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Introdugdo

INTRODUCAO

I.Consideracoes Gerais

As doengas que afetam os sistemas muscular e esquelético acometem centenas de
milhdes de pessoas no mundo e estio entre as causas mais comuns de invalidez e
sofrimento cronico. Elas compreendem as lesdes nos ossos, articulagdes, musculos,
ligamentos, tenddes e nervos periféricos.

Essas condig¢des patoldgicas figuram como as principais responsaveis pela lideranga
no namero de consultas médicas e servigos de pronto atendimento, quando comparadas as
outras enfermidades. Apesar da gravidade dos fatos, é real a falta de atengdo, por parte da
comunidade médica, midia e autoridades governamentais com relagio a elas. Embora,
todos os setores da sociedade estejam passiveis de apresentar uma dessas doengas, ha a
percep¢do erronea de que elas sejam menos sérias do que outras, em conseqiiéncia de sua
menor fatalidade (Cats-Baril, 1996).

As lombalgias figuram entre as lesdes musculares e esqueléticas de maior
prevaléncia, sendo uma das causas mais freqiientes de absenteismo no trabalho, gerando
consequientemente perda de produtividade nos paises industrializados. Quatro entre cinco
adultos apresentardo um episodio de dor nas costas em suas vidas e em muitos casos, esses

eventos sdo graves e ndo melhoram, a menos que seja administrado tratamento especifico.

E importante ressaltar que 5% do total desses casos conduzem 2 invalidez permanente, com

enorme prejuizo em diferentes niveis, haja vista a necessidade de pagamento de salarios e
beneficios, bem como a substituigdo e treinamento de mdo de obra especializada. (National
Council on Compensation Insurance, 1991; Lawrence et al., 1998; National Safety Council,

2000). Apesar da incidéncia dessas lesdes ndo ter se alterado com o tempo, as taxas de
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invalidez tém demostrado um aumento definido nos ultimos vinte anos (McGeary et al.,
2004).

Os supostos fatores causais para lombalgias incluem varias estruturas espinais e
processos patofisiologicos, tais como ruptura do anel fibroso, irritagdo da raiz nervosa por
compressao ou efeitos bioquimicos de exposigio do nucleo pulposo, mudangas
neuropaticas e inflamagdo das células nervosas que enervam os tecidos. Contudo, o disco
intervertebral destaca-se como a estrutura de maior interesse, uma vez que sua degeneragio
pode influenciar uma variedade de estruturas e processos que se acredita serem
participativos na origem da dor (Videman & Battié, 1999; Adams, 2004). A partir disso, o
processo discogénico degenerativo tem sido estudado amplamente, pela sua importincia

nas algias da coluna vertebral (Setton & Chen, 2004).

II. Caracteriza¢io do Disco Intervertebral

A coluna vertebral do homem € constituida de vértebras, ligamentos, musculos e
discos intervertebrais. Os discos intervertebrais permitem o movimento de cada par de
vértebras, além de desempenharem importantes fun¢des de amortecimento, como resposta
as pressoes sofridas pela coluna na sustentagdo de peso.

Ao longo da coluna, os discos variam de forma e espessura e se apresentam em
formato de cunha nas regides cervical e lombar. As curvaturas concavas existentes nessas
regides permitem que a coluna exerga, com precisdo, suas fungdes de flexibilidade e

elasticidade. A densidade celular do disco é extremamente baixa, de aproximadamente

6.000 células/mm’® em adultos. Essas células, responsaveis pela manutengio e

remodelamento dos componentes do tecido, vdo sendo perdidas ao longo do processo de

envelhecimento (Hunter et al., 2003).
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Em cada uma das articulagdes observam-se trés partes, ou seja, a cartilagem hialina
das placas terminais que recobrem as superficies opostas de cada corpo vertebral, a parte
central do disco e a periférica. A central é composta por um material viscoso, semelhante a
um gel, chamado nucleo pulposo, enquanto a parte periférica é composta de anéis de fibras

colagenas, denominada anel fibroso (Figura 1) (Boos et al., 2002).

Nervos
espinais

Nucleo
pulposo

Corpo
vertebral

Disco
intervertebral

Figura 1. Caracteristicas do disco intervertebral (modificado de
http://www.discherniation/spinehealth.images.html).

O disco intervertebral é uma estrutura bioldégica complexa, composto de abundante
matriz extra-celular de proteoglicanos e colageno. Os proteoglicanos sdo proteinas que
possuem uma modificagdo pés-traducional tipica, o glicosaminoglicano (GAG). Diferentes

proteoglicanos podem carregar desde uma tnica cadeia de GAG até centenas delas (Kreis
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& Vale, 2000), sendo que as cadeias laterais de glicosaminoglicanos promovem alta
concentragdo de cargas negativas, que resultardo na propriedade de compressdo e

resisténcia da cartilagem (Horton er al., 1998). O anel fibroso consiste principalmente de

colageno I, enquanto o nucleo pulposo € constituido por cerca de 50% de proteoglicanos,

principalmente o agrecan e 20% de colageno II. Ambos contém pequenas quantidades de
colageno IX (Annunen et al., 1999). Os proteoglicanos criam um ambiente hidrofilico
levando a retengdo de fluido e ao entumescimento do nucleo pulposo (Bhatia & Wang,
2003).

A matriz do disco contém aproximadamente 65 a 80% de agua, devido a alta
densidade de cargas negativas e cations dos grupos carboxilicos e sulfatos das cadeias de
glicosaminoglicanos do agrecan. Esses cations e dnions, resultam em alta pressdo osmotica
no nucleo do disco intervertebral, capacitando-o a absorver agua, constantemente
(Eisenstein & Roberts, 2003). Assim sendo, a hidrodindmica do disco resulta da estrutura
em gel do nucleo pulposo, conferida pela presenga dos proteoglicanos (Figura 2),
permitindo que o mesmo absorva nove vezes o seu volume de agua. Nenhuma ligagdo
quimica influencia esse conteuddo de agua, dessa forma a sustentagdo de peso causa a
diminuigdo de 1% da altura média em um dia (De Pukey 1935; apud Cox, 2002).

De modo geral, com os movimentos de extensao, flexdo e curvatura lateral, os corpos
vertebrais deslizam sobre o nucleo pulposo turgido, que se comporta como um ponto de
apoio esférico. O nucleo pulposo ndo possui nervos, tampouco vasos sangiiineos, sendo sua
nutrigdo efetuada por meio da difusdo do liquido intersticial, ao longo de mintsculos canais
situados nas placas cartilaginosas terminais dos corpos vertebrais (Melrose er al., 2003).
Por ser elastico, o nicleo € resistente as lesdes e, visto que ocupa cerca da metade da area

da superficie do disco, suporta a carga vertical, enquanto o anel fibroso o faz para a carga
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tangencial (Salter, 2001). Constantemente, o disco encontra-se submetido a uma pressio
devida a posi¢do adotada entre dois corpos vertebrais. Essa pressdo sera maior ou menor,
dependendo da postura executada pelo individuo e a sobrecarga a pesos adicionais a que a
coluna esta exposta.

Na verdade, o modelo biomecanico da coluna do homem néo foi construido para
permanecer longo periodo na posigdo sentada, mantendo posturas estaticas fixadas e
realizando movimentos repetitivos (Battié et al., 1995). Isso explica porque a degeneragdo
do disco é uma doenga musculoesquelética comum, que afeta cerca de 5% da populagido e

caracteniza-se principalmente pela hemiagao do disco (Ala-Kokko, 2002).

— Glicosaminoglicanos

| Sulfato de
" Condroitina

Sulfato de
Queratano

Proteina de Acido
Ligagao | == Hialurénico
-

Figura 2. Proteoglicanos com numerosas cadeias de glicosaminoglicanos gerando

um ambiente altamente hidrofilico (modificado de Salter, 2001)
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I1.1 Processo degenerativo do disco intervertebral

O disco pode perder seu poder higroscopico, gerando um processo de desidratagdo
progressiva, caracterizando a discopatia (hemiagdo, abaulamento, protrusdo, alteragdes
artriticas, diminuig¢do da altura). Em consequéncia da perda da sua natureza de distribuir
cargas concéntricas, é possivel haver a ruptura do anel fibroso. Desse modo, o nucleo
pulposo podera extravasar-se, originando a hérnia do disco, classificada de acordo com o
grau de migragdo desse através da ruptura no anel fibroso (Figura 3). A partir da
degeneragdo do disco intervertebral, a coluna passa a ter instabilidade segmentar

progressiva.

Ruptura do
Anel Fibroso ]

Extravasamento do””]
nucleo pulposo

Figura 3. Herniagdo do disco intervertebral (modificado de http//

www.ultrazonix.com/ links/images.html)
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Esses processos reduzem a estrutura discal, ocasionando maior aproximagao entre os

corpos vertebrais adjacentes, mecanismo que gera o pingamento. Todos eles determinam a

formacdo da unidade vertebral dolorosa, que ocasiona crises algicas periddicas (Seymur,
1991). A evolugdo da degeneragdo conduz ao estreitamento ou estenose do canal e ou do
forame de conjugagdo, comprimindo o saco dural e a raiz nervosa (Hietala et al., 2003). A
reagdo de defesa, a esse fendmeno de desmoronamento da coluna vertebral, é realizada pela
formagdo do osteofito, vulgarmente conhecido como “bico de papagaio”, que tem a
finalidade de aumentar a base de sustentagdo vertebral, visando a estabilidade do segmento
lesado (Oishi ez al., 2003).

A localizagdo mais suscetivel da extrusdo do disco € entre a quarta e quinta vértebras
lombares e entre a quinta lombar e primeira sacral, geralmente ocorrendo entre os 30 e 40
anos de idade. Quando se instala a lesio no disco, um processo inflamatério é
desencadeado, ocasionando a dor. As causas agravantes das rupturas discais relacionam-se
aos micro e macro traumatismos (respectivamente, movimentos repetidos e quedas, por
exemplo), deformidades da coluna, rigidez corporal nos sedentarios, obesidade, hipotonia e
flacidez muscular, além de fatores psicolégicos como a depressdo e o estresse (Wallach er
al., 2003). O primeiro a relatar a herniagdo do disco intervertebral foi Lusckka, em 1858,
sendo que apenas 80 anos mais tarde surgiram as hipdteses para explicar o mecanismo
dessa lesdo (Lotz et al., 1998).

A fim de determinar se a compressdo estatica in vivo altera a atividade biologica do
disco, diminuindo o desempenho bioquimico, Lotz ef al. (1998) demonstraram que a
resisténcia compressiva estatica inicia respostas lesivas, que depende da desorganizagio do
anel fibroso, do aumento da apoptose e da queda de regulagdo na expressio dos genes

agrecan e colageno II. Embora ainda ndo estejam esclarecidos os mecanismos responsaveis,




Introdugdo

pelos quais as alteragdes de tensdo no tecido levam a apoptose, os resultados sugerem que a

manutengdo da tensdo apropriada dentro do disco, pode ser base importante para aliviar a
degeneragdo discal e iniciar seu reparo.

Contudo, ndo se conhece ainda, a precisa etiologia da discopatia. Sabe-se que diversos
fatores, como envelhecimento, estresse, modificagdes bioquimicas e alteragdes genéticas
estdo envolvidos, todos gerando mudanga na composi¢do e caracteristica do disco, que
conduzem ao desequilibrio funcional dessa estrutura (Bhatia & Wang, 2003).

Estudos realizados em autopsias tém mostrado que as rupturas do anel fibroso, a
desidratagdo do nucleo pulposo e formagdo de fissuras na cartilagem superficial de cada
corpo vertebral sdo os primeiros sinais macroscOpios que caracterizam a degeneragdo discal
(Natarajan et al., 1994). Em um estudo conduzido por Gruber e Hanley (2003), em que
foram avaliadas modifica¢des celulares do disco durante o envelhecimento, confirmou-se
que a cartilagem entre os corpos vertebrais sofria calcificagdo, ou seja, sua composig¢éo era
substituida por 0sso, ao longo do tempo. Ao nivel bioquimico, a diminui¢do do conteado de
proteoglicanos reflete o desequilibrio entre catabolismo e anabolismo das células do nicleo
pulposo. De modo secundario, a diminuigdo de sintese aumenta o colapso, tendo como
conseqiiéncia, a desidratagdo do nicleo pulposo, alterando a hidrostatica normal e as
propriedades bioquimicas do disco (Wallach et al., 2003).

A discogénese, até ha pouco tempo era atribuida exclusivamente ao acumulo de
efeitos ambientais, primariamente agressdes e traumas, habitos de vida, tabagismo,
aterosclerose, acrescido das mudangas que ocorrem na estrutura do disco, com o
envelhecimento. Todavia, pesquisas mais recentes demonstram que esses efeitos
influenciam moderadamente a degeneragdo discal, o que reforga a importincia da

participagdo dos fatores genéticos na patogénese da doenca (Videman et al., 1998;




Introdugao 10

Videman & Battié, 1999). Apesar disso, a progressdo natural da degeneragdo determinada
geneticamente pode ser modificada, em certo grau, pelo modo de vida e ambiente (Battié et

al., 2004).

II1. A Genética na Degeneracio Discal

Estudos recentes de agregacgdo familial e com gémeos monozigoticos sugerem que a
discogénese pode ser explicada sob o enfoque genético (Ala-Kokko, 2002). A
herdabilidade associada ao componente genético no desenvolvimento da doenga foi de 74%
nos individuos afetados (Battié et al., 2004). Dados anteriores ja haviam confirmado a
determinagdo genética da maioria dos casos de degeneragdo discal (Battié et al.,1995 ;
Sambrook et al.,1999), obtida pela comparagdo dos exames de imagem, por ressonincia
magnética da coluna cervical e lombar, de gémeos monozigéticos e dizigdticos. A
herdabilidade encontrada em gémeos monozigéticos foi de 74% e 73%, respectivamente,
para os sinais degenerativos encontrados na coluna lombar e cervical. Em outro estudo
semelhante, observou-se herdabilidade de 68% nos gémeos monozigéticos e 58% nos
dizigéticos (MacGregor et al., 2004).

Hestbaek et al. (2004) estudaram a prevaléncia de dores lombares em gémeos

dinamarqueses, com idade variando entre 12 a 41 anos, com relagdo a influéncia genética,

concluindo também sobre sua significante participagdo na predisposigo a tais dores. Com
respeito aos estudos de agregagdo familial, Matsui et al. (1998) evidenciaram que a histéria
familial de pacientes submetidos a cirurgia de hérnia de disco implicava significativamente
no aparecimento da doenga. De modo similar, outros estudos também identificaram
associagdes entre a doenga e hereditariedade. Postacchini et al. (1998) investigaram filhos,

pais e familiares de 284 pacientes com dores lombares discogénicas, concluindo que 41%
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deles apresentavam dois ou mais membros da familia afetados com problemas analogos,

resultados esses corroborados pelos de Richardson et al. (1997) e Simmons et al. (1996).
A hemiagdo discal é o processo mais comum de degeneragdio que conduz a
intervengdo cirurgica. A maioria dos problemas no disco intervertebral ocorre em adultos,
sendo relatados poucos casos infantis. Villarejo-Ortega et al. (2003) constataram que trés
entre nove pacientes operados apresentavam histéria familial positiva de doengas
discogénicas. Quando pacientes adolescentes com hémia de disco foram comparados com
um grupo controle, verificou-se que 32% deles tinham histérico da doenga na familia, em
contraposi¢do aos 7% dos individuos saudaveis (Varlotta et al., 1991). Matsui ez al. (1998)
e Leboeuf (2004) verificaram também, forte influéncia genética da doenga em seus

pacientes jovens.

II1.1. Polimorfismo do gene receptor da vitamina D na degeneragio discal

Varios polimorfismos genéticos tém sido relacionados a predisposi¢gdo no
desenvolvimento precoce de diversos processos degenerativos em homens e mulheres.
Destaca-se, dessa forma, a importancia do componente genético como fator de risco nas
discopatias. Define-se polimorfismo genético como um trago mendeliano que existe numa
populagdo em no minimo dois fendtipos, nenhum dos quais ocorrendo em freqiiéncia
menor que 1% (Saiki et al., 1988). Dentre os polimorfismos envolvidos nos processos
podem ser citados os que envolvem os genes para agrecan, colageno tipo IX, matriz
metaloproteinase-3 e receptor da vitamina D (Jones et al., 1998; Videman et al.,1998;
Kawaguchi et al., 2002; Petteri et al., 2001; Videman et al., 2001; Soloviera et al., 2002;

Hietala et al., 2003; Kales et al., 2004).
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Destacam-se dois tipos de vitamina D reconhecidos como vitamina D2
(ergocalciferol), encontrada em alimentos e suplementos vitaminicos e vitamina D3

(colecalciferol), produzida na pele quando os raios ultravioletas sio absorvidos pela

molécula precursora 7-diidrocolesterol (Ogunkolade et al., 2002). No figado, a vitamina D3

¢ hidrolizada pela enzima 25-hidroxilase, gerando a 25-hidroxicolecalciferol, que no rim €
hidrolizada pela la-hidroxilase surgindo assim, a forma ativa da vitamina D, a 1a,25-
diidroxicolecalciferol ou 1a,25-diidroxivitamina D, que apresenta um tempo de vida de
apenas poucas horas no organismo. O receptor da vitamina D (VDR) se liga as varias
formas de colecalciferol, porém sua afinidade pela 1lo,25-diidroxicolecalciferol é,
aproximadamente, mil vezes maior em comparagdo com a 25-hidroxicolecalciferol (Holick,
1999).

A 1a,25 diidroxivitamina D [l1a,25-(OH)2D3] é necessaria para o crescimento e
diferenciagdo celulares em varios tecidos, além de participar do processo de mineralizagdo
do osso, absorgdo de calcio do intestino, controle do calcio, homeostase de fosforo e
regulagdo do hormonio paratiredideo (Crofts er al., 1998). Adicionalmente, ndo s6 ha
evidéncias do seu papel na diferenciagdo, proliferagio e maturagdo das células
cartilaginosas, como também de sua influéncia na sintese de proteoglicanos, através dos
condrocitos articulares (Kawaguchi et al, 2002). No sistema imune, promove a
diferenciagdo de monocitos e inibe a proliferagdo de linfocitos e secregdo de citocinas, com
possivel efeito antiproliferativo em diferentes tipos de canceres (Uitterlinden et al., 2004).

Corvol et al. (1981) verificaram a interagdo entre as células cartilaginosas e o
metabolismo in vitro da vitamina D, constatando que os condrdcitos isolados em cultura

eram capazes de transformar 25-hidroxicolecalciferol em 24, 25-diidroxicolecalciferol.




Introdugdo 13

Apesar da atividade, tanto do 24,25-(OH)D3, quanto do 1c,25-(OH)2D3 no
metabolismo celular dos condrécitos, somente a forma 24,25-(OH)2Ds estimula a sintese de
proteoglicanos nos condrocitos maduros, enquanto a forma 1o,25-(OH)2D3 atua no

aumento da atividade da DNA polimerase durante a fase logaritmica da divisdo celular dos

condrocitos. Desse modo, pode-se afirmar que o 1o,25-(OH)D:s estimula a rapida

proliferagdo de condrdcitos, ficando a estimulagdo de sua diferenciagdo sob o dominio da
24, 25-(OH)2Ds (Takigawa et al., 1988).

A capacidade da cartilagem em metabolizar 1a,25-dihidroxicolecalciferol, por meio
da cultura de células cartilaginosas articulares foi igualmente confirmada por Garabedian et
al. (1978). O fato de encontrar os metabdlicos da vitamina D3 nas culturas de células
cartilaginosas sugere seu importante papel na fisiologia desse tecido cartilaginoso(Boyan et
al., 2002).

A presenga de sitios especificos de receptores nucleares da vitamina D foi constatada
nas células condrociticas (Haussler ez al., 1980; Corvol et al., 1981; Bhalla et al., 1987;
Klaus et al., 1991). Tanto a forma 1c,25-(OH)2D3, quanto a 24, 25- (OH)2D3 tem seus
efeitos mediados por esses receptores (Greising et al.,1997). Sendo assim, a expressio dos
receptores de vitamina D e o efeito da vitamina D na proliferagio de condrécitos
constituem fungdo de destaque na homeostase do tecido cartilaginoso (Klaus ez al., 1991).

O receptor da vitamina D (VDR) é um membro da superfamilia dos receptores
nucleares de hormonios que regulam a transcrigdo. Dentre alguns membros, destacam-se os
receptores de esteroides e de acido retindico (RXR) (Whitfield er al., 2001). Tais receptores
contétm um dominio de ligagdo a esterdides, outro de interagido com membros da

superfamilia de receptores e um terceiro dominio de ligagio ao DNA, que contém dois
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motivos zing fingers localizados na por¢do N-terminal da proteina (Kerkhof, 1995; Ray et
al., 1999).

A vitamina D3 [1a,25(OH)Ds3] é lipossolivel, e ao entrar na célula interage
prontamente com seu receptor (VDR). Apoés a ativagdo do VDR pela ligagdo com a
vitamina D3, esse receptor pode, isoladamente ou na forma de heterodimeros com varios
outros receptores da superfamilia, em particular com RXR, ligar-se ligar a seqiéncia
regulatoria especifica, presente nos promotores de genes responsivos a vitamina D
(Miyamoto et al., 1997, Jensen, et al., 1998; Whitfield et al., 2001). Essa seqiiéncia
especifica de DNA, a qual o heterodimero VDR/RXR se liga, é conhecida como elemento
responsivo a vitamina D (VDREs). O VDREs ¢ constituido de dois hexanucleotideos
separados por trés pares de bases (Holick, 1999). Apos a formagdo do heterodimero, ocorre
o recrutamento do fator transcricional IIB (TFIIB) e cofatores transcricionais; com a
interagdo do heterodimero ao sitio especifico de DNA inicia se a transcrigdo (Figura 4)

(Jurutka et al., 2001).

Ativacao
—_— do

gene

alvo

VDRE

Figura 4. Atuagdo da vitamina D na ativag@o da transcrigdo de um gene alvo, por

meio do complexo molecular multiplo.
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O VDR, por meio da agdo da 1o,25-(OH)2Ds, gera efeitos pleiotropicos que sdo
atribuidos a ampla distribui¢do desse receptor em quase todos os tecidos, bem como sua
capacidade de modular a expressdo de diferentes genes em tipos celulares especificos

(Miyamoto et al., 1997). Esse carater pleiotropico da vitamina D tem estimulado a

investigagdo dos polimorfismos existentes no gene do receptor da vitamina D, a fim de

associa-los ao risco de surgimento de certas doengas (Uitterlinden et al., 2004). Nesse
aspecto, o VDR tem sido amplamente investigado, como um dos genes envolvidos na
degeneragdo do disco intervertebral. Ele esta localizado no cromossomo 12 humano, regido
centromérica e inicio do brago longo (12cen-ql2), contendo 14 exons e, possuindo,
aproximadamente, 75 kilobases de DNA genomico. Os exons IA até IF, os exons II e III
codificam para as regides de dominio de ligagdo ao DNA e os exons IV a IX para a regido
de unido ao ligante (Zmuda et al., 2000).

O cDNA do VDR foi clonado em 1988 e dez anos depois, Miyamoto et al. (1997)
descreveram a maior parte de sua estrutura genomica. O sequenciamento do gene revelou
uma série de polimorfismos, com diferentes implicagdes fisiologicas. Por exemplo, o sitio
descrito como Bsml, no intron localizado entre os exons 8 e 9 esta envolvido com a redugdo
da densidade mineral 6ssea nos individuos homozigotos “bb” (Gross et al., 1998). Por
outro lado, as regides polimorficas definidas como Apal, Taql estdo localizadas na regido
37 do gene. O loco Apal ¢ definido pela substitui¢do de T para G no intron 8, enquanto que
o Tagql no exon 9 é definido pela substituigdo silenciosa de T para C (Gelder et al., 2000).
Ambos estdo relacionados com a discogénese lombar, osteoartrose e diminui¢do da
densidade mineral 6ssea (Videman et. al., 1998; Kawaguchi et al., 2002).

Um outro polimorfismo do gene VDR, o Fokl, resulta da alteragdo no sitio iniciador
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da transcri¢do localizado no exon 2 . Esse sitio € altamente conservado em camundongos,

ratos e humanos, sugerindo que o polimorfismo no exon 2 do VDR pode afetar a fungio da
proteina VDR ( Arai et al., 1997). O VDR tem dois sitios iniciadores da transcrigdo (sitio
ATG), sendo que no polimorfismo Fok 1 ocorre uma substituigdo de timina por citosina no
primeiro sitio ATG. Desse modo, o sitio iniciador do gene com o polimorfismo ACG passa
a ser o segundo codon ATG, gerando uma proteina com trés aminoacidos a menos que a
normal (Harris et al., 1997). O alelo F é designado para a auséncia do primeiro sitio
iniciador ATG, portanto, a tradugdo comegara no segundo sitio, gerando a proteina mais
curta. No alelo designado f, isso ndo ocorre, originando assim uma proteina de tamanho
normal. De acordo com alguns estudos, o alelo f pode ser menos ativo no sistema de células
transfectadas (Chen, et al., 2002). Além do mais, a 1soforma codificada pelo alelo f induz
significativamente menor transativagdo no promotor do gene, comparada a do alelo F
(Zmuda et al., 2000). Em suma, a transi¢do de T para C no polimorfismo Fok/ no gene
humano do receptor da vitamina D resulta na sintese de uma proteina menor em trés
aminoacidos (alelo F), que apresenta atividade bioldgica aumentada. Em vista disso,
estudos recentes demonstram que o alelo f estd associado com a degeneragdo discal

(Videman et. al., 1998; Kawaguchi et al., 2002).

IV. Fatores Ambientais na Degeneracio do Disco Intervertebral

IV.1. Habito de fumar

Ha muito se sabe do efeito devastador que o habito de fumar exerce sobre os
inameros orgdos do corpo humano, ocasionando doengas cardiovasculares, pulmonares,
cérebro-vasculares, vasculares periféricas, gastrintestinais, estando associado também a

etiologia de diferentes tipos de tumores. A partir disso, tem crescido o interesse, entre 0s
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especialistas de coluna, com relagdo a participagdo do cigarro na osteoporose, fratura de

vértebras, dores lombares e degeneragdo do disco intervertebral (Slosar et al., 2002;
McGeary et al., 2004).

O habito de fumar induz estresse bioquimico em diversos tecidos. Tal estresse faz
parte dos componentes ambientais que contribuem para a nutrigo e circulagdo sangiinea
alterada no disco, provocando a doenga discogénica. Além dele, ha o estresse dindmico que
envolve as atividades pesadas, os erros de postura e as lesdes acidentais e, ainda, o estresse
fisiolégico envolvido com o processo de envelhecimento (Oda et al., 2004).

Dentre os componentes quimicos de maior toxicidade do tabaco, encontram-se a
nicotina, o benzopireno e outros hidrocarbonetos aromaticos policiclicos. A fase gasosa
contém monoxido de carbono, acetaldeido, acetona, metanol, 6xidos nitricos, nitrosaminas,
amonia, benzeno e formaldeido (Oktenoglu ez al., 2002). Os hidrocarbonetos aromaticos
conduzem as lesdes endoteliais, enquanto o monoxido de carbono diminui a capacidade das
hemacias no transporte de oxigénio. Ndo obstante, ocorre aumento de catecolaminas,
resultando em vasoconstri¢do, limitando ainda mais o suprimento de oxigénio aos tecidos e
gerando danos as vértebras e ossos (Slosar et al., 2002).

O disco intervertebral € um tecido avascular, em que os nutrientes necessarios para
seu metabolismo sido provenientes da difusdo dos vasos sangiiineos presentes ao seu redor.
Esse sistema de entrega de nutrientes se da por duas rotas. Em uma delas, a rota anular, a
difusdo ocorre pelos vasos sangiiineos localizados préximos ao anel fibroso. A segunda rota
consiste de botdes vasculares compostos de capilares e células mesenquimais dispostos
abaixo das placas vertebrais (Iwahashi et al., 2002). A nicotina, que se caracteriza por ser
um fluido alcaldéide altamente soluvel e de baixo peso molecular, pode entio entrar

facilmente no disco, através de difusido e, assim exercer seus efeitos citotoxicos.
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A partir de um estudo realizado em gémeos monozigdticos, constatou-se que 0s
individuos fumantes apresentaram incidéncia 20% superior de degeneragdo discal e
deficiéncia da densidade mineral 6ssea vertebral, comparada com individuos nao fumantes
(Battié et al., 1991).

Iwahashi et al. (2002) verificaram em ratos tratados com nicotina necrose do nucleo

pulposo, desequilibrio no padrdo de sobreposigdo das laminas do anel fibroso, redugdo no

numero de botdes vasculares, hipertrofia das células endoteliais vasculares e diminuigdo do
lume vascular. Em outro estudo, com culturas de células isoladas do nucleo pulposo,
constatou-se que, além da nicotina diminuir a vascularizagdo do disco, também promoveu o
decréscimo da produgdo de glicosaminoglicanos e expressdo do gene do colageno tipo II.
Tais resultados permitiram mostrar que essa substidncia contribui diretamente para o
processo degenerativo, por meio de sua agdo nas células do nacleo pulposo (Kim et al.,
2003).

Mohammed er al. (2004) avaliaram o efeito do tabaco na proliferagdo celular e
produgdo da matniz extracelular do nucleo pulposo de células bovinas. O conteido normal
de colageno no nucleo do disco consiste de altas concentragdes de colageno tipo II e
quantidade minima de colageno tipo I. No processo degenerativo, observou-se que nas
células tratadas, houve a substituigdo do colageno tipo II, pelo 1. Outros aspectos
relacionados a degeneragdo foram relatados, como diminui¢do do nimero de células do
nucleo pulposo, além da redugdo no conteudo de glicosaminoglicanos.

A reagdo das citocinas € outro fator importante que implica nos processos
degenerativos. Segundo Oda et al. (2004), ratos forgados a inalar compostos gerados por 20
cigarros diarios, num total de oito semanas, apresentaram aumento da produgdo de

citocinas, que culminou com aparecimento do processo inflamatorio nos discos e inibigdo
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da sintese de proteoglicanos e colagenos. Microscopicamente, foi observada ruptura do anel
fibroso, além da tendéncia do aumento e arredondamento dos condrdcitos do disco,
comparados as células normais, o que sugere a influéncia do anel fibroso na forma dos
condrocitos.

Afora o conhecimento do mecanismo de agdo, as evidéncias epidemiologicas vém
adicionar provas de que fumantes cronicos sofrem de degeneragdo precoce do disco
intervertebral, possuindo vértebras menos resistentes, além de apresentarem avancgo da
desmineralizagdo 6ssea, que pode acelerar o desenvolvimento de osteoporose (Oktenoglu et
al., 2002). Em suma, o habito de fumar parece estar envolvido com degeneragdo do disco

intervertebral, como importante fator de risco para a doenga em humanos.

IV.1.1 Biometabolismo dos componentes do cigarro

Até o momento foram identificados mais de 3.800 compostos quimicos na fumaga do
cigarro, sendo que desses, pelo menos 40 sdo carcinogénicos, destacando-se os
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HAPs), as aminas aromaticas e as N-nitrosaminas
(Schooten et al., 1998).

Os HAPs fazem parte de uma classe importante de poluentes ambientais, que
possuem agdo mutagénica e ou carcinogénica (Bartsch, 2000). Os HAPs sdo provenientes

de materiais particulados, gerados pela queima de plantagdes, da fumaga do cigarro, da

combustdo do carvdo, dos motores de veiculos e da produgio de coque (Van Houdt, 1990).

Os HAPs bem como aminas aromaticas, N-nitrosaminas, drogas farmacoldgicas,
agentes quimioterapicos e radicais livres gerados pelo estresse oxidativo sdo ativados ou
inativados durante as fases do biometabolismo, sendo que em cada uma delas participam

enzimas especificas (Miller ez al., 2003 e Abbas et al., 2004). As enzimas oxidativas da
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fase [ sio compostas, principalmente, pela super familia do citocromo P-450 (CYPs),

responsaveis pela ativagio de compostos quimicos diversos, tornando-os eletrofilicos

(Miller et al., 2003).

As enzimas de fase II, por sua vez, interagem com os produtos ativados na fase I, pela
conjuga¢do do grupo funcional desses produtos com um substrato endoégeno soluvel em
agua (glutatido, sulfato, glicose, acetato), por meio da agdo das glutatido-S-transferases
(GSTs), UDP-glucoroniltransferases e N-acetiltransferases (NATs). Dessa maneira, os
metabolitos sdo transformados em compostos hidrofilicos, passiveis de excregdo (Nebert et
al., 1996).

Diferengas individuais na capacidade de resposta aos compostos genotoxicos e
carcinogénicos estdo ligadas a presenga de polimorfismos das enzimas metabolizadoras de
xenobiodticos, sendo que essa variabilidade interdividual desempenha um papel importante
no desenvolvimento de doengas (Nebert ef al.,1996; Perera & Weinstein, 2000; Schoket et
al., 2001; Stucker et al., 2002).

Dentre as enzimas de fase II, as GSTs desempenham um papel predominante nos
processos de destoxificagdo, tanto pela conjugagdo com as glutatido, como pela ligagdo ndo
covalente com varios agentes xenobioticos. As glutatido S-transferases (GSTs) podem ser
encontradas na maioria dos organismos vivos, incluindo as formas inferiores tais como
bacténas, fungos e plantas. No homem encontram-se sete classes geneticamente distintas
de GSTs, das quais duas estdo ligadas a membrana plasmatica e cinco se encontram no
citosol da célula, como as alfa (o), mi (p), pi (%), theta (6) e kappa (k) (Taningher ef al.,
1999; Geisler & Olshan, 2002 ). Dentre essas, as mais estudadas sdo as GSTMI(p) e

GSTT1(8).




Introdugao

O gene GSTT1 esta localizado no cromossomo 22 humano e € polimérfico. Pode

ocorrer sua delegdo homozigota, resultando no genétipo nulo (GSTT1 0/0), cuja freqiiéncia

depende da origem étnica. Strange & Fryer (1999) relataram que 60% dos asiaticos, 40%
dos africanos e 20% dos caucasianos n3o expressam essa enzima.

O gene que codifica para a isoforma GSTM1 esta localizado no cromossomo 1
humano e se expressa em varios tecidos, principalmente no figado (Jayasurya et al., 2002).
Ele é polimérfico na populagio, apresentando quatro variantes alélicas, GSTM1*4, *B, *C,
e *0. As duas primeiras ndo apresentam diferengas com relagdo ao tipo de substrato,
enquanto o alelo *C é extremamente raro e a variante *0, que € o alelo nulo, acarreta a falta
da atividade enzimatica, quando em homozigose (Pavanello & Clonfero, 2000). Dessa
maneira, a presenga de pelo menos, um alelo funcional € suficiente para que a enzima atue
desempenhando seu papel.

A variagdo nucleotidica na regido codificadora de um gene leva a substituicdo de
aminoacidos na proteina, que podera alterar a atividade enzimatica. Por outro lado, a
delegdo de toda a regido codificadora pode gerar a enzima inativa (Mac Leod et al., 1997).
A substituigdo de uma unica base (C para G) no cédon 173 do gene GSTM1 ira resultar nos
dois alelos variantes GSTM1*A4 e GSTM1*B. (Geisler & Olsham, 2002).

O gendtipo GSTM 1 nulo acomete cerca de 50% da populagdo caucasoide (Taningher
et al., 1999) e apresenta uma variagdo de 30 a 70% para diferentes grupos étnicos
(Seidegard & Pero, 1985, Bell et al., 1992). Rossit et al. (2002) mostraram freqiiéncias de
47,3% e 18,5% para os genotipos homozigotos nulos dos genes GSTM1/T1 nas populagdes
do Sudeste e Norte do Brasil, respectivamente.

Hirvonen et al. (1994) mostraram que individuos fumantes que herdaram genétipo

GSTM1 nulo apresentaram na urina maior quantidade de substincias mutagénicas,
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comparados aos individuos fumantes com genétipo GSTM/ positivo. Isso demonstra que a
eficiéncia na desativagdo de xenobidticos e toxinas enddgenas resultam na prevencdo da
integridade celular e inibigdo de eventos citotoxicos que levam a varias doengas

(Wilkinsom & Clapper, 2002). Em individuos, em que ambos os genes encontram-se

deletados, € esperada redugdo na capacidade de destoxificagdo desses metabdlicos reativos,

resultando, assim, em um risco aumentado para o desenvolvimento de doengas relacionadas
a exposi¢do a xenobiodticos (Conforti-Froes et al., 1997).

As mutagdes no DNA mitocondrial, resultantes do acumulo de adutos, aumentam o
numero de células deficientes no processo de fosforilagdo oxidativa, especialmente em
tecidos poés-mitoticos que requerem energia como o cérebro, coragio e musculo
esquelético. Assim sendo, as GSTs atuam de forma relevante no processo de
envelhecimento, bem como na etiologia de uma variedade de doengas degenerativas (De
Flora, 1996).

A doenga discogénica ndo tem sua etiologia totalmente esclarecida. Como se ndo
bastasse, os pacientes dela acometidos sofrem muitas vezes, com dores cronicas. Ha ainda
que se considerar o dnus que a doenga causa aos cofres publicos, em decorréncia do alto
indice de absenteismo no trabalho e a aprovagdo de aposentadoria para individuos em idade
produtiva. Para que seja empreendido um melhor tratamento, é necessario estudar os seus
determinantes mais dominantes, que parecem ser os genéticos, em busca de alteragdes
genéticas ou polimorfismos que tenham maior efeito na doenga. Isso permitira, além da
adogdo de medidas preventivas, a possibilidade do delineamento de medicagio

individualizada e, portanto, mais eficaz e especifica.
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Objetivos

OBJETIVOS

Foram objetivos do presente trabalho:

1. identificar os polimorfismos no gene para receptor da vitamina D (VDR) e gene

codificador das glutatido S-transferases M1 e T1 (GSTM1 e GSTT1) em pacientes com
degeneragdo do disco intervertebral e grupo controle;

2. associar os polimorfismos descritos acima com os achados obtidos pela
ressonancia magnética e clinicos, historia familial e idade do surgimento da doenga, bem
como com fatores antropomeétricos (sobrepeso), ocupacionais (postura) e ambientais (habito
de fumar);

3. relacionar fatores antropométricos, ocupacionais, ambientais e histéria familial da

doenca discogénica entre pacientes e controles.
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MATERIAL E METODOS

I. Casuistica

Foram estudados 66 pacientes (38 homens e 28 mulheres), ndo relacionados e triados

de uma clinica especializada em coluna na cidade de Sdo Paulo, SP. Todos os pacientes

eram caucasoides, com idade variando entre 16 e 62 anos (média de idade de 38 anos),
apresentando diagnostico clinico, por ressonancia magnética (RM), positivo de discopatias,
com ou sem hérnias discais associadas na coluna vertebral. Foram excluidos os individuos
com alteragdes discais comprovadamente resultantes de traumas anteriores, historia de
trabalho em carregamentos de peso, esforgo em excesso, utilizagdo de maquinas vibratorias
ou relacionado com atividades de impacto. Os pacientes foram pareados com 88 individuos
caucasoides, de 16 a 57 anos de idade (média de 41 anos), sendo 35 homens e 53 mulheres,
clinicamente sem relatos de queixas de dor lombar e ciatica. Estes Gltimos foram triados da
Faculdade de Medicina de Sdo José do Rio Preto (FAMERP) e da Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho”,campus de Sdo José do Rio Preto. Todos os participantes
foram informados sobre os objetivos do estudo, apos o que consentiram em participar,

assinando o Termo de Consentimento. (Apéndicel).

I1. Método

Os participantes foram submetidos a coleta de sangue periférico e responderam a um
questionario detalhado sobre atividades esportivas e ocupacionais, tipo de alimentagio,
habitos de vida, além de fornecerem medidas antropométricas para calculo de indice de

massa corporea (IMC) [peso (Kg)/ altura? (m)] (Apéndice 2).
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I1.1 Avaliacao dos Pacientes

A avaliagio dos pacientes foi realizada pelo Dr. Wilson Fabio Negrelli, médico
especializado em doengas da coluna, da Clinica de Ortopedia e Traumatologia localizada
em Sdo Paulo. A analise consistiu de anamnese, historia familial para doengas da coluna,
exame fisico e por meio de imagem de RM da coluna. Da RM foram extraidas informagdes,
denominadas sinais das lesdes no disco intervertebral, como presenga de abaulamento,
protrusdo e herniagio, intensidade do sinal, altura, rompimento do anel fibroso e nucleo
pulposo, lesdes artriticas e degradagdo dos ligamentos. Entende-se por abaulamento,
protrusio e hemiagdo, os graus de saliéncia do disco intervertebral fora do seu espago em
relagdo ao corpo vertebral; intensidade do sinal, a alteragdo na coloragdo do disco, variando
de cinza claro até preto, estando o escurecimento ligado ao processo de desidratagdo ou
degeneragio; altura como o pardmetro do processo degenerativo, sendo a diminuigdo de
altura relacionada ao avango desse processo; rompimento do anel fibroso e nicleo pulposo
como o extravasamento do conteiido do nucleo, através das rupturas do anel (herniagdo); e
lesdes artriticas como a degeneragio das articulagdes. As figuras 5 e 6 ilustram os sinais de

degeneragdo avaliados nos pacientes.

O grau de intensidade da doenga foi identificado de acordo com a classificagdo de

Scheneider modificada (Kawaguchi et al., 2002). Nesse caso o Grau 1 foi caracterizado
como a presenc¢a de 1 a 3 dos sinais acima (nenhum paciente demonstrou menos do que 2
sinais); Grau 2, com 4 ou 5 sinais e Grau 3 apresentando 6 ou 7 sinais de degeneragio no
disco.

Do mesmo modo, foram atribuidos niveis para a gravidade da doenga, sendo o Nivel

1 e 2, respectivamete, para a presenga da lesdo em 1 ou mais segmentos da coluna.
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Figura 5. Imagem por ressonincia magnética da coluna em corte sagital, mostrando
discopatias nos niveis L3-L4, L4-L5 e L5-S1, traduzido pelo escurecimento dos discos

nesses niveis (discos pretos), comparado a cor cinza clara em L1- L2 e L2-L3. Os discos

cinzas claros possuem alta intensidade de sinal, em contraposi¢io aos inferiores, com baixa

intensidade de sinal. Observa-se ainda, diminuig¢éo da altura do disco entre L4-L5.

Disco intervertebral

Figura 6. Imagem por ressonidncia magnética, ao nivel do disco intervertebral em corte

axial, mostrando herniagdo (seta vermelha).
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I1.2 Genotipagem
I1.2.1 Extracio de DNA
De cada individuo foram puncionados SmL de sangue periférico, usando-se EDTA

como anticoagulante. O DNA foi obtido pela técnica de extragdo descrita por Gustincich et

al. (1991). Amostras de sangue foram centrifugadas a 3500rpm por dez minutos, seguida da

aspiragdao de cerca de 0,5 mL da camada de leucocitos e adigdo de 0,5mL de DTAB
(brometo dodeciltrimetilamonio) a 12%, sendo este responsavel pela lise das células
sanguineas. Apos cinco minutos de incubag¢do a 70°C foram adicionados 900 pL de
cloroformio (desnaturante protéico) aos leucdcitos e apos a centrifugagio houve formagido
de trés camadas: a fase orgdnica inferior, uma intermediaria contendo as proteinas
desnaturadas e uma fase aquosa superior contendo o DNA gendmico.

A Gltima etapa desse processo inclui lavagem do DNA com 100uL de CTAB a 5%
(brometo cetiltrimetilamonio) responsavel pela precipitagio do DNA. O material foi
dissolvido em 300puL de NaCl 1,2M e 750uL de etanol 90%. Apds a centrifugagiio e
eliminagdo do sobrenadante o DNA foi lavado com 750 pL de etanol 70% sendo este
descartado para a secagem do DNA em temperatura ambiente, seguido de sua hidratagio
com 200 pL de agua deionizada autoclavada. O matenal foi armazenado em freezer - 20°C

até sua utilizagdo.
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I1.2.2 Polimorfismo do VDR-Fok I
A amplificagdo do seguimento polimoérfico do gene VDR-Fokl ocorreu pela reagio
em cadeia da polimerase (PCR). A detecgdo do polimorfismo Fokl seguiu o protocolo
descrito por Hamis et al (1997). Os primers: 5-AGCTGGCCC
TGGCACTGACTCTGCTCT-3> e 5 -ATGGAAACACCTTGCTTCTTCTCCCTC-3’
foram diluidos em 1,5 mM de cloreto de magnésio, 60 mM de Tris HCI, pH 9,0, 15 mM
NH4SO4 10% de dimetil sulfoxido (DMSO), dNTPs (200[um]M cada), 0,25ul. de Taq
polimerase e DNA gendmico a concentragdo de 200ng/S0uL. As condigdes de amplificagio
foram as seguintes: 94°C por 30 segundos para desnaturagio do DNA, temperatura para
anelamento de 60°C por 30 segundos, 72°C por 30 segundos durante 35 ciclos de extensio.
Os produtos gerados foram digeridos pela enzima Fokl a 37°C por 3 horas e entdo
submetidos a eletroforese em gel de agarose a 2%, contendo tampao Tris-EDTA e brometo
de etideo (10mg/mL). A visualizagdo de bandas se deu sob luz ultra-violeta e as imagens
registradas por camera fotografica Polaroid.
O genotipo homozigoto denominado de FF, ndo contém o sitio de restrigdo para a
enzima Fokl, resultando , assim, em um fragmento completo de 265 pb. A presenca do sitio

de restri¢gdo desta enzima resulta em um fragmento de 196 pb e outro de 69 pb. Nestas

condigdes classifica-se o genétipo homozigoto ff. Sendo assim, o genotipo heterozigoto Ff

contém trés bandas: uma de 265 pb, outra de 196pb e a altima com 69 pb (Figura 7).
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I1.2.3 Polimorfismos de GSTT1 e GSTM1
Os polimorfismos dos genes GS77T1 e GSTM1 foram detectados pela amplificagdo
génica por meio da reagio em cadeia da polimerase (PCR Multiplex) descrita por Abdel-

Rahman et al. (1996). No procedimento da PCR utilizaram-se 30 pmol de cada um dos

primers para o genes GSTMI (5-GAACTCCCTGAAAAGCTAAAGC; 5’-

GTTGGGCTCAAATATACGGTGG), GSTT! (5-TTCCTTACTGGTCCTCACATCTC,
5’-TCACCGGATCATGGCCAGCA) e CYPIAl (5-GAACTGCCACTTCAGCTGTCT;
5’-CAGCTGCATTTGGAAGTGCTC), este Gltimo usado como um controle interno de
amplificagdo. A mistura de reagdo foi promovida com 1,5 mM de cloreto de magnésio, 60
mM de Tris HCI, pH 9,0, 15 mM NH,SO,, dNTPs (200[um]M cada), 0,25uL de Taq
polimerase e DNA gendmico a concentragdo de 200ng/50pL. O matenal foi processado
em termociclador automatico, sendo inicialmente submetido a uma temperatura de 94°C
por 4 minutos para pré-denaturagdo do DNA e, em seguida, por 40 ciclos com parametros
de denaturagdo a 94°C por 2 minutos, anelamento dos primers a 59°C por 1 minuto e
extensdo da cadeia a 72°C por 1 minuto. A extensdo final deu-se a 72°C por 10 minutos.
Os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 2% corado
com brometo de etideo (10mg/mL). A presenga ou auséncia dos genes foi visualizada com
a utilizagdo de um transiluminador e fotografada para posterior analise. Os produtos da
reagdo foram observados como fragmentos de 480 pb para a presenga do gene GSTT1, 215
pb para a presenga do gene GSTM1 e 312 pb para o gene CYPIAI. Na auséncia de GSTT1 e
GSTM 1, genétipo nulo (0/0), visualizou-se somente a banda intermediaria correspondente
ao gene CYPIAI (presente obrigatoriamente em todos os individuos, ja que a mutagio deste

gene sera deleténa) (Figura 8).
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Figura 7: Perfil de bandas eletroforéticas em gel de agarose 2 % com amostras de DNA
submetidas a analise de polimorfismo de fragmento de restrigio do gene receptor da
vitamina D por restrigio enzimatica com Fokl. A coluna de nimero 1 corresponde ao
genotipo FF; namero 2 ao genétipo Ff, e nimero 3 ao genétipo ff. A letra L designa o
marcador de tamanho molecular (100pb Ladder, Fermentas).

L 1 2 3 4

Figura 8: Perfil de bandas eletroforéticas em gel de agarose 2 % com amostras de DNA
submetidas a analise dos polimorfismo genéticos GSTT'1 e GSTM1I. A coluna de nimero 1
corresponde aos gendtipos nulos de GSTT1/M1 (0/0); nimero 2 aos gendtipos presentes

(+/+); namero 3 ao genétipo GSTT1 presente (+/0); e 4 ao genétipo GSTMI presente (0/+).

A letra L designa o marcador de tamanho molecular (100pb Ladder, Fermentas).
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I1.3 Anailise estatistica

A analise de regressdo logistica foi utilizada para examinar a associagdo entre as
caracteristicas habito de fumar, IMC, histéria familial e os polimorfismos no gene VDR, e
GSTTI1/M1. Tais caracteristicas individuais também foram comparadas pela analise de
varidncia. A relagdo dos gendtipos com os diferentes graus de degeneragdo discal (1, 2 ou
3) foi avaliada pelo teste de Mann-Whitney. As diferengas entre as frequéncias dos

polimorfismos estudados e os niveis de lesdo da doenga (1 ou 2 niveis) foram calculadas

pelo teste exato de Fisher. O teste t fo1 utilizado para a associagdo entre a média de idade do

surgimento da doenga com os gendtipos e outros fatores de risco. Para a comparagio entre
os niveis e graus da gravidade da doenga, genotipos e habitos de vida utilizaram-se os testes
de Fisher ou Qui-quadrado. Os resultados finais foram compreendidos em um intervalo de

confianga de 95% e o valor-P menor que 0,05 foi considerado estatisticamente significante.
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Resultados

RESULTADOS

I. Freqiiéncias Alélicas e Genotipicas para VDR, GSTT1 e GSTM1

A Tabela 1 apresenta a distribuigdo das freqiiéncias alélicas e genotipicas para o gene

VDR em pacientes com doenga discogénica e seus respectivos controles. A freqiiéncia do

alelo F fo1 significantemente maior nos controles (0,85), enquanto o alelo f nos pacientes
(0,46;P=0,0001). O gendtipo FF destacou-se nos controles (69,3%), com relagdo aos
pacientes (13,6%; P=0,0001), enquanto o gendtipo Ff mostrou-se significantemente mais
freqiiente nos pacientes (81,8%; P=0,0001).

De acordo com a Tabela 2, que contém as freqiiéncias genotipicas para GST7T/ e
GSTM1, observa-se que pacientes e controles ndo diferiram quanto a presenga (+/+) e
auséncia (0/0) do gene GSTT/ (P=0,84). O mesmo ocorreu para o gendtipo GSTMI

(P=0,14).
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Tabela 1: Distribuigdo das freqiiéncias alélicas e genotipicas para o polimorfismo VDR-

Fokl em pacientes com degeneragdo discal e controles.

Paciente Controle
Alelo

freqiéncia N frequiéncia

0,54 0,85

0,46 0,15
1,00
Genodtipo

FF

Ff 54 81,8

ff 03 4,6

Total 66 100

*Teste exato de Fisher; N= niumero de individuos.
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Tabela 2: Freqiiéncias genotipicas para os polimorfismos GSTT1 e GSTM1 em pacientes

com degeneragdo discal e controles.

Gendtipos Paciente Controle

GSTT1 N Frequéncia% Frequéncia%

++ 52 78,80 80,70
0/0 14 21,20 19,30

Total 66 100,00 100,00

GSTM1
++ 35 53,00 58 65,90
0/0 31 47,00 30 34,10

Total 66 100 88 100

*Teste exato de Fisher, N= namero de individuos ;+/+:gene presente; -/-: gene ausente
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II. Antecedentes Pessoais

A dor lombar ou hémia discal foi citada como historia familial, preferencialmente

pelos pacientes quando comparada ao grupo controle ( 78,8% ; 34,1%, respectivamente,

P< 0,001, Tabela 3). As demais caracteristicas, como tabagismo e sobrepeso foram

semelhantes entre os grupos (Tabela 3).

Tabela 3: Distribuigdo dos antecedentes pessoais de pacientes com degeneragdo discal e

controles.

Antecedentes

Pessoais

Paciente

Controle
P*

Freqiiéncia %

Freqiiéncia%

Habito de fumar
Sobrepeso**

Histéria Familial

30,3

E]

10 15,5

]

52 78,8

3

17,0 0,055
21 239 0,224

30 34,1 <0,001

?

*Teste = regressdo logistica; ** Soprepeso: IMC=25 a 30kg/m2
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II1. Associacio entre Antecedentes Pessoais e Polimorfismos VDR, GSTTI e

GSTM1

A Tabela 4 mostra a relagdo entre polimorfismo VDR-Fokl com tabagismo,
sobrepeso e historia familial em pacientes e controles. A frequéncia de pelo menos um alelo
f (_/f) analisada em conjunto com historia familial positiva apresentou-se significantemente
aumentada nos pacientes (90%) comparado aos controles (0%; P<0,001). Por outro lado, a
frequéncia aumentada do gendtipo FF prevaleceu nos pacientes tabagistas (80%)

comparada aos controles (40%; P<0,001).

Tabela 4: Polimorfismos genéticos para VDR-Fokl e antecedentes pessoais em pacientes

com degeneragdo discal e controles.

Paciente Controle
Antecedentes

F/F G F/F i

Pessoais
N % N % N %

Habito de fumar 16 80,0 4 20,0 6 40,0
Sobrepeso** 1 10,0 9 90,0 18 85,7

Histonia Familial 3 10,0 27 90,0 301000 O 0,0

»

*Teste = regressdo logistica; ** Sobrepeso: IMC= 25 a 30 Kg/m2.

Em relagio a idade de surgimento da doenga, verificou-se média de idade
significantemente maior nos pacientes com genotipo FF (38 anos, *+ 11,9) comparado aos
pacientes com genotipo _/f (26 anos, + 10,2; P= 0,013). Quando esta caracteristica foi

associada a historia familial a média de idade de aparecimento da doenga para os individuos

com alelo FF foi de 33 anos (+ 10,7), superior, portanto, & daqueles com alelo -/f que
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apresentaram média de 26 anos (+ 10,5). De modo similar, a média de idade quando a
doenga iniciou-se em individuos sem historico familial, portadores do alelo FF (41 anos, +

13,3), foi superior aos individuos -/f (28 anos, + 7,8) (Tabela 5).

Tabela 5: Relagdo entre idade de surgimento da doenca e historia familial em pacientes

com degeneragdo discal.

Surgimento da doenga (idade-anos)
Genotipo

Geral  DP*** Presencga de Dp*** Ausénciade  DP***
VDR

HF** HF**

FF 11,9 33 11,7 41
/f 10,2 26 10,5 28

2

p* 0,013 0,025

P*=Teste-t;** Historia Familial(HF),*** Desvio Padrdo (DP)

A Tabela 6 mostra a relagdo entre os genotipos positivos para GSTTI/MI (+/+) e a

nulidade para pelo menos, um dos genes (-/0 e /ou 0/-) com o tabagismo, sobrepeso e

historia familial. Como € possivel observar, ndo foram encontradas diferengas significantes

entre genotipos e antecedentes pessoais em pacientes e controles.
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Tabela 6: Gene GST7'//M1 e antecedentes pessoais em pacientes com degeneragdo discal e

controles.

Paciente Controle
Antecedentes

+/+ 0/0 +/+ 0/0
Pessoais

N % N % N % N %

Habito de fumar 7 35,0 13 65,0 9 60,0 6 40,0 0,162
Sobrepeso** 4 40,0 6 60,0 11 524 10 14,6 0,704

Histéria Familial 23 442 29 558 18 60,0 12 40,0 0,251

*Teste = regressdo logistica: **Sobrepeso: IMC= 25 a 30 Kg/m?. +/+:presencga dos

genes (GSTT1 e GSTM1); 0/0:a0 menos um dos genes com nulidade (_/0 e/ou 0/ ).

IV. Dados Clinicos e Genotipagem para VDR-FokI , GSTTI e GSTM1
A Tabela 7 apresenta a relagdo dos genotipos para VDR-Fokl dos pacientes com grau

de gravidade e nivel de lesdo analisados pela ressonidncia magnética. Os gendtipos com

pelo menos um alelo f(_/f) mostraram associagdo com o grau crescente de gravidade para a

degeneragdo discal (28,8%) quando comparado ao gendtipo FF (0,0%; P=0,0012), o que
ndo ocorreu para os niveis da lesdo.
Nio houve associagio entre auséncia de pelo menos um dos genes GSTT/ e GSTM1 e

aumento de gravidade ou niveis em que a lesdo ocorreu na coluna vertebral (Tabela 8).
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Tabela 7: Relagdo entre Polimorfismo VDR-Fokl, gravidade da degeneragdo discal e nivel

de lesdo analisados pela ressonancia magnética.

Gravidade* Nivel de lesdo**

Genotipo 2 2

N % N % N % N %

F/F 4 7,7 26 500 0 0,0 2 39

/f " 2 3 58 15 28,8 15 28,8 31 59,6

2 3

P*=0,0012 (teste de Mann-Whitney), P**=0,175 (teste de Fisher)

Tabela 8: Relagido entre Polimorfismos GST7'1/M1, gravidade da degeneragio discal e nivel

de lesdo analisados pela ressonancia magnética.

Genotipo Gravidade* Nivel de lesdo**

2

N % N % N %

+/+ 0 00 15 289 S5 96 T A3 13 25,0

2 3 ?

0/0 8 154 14 269 10 192 12 23,0 20 385

P*=0,3248 (teste de Mann-Whitney);P**=0,855 (teste X°); +/+:presen¢a dos genes

(GSTT1 e GSTM1); 0/0:a0 menos um dos genes com nulidade (_/0 e/ou 0/ ).
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V. Associacio entre os Polimorfismos VDR-Fokl e GSTTI/M1

A Tabela 9 apresenta a relagdo dos genotipos para VDR-Fokl com GSTTI e GSTM1
presentes (+/+) e nulos (0/_ e/ou _/0). Os genotipos com pelo menos um alelo f (-/f) para
VDR-FokI associaram-se com freqiiéncia significantemente maior com a auséncia de pelo

menos um gene GST7T1 ou GSTM1(52,1%) comparado aos controles(19,3%;P<0,001).

Tabela 9: Associagdo dos polimorfismos genéticos para VDR-Fokl e GSTTI/MI em

pacientes com degeneragdo discal e controles

Paciente Controle

Genétipos GSTTI/MI F/F I F/F i

N % N % N % N %

+/+ 4 6,0 23 349 37 420 10 11,4 <0,001

0/0 4 6,0 35 52,1 24 273 17 193

*Teste = regressdo logistica. +/+:presenga dos genes (GSTT1 e GSTM1); 0/0:a0 menos um

gene com nulidade (_/0 e/ou 0/ ).
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DISCUSSAO

Os resultados apresentados neste estudo expressam a existéncia de fatores genéticos
na predisposi¢do a degeneragdo do disco intervertebral. Trata-se de pesquisa pioneira na
populagdo brasileira, focalizando a participagdo de polimorfismos genéticos na doenga
discogénica. A distribuigdo alélica e genotipica para o polimorfismo Fokl do gene receptor
da vitamina D discrimina pacientes e controles, visto que a freqiiéncia significantemente
aumentada do alelo f em pacientes com degeneragéo discal (0,46) destacou-se em relagdo a
dos controles (0,15). O gendétipo Ff esteve presente na maioria dos individuos afetados pela
doenga (81,8%), enquanto no grupo controle houve predominio do homozigoto dominante
FF (69,3%).

A freqiiéncia dos genotipos para VDR-FokI nas populagdes oscila entre os diferentes

grupos étnicos, com freqiiéncias de FF variando de 28% a 35%, Ff de 48% a 50% e ff de 14

a 17% em brancos ou caucasdides com idade entre 20 e 62 anos (Harris ef al., 1997;
Videman et al., 1998; Zofkova et al., 2003). Por outro lado, em negros destaca-se o
gendtipo FF (66%), seguido de Ff (31%) e ff (4%) (Harris er al., 1997). Os valores para o
grupo controle no presente estudo sdo concordantes (69,3%; 30,7% e 0,0%,
respectivamente), podendo neste caso, explicar-se a baixa freqiiéncia encontrada para o
alelo f como devida a casuistica reduzida, acrescida da grande e real miscigenagio da
populagdo brasileira.

Videman et al. (1998) apontam uma relagdo direta entre o aumento do grau
degenerativo discal com a presenga de cada alelo f. Com base nisso, individuos portadores
do genoétipo ff mostraram-se mais afetados, seguidos em ordem decrescente pelos de

gendtipos Ff e FF. Esses autores avaliaram os sinais degenerativos, como hemiagéo,
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abaulamento, protrusio, intensidade do sinal e redugdo da altura do disco, por ressondncia

magnética, em individuos amostrados aleatoriamente. Foi constatado que tais sinais eram

43% e 9,3% mais graves nos individuos com genotipos Ff e ff, respectivamente,
comparados aqueles com gendtipo FF. De maneira concordante, neste estudo, o alelo
mostrou-se em associagdo com grau maior de degeneracdo, quando comparado ao alelo F
(P=0,0012).

A degeneragdo é um processo natural decorrente do envelhecimento e € traduzida
pelas transformagdes implacaveis que afetam todas as estruturas da unidade espinhal. A
degeneragdo discal esta associada com mudangas bioquimicas, seguidas de alteragdes
macroscopicas, incluindo rupturas e fissuras, que podem culminar com a herniagdo do
disco, principal causa de radiculopatia (Benoist, 2003). A razio em que ocorrem essas
mudangas deletérias varia entre os individuos, sendo devida as diferengas genéticas,
bioquimicas e nutricionais (Roughley, 2004). No entanto, o surgimento desse processo em
pacientes jovens sugere mais fortemente, a influéncia de componentes genéticos (Battié et
al., 2004). Tal associagdo decorre do fato de que, nesses individuos, o disco intervertebral
se expOs a fatores de risco ambiental, por um periodo inferior comparado aos individuos
mais velhos (Kawaguchi et al., 2002).

Neste estudo, ha confirmagdo dessa associagdo, visto que a idade de aparecimento dos
primeiros sinais da doenga foi inferior nos pacientes portadores de gendtipo Ff ou ff (média
de 26 + 10,2 anos), considerando-se o polimorfismo VDR-Fokl, enquanto a média nos
pacientes com gendtipo FF foi de 38 + 11,9 anos. Interessante ressaltar que, além dos
pacientes com alelo fserem acometidos de modo mais precoce pelos sinais degenerativos, a

historia de doenga discogénica na familia dos pacientes apresentou perfil semelhante.




Discussdo

Quando se relacionou essa caracteristica com historia familial dos pacientes e ainda,

associada a presenga do alelo f, a média de idade do surgimento da doenga foi menor (26 +

10,5 anos) nos pacientes com historia familial positiva, enquanto a média de idade dos

individuos sem historia familial de degeneragdo discal foi de 33 + 11,7 anos (P= 0,025).

Assim sendo, a presenga da doenga discogénica na familia foi observada na maioria
dos pacientes do grupo de estudo (78,8%), ao contrario dos controles, em que essa
freqiiéncia apresentou-se diminuida (34,9%). Do total desses pacientes com historia
familial positiva, 27% tinham o alelo f, enquanto que nenhum dos individuos do grupo
controle apresentou tal alelo, mesmo com histéria da doenga na familia. Desse modo,
nossos achados reforgam a grande importincia da genética na predisposi¢do & degeneragido
discal.

Viarios estudos tém sugerido a presenga de componentes genéticos na doenga do disco
intervertebral, especialmente, como fator do seu aparecimento em jovens e adolescentes
(Varlotta ef al., 1991; Matsui et al., 1998; Postacchini et al., 1998; Villarejo-Ortega et al.,
2003; Leboufer al., 2004). Nesse contexto, gémeos monozigdticos e dizigdticos mostraram
alto grau de similaridade entre eles, quanto as alteragdes degenerativas (Scapinelli, 1993;
Battié et al., 1995, Richardson et al., 1997, Sambrook et al., 1999; Simmons ef al., 1999;
Battié er al., 2004; Hestbaek et al., 2004; MacGregor et al., 2004).

A contribuigdo do polimorfismo VDR Fok I para a doenga pode ser explicada pela
modificagdo estrutural da proteina VDR devido a alteragdo no sitio iniciador da transcrigdo
do exon 2. O alelo F ndo tem o primeiro sitio iniciador ATG, portanto, a transcrigdo
comega no segundo sitio, gerando uma proteina mais curta em trés aminoacidos. Ao

contrario, isso ndo ocorre com o alelo f, conseqiientemente, a proteina resultante é de




Discussdo

tamanho normal. Jurutka ef al. (2000) mostraram que o alelo menor com 424 aminoacidos
(alelo F) interage de forma mais eficiente com fator de transcrigio TFIIB, levando-os a
concluir que o alelo menor apresenta maior poténcia transcricional, fato confirmado
também por Colin et al. (2000), Chen et al. (2002) e Uiterlindem et al. (2004). A razdo na
diferenca de atividade dessas duas proteinas parece relacionada a alteragdo na sua
capacidade de liga¢do a forma ativa da vitamina D para, posteriormente, associarem-se ao
receptor do acido retindico (RXR) e ao elemento responsivo a vitamina D (VDRE) e,
finalmente, ativar a transcrigio (Arai ef al., 1997). Dessa maneira, a adigdo de trés
aminoacidos na proteina do receptor da vitamina D é passivel de modificar todo o
complexo de a¢do da vitamina D, resultando em falha no processo transcricional.

A vitamina D esta envolvida na diferenciagdo, proliferagdo e maturagdo das células
cartilaginosas e influencia na sintese de proteoglicanos através dos condrocitos articulares
(Kawaguchi, et al., 2002). Além disso, ha constatagdo de que a vitamina D3 esta envolvida
na proliferagdo e crescimento celular, pela estimulagido do fator de crescimento dependente
de insulina I (IGF-I) e seu receptor (Krohn et al., 1997). Reconhecidamente, a vitamina D3
ativa o promotor de genes alvos, através do complexo de multiplas moléculas. Existe a
hipotese de que a vitamina D3 ativa o promotor do gene IGF-1, localizado préximo ao gene

para o receptor da vitamina D. O IGF-I é expresso no tecido do disco intervertebral e

estimula a sintese de proteoglicanos nas células do nucleo pulposo (Kawaguchi ef al.,

2002). Sendo assim, as alteragdes na expressao dos receptores de vitamina D prejudicardo a
homeostase do disco intervertebral.

Apesar do fator genético estar sendo apontado como de grande influéncia no processo
de degeneragdo discal, outros fatores parecem influir nas modificagdes do metabolismo

normal do disco (Videman e Battié, 1999, Battié et al., 2004). Dentre eles, podem ser
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citados os fatores ambientais, representados pelas atividades fisicas e ocupacionais, além
dos habitos de vida (tipo de dieta e fumo), entre outros.

Em muitos paises, os problemas de coluna tém sido definidos como lesdes
ocupacionais e sob essa Optica passaram a ser de alto custo para as seguradoras. A crenga
que suporta esse modelo € a de que a doenga discogénica, principal suspeita dos sintomas
de dor na coluna, resultaria em primeira ordem de fatores mecanicos que danificam suas
estruturas. No entanto, Videman e Battié (1999) depois de pormenorizada analise sobre o
fator ocupacional na degeneragdo do disco intervertebral, concluiram que ele explica
somente uma pequena propor¢do da doenga. Nossos achados parecem estar de acordo com
esse raciocinio, uma vez que ndo foi encontrada associag@o entre as atividades ocupacionais
dos pacientes com os sinais positivos de degeneragao.

Um outro fator ambiental, o sobrepeso, tem sido associado em muitos estudos
epidemiolégicos com problemas de coluna (Bostman er al., 1994; Kangas et al., 2003,
Bejia er al., 2004). A obesidade é comum entre os pacientes submetidos a cirurgias
ortopédicas, entre elas, a remogdo do disco herniado. Entretanto, Leboeuf (2000),
realizando pesquisa de revisdo sobre o assunto verificou 21 dentre 65 estudos mostraram
associagdo positiva entre o sobrepeso/obesidade e problemas de coluna. Do mesmo modo,
nossos achados também ndo confirmam tal associagdo, uma vez que nio foram encontradas
diferengas significantes da comparagdo entre pacientes e controles, quando considerada
essa caracteristica. Esse mesmo resultado permaneceu ainda, quando se comparou a
presenga do alelo f com o sobrepeso em pacientes e controles (P=0,688).

O habito de fumar € outro fator de risco que se soma a lista de elementos suspeitos de

terem efeitos deletérios sobre o disco intervertebral. Varias investigagdes tém documentado

a crescente incidéncia de dores lombares e ciaticas, bem como a degeneragdo discal em
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fumantes cronicos, comparada com individuos ndo fumantes (Battié et al., 1991; Livshits et
al., 2001; Iwahashi et al., 2002; Slosar et al., 2002; Mohammed et al., 2004). Experimentos
efetuados em células isoladas do nucleo pulposo constataram que os componentes do
cigarro, além de diminuirem a vascularizagdo do disco, promovem tanto o decréscimo da
produgdo de glicosaminoglicanos, como a expressio do gene do colageno tipo II. Tais
resultados permitiram mostrar que essas substincias contribuem diretamente para o
processo degenerativo, por meio de sua a¢do nas células do nucleo pulposo (Kim ef al.,
2003). Outros aspectos relacionados a degeneragio foram relatados, como a diminuigdo do
nimero de células do nucleo pulposo (Oda et al, 2004). Como conseqiiéncia da
modificagdo no conteido de glicosaminoglicanos, o nucleo pulposo desidrata, alterando a
hidrostatica normal do disco e consequentemente, suas propriedades amortecedoras
(Wallach et al., 2003).

Nossos resultados mostraram que freqiiéncias significantemente aumentadas de FF e
reduzida de -/f foram observadas preferencialmente, nos pacientes fumantes, comparadas

aos controles. Neste caso, percebe-se que esses pacientes, mesmo com o gendtipo mais

ativo na captura da vitamina D, tornaram-se mais vulneraveis quando expostos ao fumo.

Com a finalidade de melhor avaliar a participagdo do habito de fumar na degeneragio
discal, foram analisados os polimorfismos de genes envolvidos no metabolismo dos
componentes do cigarro, tanto nos pacientes, como nos controles. Dentre os componentes
quimicos de maior toxicidade da fumaca, encontram-se o benzopireno e outros
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (Oktenoglu ez al., 2003).

Na Fase I das reagdes do biometabolismo, ha a ativagdo desses compostos tornando-
0s mais reativos. Sob essa otica, é possivel concluir que mameras lesdes ocorrem no

material genético, uma vez que compostos ativados tornam-se altamente eletrofilicos e
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capazes, portanto, de se ligarem ao DNA. No entanto, € possivel a inativagdo desses
compostos e dela participam os genes GST7T! e GSTMI, envolvidos na Fase II do
metabolismo de agentes xenobidticos. A presenga de polimorfismos afetando esses genes

pode alterar o processo de eliminagdo dos componentes tOXicos presentes no cigarro,

prolongando, desse modo, os efeitos danosos dos metabdlitos da fumaga no metabolismo

do disco intervertebral.

Neste estudo, a avaliagdo da influéncia dos polimorfismos dos genes GS77/ e
GSTM1 na degeneragdo discal demonstrou que 21,2% dos pacientes e 19,3% dos controles
ndo eram portadores de T1 (GS77/ 0/0), enquanto para M1, a nulidade (GSTM1 0/0) entre
os pacientes foi de 47% e nos controles de 34,1%, sem diferenga entre os grupos estudados
(P= 0,84 e 0,14 respectivamente). As freqiiéncias de nulidade dos genes GSTM1 (34,1%) e
GSTT1 (19,3%) nos controles estdo de acordo com Rossit et al. (2002), que encontraram
frequiéncias de 47,3% e 18,5% para os gendtipos homozigotos nulos dos genes GSTM1/T'1
nas populagdes do Sudeste e Norte do Brasil.

Nao foram observadas diferengas significantes entre esses genétipos com o habito de
fumar, sobrepeso e histéria familial de degeneragdo discal, tampouco houve associagdo
positiva para a nulidade de GS771/M1 com os maiores graus e niveis de degeneragio.

Entretanto, comparando-se os polimorfismos VDR-Fokl com os polimorfismos
GSTT1/M1, constatou-se que a presenga do alelo f e a auséncia de, pelo menos um gene
GSTT1 ou M1, foi significantemente mais freqiiente nos pacientes comparado aos controles
(P<0,001). O alelo f isolado mostrou-se fator de risco para a doenga, pois o odds ratio (OD)
resultante da analise do polimorfismo VDR-Fok! foi de 16,72 (IC 95%:6,9-40,5) enquanto
0 OD dos genes GSTT'1 e GSTM 1 foi de 1,26 (IC 95%:0,51-3,1). Desse modo, os resultados

apresentados mostram que o alelo f pode ser considerado um fator de risco inerente ao
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aparecimento precoce dos sinais de degeneragdo discal. Além disso, o habito de fumar
pareceu interferir no processo, independentemente do individuo apresentar genotipo
favoravel ou ndo para os genes de destoxificagdo dos componentes da fumaga (GSTM1 ou
T1). Por outro lado, gendtipos nulos (GSTT1/M1) e fatores ambientais, como sobrepeso,
ndo pareceram associados com o surgimento da doenga.

A histona familial positiva pode fortalecer o diagnostico clinico e indicar o potencial
para o desenvolvimento da doenga. Desse modo, os individuos identificados como de alto
risco podem beneficiar-se das estratégias preventivas, como modificar o posicionamento
corporal, por meio de exercicios de educagido de postura, alongamentos, fortalecimentos e
de propriocepgdo. Além disso, podem ter atengdo e conscientizagdo quanto a adogdo de

cuidados ergonométricos em suas atividades ocupacionais.

E inquestionavel a possibilidade de prevengio dessas doengas, a partir do emprego

de marcadores genéticos aliados ao acompanhamento clinico, como ferramentas precisas no
melhor entendimento da etiologia da doenga. Dessa maneira, a unido de esforgos
flexibilizara as opgdes efetivas dos programas de tratamento, bem como o delineamento,
em futuro proximo de medicamentos individualizados.

A nosso ver, este estudo, embora modesto, contribuiu para o melhor entendimento da
participagdo dos fatores genéticos e ambientais na doenga do disco intervertebral,
responsavel pelo sofrimento em uma significativa parte da populagio e dnus para o Estado

e instituigdes de convénios e seguros de saude.
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Conclusées

CONCLUSOES

1. O alelo f para receptor da vitamina D ( VDR-Fokl) associa-se a degeneragdo do
disco intervertebral, preferencialmente em pacientes com histéria familial da doenga, no
entanto, i1sso ndo ocorre com os polimorfismos genéticos para as enzimas glutatido-S-
transferases (GSTT1 e GSTM1);

2. O habito de fumar mostra-se como fator de risco, principalmente para pacientes

com gendtipo FF do polimorfismo VDR-Fokl, independentemente dos gendtipos para os

genes de destoxificagdo (GSTMI ou T1) que em conjunto com as caracteristicas

individuais, incluindo sobrepeso, habito de fumar, historia familial e gravidade da doenga
ndo mostram associagdo. Por outro lado, a gravidade da doenca e sua manifestagdo precoce
relacionam-se com os gendtipos _/f;

3- A historia familial da degeneracdo discal destaca-se como fator de risco entre os
pacientes, sugerindo predisposigdo genética para a doenga, 0 mesmo ndo ocorrendo com

relagdo a fatores antropométricos, ambientais € ocupacionais.
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Resumo

RESUMO

A etiologia da degeneragdo do disco intervertebral ainda € desconhecida, porém,
sabe-se que a associagdo de fatores genéticos e ambientais tem papel importante no seu
desenvolvimento. O gene do receptor da vitamina D (VDR) é um dos candidatos alvos,
envolvido no surgimento da doenga. Como parte da agdo ambiental na discogénese, o
habito de fumar aparece como fator de risco, uma vez que interfere na irrigagdo do disco
intervertebral. Desse modo, este estudo investigou se a ocorréncia dos polimorfismos nos
genes VDR, GSTT1 e GSTMI1 estdo relacionados a gravidade da doenga, precocidade de
seu aparecimento e historia familial em individuos clinicamente diagnosticados com
herniagdo ou outras discopatias. Para tanto, extraiu-se DNA de leucocitos de 66 pacientes
e 88 controles, pareados por sexo e idade. O polimorfismo VDR-FokI foi amplificado por
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) seguido da restricio com a enzima Fokl e
visualizados em gel de agarose a 2%. Os polimorfismos dos genes GSTT1/MI foram
determinados pela amplificagdo, por meio da PCR multiplex e eletroforese em gel de
agarose a 2%. O genotipo FF, do gene VDR-FokI destacou-se nos controles (69,3%), em
comparagdo aos pacientes (13,6%; P=0,0001), enquanto o genotipo Ff mostrou-se
significantemente mais frequiente nos pacientes (81,8%; P=0,0001). A freqiéncia da
historia familial nos pacientes (78,8%) foi superior em relagdo aos individuos saudaveis
(34,09%; P=0,000). Além disso, a historia familial e a gravidade da doenga se destacaram
nos pacientes portadores do alelo f do gene VDR-FokI (P=0,000 e 0,0012,
respectivamente). Contudo, a associagdo dos gendtipos VDR em individuos com
sobrepeso ndo foi confirmada. A idade de surgimento da doenga mostrou-se precoce nos
individuos com genotipo _/f (média de 26 anos), em comparagdo aqueles com genotipo
FF (média de 38 anos). As freqiiéncias dos gendtipos GSTT1/M1 nulos (0/0) e positivos
(+/+) ndo diferiram significantemente entre os grupos de estudo (P=0,84 e P=0,14). O
mesmo verificou-se, quando da relagdo desses gendtipos com o habito de fumar,
sobrepeso, gravidade e historia familial da doenga. Os dados obtidos mostram haver
associagdo do polimorfismo Fokl com a degeneragdo precoce do tecido conectivo do
disco intervertebral, ja que ha um aumento do grau de degeneragdo do disco para a
presenga de cada alelo f Do mesmo modo, demonstram que o fumo participa da
discogénese, independente do individuo apresentar genodtipo favoravel ou ndo para a
inativagdo dos componentes do cigarro. Por outro lado, sugerem o ndo envolvimento dos
genotipos nulos (GSTT1/M1) e de fatores ambientais, como sobrepeso, no aparecimento
da doenga.

Palavras-chaves: fatores de risco, polimorfismos genéticos e degeneragdo do disco
intervertebral .
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Abstract

ABSTRACT

The etiology of intervertebral disc degeneration remains to be determined, however it
is known that genetic and environmental factors play an important role in the disease. The
vitamin D receptor (VDR) gene, is a possibly target candidate to explain the genetic
involvement in the onset of the disease. As part of environment- discogenesis action, the
smoking habit seems to be a risk factor, once it interferes in disc irrigation. According to
that, this study investigated whether the presence of polymorphisms in VDR and GSTT]1
and GSTM1 genes are related with severity and onset of the disease, and also with familial
history in individuals clinically diagnosed with disc herniation or other discopathies. It was
extracted DNA from 66 young patients and 88 controls, matched by gender and age. The
VDR-FoklI polymorphism was amplified using Polimerase Chain Reaction (PCR). PCR,
and products were digested with Fokl and then electrophoressed in 2% agarose gel. GSTT
and GSTM| polymorphisms were determined by multiplex PCR and electrophoressed in
2% agarose gel. For the VDR-Fokl gene, the FF genotype was 69,3% in controls compared
with the patients (13,6, P=0,0001), while the frequency of Ff genotype was significantly
higher in patients (81,8%; P=0,0001). The familial history was more present in patients
(78,8%) than in health subjects (34,09%; P=0,000). In addition, familial history and
severity of disease were accentuated in patients with f allele (P=0,000 e 0,0012). However,
it was not found association of VDR genotypes in subjects with overweight. The mean of
disease onset was earlier in _/f genotype (26 years) compared with FF genotype (38 years).
The distribution of genotypes GSTT1/M1 null (0/0) and positive (+/+) were similar in the
two groups (P=0,84 e P=0,14). The same was found when the genotypes were related with
overweight, severity and familial history of disease. Our findings denoted an association
between the Fokl polymorphims and early onset and, severity of the disease, once it was

observed a degree increase of disc degeneration at the presence of each fallele. At the same
time, we demonstrated the smoking involvement in the discogenesis process, independently
of the favorable or unfavorable genotypes for the inactivation of cigarette chemical
components. On the other hand, our data suggest that the association of 7//MI null
genotypes and environmental factors, such as overweight are not involved with the disease
process.

Key words: risk factors, genetic polymorphisms, intervertebral disc degeneration.
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UNESP- UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
CAMPUS DE SAO JOSE DO RIO PRETO
INSTITUTO DE BIOCIENCIAS, LETRAS E CIENCIAS EXATAS

CONSENTIMENTO PARA PARTIC IPACAO EM PESQUISA
CIENTITICA

Estou ciente de haver concordado em participar, voluntariamente,
da pesquisa que vem sendo realizada pelo Instituto de Biociéncias, Letras e
Ciéncias Exatas- IBILCE-UNESP de Sdo José do Rio Preto-SP. Para tanto,

fornecerei sangue.
Fui informado também que os resultados a serem obtidos so serdo

validos quando analisados em conjunto, nunca individualmente. Esse estudo
podera ser apresentado em publicagdes cientificas sem a minha identificag3o.

Sdo José do Rio Preto, de de 2004.

Assinatura
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QUESTIONARIO A SER RESPONDIDO PELOS PARTICIPANTES DA PESQUISA
SOBRE DEGENERACAO DISCAL.

DATA:

N° DO PACIENTE NO ESTUDO:

NOME:

ENDERECO:

CIDADE:

ESTADO:

TELEFONE RESIDENCIAL:

TELEFONE COMERCIAL:

6

L unesp

AVA
AVAVA

1012 13 14 15 16 17 18



Apéndice 2

INFORMACOES BASICAS

- GRUPO ETNICO:
(INDICAR DE QUE PARTE DO MUNDO):

2- ESTADO CIVIL: CASADO, VIUVO, SEPARADO, DIVORCIADO, SOLTEIRO
3- DATA DE NASCIMENTO ( /

4- LOCAL DE NASCIMENTO

CIDADE:

ESTADO:

PAIS:

5- QUAL E A RENDA FAMILIAR?

6- INCLUINDO VOCE, QUANTAS PESSOAS VIVEM EM SUA CASA?

INFORMACOES ANTROPOMETRICAS

1. COMPLETE A TABELA ABAIXO PARA SEU PESO DURANTE OS DIFERENTES
PERIODOS INDICADOS. PENSE NA MELHOR E MAIS EXATA MEDIA DE PESO
DURANTE CADA PERIODO SOLICITADO.

ANO 14-19 EM EM
PASSAD [ANOS | TORNO | TORNO
0} 20 30




Apéndice 2 75

2. QUANDO VOCE ENGORDA, ONDE SE LOCALIZA ESSE AUMENTO DE PESO?
a) QUADRIS E COXAS, PRINCIPALMENTE;

b) CINTURA E ESTOMAGO

c¢) PEITO E PARTE SUPERIOR

d) NADEGAS

e) TODAS AS PARTES IGUALMENTE

f) NUNCA CARREGO PESO EXTRA.

3. QUAL SUA ALTURA EXATA EM METROS? E PESO ATUAL?

MEDIDAS TOMADAS POR:

HISTORICO OCUPACIONAL

QUE TIPO DE TRABALHO VOCE TEM ATUALMENTE?

QUAL TIPO DE FERRAMENTA, EQUIPAMENTO OU COMPOSTO QUIMICO
VOCE MANUSEIA?

POR QUANTOS ANOS VOCE DESENVOLVE ESTA ATIVIDADE?
QUAL OUTRO TRABALHO TEVE ? QUANTO TEMPO?
VOCE TEVE ALGUM TRABALHO EM QUE SE EXPOS A PRODUTOS

QUIMICOS OU PESTICIDAS?
SE SIM DE DETALHES:

6- VOCE VIVE PROXIMO DE AREA INDUSTRIALIZADA? (DENTRO DE 8,0 KM
DE FABRICA OU USINA)
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7- SE SIM, POR QUANTOS ANOS VOCE VIVE NESTE LUGAR?

8 QUAL POSICAO VOCE TRABALHA?
a) SENTADO (QUANTAS HORAS)
b) EM PE (QUANTAS HORAS)

9.SEU TRABALHO ENVOLVE:
a) USO DE INSTRUMENTOS DE VIBRACAO
b) TORCAO DA COLUNA
¢) CARREGAMENTO DE PESO (SE SIM, CARREGA PESO SENTADO OU EM
PE)

10.SE FOR MULHER, QUAL SUA ATIVIDADE EM CASA?
a) LAVAR E PASSAR ROUPA
b) QUANTOS FILHOS

OUTROS AFAZERES

HISTORICO DE FUMO

1- VOCE JA FUMOU, PELO MENOS 100 CIGARROS EM SUA VIDA?
SIM NAO

2- SE SIM, QUAO FREQUENTE VOCE FUMA OU FUMOU CIGARROS?
DIARIAMENTE ( ) OCASIONALMENTE( )

3- VOCE ESTA FUMANDO ATUALMENTE?

SIM NAO

4- QUANTOS ANOS VOCE TINHA QUANDO COMECOU A FUMAR?
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5- EM MEDIA, QUANTOS ANOS VOCE FUMOU CIGARROS REALMENTE? NAO
INCLUA O TEMPO QUE VOCE PODE TER PARADO POR MESES OU ANOS.

6- EM MEDIA, QUANTOS CIGARROS VOCE FUMA POR DIA?

7- VOCE FUMOU NESTE ULTIMO MES?

SIM NAO

8- SE NAO, QUANTO TEMPO FAZ QUE VOCE PAROU?

9- VOCE JA ESTEVE EXPOSTO A FUMACA DE OUTROS FUMANTES
DIARIAMENTE OU REGULARMENTE?

10. VOCE JA USOU ALGUM DESSES PRODUTOS DE TABACO?
SIM DESISTI NAO |FREQUENCIA |POR QUANTOS ANOS?

TABACO DE
MASCAR
CACHIMBO
RAPE
CIGARRO DE
PALHA
CHARUTO
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HISTORICO DE ALCOOL

1- VOCE JA BEBEU, PELO MENOS 4 DRINQUES POR SEMANA DURANTE SEIS
MESES OU MAIS?

SIM

NAO

2- COM QUE IDADE VOCE COMECOU A BEBER REGULARMENTE?

3- NESTE MOMENTO, VOCE AINDA BEBE?

4- TANTO PARA OS QUE BEBEM ATUALMENTE COMO PARA OS EX-

BEBEDORES:

IDADE OU ANOS
INICIO A PARADA

QUANTIDADE/
SEMANA
CERVEJA

QUANTIDADE/
SEMANA
VINHO

QUANTIDADE/
SEMANA
OUTROS

5. QUf\_O FREQUENTEMENTE VOCE BEBE OS SEGUINTES TIPOS DE BEBIDAS
ALCOOLICAS DURANTE A REFEICAO? INCLUA AQUELAS QUE VOCE BEBE
ANTES OU APOS A REFEICAO.

ALCOOI: NA
REFEICAO

NUNCA/
RARAMENTE

ALGUMAS VEZES

REGULARMENTE

CERVEJA

VINHO

LICOR

6. QUAO FREQUENTEMENTE VOCE BEBE ENQUANTO FUMA?

a) NAO FUMA

b) NUNCA/RARAMENTE BEBE ENQUANTO FUMA
c) ALGUMAS VEZES BEBE ENQUANTO FUMA
d) REGULARMENTE BEBE ENQUANTO FUMA

7. VOCE SENTE CALOR NA FACE APOS BEBER ALCOOL?

a) SEMPRE

b) ALGUMAS VEZES

c) NUNCA
d) NAO SABE
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HISTORICO MEDICO

1- QUANDO FOI SEU PRIMEIRO EPISODIO DE DOR NAS COSTAS (IDADE)?
2- QUANTAS CRISES JA TEVE?
3- QUAL E O LUGAR DE DOR NA COLUNA?
4- DE INICIO A DOR FOI:

a) INSIDIOSA (MAL JEITO, TORCAO, CARREGAMENTO DE PESQ)

b) ESPONTANEA
5- QUAL FOI A DURACAO DA DOR?

a) DIAS

b) SEMANAS

6- A DOR SE IRRADIAVA? SE SIM, PARA ONDE?

7- VOCE SENTIA FORMIGAMENTO? SE SIM, ONDE?

8- VOCE SINTIA ADORMECIMENTO? SE SIM, ONDE?

9- HAVIA PERDA DE FORCA? SE SIM, A PERDA ERA POR:
a) DOR
b) REAL (DIMINUICAO DA FORCA MUSCULAR)

10 HA QUADRO DE PROBLEMAS NA COLUNA EM SUA FAMILIA
DIAGNOSTICADO POR UM MEDICO? QUAL (HERNIA, PROTRUSAO...)? SE SIM,
DAR O PARENTESCO.
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11-QUAIS SAO OS FATORES DE PIORA (P) OU MELHORA (M) DA DOR?

SENTADO
DEITADO
EM PE
ANDANDO
ESFORCO
MOVIMENTOS DE FLEXAO

g) MOVIMENTOS DE EXTENSAO

h) INCLINACAO DIREITA E ESQUERDA

i) TORCAO DIREITA E ESQUERDA

12-QUAL TRATAMENTO VOCE EFETUOU?
a) FISIOTERAPIA
b) MEDICAMENTOS (QUAIS)
¢) CALOR
d) ACUPUNTURA
e) CIRURGIA

13- VOCE JA TEVE ALGUM TRAUMA ANTERIOR?
a) QUEDA
b) TORCAO
¢) FRATURA
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ATIVIDADE FISICA

1. QUANTAS HORAS POR SEMANA OU MESES POR ANO, EM MEDIA, VOCE
PRATICOU E PRATICA EXERCICIOS DURANTE O PERIODO REQUERIDO? E
QUAL ATIVIDADE?

IDADE POR ATIVIDADE MEDIA DE MEDIA DE MESES
GRUPO HORAS POR POR ANO
SEMANA

ATUALMENTE
ANO PASSADO
18-24 ANOS
25-34 ANOS
35-44 ANOS
45 OU MAIS

SE FOR NECESSARIA ALGUMA INFORMACAO ADICIONAL NO FUTURO,
COMO PODEMOS CONTACTA-LO?

MUITO OBRIGADO POR SUA CONSIDERACAO EM DISPOR DE SEU TEMPO
PARA PREENCHER ESTE QUESTIONARIO. ESTAMOS TENTANDO
AUMENTAR A QUALIDADE DE NOSSA AVALIACAO. POR FAVOR, INDIQUE
QUALQUER PROBLEMA, COMENTARIO OU SUGESTAO QUE VOCE POSSA
TER, COM RELACAO A ALGUMA QUESTAO OU ITEM, EM PARTICULAR.
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Abstract

Study Design. A case-control study was performed.

Objectives. To test the hypothesis that genetic polymorphisms and some environmental
factors are involved in disc degeneration.

Summary of Background Data. The etiology of intervertebral disc degeneration remains to
be determined, however it is known that genetic and environmental factors play an
important role in the disease. The vitamin D receptor (VDR) gene seems to be a target
candidate to explain the genetic involvement in the onset of the disease. However the
xenobiotic metabolyzing genes, GS771 and GSTM1 has been for the first time investigated
in disease. As far we are concerned, this is the first study conducted in the Brazilian
population, focused on the discogenic disease.

Methods. DNA was extracted from 66 young patients and 88 healthy subjects , for
genotyping using Polimerase Chain Reaction (PCR). PCR products were digested with
‘okI and then electrophoressed in 2% agarose gel. GSTT1 and GSTMI polymorphisms
were determined by multiplex PCR and electrophoressed in 2% agarose gel.

Results. For the VDR-Fokl gene, the FF genotype frequency was 69,3% in controls
compared with the patients (13,6; P=0,0001), while for the Ff genotype, the frequency was
significantly higher in patients (81,8%; P=0,0001). The familial history was more present in
patients (78,8%) than in healthy subjects (34,09%; P=0,000). Additionally, the familial
history, and severity of disease were accentuated in patients with f allele (P=0,000 and
0,0012, respectively). Nevertheless, it was not found association between the VDR
genotypes and overweight comparison. The mean of disease onset was earlier in _/f
genotype (26 years) compared with FF genotype (38 years). The distribution of genotypes
GSTT1/M1 null (0/0) and positive (+/4) were similar in the two groups (P=0,84 e P=0,14).
The same was found when these genotypes were related with overweight, severity and
familial history of disease.

Conclusion. Our findings confirmed an association of genetic and smoking in the
discogenic process, denoted by the interference of Fokl polymorphims in the early onset
and, the severity of the disease. Likewise, we demonstrated that smokers presented the
disease, even though in the presence of favorable genotypes. On the other hand, our data
suggested that the association of 7//M1 null genotypes and environmental factors, are not
involved with the disease process.
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1. Introduction

Degeneration of the intervertebral disc and its associated clinical manifestations are a

significant source of patient pain and morbidity and utilizing a increasing percent of health
care resources (1).

The intervertebral disc is a biologically complex structure, consisting of an
extracellular matrix of proteoglycans and collagens. The outer layer, the annulus fibrosus
(AF), consists mainly of collagen I, and lesser amounts of types II and IIl. The interior
structure of the disc, the nucleus pulposus (NP), is about 50% proteoglycan, and 20%
collagen II. The most common proteoglycan is aggrecan, but smaller amounts of others are
also present. Both contain small amounts of collagen IX. These proteoglycan create a
hydrophilic environment, leading to fluid retention and swelling of the NP (2). Water is
contained in the matrix of the disc and contributes approximately 65% to 80% of its total
weight by virtue of the high density of negatively charged sulphate and carboxyl groups
(cations) on the glycosaminoglycan chains of aggrecan (3).

The precise etiology and pathophysiology of degenerative disc disease (DDD) remain
a matter of controversy; nonetheless is believed to result from multiple and complex
interactions of biological and biomechanical factors. The physiology of the disc cells
involves a highly specialized coordination of cell structure and function, and cells are
influenced by interactions with other cells and with the surrounding extracellular matrix,
which is produced and constantly remodeled by the cells. The healthy integrity of the extra
cellular matrix is the basis for the biochemical shock absorber and tensile function of the
disc (4).

At the biochemical level, the diminished proteoglycan content reflects an imbalance

in the normal anabolic and catabolic functions of the NP cells, secondary to decreased
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synthesis, increased breakdown, or a combination of both processes. As a consequence, the

NP dehydrates, altering the normal hydrostatic and biochemical properties of the disc (1).

A number of anthropometric and environmental risk factor such as driving, torsion
stress, height and especially tobacco smoking have been implicated in the pathogenesis of
DDD. Three types of stress in an individual’s environment are believed to contribute to disc
degeneration: dynamic stress (hard work, posture, and externally caused injury),
biochemical stress (nutrition, blood flow obstacle) and physiological stress. Smoking is
believed to cause biochemical stress in many tissues (5).

The components of tobacco lead to disc malnutrition through various mechanisms,
including vasoconstriction, atherosclerosis and decreased oxygen carrying capacity (6).
Several studies showed an increase of disc degeneration in chronic smoking. The use of
habitual tobacco is believed to cause necrosis of the NP, disturbance of the pattern of
laminar overlapping in AF, decrease of proteoglycan synthesis and expression of type II
collagen and alteration of normal form of condrocytes (5,7,8 )

Nevertheless, results of exposure-discordant between classic twin studies suggest that
environmental factors have a relatively modest participation in disc degeneration.
Therefore, the heredity seems to perform a dominant role in disc degeneration, explaining
74% of the variance in adult populations studied to date. Since 1998, genetic influences
have been confirmed by the identification of several gene forms associated with disc
degeneration (9).

Among the candidate genes related with disc degeneration etipathogenesis, the
vitamin D receptor gene (VDR) seems to be involved. The hormonal form of vitamin D
1,25 dihydroxyvitamin D3, is required for a normal mineralization of bone, absorption of

calcium from the gut, control of calcium and phosphate homeostasis, and regulation of
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parathyroid hormone secretion. It has been reported that vitamin D is expressed in the

chondrocytes and is direct involved in the differentiation, proliferation and maturation of

cartilage cells. In addition, the vitamin D can influence proteoglycan synthesis by articular
chondrocytes (10). The vitamin D receptors are intracellular polypeptides that specifically
bind 1, 25 dihydroxyvitamin D3 and interact with target-cell nuclei to produce a variety of
biologic effects. The human VDR gene is located on chromosome 12 (12q12q-14), and
contains several intragenic polymorphisms that have been associated with degenerative disc
disease, including polymorphism Fok I in exon 2 containing the initial codon of
transcription. According to that, we chose to investigate the role of the VDR- Fok I as one
of the plausible candidate genes involved in the intervertebral disc degeneration.

Due to the likely role of smoking in the disease, we also focused to investigate the
influence of glutathione S-transferases genes (GS771 and GSTMI). As already known,
these genes are responsible for the detoxification of tobacco smoke constituents. There is
evidence to suggest that people with common GS77/ and GSTM! polymorphisms may
have an increased susceptibility to cancer and other diseases when exposed to tobacco (11).
In eukaryotes, glutathione S-transferases (GSTSs) participate in the detoxification process by
catalysing the conjugation of electrophilic compounds to glutathione resulting them in less
reactive and more easily excreted metabolites (12,13). A number of species of glutathione
S-transferase superfamilies have now been described: Alpha, Mu, Pi, Theta, Sigma, Kappa,
Phi and Zeta. (14). The GSTM1 gene, located at 1p13.3 chromosome, codes for the enzyme
glutathione S-transferase mu, while the GSTT'/ gene codes for the enzyme glutathione S-
transferase theta. GSTM! is polymorphically expressed, and three alleles have been
identified (GSTM1-0, GSTM1*A, and GSTM*B). The gene GSTT]1 is located in 22q11.23

and two functionally different genotypes at the GS77/ locus have been described. The first,
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GSTT1-0, is a homozygous deletion. The second, GSTTI-1, comprises genotypes with one

or two functional alleles present. Individuals with homozygous deletions of GSTM or GSTT
have reduced or no glutathione S-transferase activity and therefore may be unable to
eliminate toxic compounds as efficiently (15).

The disc degeneration influences a variety of structures and processes that play a role
in pain production. Concerning to the genetic factor is intense in DDD, we investigated the
presence of VDR- Fok I polymorphisms in patients with DDD and healthy subjects, in
order to understand its participation related with the age onset, familial history and severity
of the disease, as well as, associated with patient habits, such smoking and overweight .
Furthermore, the GSTT/ and GSTM1 polymorphisms are also investigated regarding the
environmental habits involved in the disease process.

2. Material and Methods

2.1. Subjects

The case group consisted of 66 unrelated Brazilians southeast patients (38 men and 28
women) with clinical and imaginologic positive discogenic diagnosis. The main exclusion
criteria were a known history of heavy physical loading at work and leisure, previous
trauma and vehicular or motorcycle driving. The age of the patients ranged from 16 to 62
(mean of 38 years old) and they were recruited from a private clinic focused on spine
treatment in Sao Paulo. They were matched with healthy individuals that consisted of 88
subjects (35 men and 53 women) with mean age of 41 years ranging from 16 to 57 years
old with no clinical symptoms of low back pain or sciatic. Informed consent was obtained
from all of the participants before they joined the study. They received information about
the study procedures before participation, and study protocol were reviewed and approved

by the Ethical Committee at UNESP.
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2.2. Interview and measurements

All the participants responded a questionnaire, intended to collect data on lifetime
environmental exposures, smoking habit, occupational history, individual data (weight,
height and gender) and lifetime sport activities, such as estimate frequency, average session
duration, and the number of month or years of participation. The patient evaluation
consisted of clinical history, physical analysis, and complementary exams, such as
magnetic resonance images (MRI).

Out of MRI 1mages, it could be possible to extract information concerning disc
herniation, protusion, bulging, disc height, arthritic lesions, and degradation of the
ligaments, fibrous annulus and nucleus pulpous. These signals are used to graduate the
disease, following Schneiderman et al. (ref in 10). The patients who presented 1 to 3 signals
were classified as degree 1 of severity, while those presenting 4 to 5 signals and 6 to 7
signals were classified, respectively as degree 2 and 3. According to the level affected
(cervical, thoracic and lumbar), the disc degeneration was classified as one level or

multilevel.

2.3. Genotyping procedures

2.3.1VDR polymorphism

Peripheral blood lymphocytes were collected in EDTA-containing tubes and genomic
DNA was extracted from the samples, according to Gustincich ef al. (17). The primers,
sense  5’- AGCTGGCCCTGGCACTGACTCTGCTCT-3" and antisense 5’-

ATGGAAACACCTTGCTTCTTCTCCCTC-3’, and polymerase chain reaction (PCR)

conditions for amplifying exon 2 of VDR gene were carried out according to the

methodology described by Harris er al. (18). The PCR conditions were 94°C for 30
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seconds, 60°C for 30 seconds, 72°C for 30 seconds for 35 cycles and then submit to
electrophoresis through a 2% agarose gel. Genotypes were classified as FF homozygotes,
lack of Fokl restriction site, resulting in a 265pb fragment; Ff heterozygotes, with 265 pb,
196 pb and 69 pb fragments, or ff homozygotes, with the presence of the restriction site
which resulted into 196 pb and 69 pb fragments.

2.3.2 GSTT1 and GSTM1 polymorphisms

The polymorphism of the genes GST7/ and GSTMI were detected by a multiplex
PCR gene amplification, described by Abdel-Rahman e al. (19). At the PCR procedure,
30pmol from each of the primers to the GS771 (5-TTCCTTACTGGTCCTCAATCTC-3’;
5’-TCACCGGATCATGGCCAGCA) GSTMI (5’-GAACTCCCTGAAAAGCTAAAGC-
3% 5’-GTTGGGCTAAATARACGGTGG-3’) and CYPIAI (5°-
GAACTGCCACTTCAGCTGTCT-3"; 5-CAGCTGCATTTGGAAGTGCTC-3’) genes,

diluted in 2.5pL of a 10X buffer with 7.25uL ultra pure autoclaved water, Sul. dNTP, 1pL

MgCl2, and 0.25 pL. TagDNA polymerase. PCR conditions were 94° C for 4 minutes, 94°

C for two minute for 40 cycles and 59° C for 1 minute. The final extent was complete of
72°C for 10 minutes. PCR products were submitted to an electrophoresis in 2% agarose gel
and products obtained were observed as fragments of 480pb for the GST7'/ gene, 215pb for
the GSTM1 gene, and 312pb for the CYPIAI gene. Just one allele determines the positive

genotype (+/+), while the homozygous deletion represents the null allele (0/0).




Apéndice 3

2.4. Data Analysis
Regression analysis was used to examine the association between subjects’

characteristics like occupation loading, smoking, weight and familial history with

genotypes VDR and GS77T1/M1. Also, these characteristics were compared by analysis of

variance. The distribution of the genotypes according to the severity of disc degeneration
grades (1, 2 or 3) were tested, using the Mann-Whitney test. Differences between the
frequencies of the polymorphisms and levels of lesions (1 or multilevel) were calculated by
the exact Fisher’s test. T-student test was performed to associate mean age of the disease
onset with genotypes and risk factors. Chi-square and Fisher’s test were used to compare
gender, level and grade of the disease severity, genotypes and habits. Final results are listed
with 95% confidence intervals and P value less than 0.05 was considered statically

significant.

3. Results and Discussion

In this study the f allele frequencies of VDR-Fokl polimorphism were
underrepresented in healthy subjects and the same was observed in the patients, when the F
allele was considered (P=0,0001). The distribution of Ff genotype was significantly higher
in subjects presenting disc degeneration (81,8%; P<0,0001) while the FF genotype
frequency (69,3%) was prevalent in the controls (Table 1).

Concerning the familial history for low back pain and discogenic disease, we found it
in a significantly higher frequency in patients (78,8%) as compared to the controls
(34,09%;P<0,0001). Furthermore, the presence of positive familial history and higher
degrees of disease severity (grade 2 or higher of degeneration) were more accentuated in

patients bearing the fallele (P<0,0001 and P=0,0012).
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Literature data showed a pattem of increased degeneration with each f allele (20).

According to that individuals bearing the ff genotype are expected to be more severely

affected, followed by the Ff genotype. Our findings are in agreement with those reported.
At the same time, the early onset of disc degeneration supports the genetic influence in the
disease. In fact, our data showed that the mean age for the first sign of the disease was
earlier in _/f genotype (26 years) compared with FF genotype (38 years).

The contribution of the VDR Fokl polymorphism for the discogenic process may be
explained in a structurally way, once a modification occurs in the VDR protein at the
translation initiation site in exon 2. Consequently, it results in an F allele lacking the first
site ATG, since the translation initiates at the second ATG site lacking the three NH>
terminal amino acids, resulting one protein shorter. Otherwise, it does not occur with the f
allele, which synthesizes the full length VDR protein or a protein of normal size (21). The
different activity of the two proteins may be due to a difference in the ability to bind the
active form of vitamin D (1, 25 dihydroxyvitamin D3) (22;23). The VDR is activated by 1,
25 dihydroxyvitamin D3 and the binding with retinoid X receptor (RXR) will facilitated the
hight-affinity interaction between the complex with vitamin D responsive elements
(VDREs) upstream of target genes. Afterwards, it will realize the attraction of basal
transcription factor I B (TFIIB) and coativators transcription to transcriptional activation
(24:25).

Krohn et al. (26) found that vitamin D is involved in the proliferation and cell growth
by the stimulation of IGF-I (growth factor insulin-like I) and receptor IGF-I. The vitamin D
may active the promotor of IGF gene expressed in intervertebral disc tissue, and stimulates

proteoglycan synthesis in the nucleus pulposus cells (ref in 10). Briefly, the presence of the
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VDR-Fokl polimorphism culminates in a normal protein size synthesis (f), which has

decreased biological activity and, thus contributes to the degenerative disc disease.

Despite the genetic factors importance in the disc degeneration another factors seem
to be involved. Among them, smoking and overweight can be appointed (9). Several
studies identified the association between overweight and back problems (27;28;29).
However, Leboeuf (30) in a review study found out that 21 of 65 studies showed positive
association between overweight or obesity and low back pain. The same was found in the
present study. When it was compared the presence of VDR-Fokl genotypes in subjects with
overweight, it was not found an association (P=0,224).

The relation of smoking habits with disc degeneration has been confirmed
(6;8;31;32). The smoke compounds are able to decrease disc nutrition, the synthesis of
proteoglycan, and collagen type II, resulting in alteration of the normal hydrostatic
disc.(5;7).

Our study showed that the distribution of smoker patients was more prevalent among
the subjects with FF genotype (80%) as compared with _/f genotype (20%;P<0,0001). In
this case, the smokers even bearing the more active genotype in vitamin D binding (FF)
will become more vulnerable. To better understand the association of smoking habit in the
disc degeneration we searched for the GSTs polymorphisms, aiming to link the
detoxification capacity of these genes conceming the tobacco compounds.

People with null GSTMI or GSTMI genotypes showed a reduced ability in a
vanability of environmental carcinogens detoxification as N-nitro-compounds and
polycyclic aromatic hidrocarbons, compounds encountered in tobacco smoke (33;34),

whose predispose the organisms to develop diseases environment- linked.
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Our study did not find the participation of GST7'1/M1 genes in liability of the disease.

The frequencies found for GS771 and GSTM1 polymorphisms are shown in Table 2. There

was no significant difference in genotype frequencies between the patients and controls
(P=0,84;P=0,14). The same occurred when null and present GSTTI/M1 genotypes were
associated with smoking, overweight, severity and familial history of degenerative disc
disease.

Our findings denoted an association between the FokI polymorphims and early onset
and, severity of the disease, once it was observed a increased degree of disc degeneration at
the presence of each fallele. At the same time, we demonstrated the smoking involvement
in the discogenesis process, independently of the favorable or unfavorable genotypes for
the inactivation of cigarette chemical components. On the other hand, our data suggest that
the association of 7//M1 null genotypes and environmental factors, such as overweight are
not involved with the disease process.

In conclusion, our data support the association of vitamin D receptor gene Fokl

polymorphism with the degenerative process of intervertebral disc.
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Table 1: Allelic and genotypic distribution concerning VDR-Fokl polymorphism in patients

with disc degeneration and controls.

Patient Control
Allele

Frequency% Frequency%

0,54 0,85

3

0,46 0,15

H »

1,00 1,00

> b

FF
Ff 54
Ff 03

Total 66

*Fisher test; N=number of subjects.
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Table 2: Genotypic distribution concerning GSTT1 and GSTMI1 polymorphism in patients

with disc degeneration and controls.

Genotypes

Patient

GSTT1

Control

Frequency%

Frequency%

A+

0/0

Total

+H+

0/0

Total

35

31

66

78,80
21,20

100,00

53,00 58
47,00 30

100 88

80,70
19,30 0,84

100,00

65,90
34,10 0,14

100

*Fisher test; N= number of subjects ;+/+:present gene; -/-: absent gene .
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INFLUENCIA GENETICA DA DEGENERACAO DO DISCO
INTERVERTEBRAL

NiVEA D. T. CONFORTI FROES & FRANCINE NUNES

RESUMO

As doengas que afetam o sistema muasculo-esquelético acometem centenas de milhdes

de pessoas no mundo e estio entre as causas mais comuns de invalidez e sofrimento

cronico. A doenga articular degenerativa constitui uma exacerbagdao do processo de
envelhecimento, estando envolvidos nesse processo, os fatores genéticos, ambientais ou
lesdes traumaticas, deformidades e doengas preexistentes da coluna. Muito se tem discutido
sobre os multiplos fatores envolvidos na degeneragido discal, mas sua etiologia permanece
indeterminada. Contudo, atualmente a participa¢do da genética parece muito mais forte do
que se suspeitava anteriormente. Neste artigo, € abordada a participagdo de alguns genes no
processo discogénico, bem como o que isso representa para o melhor entendimento da

etiopatogénese da doenga, bem como na melhora de seu tratamento.

ABSTRACT

Musculoskeletal disorders such as lumbar disc disease are among the most common
conditions for which patients seek medical care worldwide. It is a major cause of work
disability and an extremely costly health care problem. Degeneration of the intervertebral
disc and its associated clinical manifestations are a significant source of patient pain and
morbidity and utilizing a increasing percent of health care resources. This process results in
changes to the composition and the characteristics of the disc. Nevertheless, the etiology of
the disease remains to be determined. Nowadays, the genetic role is very much considered
compared with it was suspected before. This article aims to approach the genetic
involvement in disc degeneration and, what it represents focusing in better understanding

the disease etiopathogenesis and, improvement in its treatment, as well.
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Introduciao

O conhecimento atual das doengas degenerativas sugere uma etiopatogénese
multifatorial, onde a genética desempenha um papel primario, orquestrando os eventos
patologicos, além de determinar marcantes diferengas no fendtipo da doenga de paciente
para paciente. Os genes podem atuar como fatores de suscetibilidade, aumentando os riscos
de desenvolvimento da doenga, ou podem atuar como fatores reguladores, modulando a

magnitude e severidade do processo patogénico, bem como a resposta ao tratamento com

9
drogas .

Conhecendo um pouco sobre a dor

A dor, segundo o Comité de Taxonomia da Associagdo Internacional para o Estudo
da Dor (IASP), é uma “experiéncia sensorial e emocional desagradavel, associada ou
descrita em termos de lesdes teciduais”. Entretanto, muitas vezes ela se manifesta mesmo
na auséncia de agressdes nos tecidos, como ocorre em casos de neuropatia periférica ou
central e em certas afec¢des psicopatologicas.

A Associag¢do Norte-americana de Dor refere-a como o “quinto sinal vital” e como
tal deve ser considerada seriamente. Se a dor fosse estimada com o mesmo zelo que outros
sinais vitais o sdo, ter-se-ia uma melhor chance de trata-la apropriadamente.

Com relagdo a populagio brasileira, estima-se que a dor cronica acometa entre 30 a
40% dos individuos, representando 75 a 80% das consultas ao sistema de saude, o que
justifica ser a principal causa de absenteismo, licengas médicas, aposentadoria por doenga,
indenizagdes trabalhistas e baixa produtividade. Nos Estados Unidos da América
aproximadamente 89 bilhdes de dolares sdo gastos anualmente pelo sistema de saude para o
tratamento, compensagdes trabalhistas e litigios envolvendo doentes com dor cronica.
Somados aos custos indiretos, aquele pais consome cerca de 150 bilhdes de dolares por ano
com a dor. Apesar de ndo haver dados precisos sobre a situagio brasileira, supde-se que o

problema tenha, entre nds, no minimo, a mesma magnitude.
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A dor em doencas musculoesqueléticas

As doengas que afetam o sistema musculo-esquelético acometem centenas de milhdes
de pessoas no mundo e estio entre as causas mais comuns de invalidez e sofrimento
cronico. Elas compreendem as lesdes nos ossos, articulagdes, musculos, ligamentos,
tenddes e nervos periféricos. Dentre essas doengas, podem ser citadas a osteoporose, as
algias vertebrais, cujo tipo mais comum € a lombalgia, as artrites, as lesdes de repetigdo
(LER/DORT), as deformidades vertebrais, as fraturas e as luxagdes.

Essas condigdes patologicas figuram como as principais responsaveis pela lideranga
no numero de consultas médicas e servigos de pronto atendimento, quando comparadas as
outras enfermidades. Segundo dados da Academia Americana de Ortopedia, um em sete
americanos apresenta enfraquecimento muscular e esquelético, com um custo anual total de
duzentos e quinze bilhdes de dolares.

Apesar da gravidade dos fatos, € real a falta de atengdo, por parte da comunidade
medica, midia e autoridades governamentais com relagdo a essas doengas. Embora, todos
os setores da sociedade estejam passiveis de apresentar uma dessas patologias, ha a
percepgdo erronea de que elas sejam menos sérias do que outras doengas, em conseqiiéncia
de serem menos fatais.

Independente do fator mortalidade, mas considerando-se a morbidade, as lombalgias
merecem atengdo especial. Elas figuram entre as lesdes musculo- esqueléticas de maior
prevaléncia, sendo uma das causas mais freqiientes de absenteismo no trabalho, gerando
consequentemente perda de produtividade nos paises industrializados. Quatro em cinco
adultos apresentardo um episddio de dor nas costas em suas vidas e em muitos casos, esses

episodios sdo severos e ndo respondem a melhora, a menos que seja administrado

tratamento especifico. E importante ressaltar que 5% do total desses casos conduzem a

invalidez permanente, com enorme prejuizo em diferentes niveis, haja vista a necessidade
de pagamento de salarios e beneficios, bem como a substituigido e treinamento de mio de
obra especializada. Dos que conseguem voltar ao trabalho, 50% o fazem apds seis meses de
afastamento e 25% apds um ano. Uma parcela significativa de trabalhadores jovens (20 a
50 anos de i1dade) € obrigada a mudar de fungdo, em decorréncia da dor que impede a

capacidade funcional especifica.
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A patologia basica responsavel por varios problemas de dor nas costas permanece
sem conclusdo. Os supostos fatores causais incluem varias estruturas espinais e processos
patofisioldgicos, tais como ruptura do anel fibroso, irritagdo da raiz nervosa por compressao
ou efeitos bioquimicos de exposi¢gio ao nucleo pulposo, mudangas neuropaticas e
inflamag¢do nos neurdnios que enervam os tecidos. Contudo, o disco intervertebral
permanece como sendo de grande interesse, uma vez que sua degeneragio pode influenciar
uma variedade de estruturas e processos que, acredita-se serem participativos na origem da

dor. Do mesmo modo, o disco serve como foco de numerosos tratamentos de intervengao,

sejam eles conservadores ou cirargicos para os sintomas relacionados a coluna *'.

Doenca do Disco Lombar

A espinha dorsal € uma coluna articulada de vértebras, onde cada par de vértebras ¢é
capaz de se mover, gragas ao disco intervertebral e as duas facetas articulares posteriores.
Qualquer anormalidade que ocorra nessas articulagdes tera conseqiiéncias nocivas.

Cada articulagdo intervertebral discal € uma sinfese formando uma unidade de
acoplamento entre duas vértebras (corpos vertebrais), onde se observam trés partes, ou seja,
o nucleo pulposo, anel fibroso e a cartilagem hialina das placas terminais das superficies
opostas de cada corpo vertebral. O disco intervertebral contém uma abundante matriz extra-
celular de proteoglicanos e colageno. A camada externa, o anel fibroso, consiste
principalmente, de colageno I, enquanto a estrutura interna do disco, denominada ntcleo
pulposo, € constituida de cerca de 50% de proteoglicanos, principalmente o agrecan e 20%
de colageno Il. Ambos contém pequenas quantidades de colageno IX °.

Nos individuos jovens, os feixes entrelagados no anel fibroso lhe proporcionam a
elasticidade, que se opde ao turgor do nucleo pulposo. Em pessoas entre 30 e 40 anos, o0s
nucleos tém um conteudo de agua de 80%, que acredita-se diminuir com a idade. Em 1935,
De Pukey observou que uma pessoa esta 1% mais baixa em sua altura, no fim do dia, em
comparac¢do de quando se levanta. Do mesmo modo, foi também por ele observado que,
uma pessoa na primeira década de vida esta 2% mais baixa ao ir deitar-se e na oitava
década de vida, 0,5% mais baixa na mesma condi¢do. A hidrodindmica do disco resulta da
estrutura do gel do nucleo pulposo, dada pela presenca de proteoglicanos, permitindo que o

mesmo absorva nove vezes o seu volume de agua. Nenhuma ligagdo quimica influencia
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esse conteudo de agua, dessa forma a sustentacdo de peso causa a diminuigido de 1% da
altura média em um dia *.

De modo geral, com os movimentos de extensao, flexdo e curvatura lateral, os corpos
vertebrais deslizam sobre o nucleo pulposo turgido, que se comporta como um ponto de
apoio esférico. O nacleo pulposo ndo possui nervos, tampouco vasos sangiineos, sendo sua
nutri¢do efetuada por meio da difusdo do liquido intersticial ao longo de minusculos canais
situados nas placas cartilaginosas terminais dos corpos vertebrais. Por ser elastico, o nucleo
é resistente as lesdes '*. O nucleo pulposo, que ocupa cerca da metade da area da superficie
do disco, suporta a carga vertical, enquanto o anel fibroso o faz para a carga tangencial.

A doenga articular degenerativa inclui duas condig¢des inter-relacionadas, a primeira
atingindo as articulagdes intervertebrais discais (doenga degenerativa discal) e a segunda, as
articulagdes facetarias posteriores (doenga articular degenerativa ou osteoartrite), sendo
ambas uma exacerbagdo do processo de envelhecimento, estando envolvidos nesse
processo, os fatores genéticos, ambientais ou lesdes traumaticas, deformidades e doengas

preexistentes da coluna. A degeneragido do disco e subseqiientes alteragdes nas vertebras e

ligamentos adjacentes sio denominadas espondilose ~.

Os pacientes que procuram auxilio médico para alivio da dor sdo de todas as idades,
classes sociais e ragas, assim sendo essa doenga € um problema universal, que nio leva a
morte, mas muitas vezes incapacita para o trabalho o individuo ainda produtivo, forgando-o
a uma aposentadoria precoce.

A doenga do disco lombar € uma patologia musculoesquelética comum, que afeta
cerca de 5% de todos os individuos e caracteriza-se pela hemiagdo do disco, com
consequente irritagdo da raiz, tanto por processos mecanicos, quanto pela via de mediadores
inflamatorios. Como resultado, surge a dor que se irradia e é conhecida como ciatica '.

A degeneragao do disco tem sido atribuida ao acumulo de efeitos ambientais,
primariamente agressdes e traumas, habitos de vida, tabagismo, aterosclerose, acrescidas
das mudangas que ocorrem com o envelhecimento. Achados recentes, no entanto
demonstram que esses efeitos influenciam modestamente a degeneragdo discal, o que
refor¢a a importancia da participagdo dos fatores genéticos nessa patologia .

O primeiro a relatar a herniagdo do disco intervertebral foi Lusckka, em 1858, sendo

que apenas 80 anos mais tarde surgiram as hipoteses para explicar o mecanismo dessa
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lesdo, atribuido a expulsdo do nucleo pulposo, como resultado da compressdo espinal
excessiva. Uma das hipdteses para explicar o processo quimico do prolapso do disco refere-
o como um disturbio da sintese de proteina, favorecendo o aumento ou desequilibrio na
despolimerizag¢do, com alteragdes no metabolismo de proteoglicanos, aumentando desse
modo, o conteudo do fluido e consequentemente a tensio intra-discal i

Estudos anatomicos demonstram a presenga de extremidades nervosas nociceptivas
no anel fibroso do disco intervertebral. Desse modo, lesdes anelares podem causar dor
irradiada de origem puramente discogénica para a coluna lombar, nadega, regido sacro-

— & ; . a . - 17
iliaca e extremidade interior, mesmo na auséncia de compressdo neural *".

O Papel da Genética na Degeneragio Discal

Considera-se, nos dias atuais que a genética atua de modo incisivo na pratica da
medicina, promovendo a predigdio e prevengdo de doengas e, por conseguinte,
impulsionando a saude publica. A epidemiologia € outra area da ciéncia encarada como o
nucleo cientifico da saude publica. Nas duas ultimas décadas, os métodos e recursos
epidemiologicos tém sido intensamente integrados com os da genética, o que originou a
disciplina epidemiologia genética, que visa encontrar o significado dos genes na ocorréncia
de doengas em populagdes e familias. Por outro lado, aliando as novas tecnologias
moleculares aos conhecimentos de epidemiologia e genética, emergiu a epidemiologia
molecular, que busca o estudo da doenga, por meio do emprego de marcadores biologicos *.

Muito se tem discutido sobre os multiplos fatores envolvidos na degeneragio do disco
intervertebral, cuja etiologia permanece por ser determinada. Contudo, € eminente a
participagdo da genética, cujo papel na degeneragdo do disco € muito mais forte do que se

suspeitava anteriormente *_ O componente genético tem sido identificado nos estudos de

gémeos e agregagio de familias '’, bem como na detecgdo de polimorfismos genéticos

relacionados no seu aparecimento °.

Essa enfermidade é considerada uma das doengas musculoesqueléticas mais comuns
e esta entre aquelas condigdes em que os pacientes buscam por cuidados médicos. Além
disso, € computada como uma patologia cara, debilitadora e uma das mais complexas
condigdes para proceder ao tratamento correto . Embora, os estudos clinicos tenham

proporcionado esclarecimentos na prevaléncia e condugido de tratamento, atribui-se aos
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recentes avangos nos mecanismos moleculares, o melhor entendimento de como mutagdes

genéticas podem contribuir ao desenvolvimento dessa patologia .

Estudo conduzido em pacientes adultos portadores de degeneragdo do disco
intervertebral demonstrou que esses individuos apresentavam probabilidade duas vezes
maior de historia familial da doenga, estando as mulheres mais freqiientemente afetadas, em
comparagio aos homens '°. Tais resultados sdo corroborados por outros '® | que relatam a
significativa presenga dessa patologia naqueles, cujos parentes proximos sofreram
interveng¢do cirargica para hérnia de disco. Ndo foram encontradas diferengas significativas
entre os grupos expostos a atividade de risco, como carregadores de peso, motociclistas ou
tarefas com equipamentos de vibragido ou que exigem prolongada postura sentada. Estudos
epidemioldgicos realizados anteriormente '* '* igualmente confirmam uma prevaléncia
mator de doenga discogénica em membros imediatos de familias com diagndstico de tal
patologia, quando comparados aos controles.

A agregagdo familial sugere que o disco intervertebral desses individuos possuam
aspectos singulares. A expressdo desses fatores hereditarios conduz a alteragdes na
estrutura ou meio bioquimico do disco, tomando-o mais suscetivel a lesdo e subseqiiente
herniagdo. Esse processo € passivel de atuar em sinergia com outros fatores ambientais,
como habitos de vida e ocupagio, além do envelhecimento.

Do mesmo modo, o fator genético contribui para a degeneragio discal em
adolescentes '*, sendo que a historia familial de herniagdo efetiva-se como fator de risco
para a patologia em questio, em individuos menores de 21 anos. Similarmente, a realiza¢io
da cirurgia em membros da familia tem implicagdo significativa na evolugdo da doenga em

11
adolescentes .

Genes Agrecan e Receptor da Vitamina D na Degeneracio Discal

Gene Agrecan

O gene agrecan € o maior gene estrutural da cartilagem, expresso em altos niveis
somente nesse tecido, embora baixos niveis de expressdo do agrecan tenham sido relatados
na notocorda. O agrecan € composto de dois tipos de elementos estruturais, um nucleo
central extendido e trés dominios flanqueadores globulares. Dois desses dominios estio na

porgdo amino terminal e compartilham homologia com a proteina de ligagido; um dominio,
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pelo menos o Gl, liga-se fortemente ao hialuronan e proteina ligante, localizando
efetivamente, a molécula na cartilagem matriz. O terceiro dominio globular, G3, divide
aspectos estruturais intrigantes com a familia de moléculas da célula de adesio e pode
prover, igualmente, interagdes com outra célula ou componentes da matriz. O tamanho da
molécula é dado por cerca de 100 cadeias de sulfato de condroitina ligados a residuos
especificos de serina na porgdo central do nucleo da proteina, a regido de liga¢io do sulfato
de condroitina, ou dominio CS'.

O agrecan esta localizado no brago longo do cromossomo 15, regido 25-26.2 (15q 25-
26.2) e codifica para uma proteina do nicleo proteoglicano, com uma extensdao do dominio
central que carrega a glicosaminoglicana, flanqueada pelos dominios globulares em cada
extremidade. A regido central consiste de longas extensdes de repetigdes de aminoacidos,
que servem como sitios de ligagio para as glicosaminoglicanas, tais como a condroitina e
sulfato de queratan; os dominios globulares terminais interagem com outros componentes
da cartilagem. A regido de ligagdo da glicosaminoglicana € codificada em muitas espécies
por um unico exon grande, dentro do qual encontram-se muitos tipos de seqiiéncias
repetidas. Muitas espécies mostram dentro desse exon, um bloco similar de repetigdes
conservadas para a liga¢do do sulfato de condroitina, entretanto no homem, esse grupo de
repetigdes € particularmente conservado.

O exame do DNA gendmico de uma populagdo de individuos ndo relacionados,
mostrou que o bloco de sequéncias repetidas existe em uma forma alélica multipla, que
difere pelo nimero de variavel de repetigdes em tandem (VNTR), nesse sitio codificador,
em cada alelo. Esse polimorfismo parece restrito a espécie humana e resulta na produgéo de

diferentes comprimentos de proteinas com nucleo agrecan, carregando niimeros diversos de

sitios de ligagao potencial para o sulfato de condroitina *.

Como visto anteriormente, o disco intervertebral consiste, principalmente de
proteoglicanos e colagenos, sendo o primeiro, responsavel pela fun¢do de “suportar a
carga” do disco. Desse modo, presume-se que os genes que codificam para os
proteoglicanos atuem de modo significante na degeneragdo discal. A partir do
conhecimento da existéncia dos VNTR, sabe-se que esse polimorfismo resulta em proteinas
com diferentes comprimentos do nicleo agrecan, o que pode levar a mudangas nas

propriedades funcionais da cartilagem.
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Assim sendo, o gene agrecan foi escolhido como candidato marcador de associagao
entre o polimorfismo do gene e a doenga do disco . Para tanto, foram recrutadas 64
mulheres jovens, com e sem problemas nas costas e mais 15 casos de pacientes submetidos
a cirurgia da coluna lombar. Foram excluidos os participantes envolvidos com trabalho
fisico pesado, bem como os fumantes. O grau de degeneracao foi determinado de acordo
com a classificagdo de Schneiderman, ou seja, grau 1 (normal), grau 2 (intermediario,
intensidade de sinal heterogéneo diminuido), grau 3 (marcado, perda difusa de sinal), grau
4 (ausente, sinal anulado). A hemiagdo do disco foi avaliada pelo critério de MacNab como
sendo normal ou dos tipos protrusdo, extrusio e seqiestro do disco hemniado. O estudo
revelou que os individuos portadores de degeneragdo discal grave e em multiplos niveis
possuiam o gene agrecan com curta extensao nos numeros de repeticdo em tandem (VNTR).
Esses achados sugerem que tais individuos apresentam um risco significativo de
degeneragdo discal, mesmo em idade jovem. O mecanismo pelo qual o gene agrecan
encurtado esta relacionado ao aparecimento precoce dessa patologia parece razoavel, uma
vez que o nucleo da proteina agrecan esta modificado com cadeias glicosaminoglicanos,
incluindo o sulfato de queratan e de condroitina. A alta pressdo osmadtica do agrecan €
atribuida, principalmente, a natureza poli- eletrolitica dessas cadeias de glicosaminoglicano.
Desse modo, o encurtamento dessas cadeias confere uma menor capacidade do disco em

conter a agua, resultando na antecipagdo do processo degenerativo.

Gene Receptor da Vitamina D

A vitamina D regula a homeostase de calcio e a mineralizagao Ossea e sua ag¢do €
mediada pelo receptor da vitamina D (VDR) que pertence a familia de receptores de
horménios esteroides, ativados aos fatores de transcrigdo. O gene que codifica para o VDR
esta localizado no cromossomo 12, regido centromérica e inicio do brago longo desse
cromossomo (12cen-ql2), contém 14 exons e possui aproximadamente 75 kilobases de
DNA gendémico. Os exons 1A até IF codificam para a regido 51 ndo traduzida, os exons Il e

Il codificam para as regides de dominio de ligagdo ao DNA e os exons IV a IX para a

R i . 2
regido de unido ao ligante .

A forma hormonal da vitamina D (1, 25 dihidroxi vitamina D3) € necessaria para o

processo de mineralizagdo do osso, absor¢do de calcio do intestino, controle do calcio,
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homeostase de fosforo e regulagdo do horménio paratirdideo. Os receptores da vitamina D
sdo polipeptideos intracelulares que se ligam, especificamente, com a 1,25 dihidroxi
vitamina D3 e interagem com nucleos de células alvos para produzirem uma variedade de
efeitos biologicos.

O gene VDR contém muitos polimorfismos intra- génicos associados com a
densidade 6ssea e a formagdo do ostedfito. No polimorfismo Fok I, ocorre a transigdo de
timina por citosina (ATG para ACG) no primeiro dos dois sitios potenciais de iniciagdo no
exon Il. Individuos com o alelo C (designados por F) iniciam a transcrigdo no segundo sitio
ATG e ndo possuem os trés aminoacidos NH»-terminal em toda a extensdo da proteina
VDR, ou seja, a proteina € mais curta em trés aminoacidos. A auséncia do sitio polimorfico
Fokl indica que a tradugdo da proteina foi iniciada no primeiro sitio ATG e, portanto, os
individuos portadores desse genotipo (ff) sintetizam a proteina em toda sua extensdo de 427
aminoacidos. Essa diferenga estrutural pode afetar a fungdo de VDR e consequentemente
influenciar a remodelagéo e a densidade mineral 6ssea. Ha evidéncias sugerindo que o alelo
f mais longo pode ser menos ativo, atuando com eficiéncia reduzida °.

Além do metabolismo mineral, esse gene promove a ag¢do de outros genes expressos
nos tecidos conectivos. Por exemplo, a sintese de osteocalcina, a proteina nao colagenosa
mais abundante no osso, € induzida pela forma hormonal da vitamina D, através do VDR e
um elemento responsivo especifico da vitamina D no gene promotor da osteocalcina.
Devido a essa atividade na fungdo reguladora nos passos metabolicos da vitamina D, os
mecanismos pelos quais a presenga de variagdes polimorficas afetam o 0sso, a cartilagem e
a degeneragdo do disco podem resultar em variagdes na expressdo tanto de componentes
estruturais comuns do tecido conectivo ou de proteinas especificas do tecido *'.

Estudos recentes demonstram que alelos especificos do VDR estio associados com a
degeneragdo discal, o que suporta a existéncia de determinantes genéticos nessa patologia
2156

Partindo do conhecimento de que o osso e a cartilagem sdo compostos, em parte, dos
mesmos tecidos conectivos dos discos intervertebrais, foi estudada a associagdo dos
polimorfismos do VDR com a degeneragdo discal, determinada pela medi¢do quantitativa

da intensidade do sinal e determinagao qualitativa da intensidade do sinal, protrusio e altura

: . pocsoon | . .
do disco, em imagens de ressonancia magnética ~. Os participantes desse estudo foram
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selecionados, a partir de uma populagdao de gémeos finlandeses, nagdo que possui todos os
pares de gémeos nascidos antes de 1958 e vivos em 1975.

Os resultados mostraram que os dois polimorfismos intra-génicos, detectados pelo
Fok I e Taq I, separados por aproximadamente 35 kilobases no gene VDR, estido associados
com os achados de degeneragdo no disco intervertebral. A avaliagdo quantitativa da
intensidade do sinal em vértebras toracicas e lombares para o polimorfismo 7aq I
demonstraram o mais alto grau de degeneragdo nos discos intervertebrais T6-S1 de
individuos com genotipo homozigoto recessivo (tt), grau intermediario para os portadores
do genotipo heterozigoto (Tt) e a menor degeneragdo naqueles com genotipo homozigoto
dominante (TT). Do mesmo modo, um padrdo similar foi encontrado para o polimorfismo
Fok 1. Nio foram encontradas associagdes entre os genotipos Zagl e os aspectos
qualitativos avaliados. Contudo, o mesmo ndo ocorreu com os genotipos /<okl , visto que 0s
individuos FF apresentaram menor degeneragdo qualitativa na intensidade de sinal,
protrusdo e altura do disco, enquanto esses aspectos foram piores para os individuos Ffe ff.

Desse modo, o estudo prové evidéncias que substanciam a existéncia de
determinantes genéticos na degeneragdo de disco intervertebral lombar. De modo ndo
surpreendente, a associag¢do foi mais forte, quando medidas de degeneragdo, mais sensiveis
e de maior reprodutibilidade, foram usadas na defini¢do do fenotipo. Esses achados
enfatizam o significado da precisa determinagao de fenotipos clinicos na investiga¢do dessa
complexa patologia.

A associagdo entre o polimorfismo 7aq/ e a degeneragdo do disco lombar foi
igualmente avaliada ® , sendo que os achados reforgam o risco aumentado de degeneragao
grave e em multiplos niveis, bem como a presen¢a de hemiagdo, em individuos jovens,
portadores do genotipo mutante.

Assim sendo, a historia familial positiva pode fortalecer o diagnostico clinico e
prover, adicionalmente, meios eficazes de identificar individuos de alto risco, que podem
beneficiar-se das estratégias preventivas, como o aconselhamento vocacional, modificagdes
de atitudes no trabalho e de vida e promover a adogdo de exercicios preventivos para o

fortalecimento e educagdo postural.

E inquestionavel a possibilidade de prevengao dessas doengas, como também o é a

importancia da pesquisa multidisciplinar, que emprega o uso de marcadores genéticos
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aliados ao acompanhamento clinico, como ferramentas precisas no melhor entendimento da
etiologia da doenga.

Dessa maneira, a unido de esforgos flexibilizara as opgdes de programas efetivos de
prevengdo e diagnostico, a detecgdo de fatores de risco e o delineamento do tratamento
especificos e individualizados, expandindo assim o alcance de cura. Aliar o conhecimento
da condi¢do genética de individuos afetados com os achados clinicos auxiliara
sobremaneira na prevengao dessas condig¢des, bem como no estabelecimento de protocolos

de tratamentos com medicagdo especifica e individualizada.

Segundo declaragdes publicadas no editonal da revista The Back Letter * sehao

desejo de melhor entender a etiopatogénese da degeneragao do disco intervertebral, é
necessario estudar os determinantes mais dominantes, que parecem ser os genéticos. Esses
aspectos parecem ser possibilidades brilhantes, pois se for encontrado um gene defeituoso
ou um polimorfismo que tenha maior efeito na doenga, isso torna possivel trata-la. E
absolutamente critico entender a génese da doenga, antes de trata-la de modo especifico.
Afinal, existe uma excelente razao para perseguir as causas genéticas, uma vez que 50 anos
de pesquisa em dor na coluna ndo conduziram a aberturas de caminhos maiores no

conhecimento cientifico de grandes conseqiiéncias.
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