56+1,6 59+1,6 0,471
DM2 Basal 10,9+ 3,0 10,1+ 2,6 0,176
DM2 Pos-tratamento 78+26 78+25 0,864°
DM2 Variago (%) -243+325 20,3 22,0 0,101
Insulina (nmol/L)
NG 9,1%6,2 10,5 + 6,9 0,311°
DM?2 Basal 13,1+7,5 14,4 +9,0 0,578
DM2 Pés-tratamento 10,2+ 8,6 11,5+15,7 0,312
DM2 Variago (%) -12,6 £ 68,3 -13,1+86,4 0,816"
Calcio lonizado (mmol/L)
NG 1,15+ 0,09 1,17+0,10 0,460"
DM?2 Basal 1,14 +0,09 1,17 £ 0,09 0,090°
DM2 Pés-tratamento 1,15+ 0,09 1,15+0,10 0,832
DM?2 Variagio (%) 2,092 -1,3+9,2 0,091°
tACP (U/L)
NG 36+20 32+15 0,288"
DM?2 Basal 3014 32+13 0,419
DM2 Pés-tratamento 37+16 35+1,3 0,565"
DM2 Variagéo (%) 28,0+75,3 16,2 56,1 0,361°
tALP (U/L)
NG 79,6 £27,7 80,2+ 23,9 0,649"
DM2 Basal 77,6 £23,1 72,8+229 0,319
DM2 Pos-tratamento 72,4 +£20,0 68,1+20,4 0,314°
DM2 Variago (%) -3,9+20,6 -1,6 26,6 0,635
bALP (U/L)
NG 20,2+ 15,3 15,8+12,5 0,104
DM2 Basal 22,4+16,1 20,0+ 14,3 0,684
DM2 Pés-tratamento 11,3+4,4 126+7,5 0,300°

DM2 Variacio (%) -35,2 +27,3 -23,2 £459 0,128




96

Parametros AA+AG GG D (AA+AG vs. GG)
OC (ng/mL)

NG 11,9+5,3 11,6 +5,0 0,763
DM?2 Basal 10,9+8,1 10,6 £7,2 0,540°
DM2 Pés-tratamento 125+9,2 10,9+ 4,8 0,963"
DM2 Variagéo (%) 25,7 + 64,8 22,6 +76,3 0,535°
25(OH)VD (pg/mL.)

NG 26,3+10,2 26,8 £9,2 0,810
DM?2 Basal 28,6 +10,6 26,2 £6,2 0,469"
DM2 Pés-tratamento 24,4+9,8 24,9 +6,9 0,379°
DM2 Variagéo (%) 5,6 +46,9 -8,5+51,6 0,249"
IL-6 (pg/mL)

NG 43+28 46+38 0,319
DM?2 Basal 6,2+6,3 6,6 +12,1 0,499"
DM2 Pés-tratamento 6,0+6,9 6,7+9,6 0,608"
DM2 Variagéo (%) -8,8+83,2 3,5+91,9 0,767°
TNF-a (pg/mL)

NG 6,9+4,1 80%59 0,324
DM?2 Basal 6,7+4,2 57+29 0,427
DM2 Pés-tratamento 9,9+6,9 10,8 +5,7 0,337°
DM2 Variago (%) 46,8 + 96,9 76,3+99,3 0,494

Legenda: NUmero de individuos esta entre parénteses. NG: AA+AG (52) e GG (45); DM2: AA+AG (63) e GG (37).
tACP: fosfatase acida total; tALP: fosfatase alcalina total; bALP: fosfatase alcalina 6ssea especifica; OC: osteocalcina;
25(0OH)VD: 25, hidréxi-vitamina D. Os resultados apresentados como média + desvio-padrdo e comparados por Teste-t de
Student® e Mann-Whitney®. Variagdo (%): (P6s-Tratamento-Basal)/Basal x 100. Os portadores do alelo raro (A) foram
agrupados para as analises estatisticas.



97

Tabela 32. Pardmetros Bioquimicos dos individuos NG e DM2 antes e ap0s tratamento
com pioglitazona de acordo com os genotipos do polimorfismo ESRI rs9340799.

Parametros

AA AG+GG p (AAvs. AG+GG)
Glicemia de jejum (mmol/L)
NG 53%0,7 52+0,7 0,343
DM2 Basal 6,4+1,4 6,6+1,0 0,052
DM2 Pés-tratamento 57+1,1 59+1,2 0,377
DM2 Variacio (%) 8,1+235 9,0+185 0,912°
Glicemia pos-prandial (mmol/L)
NG 6,1+1,6 55+1,6 0,084
DM2 Basal 10,2+ 2,7 11,0+3,1 0,197
DM2 Pés-tratamento 76+28 80+24 0,280°
DM2 Variago (%) -24,2 £ 30,2 -21,7+28,6 0,536"
Insulina (nmol/L)
NG 9,0£6,3 10,6 + 6,7 0,271°
DM?2 Basal 135+7,4 12,8472 0,705
DM2 Pés-tratamento 11,0+9,1 10,3+ 14,1 0,352
DM2 Variacio (%) -20,7 £52,2 25,5 +41,8 0,614°
Calcio lonizado (mmol/L)
NG 1,13+0,10 1,17+0,10 0,040°
DM?2 Basal 1,13+0,08 1,17 £ 0,09 0,038°
DM2 Pés-tratamento 1,15+ 0,06 1,16 +0,11 0,859"
DM2 Variago (%) 2,05+ 8,90 0,37 £9,76 0,213
tACP (U/L)
NG 3414 35+2,0 0,973
DM2 Basal 29+15 33+1,2 0,155
DM2 Pos-tratamento 3,7+1,6 35+14 0,931°
DM2 Variagéo (%) 19,0 £ 56,8 18,6 £ 67,7 0,224°
tALP (U/L)
NG 80,2+29,9 79,6 £ 23,4 0,732
DM?2 Basal 81,2+ 24,4 71,4+21,0 0,038°
DM?2 Pos-tratamento 73,9+19,8 67,6 £20,4 0,137°
DM?2 Variagdo (%) 5,7+213 -1,6 £24,2 0,382?
bALP (U/L)
NG 18,1+15,8 17,3+12,1 0,539"
DM2 Basal 20,9+155 22,3+156 0,660"
DM2 Pés-tratamento 11,3+4,7 12,2 6,6 0,584°
DM2 Variagéo (%) -34,6 + 26,7 28,6 40,7 0,756°
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Parametros AA AG+GG D (AAVs. AG+GG)
OC (ng/mL)

NG 11,8+4,8 11,5+5,3 0,736
DM?2 Basal 12,1+£10,5 9,6+3,1 0,885°
DM2 Pés-tratamento 12,2+8,8 115+7,1 0,648"
DM2 Variagéo (%) 17,7 £58,0 26,5+73,0 0,676°
25(OH)VD (pg/mL.)

NG 25,5+10,6 27,0£9,1 0,353
DM?2 Basal 26,2+7,8 29,3+10,6 0,121°
DM2 Pés-tratamento 247+9,1 24,9 +8,7 0,918°
DM2 Variagéo (%) 6,9+49,9 -7,5+48.2 0,131°
IL-6 (pg/mL)

NG 44+27 46+3,7 0,974
DM?2 Basal 53%3,9 74+12,1 0,817
DM2 Pés-tratamento 65+7,1 6,4%9,0 0,437
DM2 Variagéo (%) 14,5+92,9 -12,8+86,1 0,518°
TNF-a (pg/mL)

NG 72+41 74+56 0,868"
DM?2 Basal 6,4+4,2 6,2+3,4 0,907"
DM2 Pés-tratamento 93+74 11,2+5,8 0,053
DM2 Variacio (%) 222+743 47,7+77,6 0,093

Legenda: NUmero de individuos em parénteses. NG: AA (37) e AG+GG (57); DM2: AA (49) e AG+GG (48). tACP:
fosfatase acida total; tALP: fosfatase alcalina total; bALP: fosfatase alcalina 6ssea especifica; OC: osteocalcina; 25(OH)VD:
25, hidréxi-vitamina D. Os resultados apresentados como média + desvio-padrdo e comparados por Teste-t de Student® e
Mann-Whitney™®. Variagéo (%): (Pés-Tratamento-Basal)/Basal x 100. Os portadores do alelo raro (G) foram agrupados para as
analises estatisticas.
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6.6 Experimentos em Animais

6.6.1 Experimentos ao Final de 16 Semanas

Observou-se nos grupos estudados aumento do peso corporal no grupo DH em
comparagdo ao grupo C (p<0,05). Para os demais parametros, ndo foram observadas

alteragdes entre 0s grupos no periodo experimental de 16 semanas (Figura 9).
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Figura 9. Parametros Bioquimicos e Peso dos animais dos grupos C e DH ap6s o periodo
experimental de 16 semanas de dieta. C: controle; DH: dieta hiperlipidica por 16 semanas.
Os dados estdo apresentados como média e desvio-padrao e foram comparados pelo Teste-t de
Student. * P<0,05.
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6.6.2 Experimentos ao Final de 32 Semanas

Os parametros bioquimicos e peso dos animais coletados ao final do periodo
experimental de 32 semanas estdo ilustrados na Figura 10. Observou-se aumento da
concentracao sérica de glicose e colesterol total no grupo DH em comparagdo ao grupo C
(p<0,05). Também foi observado aumento do peso corporal nos animais do grupo DH quando
comparado ao grupo C (p<0,05). Para os demais parametros ndo houve diferencas

estatisticamente significativas entre os grupos estudados.
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Figura 10. Parametros Bioquimicos e Peso dos animais dos grupos C, DH e DHP apés o
periodo experimental de 32 semanas de dieta. C: controle; DH: dieta hiperlipidica por 32
semanas; DHP: Dieta hiperlipidica por 16 semanas + 16 semanas de tratamento com
pioglitazona. Os dados estdo apresentados como média e desvio-padrdo e foram comparados
pelo Teste-t de Student. * P<0,05.
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6.6.2.1 Efeito da Pioglitazona sobre a Expressédo Génica em Fémures

Na Figura 11 estdo representados os valores de expressio do mRNA dos genes
RANK, RANKL,OPG, PPARG, IL6, TNFA, VDR e PTH em Fémures nos grupos C, DH e
DHP. Observou-se que a expressdo de RANK, RANKL, IL6 e TNFA no grupo DH est4
aumentada em comparagdo ao grupo C (p<0,05). Apés o tratamento com pioglitazona
observou-se expressdo diminuida de TNFA em relacéo ao grupo DH. Para os demais genes,
ndo houve diferencas estatisticamente significativas entre os grupos analisados e as fases de

tratamento.
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Figura 11. Expressdo do mRNA de RANK, RANKL, OPG, PPARG, IL6, TNFA, VDR e
PTH em Fémures de camundongos. C: controle; DH: dieta hiperlipidica por 32 semanas;
DHP: Dieta hiperlipidica por 16 semanas + 16 semanas de tratamento com pioglitazona. Os
dados estéo apresentados como mediana e intervalos interquartilicos através do grafico Scatter
plot e comparados pelo teste Mann-Whitney. P<0,05.
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6.6.2.2 Analise da Histomorfometria Ossea

A histomorfometria 6ssea da tibia mostrou aumento da separagdo trabecular e
diminuicdo do volume 6sseo no grupo DH em comparacdo ao grupo C (p<0,05). Em relagdo
ao tratamento com pioglitazona e a espessura trabecular, ndo foram observadas diferencas

estatisticamente significativas entre os grupos analisados (p>0,05) (Tabela 33).

Tabela 33. Variaveis Histomorfométricas da Tibia.

Variaveis C DH DHP P
Espessura Trabecular 0,294 + 0,144 0,151 + 0,062 0,137 + 0,068 0,094
(Tb.Th; mm)

Separagéo Trabecular 0,165 +0,053° 0,602 + 0,379" 0,335 + 0,057 0,005
(Th.Sp; mm)
Volume Osseo 71,35 +11,04% 3541 + 7,93b 4453 + 24,42 0,029
(BVITV; %)

Legenda: C: controle; DH: dieta hiperlipidica por 32 semanas; DHP: dieta hiperlipidica por 16 semanas + 16 semanas de
tratamento com pioglitazona. Os resultados apresentados como média + desvio-padrdo e comparados por One Way ANOVA.
Letras diferentes na mesma linha apontam médias significativamente diferentes (Teste de Tukey).
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7 DISCUSSAO

Muitos estudos vém demonstrando associagdo entre DM2 e o aumento do risco de
fraturas (LIEFDE, DE et al., 2005; VESTERGAARD, 2007; RAKEL et al., 2008). O
comprometimento no metabolismo da glicose afeta de maneira prejudicial o metabolismo
6sseo, ocasionando diminuicdo da DMO nestes pacientes (VESTERGAARD, 2007). No
presente estudo, observou-se diminuicdo da osteocalcina plasmética no grupo DM2 em
comparagdo ao grupo NG. Alguns estudos associaram DM2 com diminuicdo das
concentragdes séricas de osteocalcina, sugerindo que o controle glicémico inadequado
influencia o remodelamento dsseo, causando diminuicdo na atividade osteoblastica e
supressdo de osteocalcina, importante marcador de formacdo Ossea secretado pelos

osteoblastos (KANAZAWA et al., 2010; MOTYL et al., 2010).

Além disso, a expressdo do mRNA do gene OPG foi menor, enquanto a expressao do
mRNA do gene VDR foi maior no grupo DM2 em relagdo ao grupo NG. Ao analisar a
expressdo génica de acordo com o género, constatou-se que a expressdo dos mRNAs dos
genes RANKL e IL6 foi maior entre as mulheres, enquanto que a expressdo do mRNA do gene
PPARG foi maior entre os homens no grupo DM2 em comparagéo ao grupo NG. Pesquisas
evidenciam que as agBes metabdlicas da 1,25(OH), vitamina D ocorrem através de sua ligacéo
com seu receptor (VDR). O VDR estad envolvido na regulagdo de OPG e RANKL,
promovendo a osteoclastogénese através da regulacdo positiva de RANKL e da regulagdo
negativa de OPG (KONDO et al., 2004; BALDOCK et al., 2006). O PPARy também esta
envolvido no processo de osteoclastogénese, promovendo a diferenciagcdo dos osteoclastos
através da regulacdo da expressdo de c-fos na via de sinalizagdo de RANKL (WAN et al.,
2007). De acordo com Debiais (2009), h& fortes indicios de que PPARy estimula a

diferenciagdo dos adipocitos e suprime a diferenciacdo dos osteoblastos. Segundo Lee &
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Lorenzo (2006), a formagdo dos osteoclastos também é influenciada por citocinas. A I1L-6 est&
envolvida na regulacdo das células osteoclasticas progenitoras promovendo a diferenciacdo

em osteoclastos maduros (LEE & LORENZO, 2006).

No presente estudo, a indugéo da transcricdo de VDR, RANKL, PPARG e IL6 parece
desempenhar um importante papel na ativacdo osteoclastica, enquanto que a inibicdo de OPG
provoca diminuicdo da osteoblastogénese e aumento da osteoclastogénese. Estes achados
confirmam que o estado hiperglicémico ndo controlado induz a perda 6ssea nos individuos
DM2 (SUZUKI et al., 2005; GARCIA-HERNANDEZ et al., 2012). Entretanto, a perda 0ssea
parece ser maior entre as mulheres pos-menopausa. Sabe-se que a deficiéncia de estrdgeno
ocorre nas mulheres pos-menopausa devido & diminuigdo na fungdo ovariana, sendo a maior
causa de perda ossea (KHALIL et al., 2010). A deficiéncia de estrdgeno aumenta o
recrutamento de RANK pelos osteoclastos. Estudos in vitro e in vivo mostram que o estrégeno
inibe a producéo de RANKL pelos osteoblastos e pelos linfocitos T e B e aumenta a producéo
de OPG, portanto a deficiéncia desse horménio acarreta alteracdes na razdo RANKL/OPG
favorecendo a reabsorgdo 6ssea (CLOWES et al., 2009).

A possivel contribuicdo da hiperglicemia no remodelamento dsseo também foi
demonstrada através da analise da regressdo linear multipla, na qual verificou-se a relagéo
entre a expressdo basal de RANKL, OPG, PPARG, IL6, TNFA e VDR e os marcadores 6sse0s
nos individuos DM2. Pode-se verificar que o aumento da glicemia e da transcricdo do mRNA
do gene IL6 contribuiu com a diminuic&o sérica do célcio ionizado, enquanto a transcri¢do do
mRNA do gene OPG contribuiu com o aumento sérico do célcio ionizado. Ativagdo dos
osteoclastos dissolve a matriz mineralizada do osso, liberando célcio ionizado no liquido
extracelular, alterando a homeostase e sinalizacdo do célcio (LI et al., 2006). A remodelacéo
Ossea é parte integrante da redistribuicdo de célcio no organismo, o qual é regulado pela

absor¢do do intestino, deposicao 6ssea e excre¢do renal. O aumento da reabsorcéo dssea causa
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um efluxo de célcio do osso para o meio extracelular, com aumento compensatério da
excrecdo renal e consequente diminuicdo sérica do célcio ionizado (CLARKE & KHOSLA,
2010). Esses resultados sugerem que a relagdo negativa entre o célcio ionizado e a glicemia
associada a expressdo do mRNA da citocina pré-inflamatoria IL6, talvez possa ser explicada
pelo aumento da perda de calcio pela urina devido ao aumento da reabsorcéo ¢ssea associado
ao aumento do processo inflamatdrio desenvolvido pelos individuos DM2.

A transcricdo do mRNA dos genes TNFA e VDR foi associado com a atividade sérica
de bALP em nossos achados. Estudos in vivo e in vitro demonstram que 0 TNF-a induz a
formacdo dos osteoclastos e consequente reabsorcdo Ossea (LEE & LORENZO, 2006;
ALBLOWI et al., 2009) e VDR atua tanto nas linhagens de osteoclastos como osteoblastos
(GOLTZMAN et al., 2004). O marcador 6sseo bALP ¢ um importante marcador da atividade
osteoblastica, tendo sua atividade maxima entre oito a doze semanas ap6s a fratura 6ssea e
sendo recrutrado frente a um processo de reabsor¢do dssea (LEUNG et al., 1993). Um estudo
mostrou que a hiperglicemia aumenta a expressdo de bALP pelos osteoblastos e diminui
osteocalcina em homens com DM2 (KANAZAWA et al., 2010). Com base nesses achados,
nossos resultados demonstram que a expressdo dos genes OPG, IL6, TNFA e VDR talvez
possa induzir alteragBes nas concentragbes séricas de célcio ionizado e na atividade
enzimética de bALP, contribuindo para o aumento da reabsor¢do 6ssea no individuos DM2.

O tratamento com pioglitazona reduziu as concentragdes séricas de glicose de jejum,
de glicose pos-prandial, da insulina, do HOMA-IR, dos triglicerideos, do VLDL-C e
aumentou as concentracdes seéricas de HDL-C nos individuos DM2. Concordante com nossos
achados, Shand et al. (2007) demonstraram em seus estudos que 0s pacientes tratados com
pioglitazona 45 mg durante 6 meses tiveram valores de glicemia diminuidos e melhora do

perfil lipidico com o aumento de HDL.
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Ao avaliarmos os marcadores 6sseos apds o tratamento com pioglitazona, observou-se
aumento na atividade sérica de tACP e diminuicao nas atividades séricas de tALP e bALP nos
individuos DM2. Um estudo randomizado, realizado em 30 pacientes pré-menopausa com
sindrome do ovério policistico, apds 16 semanas de tratamento com pioglitazona (30 mg /dia),
evidenciou reducdes significativas na DMO da coluna lombar, do fémur e reducéo de tALP,
em comparagdo ao grupo controle (GLINTBORG et al., 2008). Outro ensaio clinico
randomizado mostrou que a rosiglitazona (4 mg / dia / 12 semanas) reduziu a atividade
plasmética de bALP em mulheres diabéticas pds-menopausa, indicando um efeito inibitorio
na atividade das células osteoblasticas (BERBEROGLU et al., 2007).

Em culturas celulares de osteoblastos de camundongos, Seth et al. (2012)
evidenciaram que o tratamento com pioglitazona e rosiglitazona inibiu a atividade de tALP e
a producdo de osteocalcina. O tACP é um marcador produzido durante o processo de
degradagdo da matriz organica pelos osteoclastos (CHAMBERS & FULLER, 2011) enquanto
que tALP e bALP sdo marcadores de formag8o dssea produzidos pelos osteoblastos (LEUNG
et al., 1993). O aumento de tACP e a diminuigdo de tALP e de bALP talvez possam indicar
uma diminui¢do no processo de formacdo 6ssea induzida pelo tratamento com pioglitazona
em nosso estudo.

Sabe-se que 0 mecanismo de acdo das pioglitazonas esté relacionado com o aumento
da sensibilidade das células & insulina atraves da ativacdo do PPARy. Alguns estudos
demonstram que a ativacdo do PPARy pelas TZDs talvez possa causar um aumento na
adiposidade da medula dssea e diminuicdo da osteoblastogénese, causando uma reducéo na
formacdo dssea (SCHWARTZ, 2006; GREY, 2008; BODMER et al., 2009). Evidéncias
recentes sugerem que o uso de TZDs est4 associado com a aceleracdo da perda 6Ossea e

aumento do risco de fraturas em pacientes DM2 (LI et al., 2010a; SETH et al., 2012).
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A pioglitazona de acordo com nossos resultados induziu a transcri¢do apenas de OPG
nos individuos DM2. Contrapondo nossos achados, Park et al. (2011) evidenciaram reducéo
nas concentracBes sericas de OPG em individuos DM2, os quais foram tratados com
pioglitazona (15mg/dia) durante 24 semanas. Entretanto, Gruntmanis et al. (2010) ndo
observaram alteracdo nas concentracdes séricas de OPG nos individuos DM2 tratados com
rosiglitazona (8mg/dia) durante seis meses.

Apesar dos efeitos anti-inflamatérios da pioglitazona (SHAND et al., 2007), em
nossos resultados o tratamento aumentou a concentragdo sérica de TNF-a nos individuos
DM2. An et al. (2007) demonstraram 0 aumento na expressdo de OPG e de RANKL em
adipdcitos tratados com TNF-o e a diminuicdo da expressdo de OPG e de RANKL nos
adipdcitos tratados com insulina e rosiglitazona, sugerindo que OPG e RANKL sdo regulados
pelo TNF-o, pela insulina e pela rosiglitazona nos adipdcitos. Outro estudo in vitro
desenvolvido por Takano et al. (2012) evidenciou que o PPARy reverte a inibicdo da
diferenciagdo dos osteoblastos causada pelo TNF-a, atraves da supresséo do receptor de TNF.
Esses resultados indicam que os efeitos adversos da pioglitazona no metabolismo dsseo
possam estar associados com o aumento das concentragbes sericas de TNF-a apds o
tratamento nos individuos DM2. Além disso, um estudo previamente publicado por nosso
grupo evidenciou reducdo de tALP em resposta ao tratamento com pioglitazona nos
individuos DM2 portadores do alelo TNFA-308A, demonstrando que o tratamento com a
pioglitazona talvez possa influenciar a atividade osteoblastica, refletido pela reducéo de tALP
(HIMELFARSB et al., 2011).

No entanto, o tratamento ndo modificou a expressdo do mRNA dos genes do estudo.
Esses resultados podem ter ocorrido devido ao curto periodo de tratamento. Um estudo de
meta-andlise com 10 diferentes ensaios randomizados controlados envolvendo 13.715

participantes e dois estudos observacionais envolvendo 31.679 participantes confirmou que o
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uso prolongado (por mais de um ano) das TZDs dobra o risco de fraturas nas mulheres com
DM2 (LOKE et al., 2009).

A influéncia da expressdo génica basal nos marcadores 0sseos em resposta ao
tratamento nos individuos DM2 também foi observada. O modelo de regressdo foi ajustado
para idade, género, hipertenséo, IMC, TNF-q, glicose e insulina. O aumento da expressao
basal de OPG contribuiu com a redugdo de tALP, enquanto que o aumento da expressao de
TNFA e de IL6 contribuiram com o aumento de tALP em resposta ao tratamento. Também foi
visto que o0 aumento da expressdo de VDR contribuiu com reducéo de OC e aumento de bALP
em resposta ao tratamento, 0 aumento da expressdo de TNFA contribuiu com a redugéo de
tACP em resposta ao tratamento. Esses resultados evidenciam que as expressdes génicas de
OPG, TNFA, IL6 e VDR, apesar da transcricdo do mRNA ndo ter se modificado, contribuiram
com o processo de perda 6ssea, induzindo alteracbes no metabolismo 6sseo dos individuos
DM2 e o tratamento com pioglitazona talvez possa acentuar a reabsor¢do Ossea desses
individuos.

Atualmente sdo empregados na pratica clinica diversos exames para diagnosticar perda
0ssea, como a densitometria 6ssea (DO) e os marcadores bioquimicos. A DO é utilizada para
0 diagndstico de osteoporose anterior ao tratamento, mas segundo Lane (2006), esse
pardmetro isolado ndo é adequado para avaliar o risco, a fratura e a eficécia terapéutica.
Portanto, de acordo com nosso estudo as expressdes génicas de OPG, TNFA, IL6 e VDR
talvez possam ser utilizadas como marcadores precoses de alteragdes 6sseas nos individuos
DM2 antes do tratamento e nos individuos DM2 tratados com pioglitazona.

Neste estudo a frequéncia do alelo C do polimorfismo rs1805034 do gene RANK foi
similar entre NG (38,8%) e DM2 (38,0%). Existem poucos trabalhos que avaliam a
frequéncia desse polimorfismo entre a populagdo. De acordo com Zupan et al. (2010), a

frequéncia do alelo C foi de 46,6% em mulheres eslovenas p6s-menopausa. Esses resultados
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sugerem que a frequénica do alelo C do polimorfismo rs1805034 do gene RANK no nosso
trabalho é similar a encontrada em outro estudo.

A frequéncia do alelo C do polimorfismo rs9525641 do gene RANKL foi similar entre
NG (40,8%) e DM2 (45,0%) no nosso estudo. Mencej et al. (2006) encontraram uma
frequéncia de 49,6% em eslovenas pos-menopausa, Dong et al. (2009) encontraram uma
frequéncia de 42,11% em caucasianos, enquanto que Také&cs et al. (2010) encontraram uma
frequéncia de 45,9% do alelo C em mulheres pds-menopausa, frequéncias semelhantes as
encontradas no presente estudo.

A frequéncia do alelo C do polimorfismo rs3102735 do gene OPG foi diferente entre
NG (21,9%) e DM2 (13,0%) no nosso estudo. Além disso, foi visto que os individuos
portadores do alelo C apresentam menor risco para DM2. Kim et al. (2007) verificaram que a
frequéncia do alelo C em mulheres coreanas pds-menopausa foi de 9,2%, Eun et al. (2009)
encontraram frequéncia de 9,14% do alelo C em mulheres jovens com escoliose idiopética,
enquanto, Takéacs et al. (2010) evidenciaram uma frequéncia de 14,6% do alelo C em
mulheres pds-menopausa, frequéncias semelhantes as encontradas no grupo DM2 no presente
estudo.

As frequéncias do alelo G do polimorfismo rs2073618 do gene OPG foram similares
entre os grupos NG (44,3%) e DM2 (38,5%) no nosso estudo. Kim et al. (2007) verificaram
uma frequéncia de 25,45% do alelo G em coreanas, Dong et al. (2009) publicaram frequéncia
de 47,86% do alelo G em caucasianos. Biscetti et al. (2012) encontram uma frequéncia de
52,2% do alelo G em diabéticos com eventos de AVC e 31,5% em diabéticos sem eventos de
AVC. Com excecdo da populagéo coreana, os demais resultados estdo similares aos obtidos
no presente estudo em caucasianos.

Em relacdo ao polimorfismo rs1801282 do gene PPARG (Prol2Ala), as frequéncias

encontradas para o alelo G foram similares entre os grupos NG (6,6%) e DM2 (7,0%) no
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nosso estudo. Um estudo realizado pelo nosso grupo encontrou, neste gene, uma frequéncia
de 9,0% do alelo G em individuos DM2 brasileiros (TAVARES et al., 2005a). Em mulheres
coreanas a frequéncia do alelo G foi de 5,0% (RHEE et al., 2007). Esses resultados estdo
similares aos obtidos no presente estudo.

A frequéncia do alelo T do polimorfismo rs2972162 do gene PPARG foi similar entre
0s grupos NG (44,3%) e DM2 (47,5%) no nosso estudo. Um estudo realizado pelo nosso
grupo evidenciou uma frequéncia de 10,0% do alelo T em individuos DM2 brasileiros
(TAVARES et al., 2005b), contudo outro estudo encontrou uma frequéncia de 41,1% do alelo
T em chineses (CHEN et al., 2008). Os diferentes achados encontrados na populacéo
brasileira provavelmente deve-se a alta miscigenagcdo que ocorre em nossa populacdo ou
selecdo aleatoria de grupos mais miscigenados (SILBIGER et al., 2012).

A frequéncia do alelo A do polimorfismo rs11568820 do gene VDR foi similar entre
0s grupos NG (35,1%) e DM2 (36,5%) no nosso estudo. A frequéncia do alelo A de acordo
com Mencej-Bedrac et al. (2009) foi de 19,45% em mulheres p6s-menopausa com
osteoporose. Para Jain et al (2012), a frequéncia do alelo A foi de 45,6% em mulheres
asiaticas. Esses resultados evidenciam que a frequéncia do alelo A varia entre as populaces.

Em relagdo ao polimorfismo rs9340799 do gene ESRI, a frequéncia do alelo G no
nosso estudo foi similar entre os grupos NG (37,2%) e DM2 (31,9%). Um estudo
desenvolvido por Speer et al. (2001), verificou uma frequéncia de 29,0% do alelo G em DM2
caucasianos. Meshkani et al. (2012) evidenciaram uma frequéncia do alelo G de 41,7% em
homens e de 38,8% em mulheres DM2, mostrando semelhanca ao resultado encontrado em
nossa pesquisa.

No presente estudo os polimorfismos RANK (rs1805034), RANKL (rs9525641), OPG

(rs3102735 e rs2073618), PPARG (rs1801282 e rs2972162), VDR (rs11568820) e ESRI
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(rs9340799) também foram analisados de acordo com o género, e ndo foram encontradas
diferencas genotipicas entre homens e mulheres.

Este estudo avaliou pela primeira vez a relagdo entre os polimorfismos dos genes
RANK, RANKL, OPG, PPARG e VDR e a expressdo génica em LTSP. Observou-se que 0s
individuos DM2 portadores do alelo C do polimorfismo RANK rs1805034 apresentaram
reducdo na transcricdo de RANK em comparacdo aos ndo portadores, entretanto apos o
tratamento com pioglitazona ndo houve inducdo da transcricdo génica. Estes resultados
demonstram que este polimorfismo altera a transcri¢do do gene RANK, provavelmente devido
a troca do amino&cido alanina para valina no exon 7, demonstranto também que talvez o alelo
C tenha uma fungdo protetora no metabolismo 6sseo dos individuos DM2. Hsu et al. (2006)
mostraram que individuos portadores deste alelo apresentaram aumento da DMO. Além disso,
a expressdo aumentada de RANK estd relacionada com aumento da osteoclastogénese e
consequente reabsorcéo 6ssea (ATKINS et al., 2006).

Os individuos portadores do genétipo CC do polimorfismo RANKL rs9525641
apresentaram aumento na transcricdo de RANKL em comparacéo aos portadores do genétipo
CT e TT no grupo NG e diminuigdo da expressdo de RANKL no grupo DM2 basal em
comparagéo ao grupo NG. Um estudo evidenciou diminuicdo da DMO na espinha e aumento
da expressdo génica de RANKL em tecido 6sseo em mulheres p6s-menopausa portadoras do
gendtipo CC+CT em comparagdo ao genétipo TT (TAKACS et al., 2010). Esses resultados
evidenciam o possivel envolvimento do alelo C no aumento da transcricdo de RANKL no
grupo NG. Contudo, no grupo DM2, a presenga do alelo C parece desempenhar uma funcéo
protetora em relacdo ao aumento da reabsorcdo Ossea. Devido & localizagdo desse
polimorfismo na regido promotora, talvez 0 mesmo possa estar envolvido na regulagdo da
transcricdo de RANKL, independente da hiperglicemia ou do tratamento com pioglitazona

(MENCE] et al., 2006).
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Os individuos DM2 portadores do gendtipo CG para o polimorfismo OPG rs2073618
apresentaram diminuicdo na expressdo de OPG em relagdo ao grupo NG e aumento da
expressdo de OPG apds o tratamento com pioglitazona. Entretanto, Mencej-Bedrac et al.
(2009) verificaram que mulheres pds-menopausa portadoras do gendtipo CG apresentaram
aumento da DMO na coluna lombar em comparagdo aos portadores dos genétipos CC e GG.
Esses resultados indicam o possivel envolvimento do genétipo CG, com a diminuicdo da
formacdo Gssea nos individuos DM2 basal, contudo, apds o tratamento com pioglitazona,
houve aumento da formagdo Ossea, demonstrando que os individuos portadores desse
gendtipo talvez possam apresentar uma protecdo contra perda Ossea induzida pela
pioglitazona.

Para o polimorfismo rs1805034 do gene RANK, observou-se associa¢édo do alelo C
com diminuicdo nas concentracbes do célcio ionizado em resposta ao tratamento com
pioglitazona no grupo DM2. Esses resultados indicam que a presenca desse alelo pode estar
contribuindo com a reducéo de célcio ionizado ap06s o tratamento, porém, ndo foi encontrado
na literatura nenhum trabalho que avaliou a influéncia deste polimorfismo em resposta ao
tratamento com pioglitazona.

Para o polimorfismo RANKL rs9525641, os individuos portadores do genétipo CT
apresentaram maior redugdo nas concentragdes séricas de glicose pos-prandial em resposta ao
tratamento em comparacdo aos portadores do genétipo TT, evidenciando o possivel
envolvimento do gendtipo CT com a melhora da resposta farmacoldgica da pioglitazona e
possivel efeito protetor deste gendtipo contra a reabsorcdo dssea, j& que estudos indicam que a
hiperglicemia ativa a reabsor¢do Ossea através da supressdo da atividade osteobléstica e
aumento da atividade osteoclastica (GARCIA-HERNANDEZ et al., 2012).

Observou-se que, para o polimorfismo OPG rs3102735, os individuos portadores do

alelo C apresentaram aumento nas atividades séricas de tALP antes do tratamento e aumento
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nas atividades séricas de tALP e bALP ap6s o tratamento com pioglitazona em comparacéo
aos individuos portadores do alelo T. Nao foram encontradas na literatura pesquisas que
associaram esse polimorfismo com os marcadores 6sseos tALP e bALP. Porém, o presente
trabalho e outros estudos evidenciaram que as atividades séricas tALP e bALP diminuiram
apds o tratamento com pioglitazona (GLINTBORG et al., 2008) e rosiglitazona
(BERBEROGLU et al., 2007). Hsu et al. (2006) evidenciaram que os individuos portadores
do gendtipo CC do polimorfismo OPG rs3102735 apresentaram menor risco de fraturas no
quadril comparadas aos outros gendétipos (HSU et al., 2006). Estes resultados indicam uma
possivel associacdo do alelo C com o aumento da formagdo 6ssea nos individuos DM2 antes e
apés o tratamento.

Observou-se que, para o polimorfismo PPARG rs1801282 (Prol12Ala), os individuos
portadores do alelo G apresentaram reducéo nas concentragdes séricas de glicose pds-prandial
antes e em resposta ao tratamento. Diversos trabalhos associaram o alelo G com menor risco
para o desenvolvimento de diabetes (ALTSHULER et al., 2000; MEMISOGLU et al., 2003;
FLOREZ et al., 2007). Entretanto, a presenca do alelo G parece ndo afetar o tratamento com
pioglitazona, resultados semelhantes foram reportados por Bliher et al. (2003).

Para o polimorfismo PPARG rs2972162, observou-se que os individuos portadores do
gendtipo CT e TT apresentaram reducdo nas concentracbes séricas de insulina apds o
tratamento com pioglitazona em comparacdo aos individuos portadores do genétipo CC.
Tavares et al. (2005b) associaram o alelo T do polimorfismo PPARG rs2972162 com redugéo
nas concentracdes séricas de triglicerideos e reducdo no indice aterogénico plasmético. Esses
resultados sugerem que o alelo T possa estar envolvido na melhora da resisténcia insulinica
nos individuos DM2 tratados com pioglitazona.

Para o polimorfismo ESRI rs9340799, observou-se que os individuos portadores do

alelo G apresentaram aumento nas concentragdes sericas de célcio ionizado no grupo NG e
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DM2 basal e reducdo na atividade sérica de tALP no grupo DM2 basal. Um estudo de meta-
analise envolvendo 27 trabalhos verificou um efeito protetor do alelo A em relagdo a
diminuicdo da DMO em comparagdo aos individuos portadores do alelo G (WANG et al.,
2012), evidenciando que o alelo G em nosso estudo possa estar relacionado com diminuicéo
da formag&o 6ssea nos individuos NG e principalmente nos individuos DM2.

Estes resultados sugerem que os polimorfismos estudados estdo pouco envolvidos com
a determinagdo da resposta farmacoldgica a pioglitazona. Adicionalmente, diferencas na
farmacocinética da pioglitazona e no estado metabdlico do paciente podem também contribuir
para a variacdo da resposta terapéutica entre os portadores dos diferentes genétipos desses
polimorfismos.

Ao analisarmos os experimentos em camundongos C57BL/J6, observou-se aumento
do peso e das concentracOes séricas de glicose e de colesterol total no grupo submetido a
inducéo de diabetes em comparagdo ao grupo controle, demonstrando possivel aumento da
resisténcia insulinica nesse modelo experimental. Um estudo desenvolvido por Fraulob et al.
(2010), semelhante ao nosso modelo, evidenciou que camundongos C57BL/J6, os quais
receberam dieta hiperlipidica, desenvolveram sindrome metabdlica e resisténcia insulinica.

Verificou-se neste estudo aumento da expressdo do mRNA dos genes RANK e RANKL
associado ao aumento da expressdo do mRNA das citocinas pré-inflamatorias 1L6 e TNFA no
grupo DH em comparagdo ao grupo controle em fémures de camundongos. Também foi
observado aumento da separacéo trabecular (Th.Sp) e diminui¢do do volume dsseo (BV/TV)
no grupo DH em comparagéo ao grupo controle. Esses resultados sugerem que o aumento do
peso, das concentracOes séricas de glicose e de colesterol total, devido a dieta hiperlipidica,
possam ter ocasionado aumento do processo inflamatorio e, consequentemente, resisténcia
insulinica, provocando altera¢des metabolicas que contribuiram para o aumento da reabsorcéo

6ssea nesse modelo. Algumas pesquisas evidenciam a relacdo entre diabetes e a reabsorcéo
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6ssea em modelos animais. Um estudo evidenciou aumento na razdo do mRNA de
RANKL/OPG em tibias de ratos diabéticos em comparacdo ao grupo controle, sugerindo
aumento no processo de reabsor¢do Ossea nesses animais (AMORIM, DE et al., 2008).
Botolin & Mccabe (2006) também evidenciaram que a hiperglicemia crénica pode contribuir
para a supressdo da diferenciagdo dos osteoblastos e para a perda 6ssea em camundongos
diabéticos. Liu et al. (2007), constataram, através de analises histologicas, reducdo da
quantidade de fibras de colageno, demonstrando diminuicdo na formagdo da matriz 6ssea em
ratos diabéticos em comparacdo ao grupo controle.

Muitos estudos vém demonstrando que as células sanguineas periféricas expressam
aproximadamente 80% dos genes codificados pelo genoma humano e que esses genes
respondem por alteragdes que ocorrem no “macro e micro-ambiente” do corpo humano.
Através da continua interacdo entre as células sanguineas e os compartimentos sistémicos,
associados a répida mobilizagdo dessas células, torna-se possivel extrapolar que alteracoes
que ocorram nos tecidos em resposta a injuria ou doenca, induzindo alteraces na expresséo
génica, talvez possam ser refletidas nas células sanguineas periféricas (LIEW et al., 2006).
Nossos resultados em modelo animal confirmam nossos resultados em humanos,
demonstrando aumento da expressdo de genes envolvidos no processo de reabsor¢éo 6ssea,
tanto em fémures quanto em LTSP no estado de hiperglicemia ndo controlado. Podendo-se
deduzir que as células sanguineas periféricas podem refletir alteracBes que ocorram nos
tecidos.

Os experimentos em camundongos C57BL/J6 realizados neste estudo demonstraram
que apbs 16 semanas de tratamento com pioglitazona ndo houve alteracbes nos parametros
bioquimicos e histomorfométricos em comparagdo ao grupo DH. No entanto, observou-se
diminuicéo apenas da expressdo de TNFA no fémur em comparagdo ao grupo DH. Um estudo

desenvolvido por Soroceéanu et al. (2004) evidenciou que camundongos ndo diabéticos
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(n=27), tratados com rosiglitazona (3mg/Kg/dia) por 12 semanas, apresentaram diminui¢do da
DMO, do volume trabecular 6sseo (BV/TV), do nimero trabecular (Tb.N), da espessura
trabecular (Th.Th) e aumento da separacdo trabecular (Th.Sp), entretanto, as concentragdes
séricas de OC e de tALP néo se alteraram. Syversen et al. (2009) mostraram que ratos (n=8)
tratados com pioglitazona (35mg/Kg/dia) por 16 semanas apresentaram diminuicdo da DMO,
do conteudo mineral 6sseo e do volume trabecular (BV/TV). N&o foram observadas
diferencas nas concentracdes séricas de insulina e de OC, contudo, as concentragdes sericas
de OPG diminuiram apds o tratamento. Os ensaios in vitro ndo evidenciaram alteracdo da
expressdo de PPARG ap0és o tratamento com pioglitazona (SYVERSEN et al., 2009). Esses
resultados divergentes devem-se, provavelmente, ao pequeno nimero amostral e a falta de
marcadores 0sseos mais especificos, como OC e bALP, para avaliacdo de possiveis
correlagbes com a expressao do mRNA em fémures. Contudo, ndo foi visto na literatura
nenhum trabalho avaliando a expressdo do mRNA de RANK, RANKL, OPG, PPARG, IL6,
TNFA, VDR e PTH em fémures de camundongos em resposta ao tratamento com pioglitazona.
Coletivamente, pode-se sugerir que houve aumento do processo de reabsor¢do dssea

nos pacientes DM2 e nos modelos animais submetidos a dieta hiperlipidica e o tratamento

com pioglitazona talvez possa agravar a perda 6ssea no DM2.
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CONCLUSOES

A diminuigdo das concentracOes séricas de OC e da expressdo de OPG e aumento da
expressdo de VDR, sugerem aumento do processo de reabsorgdo 6ssea nos DM2 antes do
tratamento.

O aumento da expressdo de OPG foi associado positivamente com calcio ionizado,
enquanto que o aumento da expressdo de VDR foi associado negativamente com bALP,
sugerindo aumento do processo de reconstrucdo 6ssea nos DM2 antes do tratamento.

O tratamento com pioglitazona aumentou a reabsor¢ao 0ssea, através da diminuigéo de
tALP, bALP e aumento de tACP e TNF-a sérico.

O aumento da expressédo de OPG e VDR, foi associado negativamente com tALP e OC
respectivamente em resposta ao tratamento com pioglitazona, sugerindo indugdo da perda
dssea.

Nos individuos DM2 antes do tratamento, o alelo C do SNP RANK rs1805034 foi
associado com protecdo 0ssea, atraves da diminuicéo da expressdo de RANK.

Nos individuos DM2, o alelo C do SNP RANKL rs9525641 foi associado com
melhora da resposta farmacoldgica, através da diminuicdo da glicemia em resposta ao
tratamento.

O alelo C do SNP OPG rs3102735 foi associado com o aumento da formacdo 6ssea,
através do aumento de tALP e bALP nos individuos DM2 antes e apds o tratamento.

O gendtipo CG do SNP OPG rs2073618 foi associado com aumento da transcri¢do de
OPG, sugerindo efeito protetor contra perda 6ssea nos individuos DM2 apds o tratamento.

O alelo G do SNP PPARG rs1801282 foi associado menor risco para o

desenvolvimento de diabetes.
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O alelo T do SNP PPARG rs2972162 foi associado com a melhora da resposta
insulinica nos pacientes DM2 tratados com pioglitazona.

Nos individuos DM2, o alelo G do SNP ESRI rs9340799 foi associado com redugéo da
formacdo, através do aumento de célcio ionizado e diminuigdo de tALP.

A inducdo da dieta hiperlipidica nos camundongos mostrou-se um bom modelo de
processo inflamat6rio demonstrado pelo aumento da expressdao de TNFA e IL6.

O aumento da reabsorcéo 6ssea no modelo experimental foi comprovada pelo aumento
da expressdo de RANK e RANKL, e histomorfometricamente com aumento da separagao
trabecular e diminuicdo do volume 6sseo em tibias.

Este estudo demonstra que a hiperglicemia altera expresséo dos genes envolvidos no
remodelamento 6sseo, tanto em LTSP em humanos, como em tecido 6sseo de camundongos;
0 tratamento com pioglitazona talvez possa acentuar o quadro de reabsor¢do Gssea. Além
disso, pode-se constatar associacdo entre os polimorfismos genéticos, a expressdo génica e 0s
marcadores 0sseos e metabdlicos nos individuos DM2, reforcando que as relagdes entre DM2

e a perda Gssea sdo muito complexas.
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APENDICE A

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Projeto de pesquisa: "Avaliacéo da atividade osteoblastica e osteoclastica em diabéticos

tipo 2 em tratamento com pioglitazonas”
Dados de identificac&o do sujeito da pesquisa:

NOME DO PACIENTE

DOCUMENTO DE IDENTIDADE N° SEXOM O F O
DATA DE NASCIMENTO / /

ENDERECO Ne APTO
BAIRRO CIDADE

CEP TELEFONE

Prezado Paciente,

Vocé esta sendo convidado a participar do projeto de pesquisa acima citado que estou
desenvolvendo com a equipe de médicos da Secdo de Coronariopatias que estéo fazendo
seu atendimento no Instituto Dante Pazzanese de Cardiologia. Esse estudo é necessario
para a avaliacdo da glitazona, medicamento que reduz o agUcar no sangue (glicemia), no
estado de diabetes, em relagéo a osteoporose.

Para participar desta pesquisa precisarei do seu consentimento e de amostras de
sangue, que serdo coletadas no Setor de Coleta do Laboratério Clinico do IDPC e pelo seu
médico, respectivamente. O risco a sua salde sera minimo, por causa da coleta de sangue
gue pode formar uma mancha roxa (hematoma) no local da picada da agulha. Além de vocé
outros cento e noventa e nove pacientes também participardo do estudo. Precisarei, ainda,
gue vocé responda algumas perguntas sobre doencas existentes nas pessoas de sua
familia, habitos alimentares e uso de medicamentos.

Inicialmente, sera coletada uma amostra de sangue para a avaliacao da glicose e de
insulina. Se a sua glicemia (aglcar no sangue) for normal, vocé serd encaminhado para o
grupo controle. Se vocé tiver glicose alta, sera encaminhado para o Setor de nutricdo do
IDPC que lhe indicard uma dieta para baixar a glicose no sangue e manter seu peso, e ap0s
um més seu sangue sera coletado e sera medida a sua glicemia (acUcar no sangue). Se a
glicose continuar alta, o seu médico receitarda uma medicacdo denominada de glitazona (que
diminui o aclcar no sangue) de acordo com suas necessidades, e vocé devera tomar
durante quatro meses. Ao final de cada més, para acompanhamento do tratamento, sera
coletada uma amostra de sangue (cerca de 5 mL) para medir a glicose no sangue. Ao final
dos quatro meses serdo coletadas mais 40 mL de sangue e entdo, sua participacdo neste

estudo terminara. As amostras serdo utilizadas para medir glicose, colesterol e outras
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fracdes do colesterol como HDL, LDL e triglicérides, exames que avaliam a funcdo 6ssea
como calcio, magnésio, fésforo e outros, e também para realizar testes genéticos.

Vocé recebera todos os resultados dos exames laboratoriais necessarios, bem como o
medicamento receitado (pioglitazona) sem qualquer custo. Vocé nao recebera qualquer
pagamento por sua participacdo. Caso seja de seu interesse, também disponibilizarei os
resultados dos testes genéticos no final da pesquisa.

Sua participacéo neste estudo é voluntaria. Vocé pode retirar-se a qualquer momento
do estudo, sem penalidades ou perda dos beneficios a que vocé tem direito e seu
tratamento médico no Instituto Dante Pazzanese de Cardiologia ndo sera afetado.

Os dados e os resultados obtidos durante a investigacdo serdo confidenciais e nédo
serao revelados a terceiros, a menos que sua autorizacao prévia seja obtida. Sua identidade
sera mantida em segredo, quando os resultados desse estudo forem publicados em

revistas, artigos e serem tema de debate e aulas.

Por quaisquer motivos adequados, independentes de seu consentimento, os membros
da equipe de pesquisa podem encerrar sua participacdo no estudo. O motivo lhe sera
explicado e podera ser devido a alguma alteracdo médica que pode coloca-lo em risco de
outras complicacdes se continuar a participar, cancelamento do estudo pela coordenacéo do
estudo, caso o sujeito n&o cumpra as orientacdes ou outras questdes administrativas.

Caso vocé tenha alguma divida em relagdo a pesquisa, ou se ocorrer lesdo ou
doenca relacionada com a investigacdo vocé pode entrar em contato com a Dra. Maria
Isabel Del Monaco (telefones: 5085-4038/4086), Silvia Himelfarb (telefones: 85867677 /
38851198) ou Prof. Mario Hirata (telefone: 30913660) a qualquer hora do dia.

Eu, declaro que,
apos convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter entendido o que me foi
explicado, aceito, voluntariamente, em participar do presente Protocolo da Pesquisa.

Sao Paulo, de de 20

Assinatura do sujeito de pesquisa Assinatura do pesquisador
(carimbo ou nome legivel)

Uma copia do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido sera fornecida para vocé pelo
médico do estudo.
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APENDICE B
FICHA PARA COLETA DE DADOS INDIVIDUAIS

DADOS DO PACIENTE

Nome:............oeevvevvvneennnnnPaciente n® Lo
Data....... [.....].... Reqistro: ............... Data de nascimento:....../....../......
Sexo: M-1 ( )F-2( ) Menopausa: Pré-1 () P6s-2 ()

Cor: Branca ( ) Parda ( ) Negra ( ) Amarela ()

Habito de fumar: Nunca fumou ( ) Parou de fumar () ha gto tempo? Fuma ( ) N° de

cigarros/dia..............c.ooeenne.
Consume bebida alcodlica? Sim ( ) N&o ( )
Até 7 doses/sem. ( ) Mais de 7 doses/sem ()
Possui algum tipo de doenca? Sim( ) N&o( ) Qual(is)?
Diabetes Mellitus ( )
Jateve infarte? Sim( ) Nao ( ) Haqtotempo?.................

E hipertenso? Sim( ) N&o( )

E obeso? Sim( ) N&o ( )

Peso (Kg)............ Altura (cm).............. IMC:.ooi

Cintura (cm) ........... Quadril (cm) .............. (= V2= 10 J
Toma medicamento? Sim () N&o ( )
Qual(is)? Em que Lo [0 1SY= Vo 1= 1 4 1
Profissao......................... Ha exigéncia de esforco fisico? Sim ( ) Nao ( )
Pratica exercicio fisico? Sim( ) NZo( ) Com que fregiiéncia?............HISTORICO
FAMILIAR

Possui algum parente com:
Diabetes Mellitus ( ) Obesidade ( ) Hipertenséo ( )

Doenca cardiovascular ( ) Hipercolesterolemia ( )
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QUEM .

Nao tem ( ) N&o sabe ( )
EXAMES FiSICOS

Coleta Basal 4 sem 8 sem 12 sem | 16 sem

Glicemia (mg/dL)

Peso (kg)

Cintura/quadril (cm)

Presséo Arterial (mmHQ)

EXAMES LABORATORIAIS

Parametros Medida Basal Ap6s Pioglitazona
Data da coleta: / / / /
Glicemia em jejum (mg/dL)
Glicemia p6s-prandial (mg/dL)
Hb1Ac (%)
Insulinemia em jejum (uUI/mL)
Colesterol total (mg/dL)
LDL-c (mg/dL)
HDL-c (mg/dL)
VLDL-c (mg/dL)
Triglicérides (mg/dL)
Uréia (mg/dL)
Creatinina (mg/dL)
Célcio lonizado (mmol/L)
Célcio (mg/dL)
Fdésforo (mg/dL)
Fosfatase Alcalina (U/L)
Fosfatase Acida Total (U/L)
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Short Communication

Tumor necrosis factor-a and interleukin-6 expression in
leukocytes and their association with polymorphisms and
bone markers in diabetic individuals treated with pioglitazone

Silvia T. Himelfarb'*, Fernanda A. Silva', Simone
S. Arazi?, Cristina M. Farjado', Adriana Garofalo?,
Marcelo C. Bertolami’, Adriana Bertolami2, Andre
Faludi?, Marcelo F. Sampaio?, Adriana A. Rezende?,
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Abstract

-Background: Pioglitazone is a peroxisome proliferator-
activated receptor gamma (PPARY) activator used in the
treatment of type 2 diabetes (DM2) patients and it has been
suggested that can induce bone loss. Tumor necrosis factor-
o (TNFa) and interleukin-6 (IL-6) mRNA expression in
blood leukocytes and the relationship with polymorphisms
and bone markers in DM2 treated with pioglitazone were
investigated.

Methods: DM2 (n=53) and normoglycemic (NG, n=52)
individuals were included. DM2 patients were treated with
pioglitazone (45 mg/day/16 wceks). mRNA expression was
evaluated by real-time polymerase chain reaction (PCR).
TNFA -308G>A and /L6 —174G>C polymorphisms were de-
tected by PCR-RFLP and high resolution melting polymerase
chain reaction (HRM-PCR).

Results: Pioglitazone reduced bone specific  alkaline
phosphatase (bALP) and increased TNFoa in DM2 group
(p<0.001). DM2 or pioglitazone did not influence TNFot and
IL-6 expression (p>0.05). TNFA —308A allele was associated
with reduced basal TNFo. mRNA levels in NG and DM2
and reduced alkaline phosphatase (tALP) after treatment
(p<0.05). IL6 —174C allele was associated with decreased
oral glucose tolerance test (OGTT)-2 h in DM2 individuals
(p<0.05).
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Conclusions: TNFA —308G>A polymorphism appear to be
involved in regulation of gene expression independently of
hyperglycemia and its interaction with pioglitazone may
modify tALP, aimportant bone marker. /L6 —174G>C variant
is related with reduced risk of postprandial hyperglycemia but
not with mRNA expression or bone markers.
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Diabetes has been shown to enhance expression of tumor
necrosis factor-o (TNFo) that stimulate formation of
osteoclasts and are responsible for resorption of mineralized
cartilage and bone (1). Insulin insufficiency, hyperglyce-
mia and oxidative stress, hallmarks type 2 diabetes (DM2),
reduce osteoblast differentiation, increase osteoclast activi-
ty, alter apoptosis of chondrocytes and osteoblasts leading to
impaired fracture healing in diabetic patients (1). In diabetes
mice model, it was shown that high level expression of pro-
osteoclastogenic factors in chondrocytes is mediated at least
in part by TNFa dysregulation in diabetic fracture healing,
showing that TNFo. is particularly important in enhancing
osteoclastogenesis (2). Data indicate that peroxisome pro-
liferator-activated receptor gamma (PPARY) agonists such
as pioglitazone increase insulin sensitivity. Activation of
PPARY has been shown to play an important role in bone
morphogenesis favoring osteoclastogenesis. PPARY pro-
motes osteoclast differentiation by regulating c-fos expres-
sion in RANKL signaling pathways that control lineage
commitment and osteoclast activation (3). Additionally,
there is strong evidence that PPARy stimulates adipocyte
differentiation and suppresses osteoblast differentiation (4).
In culture of mononuclear cells, was shown that TNFo could
differentiate human peripheral monocytes into activated os-
teoclasts, and PPARy agonists may inhibited the TNFor me-
diated osteoclastogenesis (5). These findings prompted us to
examine the effect of PPARY agonists on TNFo and interleu-
kin-6 (IL-6) mediated osteoclastogenesis in DM2 patients.

The aim of this study was to investigate the mRNA ex-
pression of TNFo and IL-6 in peripheral blood leukocytes
(PBL) and their association with gene polymorphisms and
alterations bone markers levels in DM2 patients treated with
pioglitazone.

Fifty-three DM2 and 52 normoglicemic (NG) individu-
als, aged 30-70 years, were recruited from outpatients at the

AUTHOR’S COPY | AUTORENEXEMPLAR

136



AUTHOR’S COPY | AUTORENEXEMPLAR

38 Himelfarb et al.: Tumor necrosis factor-u and interleukin-6 expression

Instituto Dante Pazzanese de Cardiologia (IDPC), Sao Paulo,
SP, Brazil. DM2 was diagnosed according to American diabe-
tes association criteria (ADA) (6). Individuals with thyroid,
liver or renal disease, pregnant women, or under therapy with
B-adrenergic blockers, angiotensin converter enzyme inhibi-
tors, thiazide diuretics, adrenal stesoid hormones, fibrates
and oral hypoglycemic agents (metformin, repaglinide and
acarbose), or insulin were not included in this study. DM2
subjects (never treated) were treated with increasing doses
of oral pioglitazone during 16 wecks (15, 30, 45 and 45 mg
cach 4 weeks once daily). The study protocol was approved
by the Ethics Committee of IDPC, Sao Paulo, SP, Brazil. All
participants gave written informed consents.

DM2 patients had higher baseline concentrations of fasting
and oral glucose tolerance test (OGTT)-2 h glucose, glyco-
hemoglobin (HbAlc), insulin and HOMA-IR [homeostasis
model assessment-(insulin resistance)], and lower ionized
calcium compared with NG individuals (p<0.05) (Table 1).

Lower levels of ionized calcium found may result from in-
creasing bone resorption in DM2 individuals. Activation of
osteoclasts removes the mineralized matrix of bone, releasing
ionized calcium into extracellular fluid and altering calcium
homeostasis and signaling (7).

Reduction of fasting and OGTT-2 h glucose, HbA Ic, fast-
ing insulin and HOMA-IR, after treatment of DM2 patients
(Table 1) demonstrates the hypoglycemic and insulin sensitizer
effects of pioglitazone (8). Pioglitazone also showed an inhibi-
tory effect on bone-specific alkaline phosphatase (bALP) lev-
els in DM2 patients. A randomized controlled trial bas shown
that rosiglitazone (4 mg) reduces plasma bALP in diabetic
postmenopausal women, indicating an inhibitory effect on ac-
tivity of osteoblasts cells (9). DM2 did not influence TNFo
and IL-6 serum levels, while seram TNFo was increased by
pioglitazone (p=0.001). Treatment of DM2 patients with pi-
oglitazone (30 mg) plus sitagliptin (100 mg) for 12 months
was shown to decrease TNFa in serum (10). These differential

Table 1  Clinical and laboratory data of DM2 and normoglycemic individuals.

Variables NG (52)

DM2(53)

DM2 (53)
Basal p' Pioglitazone p’

Age, years 55.6+10.2 60.218.9 0.015°
Women, % 69.8 (37) 34.0(18) 0.001°
Arterial hypertension, % " 453 (24) 35.8(19) 0.429*
Obesity, % 377 20) 45.3(29) 0.554°
BMI, kg/m? 28.9+7.0 30.7+4.8 0.129
Hypercholesterolemia, % 5.8(3) 15.1 (8) 0.214
Menopause, % 676 (25) 66.7(12) 0.811°
Tobacco consumption, % 174) 94 (5) 0.927
Alcohol consumption, % 96 (5) 5703) 0.650*
Physical activity, % 34.6 (18) 34.0 (18) 0.894*
Family history of CAD, % 48.1 (25) 32,17 0.099*
Fasting glucose, mmol/L 5.1£0.7 6.7£1.3 0.001 59411 0.001*
OGTT-2 h glucose, mmol/L 5.8£1.9 10.3£3.2 0.001* 8.4£2.5 0.001¢
HblAc, % 5.8+0.4 6.5£1.0 0.001¢ 6.3%1.4 0.019¢
Fasting insulin, mol/L 8.7£5.8 13.949.2 0.001¢ 10.4+6.5 0.002¢
HOMA-IR, % i 2.1£1.5 4.142.6 0.001° 2.7£1.7 0.001¢
HOMA-B, % 119.8+83.1 100.6+80.8 0.151¢ 104.4£104.8 0.959°
Total calcium, mmol/L 2.3£0.3 2.3+0.1 0.578° 2.3+0.1 0.541¢
Jonized calcium, mmol/L 1.2£0.1 1.1£0.1 0.002" 1.16£0.11 0.319°
Phosphate, mmol/L L11£0.2 0.17£0.2 0.426° 1.1+0.2 0.897¢
1ACP, U/L 3.5£1.9 3.3£17 0.561 32408 0.643¢
tALP, U/L 74.9+27.1 70.9+22.6 0.415" 67.2421 0.224¢
bALP, U/L 304154 29.0£17.3 0.660" 13.646.6 0.001¢
TNFo, pg/mL 6.5%2.2 6.4+3.0 0.902¢ 13.0£6.0 0.001¢
1L-6, pg/mL 4.8+3.7 6.8£11.6 0.826° 6.8£9.5 0.500¢
Minor allele frequency, %

TNFA -308G>A, % 1.3da1n 16.4 (17) 0.570°

IL6 ~-174G/C, % 26.9 (28) 34.9 37) 0.006*

Number of individuals is in parenthesis. Obesity (BM1>30 kg/m?), hypertension (blood pressure >140/90 mm Hg or use of anti-hypertensives), hy-
percholesterolemia (LDL cholesterol >4.14 mmol/L), current cigarette smoking (daily intake 21 cigareties), alcohol consumption (intake of beer,
wine, and distilled spirits of 21 g/day), physical activity (practice of sports, for at least 2 h/week). ‘Categorical variables were compared by x>-test:
*continuous variables are presented as mean+SD and compared by t-test; “Mann-Whitney; “paired t-test or “Wilcoxon signed rank test. p', DM2
compared with NG; p*, pioglitazone compared with basal; BMI. body mass index; CAD, coronary artery disease; OGTT, oral glucose tolerance
test; Hb1Ac, glycohemoglobin; HOMA-beta, homeostasis mode} assessment for beta cell function; HOMA-IR, homeostasis model assessment-
(insulin resistance); tACP, total acid phosphatase; tALP. alkaline phosphatase: bALP. bone specific alkaline phosphatase; IL6, interleukin-6;

TNFa, tumor necrosis factor-o..
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Figurel TNFo mRNA expression (A), influence of TNFA —308G>A variant on TNFo mRNA expression (B) and tALP (C) and IL-6 mRNA
expression (D). influence of /L6 -174G>C variant on IL-6 mRNA expression (E) and OGTT-2 h (F) of NG and DM2 before and after piogli-

tazone therapy.

Data are shown as median and interquartile ranges (A, D) and as mean + SE (B, C, E, F) of values compared by Mann-Whitney test and
‘Wilcoxon signed rank test. Chi-square analysis was used to test the Hardy-Weinberg equilibrium (HWE). For TNFA —308G>A polymorphism,
individuals carrying GG genotype were compared with the GA+AA genotypes carriers. For /L6 -174G>C variant, GG genotype carriers were
compared with those carrying CG+CC genotypes. TNFA —308G>A (rs 11800629) and /L6 ~174G>C (rs 1800795) polymorphisms were de-
termined by HRM-PCR and PCR-RFLP respectively, using the sequences of primers previously described (13, 14). *p<0.05. TNFo,, tumor
necrosis factor-a; IL-6, interleukin-6; OGTT, oral glucose tolerance test.

results may be influenced by time, dosage and combination of
the pioglitazone treatment that remains to be investigated.

The distribution of TNFA ~308A and /L6 —174C genotypes
was as expected from Hardy-Weinberg equilibium (HWE)
in both groups (data not shown). TNFA —308G>A variant had
similar genotype and allele frequencies between DM2 (A al-
lele: 16.4%) and NG (A allele: 11.3%) groups (p>0.05), sug-
gesting lack of relationship with DM2, as previously reported
(11). IL6 —174C allele was more frequent in DM2 (34.9%)
than in NG (26.9%, p<0.05). Moreover, individuals carry-
ing C allele (GC+CC genotypes) had two times higher risk
for DM2 (OR: 2.43, 95% CI: 1.11-5.34, p=0.032) than non-
carriers. In a previous study, the frequency of the C allele was
significantly higher in DM2 individuals with metabolic syn-
drome compared to those without this metabolic disease (12)
suggesting a relationship of this allele with worst metabolic
control in DM2 patients.

Global TNFo and IL-6 mRNA levels in PBL were not
influenced neither by hyperglycemic status (DM2) nor by treat-
ment (p>0.05) (Figure 1A and D, respectively). TNFA —308A
allelecarriers had decreased TNFoumRNA expression than those
carrying GG genotypes, in both NG and DM2 before and after
treatment (p<0.05, Figure 1B). /L6 —174G>C polymorphism

did not influence gene expression in NG and DM2 (Figure 1E).
This is the first evidence that there is a relationship between
TNFA —308G>A polymorphism and TNFo. mRNA expression
in leukocytes in both DM2 and NG individuals. It has been

- suggested that the TNFA —308G>A region may play a role in
TNFo transcription in human T cell model (15).

Reduction of alkaline phosphatase (tALP) in response
to pioglitazone was found in TNFA -308A allele carriers
(p=0.017) (Figure 1C). This result suggests that the interac-
tion of TNFA -308A allele and pioglitazone treatment may
influence the osteoblastic activity, that is reflected by the re-
duction of the bone marker tALP (9). A multivariate analysis
model was performed in order to identify significant differ-
ences in sex and other variables, with mRNA expression and
genotypes. However, there were no statistically significant
differences between groups (data not shown).

IL6 —174C allele was associated with decreased OGTT-2 h
in DM2 individuals (p<0.05) (Figure 1F) but not to other
metabolic markers (data not shown). It was previously shown
that IL6 —174C allele is associated with higher plasma levels
of IL-6, particularly in inflammatory situations, showing that
IL-6 might have an actiological role in insulin signaling (16).
These findings may explain the results obtained in this study,
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demonstrating the insulin influence, decreasing OGTT-2 h in
1L6 —174C allele carriers.

In conclusion, the TNFA -308G>A polymorphism appear

to be involved in regulation of gene expression in PBL in-
dependently of the hyperglycemic status and its interaction
with pioglitazone may modulate bone markers such as tALP.
1L6—174G>C variant is related with reduced risk of postpran-
dial hyperglycemia but not with mRNA expression nor bone
markers.
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ANEXO A - APROVACAO DO CEP FCF

Oficio CEP n° 132/2006

S&o Paulo, 31 de outubro 2006.

[Imo(a). Sr(a).
Prof. Dr. Mario Hiroyuki Hirata FBC

Prezado{a) Senhor{a),

O Comité de Etica em Pesquisa da FCF/USP, em reuni&o realizada em 30 de
outubro de 2006, APROVOU o projeto "Avaliagdo da atividade osteoblastica e
osteoclastica em diabeticos tipo 2 em tratamento com glitazonas" (Protocolo CEP n°
382) apresentado por Vossa Senhoria.

Lembramos que apos a execucao de 50% do cronograma do projeto, devera
ser apresentado um relat6rio parcial, de acordo com 0 Artigo 18 - item C, da Portaria
FCF-111/97.

Atenciosamente,

Profa. Dra. Valentina Porta
Coordenadora do Comité de Etica Pesquisa
FCF/USP

Av. Prof. LIineu Prestes. n8 580. Bloco 13 A - Cldade UnlverslUIrla - CEP 05508-900 - 5.\0 Paulo - SP Fone 1 Fax: (11) 3091-3677 -
Mllall: cepfc:f@!usp.br
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ANEXO B - APROVACAO CEP INSTITUTO DANTE PAZZANESE DE
CARDIOLOGIA

DATA DA ENTRADA: 26 de abril de 2006.
1° DATA DO PARECER: 02 de maio de 2006.
PARECER FINAL: 22 de junho de 2006

N° DO PROTOCOLO NO CEP: 3436.

(ESTE N°. DEVERA CITAR NAS CORRESPONDENCIAS REFERENTES A ESTE PROJETO)

INVESTIGADOR PRINCIPAL: Prof. Mario Hiroyuki Hirata

PROJETO DE PESQUISA: "Avaliagdo da Atividade Osteoblastica e OsteocJastica
em Diabetes Tipo 2 em Tratamento com Glitazonas ".

AREA DE ESPECIALIZACAO: Biologia Molecular

Ao se proceder a andlise ao projeto em guestdo, considera-se gue:

a) Foram atendidas as solicitages do referido parecer.

b) O projeto preenche os requisitos fundamentais das resolugdes CNS 196196,
251/97

e 292/99, sobre as Diretrizes e Normas Regulamentadoras de Pesquisa Envolvendo
Seres Humanos, do Conselho Nacional de Satde | Conselho Nacional de Etica em
Pesquisa | Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria e as Boas Praticas de Pesquisa
Clinica do ICH-GCP.

c) 0 Comité de Etica em Pesquisa avaliou 0 Protocolo de Estudo e 0 Termo de
Consentimento livre e Esdarecido.

d) 0 Comité de Etica em Pesquisa segue os preceitos das resolucdes CNS196196,
251/97 e 292/99, sobre as Diretrizes e Normas Regulamentadoras de Pesquisa
Envolvendo Seres Humanos, do Conselho Nacional de Saude / Conselho Nacional
de Etica em Pesquisa | Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria e as Boas Praticas
de Pesquisa Clinica do ICH-GCP.

Diante do exposto, O Comité de Etica em Pesquisa, manifesta-se pela:
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Protocolo de Estudo: Aprovado.
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido: Aprovado.

O Comité de Etica em Pesquisa, solicita que:

a. Enviar primeiro relatério parcial em 10 /12/ 2006;
b. Informar imediatamente relatério sobre qualquer evento adverso ocorrido;

c. Comunicar qualquer alterag&o no projeto e no TCLE.

Séo Paulo, 22 de junho 2006.

ﬂ:("(*’f. U #'g Ewiy
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ANEXO C - APROVAGAO CEP UFRN

Universidade Federal do Rio Grande do Norte
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA

Natal (RN), 19 de agosto de 2009.
Prezada Professora Dra. Adriana Augusto de Rezende,

Vimos, através deste documento, informar que o projeto “PADRONIZACAO DE UMA
DIETA HIPERLIPIDICA PARA INDUGAO DO DIABETES MELLITUS TIPO 2 EM MODELO ANIMAL E ESTUDO
DE FORMACAO GENOMICA ENVOLVENDO O EFEITO DE ANTIDIABETICOS”, protocolo n°
022/2009, apds analise das adequagdes, foi considerado APROVADO por esta
Comissao.

Informamos ainda que, segundo o Cap. 2, Art. 13 do Regimento, € funcdo do
professor/pesquisador responsavel pelo projeto a elaboragdo de relatorio(s) de
acompanhamento que devera(do) ser entregue(s) dentro do(s) prazo(s)

estabelecido(s) abaixo:
- Relatério Final: Dezembro de 2010 (30 dias apos a concluséo do projeto).
Agradecemos a sua atencdo e nos colocamos a disposicdo para eventuais

esclarecimentos.

Cordialmente,

C 'f":chu(,g \ - %‘aww*v\
Elaine C. Gavioli
Presidente da CEUA

UFRN - Campus Universitario — Centro de Biociéncias Telefone: (84) 3215-3419 ramal 210
Av. Salgado Filho, S/N — CEP: 59072-970 - Natal/RN " e-mail: ceua@reitoria.ufrn.br .
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ANEXO D - FICHA DO ALUNO

* \.a n -l] S Sistema Administrativo da P6s-Graduagaoc

Universidade de Sao Paulo
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Documento sem validade oficial

FICHA DO ALUNO

9136 - 5576089/2 - Silvia Tchernin Himelfarb

Email:

Data de Nascimento:
Cédula de Identidade:
Local de Nascimento:
Nacionalidade:

Graduacéo:

Mestrado:

Curso:

Programa:

Area:

Data de Matricula:

Inicio da Contagem de Prazo:
Data Limite:

Orientador:

Proficiéncia em Linguas:

Licenca(s) Maternidade:

Data de Aprovacao no Exame de
Qualificacéo:

Data do Depésito do Trabalho:
Titulo do Trabalho:

Data Maxima para Aprovacao da
Banca:

Data de Aprovacao da Banca:
Data Maxima para Defesa:
Data da Defesa:

Resultado da Defesa:

sthimelfarb@usp.br
06/08/1977

RG - 1064547456 - RS
Estado de Sao Paulo
Brasileira

Farmacéutico - Universidade Luterana do Brasil - Rio Grande
do Sul - Brasil - 2001

Mestre em Farmacia - Area: Andlises Clinicas - Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas - Universidade de Sao Paulo - Sao
Paulo - Brasil - 2008

Doutorado

Farméacia (Andlises Clinicas)
Andlises Clinicas
26/08/2008

26/08/2008

22/02/2013

Prof(a). Dr(a). Mario Hiroyuki Hirata - 26/08/2008 a
25/02/2013 E.Mail: mhhirata@usp.br

Inglés, Aprovado em 21/10/2010

180 dias (Licenca Maternidade)
Periodo de 17/03/2012 a 12/09/2012

Aprovado em 13/05/2011

15/01/2013

"Efeito da pioglitazona sobre o remodelamento sseo em
diabetes tipo 2"
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25/02/2013
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Trabalhos
Cientificos em
Medicina:
Manual de
Sobrevivéncia
para Futuros
Autores
(Faculdade de
Medicina -
Universidade de
Séo Paulo)

01/04/2009 21/04/2009

Regulacéo da

Expressao

Génica em

Processos 04/05/2009 15/06/2009
Fisiolégicos

(Instituto de

[ SO PSS SR

120

45

120

86

100

95

A

A

Sigla N.O”.‘e _da Inicio |[Término Car,ggt Cred.|Freq.|Conc.|Exc.|Situacao
Disciplina Horaria

N

N

N

Concluida

Concluida

Concluida
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Universidade de
Séo Paulo)

.4 - _ Créditos
- Créditos minimos exigidos ‘ obtidos
qualificacao

‘Disciplinas: | 20 ‘ 20 | 22

Atividades
Programadas:

Seminarios: | | |

Estagios: | | |
Total: 20 20 22

Créditos Atribuidos a Tese: 167

Observacoes:
1) Créditos atribuidos de acordo com o disposto na Portaria GR-3588 e GR-4391 - PAE, de 31.08.09
e aprovados pela Comissdo de Pds-Graduacéo, em Sesséo de 08/03/2010.

Conceito a partir de 02/01/1997:

A - Excelente, com direito a crédito; B - Bom, com direito a crédito; C - Regular, com direito a
crédito; R - Reprovado; T - Transferéncia.

Um(1) crédito equivale a 15 horas de atividade programada.

9136 - 5576089/2 - Silvia Tchernin Himelfarb

e
72297 Mario Hiroyuki Hirata FCF - USP Presidente
1298811  Marcelo Chiara Bertolami IDPC - Externo  Membro
1324427  Marisa Passarelli Docente Membro

Externo
3098242  Alice Cristina Rodrigues Externo Membro
7537356  Maria Jose Brion Martinez E’;’:EQGO " Membro

Ultima ocorréncia: Titulado em 25/02/2013
Impresso em: 18/04/13 16:15:52

ANEXO E - CURRICULO LATTES DO ALUNO

Silvia Tchernin Himelfarb

Curriculum Vitae

Dados pessoais
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Nome Silvia Tchernin Himelfarb
Nome em citacdes bibliograficas HIMELFARB, Silvia Tchernin;Himelfarb, Silvia T.
Sexo Feminino

Filiacdo Luiz Himelfarb e Frida Tchernin Himelfarb
Nascimento 06/08/1977 - Sdo Paulo/SP - Brasil

Carteira de Identidade 1064547456 SSP - RS - 23/10/1991
CPF 924.134.040-15

Endereco residencial Estrada da Aldeia 369, casa 58
Granja Viana - Cotia
06709-300, SP - Brasil
Telefone: 11 47020866

Endereco profissional Universidade de S&o Paulo, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas,
Departamento de Analises Clinicas e Toxicoldgicas
Av. Professor Lineu Prestes 580
Butantan - Sao Paulo
05315-970, SP - Brasil
Telefone: 11 30913660
Endereco eletrénico
E-mail para contato : sthimelfarb@yahoo.com.br
e-mail alternativo : sthimelfarb@usp.br

Formacao académica/titulagéo

2008 Doutorado em Ciéncias Farmacéuticas.
Universidade de Sao Paulo, USP, Sao Paulo, Brasil
Titulo: Efeito da Pioglitazona sobre o0 Remodelamento Osseo em
Diabetes Tipo 2, Ano de obtencao: 2013
Orientador: Mario Hiroyuki Hirata
Bolsista do(a): Coordenacéo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior

2006 - 2008 Mestrado em Farmacia (Andlises Clinicas).
Universidade de Sao Paulo, USP, Sao Paulo, Brasil
Titulo: Avaliagdo da atividade osteoblastica e osteoclastica em pacientes em
diabéticos tipo 2 em tratamento com pioglitazonas, Ano de obtencao: 2008
Orientador: Mario Hiroyuki Hirata
Bolsista do(a): Coordenacéo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior

2003 - 2004 Especializacdo em Diagnostico Genético E Molecular.
Universidade Luterana do Brasil, ULBRA, Canoas, Brasil
Titulo: Regulacéo Neuroenddcrina no Traumatismo cranio-encefalico
Orientador: Andréa Regner

2003 - 2003 Especializacdo em Administracdo Hospitalar e Negdcios Em Salde.
Instituto de Administracao Hospitalar e Ciéncias da Saude, IAHCS, Brasil
Titulo: Implementacdo de um Programa de satisfacdo do Cliente no laboratério
Bioclinico

1997 - 2001 Graduacdo em Farméacia e Biogquimica.
Universidade Luterana do Brasil, ULBRA, Canoas, Brasil

Formagao complementar

2011 - 2011 Curso de curta duragdo em Next Generation Sequencing.
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas/USP, FCF/USP, Brasil



2008 - 2008

2008 - 2008

2007 - 2007

2007 - 2007

2007 - 2007

2006 - 2006

2006 - 2006

2006 - 2006

2002 - 2002

2002 - 2002

2002 - 2002

2001 - 2001

2000 - 2000

1998 - 1998
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Curso de curta duragdo em 66 ° Curso Intensivo de Cardiologia.
Instituto Dante Pazzanese de Cardiologia, IDPC, Sao Paulo, Brasil

Curso de curta duragdo em Treinamento de PCR em Tempo Real.
Life Tecnologies , LIFE TEC, Sao Paulo, Brasil

Curso de curta duragdo em Il Curso de Biologia Molecular e Celular.
Instituto Dante Pazzanese de Cardiologia, IDPC, Sao Paulo, Brasil

Curso de curta duragdo em Real Time PCR: Users Meeting 2007.
Life Tecnologies , LIFE TEC, Sao Paulo, Brasil

Curso de curta duragdo em 65 © Curso Intensivo de Cardiologia.
Instituto Dante Pazzanese de Cardiologia, IDPC, Sao Paulo, Brasil

Curso de curta duragdo em Bionumerics.
Universidade de Sao Paulo, USP, Sao Paulo, Brasil

Curso de curta duragdo em | curso de atualizagdo em biologia molecular aplic.
Universidade de Sao Paulo, USP, Sao Paulo, Brasil

Curso de curta duragdo em Real Time PCR: Users Meeting 2006.
Life Tecnologies , LIFE TEC, Sao Paulo, Brasil

Curso de curta duragdo em Bioquimica Clinica.
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, UFRGS, Porto Alegre, Brasil

Curso de curta duragdo em Biologia Molecular.
Famapdlis, SINDIFAR-SC, Brasil

Curso de curta duragdo em Estudos de Casos Clinicos Em Hematologia.
Farmapolis, SIDIFAR -SC, Brasil

Curso de curta duragdo em Interpretacdo de Exames Laboratoriais.
XIl Congresso Paulista de Farmacéuticos, CRF-SP, Brasil

Curso de curta duragdo em Citologia Ginecolégica.
Universidade Luterana do Brasil, ULBRA, Canoas, Brasil

Curso de curta duragdo em Quimioterapia Antineoplasica.
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, UFRGS, Porto Alegre, Brasil

Atuacdao profissional

1. Universidade Luterana do Brasil - ULBRA

Vinculo institucional

2003 - 2004

1998 - 1998

Atividades

Vinculo: estagio em pesquisa cientifica , Enquadramento funcional:
estagio , Carga horaria: 20, Regime: Parcial

Vinculo: bolsista , Enquadramento funcional: estagio , Carga horaria:
12, Regime: Parcial

05/2003 - 07/2004 Estagio, Programa de PoOs Graduagdo Em Diagnoéstico Genético e

Molecular, Laboratério de Marcadores Moleculares de Dano Neural
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08/1998 - 12/1998 Estagio, Faculdade de Farmacia e Bioquimica, Centro de Ciéncias da
Saude

Universidade Federal do Rio Grande do Sul - UFRGS

Vinculo institucional

1999 - 1999 Vinculo: estagio voluntario , Enquadramento funcional: estagio ,
Carga horaria: 16, Regime: Parcial

Atividades

01/1999 - 12/1999 Estagio, Instituto de Ciéncias Basicas da Saude, Departamento de
Bioguimica

Laboratério Bioclinico Ltda - NETLAB
Vinculo institucional

2000 - 2000 Vinculo: estagio , Enquadramento funcional: estagio , Carga horaria:
20, Regime: Parcial

Atividades

04/2000 - 10/2000 Estagio, Laborat6rio Privado, Microbiologia e Imunologia

Hospital M&e de Deus - HMD
Vinculo institucional

2001 - 2001 Vinculo: estagio , Enquadramento funcional: estagio curricular , Carga
horaria: 20, Regime: Parcial

Atividades

03/2001 - 07/2001 Estagio, Hospital M&o de Deus, Setor de Farmacia Hospitalar

Hospital de Clinicas de Porto Alegre - HCPA
Vinculo institucional

2001 - 2002 Vinculo: bolsista , Enquadramento funcional: bolsista , Carga horaria:
20, Regime: Parcial

Atividades

09/2001 - 08/2002 Estagio, Servico de Patologia Clinica, Hematologia

Hospital de Pronto Socorro - HPS
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Vinculo institucional

2002 - 2002

Atividades

Vinculo: estagio curricular , Enquadramento funcional: estagio
curricular , Carga horéria: 20, Regime: Parcial

09/2002 - 12/2002 Estagio, Prefeitura Municipal de Porto Alegre, Setor de Microbiologia

Bioguimica e Hematologia

7. Laboratorio de Patologia Clinica - REDE LAC

Vinculo institucional

2003 - 2003

Atividades

Vinculo: estagio técnico-profissional v , Enquadramento funcional:
estagio voluntario , Carga horéria: 20, Regime: Parcial

01/2003 - 02/2003 Estagio, Laboratdrio Privado, Setor de Imuno Horménios

8. Laboratorio Marques Dalmeida - LMA

Vinculo institucional

2003 - 2005

Atividades

Vinculo: analista de laboratério , Enquadramento funcional: analista
de laboratério , Carga horaria: 36, Regime: Parcial

11/2003 - 03/2005 Servico Técnico Especializado, Laboratério Privado, Cachoeirinha

9. Universidade de Sao Paulo - USP

Vinculo institucional

2009 - 2009

2008 - 2008

2007 - 2007

2006 - 2006

Vinculo: Bolsista , Enquadramento funcional: Programa de
Aperfeicoamento de Ensino , Carga horaria: 6, Regime: Parcial

Outras informagdes:

Desenvolvimento de atividades didaticas junto a disciplina FBC0513 Bioquimica
Clinica, do Departamento de Andlises Clinicas e Toxicolégicas da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas

Vinculo: bolsista , Enquadramento funcional: Campanha Diabetes,
Regime: Parcial
Outras informagdes:

Orientagdo de participantes na VIII Campanha de Diabetes da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas

Vinculo: Bolsista , Enquadramento funcional: Programa de
Aperfeicoamento de Ensino , Carga horaria: 6, Regime: Parcial

Outras informagdes:

Desenvolvimento de atividades didaticas junto a disciplina FBC0512 Bioquimica
Clinica, do Departamento de Andlises Clinicas e Toxicilégicas da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas

Vinculo: bolsista , Enquadramento funcional: Campanha Diabetes,
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Regime: Parcial
Outras informagdes:
Orientagdo de participantes na VI Campanha de controle de Diabetes

2006 - 2008 Vinculo: Bolsista , Enquadramento funcional: Pdés-Graduacao-
Mestrado, Regime: Dedicacao exclusiva
2005 - 2006 Vinculo: Estagio , Enquadramento funcional: Aperfeicoamento

Profissional , Carga horaria: 40, Regime: Dedicacdo exclusiva

Atividades

05/2005 - Atual  Estagio, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Departamento de
Andlises Clinicas e Toxicoldgicas

Areas de atuacio

1. Biologia Molecular

2. Analises Clinicas

3 Farméacia

Idiomas

Inglés Compreende Bem , Fala Razoavelmente , Escreve Razoavelmente , Lé Bem

Producéo bibliogréafica
Artigos completos publicados em periddicos

1. Himelfarb, Silvia T., Silva, Fernanda A., Arazi, Simone S., Farjado, Cristina M., Garofalo, Adriana,
Bertolami, Marcelo C., Bertolami, Adriana, Faludi, Andre, Sampaio, Marcelo F., Rezende, Adriana A.,
Hirata, Rosario D.C., Hirata, Mario H.

Tumor necrosis factor-? and interleukin-6 expression in leukocytes and their association with
polymorphisms and bone markers in diabetic individuals treated with pioglitazone. Drug Metabolism
and Drug Interactions. , v.26, p.37 - 40, 2011.

2. ROCHA, Adriana Brondani da, ZANONI, Caroline, FREITAS, G. R., ANDRE, C., HIMELFARB,
Silvia Tchernin, SCHNEIDER, Rogério Fett, GRIVICICH, I, BORGES, Leonardo Lucena,
SCHWARTSMANN, Gilberto, KAUFMANN, Mauro, REGNER, Andrea Pereira

Serum Hsp70 as an early predictor of fatal outcome after severe traumatic brain injury in males.
Journal of Neurotrauma. , v.22, p.966 - 977, 2005.

Trabalhos publicados em anais de eventos (resumo)

1. BORTOLIN, R. H., Himelfarb, Silvia T., SANTOS, F. M., OLIVEIRA, A. M. L., FREIRE-NETO, F.
P., BEZERRA, J. F., MORAIS, L. V. F.,, URURAHY, M. A. G., BARBOSA, A. C. S,, LEMOS, B. S.,
BRITO, F. A., ALMEIDA, M. G., REZENDE, L. A., HIRATA, R. D. C., HIRATA, M. H., REZENDE, A. A.
Influence of High Glucose Concentration on Bone Metabolism Parameters in C57BL/6 Mice Fed With
a High-Fat Diet In: 72nd Scientific Sessions, 2012, Philadelphia.

Journal of American Diabetes Association. , 2012.

2. HIMELFARSB, Silvia Tchernin, SILVA, F. A., Arazi, S. S., Farjado, Cristina Moreno, Oliveira, Raquel,
BERTOLAMI, M. C., Bertolami, Adriana, FALUDI, André, SAMPAIO, M. F., REZENDE, A. A., HIRATA,
R. D. C., HIRATA, M. H.
Effects of pioglitazone on PPARG, TNFA and osteoprotegerin expression in leukocytes and bone
turnover biomarkers in diabetic individuals. In: 5th Santorini Conference, 2010, Santorini, Grécia.

5th Santorini Conference Biologie Prospective 2010. , 2010. v.48. p.A67 -
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3. SILVA, F. A,, SHALEM, M. H., SAMPAIO, M. F., HIMELFARSB, Silvia Tchernin, BERTOLAMI, M. C.,
MONACO, M. I, SOUSA, A., ARMAGANIJAN, D., HIRATA, R. D. C., HIRATA, M. H.
Association of the Atherosclerosis with TLR2, TLR4 and IL-6 polymorphisms in Type 2 Diabetes
Patients In: XlIlI Brazilian Congress of Atherosclerosis - Brazilian Society of Cardiology, 2009,
Campinas.

Atherosclerosis suplements. Elsevier, 2009. v.10. p.14 - 15

4. HIRATA, M. H., HIMELFARSB, Silvia Tchernin, MARQUES, M. F. S. F,, SILVA, F. A., RODRIGUES,
A. C., SAMPAIO, M. F,, DINKHUYSEN, J. F., BERTOLAMI, M. C., ARMAGANIJAN, D., SILVA, V. F,,
REZENDE, A. A, MONACO, M. I., HIRATA, R. D. C.
Thiazolidinediones and its negative effects on bone metabolism in brazilian individuals with type 2
diabetes mellitus In: AACC Annual Meeting 2009, 2009, Chicago.

Clinical Chemistry., 2009. v.55. p.A223 - A223

5. HIRATA, M. H., HIMELFARB, Silvia Tchernin, MARQUES, M. F. S. F., MONACO, M. I,
RODRIGUES, A. C., SAMPAIO, M. F., DINKHUYSEN, J. F., BERTOLAMI, M. C., ARMAGANIJAN, D.,
SILVA, V. F., REZENDE, A. A, HIRATA, R. D. C.
Effects of pioglitazone on RANK and RANKL mRNA expression in peripheral blood leukocytes from
indivuduals with type 2 diabetes mellitus In: AACC Annual Meeting 2008, 2008, Washington.

Clinical Chemestry. Washington: , 2008. v.54. p.A165 - A165

6. HIRATA, M. H.,, MARQUES, M. F. S. F., HIMELFARSB, Silvia Tchernin, RODRIGUES, A. C., SILVA,
V. F., MONACO, M. I., SAMPAIO, M. F., DINKHUYSEN, J. F., BERTOLAMI, M. C., ARMAGANIJAN,
D., HIRATA, R. D. C.
Effects of pioglitazone on total PPARG, PPARG2, SUR and KIR 6.2 mRNA expression in p ripheral
blood leukocytes from individuals with type 2 diabetes mellitus In;: AACC Annual Meeting, 2008, 2008,
Washington.

Clinical Chemestry. Washington: , 2008. v.54. p.A165 - A165

7. MARQUES, M. F. S. F., HIMELFARSB, Silvia Tchernin, SILVA, V. F., MONACO, M. I., SAMPAIO, M.
F., BERTOLAMI, M. C., ARMAGANIJAN, D., HIRATA, R. D. C., HIRATA, M. H.
Estudo da expressao génica do PPARGAMA2, SUR1, KIR6.2 em individuos diabéticos melito tipo 2
(DMT2) em tratamento com pioglitazonas In: XV Congresso Paulista de Farmacéuticos, VII Seminario
Internacional de Farmacéuticos, EXPOFAR 2007, 2007, S&o Paulo.

Revista Brasileira de Ciéncias Farnacéuticas. Sdo Paulo: , 2007. v.43. p.65 - 65

8. HIMELFARSB, Silvia Tchernin, MARQUES, M. F. S. F., SILVA, V. F., MONACO, M. I., SAMPAIO, M.
F., ARMAGANIJAN, D., REZENDE, A. A., HIRATA, R. D. C., HIRATA, M. H.
Estudo da expresséo génica do RANK e RANKL em individuos diabéticos tipo 2 em tratamento com
pioglitazonas In: XV Congresso Paulista de Farmacéuticos, VII Seminério Internacional de
Farmacéuticos, EXPOFAR 2007, 2007, Sao Paulo.

Revista Brasileira de Ciéncias Farmacéuticas. S&do Paulo: , 2007. v.43. p.62 - 62

9. HIMELFARB, Silvia Tchernin, ROCHA, Adriana Brondani da, COSTA, Francielle da, PINHEIRO,
Guilherme Dutra, GEHRKE, Junia Thirzah, BORGES, Leonardo Lucena, SCHNEIDER, Rogério Fett,
KAUFMANN, Mauro, SCHWARTSMANN, Gilberto, REGNER, Andrea Pereira, ZANONI, Caroline,
FERNANDES, Reginaldo Mendonca
Investigacéo da proteina s100B sérica como potencial marcador progndstico no traumatismo-cranio -
encefalico severo em humanos In: IV Férum de pesquisa Cientifica e tecnologica, IX saldo de
iniciacdo cientifica da Universidade luterana do brasil, 2003, canoas.

Iv Férum de pesquisa cientifica e tecnoldgica, IX saldo de iniciacdo cientifica. Porto alegre:
Ulbra, 2003.
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10. HIMELFARSB, Silvia Tchernin
Efeito do Litio sobre as concentracdes séricas de Triacilgliceréis e colesterol total em pacientes com
transtorno de humor Bipolar In: Il Férum de Pesquisa Cientifica e tecnoldgica, VIl saldo de iniciacdo
Cientifica, 2001, Canoas.

Il férum de Pesquisa Cientifica e tecnolégica, VIl saldo de Iniciacdo Cientifica. Canoas: Ulbra,
2001.

11. HIMELFARSB, Silvia Tchernin, A, Mascarenhas M, S, Frassetto S
Estudo do efeito do litio sobre as concentracdes séricas de colesterol total e triacilgliceréis em
pacientes com transtorno de humor bipolar In: XII congresso paulista de farmacéuticos, 2001, S&o
Paulo.

Revista brasileira de ciéncias farmacéuticas. sao paulo: faculdade de ciéncias farmacéuticas,
2001. v.37. p.15- 15

12. HIMELFARSB, Silvia Tchernin, ROMBALDI, Fernanda, CERESER, Keila Maria Mendes
Farmacos mais utilizados na terapia da gota e interacdes medicamentosas envolvendo o tratamento
dos fatores associados In: XIlI congresso paulista de farmacéuticos, IV Seminario internacional de
farmacéuticos, EXPOFAR, 2001, Sao Paulo.

Revista brasileira de Ciéncias farmacéuticas. Sao paulo: Faculdade de Ciéncias farmacéuticas,
2001. v.37. p.87 - 87

13. HIMELFARSB, Silvia Tchernin, DUARTE, Marisa Valquiria S, MASCARENHAS, Rita de Céssia G,
CERESER, Keila Maria M, MASCARENHAS, Marcello A
Hipertensdo no dabetes mellitus tipo 2: tratamento medicamentoso In: XII congresso paulista de
farmacéuticos, IV Seminario internacional de farmacéuticos, EXPOFAR, 2001, Sao paulo.

Revista Brasileira de ciéncias Farmacéuticas. Sao Paulo: Faculdade de Ciéncias farmacéuticas,
2001. v.37. p.87 - 87

Apresentacédo de trabalho e palestra

1. BORTOLIN, R. H., SANTOS, F. M., OLIVEIRA, A. M. L., FREIRE-NETO, F. P., BEZERRA, J. F.,
MORAIS, L. V. F., URURAHY, M. A. G., BARBOSA, A. C. S., LEMOS, B. S., BRITO, F. A., ALMEIDA,
F. A. P, Himelfarb, Silvia T., HIRATA, R. D. C., HIRATA, M. H., REZENDE, A. A.

Influence of High Glucose Concentration on Bone Metabolism in Mice C57BL/6 Induced with
High-Fat Diet, 2011. (Simposio,Apresentacdo de Trabalho)

2. Himelfarb, Silvia T.
Avaliacdo da Atividade Osteoblastica e Osteoclastica em Diabéticos Tipo 2 e em Modelos
Experimentais, 2010. (Simpésio,Apresentacao de Trabalho)

3. HIMELFARSB, Silvia Tchernin, SILVA, F. A., Arazi, S. S., Farjado, Cristina Moreno, Oliveira, Raquel,
BERTOLAMI, M. C., REZENDE, A. A., Bertolami, Adriana, FALUDI, André, SAMPAIO, M. F., HIRATA,
R. D. C., HIRATA, M. H.

Effects of pioglitazone on PPARG, TNFA and osteoprotegerin expression in leukocytes and
bone turnover biomarkers in diabetic indivuduals., 2010. (Congresso,Apresentacéo de Trabalho)

4. SILVA, F. A,, SHALEM, M. H., SAMPAIO, M. F., HIMELFARSB, Silvia Tchernin, BERTOLAMI, M. C.,
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MONACO, M. I, SOUSA, A., ARMAGANIJAN, D., HIRATA, R. D. C., HIRATA, M. H.
Association of the Atherosclerosis with TLR2, TLR4 and IL-6 polymorphisms in Type 2
Diabetics Patients, 2009. (Congresso,Apresentacao de Trabalho)

5. HIRATA, M. H., HIMELFARSB, Silvia Tchernin, MARQUES, M. F. S. F., SILVA, F. A., RODRIGUES,
A. C., SAMPAIO, M. F,, DINKHUYSEN, J. F., BERTOLAMI, M. C., ARMAGANIJAN, D., SILVA, V. F,,
REZENDE, A. A, MONACO, M. I., HIRATA, R. D. C.

Thiazolidinediones and its negative effects on bone metabolism in brazilian individuals with
type 2 diabetes mellitus, 2009. (Congresso,Apresentacéo de Trabalho)

6. HIRATA, M. H., HIMELFARB, Silvia Tchernin, MARQUES, M. F. S. F., MONACO, M. I,
RODRIGUES, A. C., SAMPAIO, M. F., DINKHUYSEN, J. F., BERTOLAMI, M. C., ARMAGANIJAN, D.,
SILVA, V. F., REZENDE, A. A, HIRATA, R. D. C.

Effects of pioglitazone on RANK and RANKL mRNA expression in peripheral blood leukocytes
from individulas with type 2 diabetes mellitus, 2008. (Congresso,Apresentacao de Trabalho)

7. HIRATA, M. H.,, MARQUES, M. F. S. F., HIMELFARSB, Silvia Tchernin, RODRIGUES, A. C., SILVA,
V. F., MONACO, M. I., SAMPAIO, M. F., DINKHUYSEN, J. F., BERTOLAMI, M. C., ARMAGANIJAN,
D., HIRATA, R. D. C.

Effects of pioglitazone on total PPARG, PPARG2, SUR and KIR6.2 mRNA expression in
peripheral blood leukocytes from individuals with type 2 diabetes mellitus, 2008.
(Congresso,Apresentacao de Trabalho)

8. MARQUES, M. F. S. F., HIMELFARSB, Silvia Tchernin, SILVA, V. F., MONACO, M. I., SAMPAIO, M.
F., BERTOLAMI, M. C., ARMAGANIJAN, D., HIRATA, R. D. C., HIRATA, M. H.

Estudo da expressédo génica do PPARGAMAZ2, SUR1, KIR6.2 em individuos diabéticos melito
tipo 2 (DMT2) tratados com pioglitazona, 2007. (Congresso,Apresentacao de Trabalho)

9. HIMELFARSB, Silvia Tchernin, MARQUES, M. F. S. F., SILVA, V. F., MONACO, M. I., SAMPAIO, M.
F., ARMAGANIJAN, D., REZENDE, A. A., HIRATA, R. D. C., HIRATA, M. H.

Estudo da expressao génica do RANK e RANKL em individuos diabéticos tipo 2 em tratamento
com pioglitazona, 2007. (Congresso,Apresentacdo de Trabalho)

10. HIMELFARSB, Silvia Tchernin
Investigacdo da proteina S100B sérica como potencial marcador progndéstico no traumatismo
cranio-encefélico severo em humanos, 2003. (Congresso,Apresentacao de Trabalho)

11. HIMELFARSB, Silvia Tchernin
Estudo do efeito do Litio sobre as concentracdes séricas de colesterol total e triacilglicerdis
em pacientes com transtorno do humor bipolar, 2001. (Congresso,Apresentacéo de Trabalho)

12. HIMELFARB, Silvia Tchernin, MASCARENHAS, Marcello A, FRASSETTO, S. S.
Estudo do efeito do Litio sobre as concentracdes séricas de colesterol total e triacilglicerdis
em pacientes com transtorno do humor bipolar, 2001. (Congresso,Apresentacéo de Trabalho)
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