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Variacao do gene fator de crescimento endotelial vascular

como preditor de risco para a degeneracao discal
Vascular endothelial growth factor gene variations as a risk predictor in disc degeneration

Aline Amaro!, Ana Beatriz Guerra', Matheus Pippa Defino!, Luiz Angelo Vieira!,
Carla Peluso!, Bianca Bianco!, Luciano Miller Reis Rodrigues!

RESUMO

Objetivo: Avaliar a frequéncia dos polimorfismos no gene fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF), bem como identificar potencial
haplétipo de risco entre as regioes polimorficas deste gene em pacientes
com degeneracéo discal e em Grupo Controle. Métodos: Este estudo
analisou 217 pacientes distribuidos nos Grupos Degeneragéo Discal e
Grupo Controle. Foi coletado sangue periférico de todos os pacientes
para a deteccao dos polimorfismos do gene VEGF identificados por
gPCR (rs699947, rs1570360, rs2010963, rs833061 e rs3025039).
Todos os pacientes que apresentaram degeneragao discal tiveram
a confirmacdo por meio de ressonancia magnética nuclear e
avaliacdo do nivel de degeneracéo do disco. Resultados: Todos os
polimorfismos foram encontrados no equilibrio de Hardy-Weinberg
(p>0,05) na populagéo estudada. A frequéncia genotipica para o
Grupo Degeneracao de Disco e do Grupo Controle foi rs699947 p=0,475,
rs1570360 p=0,862, rs2010963 p=0,823, rs833061 p=0,596 e
rs3025039 p=0,230. Para a andlise do hapldtipo, destacaram-se as
composicoes CAGGC (p=0,094) e CCGGC (p=0,054). Conclusao: A
correlagao entre os polimorfismos do gene VEGF como preditor de
risco para degeneracéo discal foi negativa na populacéo estudada. No
entanto, o VEGF possui grande regiao polimérfica, ativada por vérios
fatores catabdlicos e metabdlicos no processo de degeneragao discal,
que nao estd completamente elucidado.

Descritores: Polimorfismo genético; Fator A de crescimento do endotélio
vascular/genética; Degeneragao do disco intervertebral

ABSTRACT

Objective: To evaluate the frequency of polymorphisms in the
vascular endothelial growth factor (VEGF) gene, as well as to identify
a potential risk haplotype among the polymorphic regions in this gene
in patients with disc degeneration and in the Control Group. Methods:

This study analyzed a total of 217 individuals distributed into the
Disc Degeneration and Control Groups. Peripheral blood was collected
from all patients to detect VEGF gene polymorphisms identified by
qPCR (rs699947, rs1570360, rs2010963, rs833061 and rs3025039).
All patients presenting disc degeneration had the confirmation by
nuclear magnetic resonance test and were rated according to disc
degeneration level. Results: All polymorphisms were in Hardy-
Weinberg equilibrium (p>0.05) in the studied population. The
genotypic frequency for Disc Degeneration and Control Group were
rs699947 p=0.475, rs1570360 p=0.862, rs2010963 p=0.823,
rs833061 p=0.596 and rs3025039 p=0.230. In haplotype analysis,
the compositions CAGGC (p=0.094) and CCGGC (p=0.054) stood
out. Conclusion: The correlation between VEGF gene polymorphism
as a risk predictor for disc degeneration was negative in the studied
population. However, the VEGF gene has a large polymorphic region,
and it is activated by various catabolic and metabolic factors in the
disc degeneration process, which has not been fully elucidated.

Keywords: Polymorphism, genetic; Vascular endothelial growth factor
A/genetics; Intervertebral disc degeneration

INTRODUCAO

A lombalgia é um dos problemas de satide mais co-
muns na sociedade — entre 50 e 80% dos individuos
relatam pelo menos um episddio durante a vida — e é
causa frequente de faltas no trabalho e utilizacdo de
servicos de saide.) Entre os processos patoldgicos que
podem afetar o disco intervertebral, sua degeneragao
€ considerada o principal fator causador de lombalgia
e lumbosciatalgia.*> Tal degeneragdo ocorre prima-
riamente como resultado do envelhecimento do disco
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intervertebral; porém, a degeneracido discal também
acomete pacientes jovens. Ha hipdteses de que fatores
genéticos e ambientais, bem como os fatores de risco
sobrecarga de trabalho, tabagismo, sobrepeso, obesi-
dade e sedentarismo® contribuiam cada vez mais para
o aparecimento de dor cronica associada a degeneragao
discal em individuos mais jovens.”

Anatomicamente, o disco intervertebral é formado
por trés principais estruturas: placas terminais cartila-
ginosas, nicleo pulposo central e anulo fibroso, loca-
lizado na periferia do disco.®? O disco intervertebral
lombar € o maior tecido avascular, e seu processo
de nutricao ocorre principalmente pela vasculatura
adjacente por meio da difusao das placas terminais
vertebrais. Desta forma, hd sugestoes de que altera-
coes no fluxo sanguineo do disco intervertebral podem
levar a degeneracao discal.'”2 Além disto, pode ocorrer
involucdo de vasos sanguineos no disco degenerado
pela placa terminal vertebral ou pelo anulo fibroso.

Considerando-se que a angiogénese ocorre simul-
taneamente ao processo de degeneragao discal, é pos-
sivel presumir que genes a ela relacionados possam de-
terminar o risco de desenvolvimento de degeneracao
discal.'V) Assim, polimorfismos em genes previamente
implicados em angiogénese podem contribuir para a
etiologia da degeneracao do disco intervertebral.

Um dos mais importantes peptideos relacionados a
angiogénese € o fator de crescimento endotelial vascu-
lar (VEGF), codificado pelo gene VEGF e altamente
polimorfico, localizado no cromossomo 6p21.3, e que
contém 14kb na regido codificadora, com oito éxons e
sete introns.!?

O VEGF opera direta e seletivamente por meio
dos receptores de VEGFR-1 e VEGFR-2, expressos
predominantemente e, talvez, exclusivamente no en-
dotélio vascular. A conexdao do VEGF a estes re-
ceptores causa alteracoes no formato das células, di-
visdo e migracdo celular, e influxo citoplasmatico de
calcio, aumentando sua concentracio em até quatro
vezes. O aumento da permeabilidade venosa para as
macromoléculas permite que as proteinas plasmaticas
se espalhem por todo o espaco vascular, levando a
coagulacao do fibrinogénio e deposicao de gel de fi-
brina, o que funciona como matriz provisdria para o
crescimento de novos vasos sanguineos. A maior per-
meabilidade microvascular parece invariavelmente pre-
ceder e/ou suceder a angiogénese em uma variedade de
processos fisioldgicos e patoldgicos, o que faz o gene
VEGF ser considerado um importante mediador da
angiogénese.?

Considerando-se a influéncia do VEGF na formagao
de novos vasos, e a importancia da nutricao dos discos
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intervertebrais para sua vitalidade, levantamos a hip6-
tese de uma possivel relacao entre os polimorfismos do
gene VEGF e a degeneracao discal.

OBJETIVO

Avaliar a frequéncia de polimorfismos e o haplétipo do
gene fator de crescimento endotelial vascular [-2578C/A
(1s699947), -1154G/A (1s1570360), +405G/C (rs2010963),
-460T/C (rs833061) e +936C/T (rs3025039)] em pacien-
tes com degeneracao discal e no Grupo Controle.

METODOS

Foi realizado um estudo transversal com 217 individuos
selecionados e divididos em dois grupos: pacientes com
lombalgia cronica (Grupo Caso) e individuos sauda-
veis (Grupo Controle). Os participantes foram analisa-
dos para investigar-se a presenca de cinco polimorfis-
mo do gene VEGF [-2578C/A (1s699947), -1154G/A
(rs1570360), +405G/C (1s2010963), -460T/C (rs833061)
e +936C/T (rs3025039)].

Para o Grupo Caso, foram selecionados 110 pacien-
tes com lombalgia cronica do Grupo de Especialidades
Clinicas — Cirurgia de Coluna Vertebral do Hospital
Estadual Mario Covas, coordenado pela disciplina
Doencas do Sistema Locomotor, da Faculdade de
Medicina do ABC, em Santo André (SP), Brasil. Os
critérios de inclusdo utilizados foram paciente com
lombalgia cronica (hd mais de 3 meses); idade inferior
a 50 anos; ressonancia magnética para confirmacao de
degeneracao discal em pelo menos um disco, analisado
principalmente no plano sagital em T2, incluindo os dis-
cos entre L4 e LS5, e, L5 e S1. A degeneracéo discal foi
classificada utilizando-se o sistema de classificacdo de
Pfirrmann et al.,"¥ e o diagnéstico foi confirmado por
dois radiologistas ap0s teste de ressonancia magnética
nuclear. Foram adotados os seguintes critérios de ex-
clusao: pacientes previamente submetidos a tratamento
cirurgico; com deformidades congénitas da coluna ver-
tebral; e com hérnia de disco lombar.

Para o Grupo Controle, foram coletadas amostras
de 107 individuos saudaveis sem deformidades da co-
luna vertebral ou historia de lombalgia, atendidos no
Ambulatorio da Faculdade de Medicina do ABC. Os se-
guintes critérios de inclusao foram baseados em obser-
vacoes clinicas: ter entre 20 e 45 anos de idade; sem his-
toria de cirurgia da coluna; sem histdria de tratamento
para hérnia de disco; sem historia de hospitalizacao por
lombalgia; sem uso de medicamentos para lombalgia
por mais de 7 dias; e que nao tivessem familiares com
menos de 50 anos de idade com hérnia de disco ou tra-
tamento clinico para lombalgia.
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O recrutamento de todos os pacientes e a me-
todologia adotada foram realizados entre janeiro de
2015 e novembro de 2016. A pesquisa foi aprovada
pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Medicina do ABC, sob protocolo 1.142.930, CAAE:
45904515.9.0000.0082.

Estudo do polimorfismo

Foram coletados 4mL de sangue periférico para a
extracao do DNA, de acordo com o protocolo de
Lahiri e Nurnberger (1991) pelo método de salting-
out. O DNA obtido foi quantificado e qualificado por
espectrofotdmetro Thermo Scientific NanoDrop 2000
e diluido até a concentracao padrao de 25ng/uL.

Os polimorfismos C-2578A/rs699947, G-1154A/
rs1570360, G+405C/rs2010963, T-460C/rs833061 e
C+936T/rs3025039 (Tabela 1) foram identificados por
reacao em cadeia (PCR) em tempo real quantitativa.
Os ensaios TagMan foram adquiridos comercialmen-
te da Life Technologies® (Foster City, CA, EUA). Os
ensaios foram feitos com TagMan Genotyping Master
Mix, com 50ng de DNA por reacao. As condigcoes da
PCR estavam de acordo com as recomendacdes do
fabricante: desnaturagao inicial a 95°C (15 minutos),
seguida de 40 ciclos de desnaturagdo a 95°C (15 se-
gundos) e anelamento/extensdo a 60°C (1 minuto).

Tabela 1. Polimorfismos do gene fator de crescimento endotelial vascular (VEGF)
e os respectivos ensaios TagMan

Gene Localizagao  Polimorfismo rs Ensaio TagMan
VEGF 6: 43736389 C2578A rs699947 C__8311602_10
6: 43737830 G-1154A rs15670360 C__1647379_10
6: 43738350 G405C rs2010963 C_ 8311614_10
6: 43737486 T-460C rs833061 C__1647381_10
6: 43752536 C+936T rs3025039 C_16198794_10

Andlise estatistica
Os resultados foram analisados estatisticamente por
meio do programa Stata 11.0. Foi utilizado o Genetic
Power Calculator® para estimar o poder estatistico
dos resultados relacionados aos dados individuais de
polimorfismo.

O teste y? foi utilizado para comparar a frequén-
cia dos genotipos e alelos entre os grupos, e estimar o
equilibrio Hardy-Weinberg. A odds ratio (OR) foi cal-
culada em relacdo a presenga do genétipo de referén-
cia, por meio de um modelo de regressao logistica. O
nivel de significancia estabelecido foi de 0,05 (0.<0,05).
Além disso, a associagdo entre o gendtipo combina-

do de polimorfismos do gene VEGF e o risco de de-
generacao discal também foi avaliada pelo estudo de
haplétipos por meio do programa Haploview, versao 4.1
(http://www.hapmap.org).

RESULTADOS

As caracteristicas da amostra estao demonstradas na
tabela 2.

Tabela 2. Caracteristicas dos pacientes

Caracteristicas Degeneracao discal Controle
[dade 39,2+7,58 323717
Sexo, n (%)
Masculino 53 (48) 22(21)
Feminino 57 (52) 85(79)
Etnia, n (%)
Branco 62 (56) 69 (65)
Negro 32(29) 26 (24)

Sem resposta 16 (19)

A andlise dos polimorfismos do gene VEGF foi
feita em todos os participantes do estudo. Podem ser
observadas a frequéncia dos alelos e a frequéncia poli-
morfica para rs699947, rs1570360, rs2010963, rs833061
e 153025039 na tabela 3. O poder calculado do tama-
nho da amostra do teste foi <0,50 (0,05) para o Grupo
Degeneracao Discal, considerando-se os polimorfismos
estudados.

Nao foram observadas diferencgas significativas nos
polimorfismos do gene VEGF estudados. Ademais, des-
crevemos o equilibrio de Hardy-Weinberg, e todos os
polimorfismos estavam em equilibrio na populagao
estudada. Os mesmos dados foram aplicados na ana-
lise dos haplotipos para estimar se havia correlagao
entre os polimorfismos estudados (Tabela 4).

Os resultados da haplotipagem identificaram dois
blocos de hapldtipos que envolviam todos os polimor-
fismos estudados. O primeiro, CAGGC, apresentava
correlacio com a presenca de degeneracdo discal
(p=0,094), ao passo que o CCGGC mostrou-se mais
presente no Grupo Controle (p=0,054).

DISCUSSAO

O presente estudo nao encontrou correlagdo entre os
polimorfismos de VEGF e a degeneragao discal em in-
dividuos brasileiros. Todavia, observamos correlacao
entre o haplotipo CAGGC e a degeneragao discal, além
de uma maior presenca do haplétipo CCGGC no Grupo
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Tabela 3. Frequéncia de polimorfismos do gene fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) na populagdo com degeneracéo discal intervertebral e na populagao

controle
VEGF Populago Genétipos Atelos Valordep  OR (IC95%) HWE
SNP Estudada n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
rs3025039 Controle cC CT T C T
81(737) 26(23,6) 3,12,7) 188 (85,5) 32(15,4) 0,230 1,49(0,83-2,65) 0875
+936C/T Casos 85(79,4) 22(20,6) 0(0) 192(89,7) 22(10,3) 0,495
rs833061 Controle cC CT 1l C T
19(17,3) 58 (52,7) 33(30) 96 (43,6) 124 (56,4) 0,596 0,88(0,60-1,30) 0,752
-460C/T Casos 13(12,2) 61(57,0) 33(30,8) 87 (40,7) 127 (59,3) 0171
rs699947 Controle cC CA AA C A
17 (15,5) 55 (50,0) 38(34,5) 89(40,5) 131(59,5) 0475 0,76 (0,52-1,13) 0924
-2578C/A Casos 9(84) 55 (51,4) 43(40,2) 73(34,1) 141(65,9) 0,332
rs1570360 Controle GG GA AA G A
67(60,9) 34(30,9) 9(82) 168 (76,4) 52(23,6) 0,862 1,07(0,68-1,67) 0,321
-1154G/A Casos 64(59,8) 38(35,5) 5(4,7) 166 (77,6) 48(22,4) 0977
rs2010963 Controle GG GC cC G C
49 (44,5) 51(46,4) 10(9,1) 149 (67,7) 71(32,3) 0,823 1,07(0,71-1,60) 0817
+405G/C Casos 50 (46,8) 48 (44,8) 9(84) 148(69,2) 66 (30,8) 0,867

SNP: single nucleotide polymorphism; OR: odds ratio; C95%: intervalo de confianga de 95%; HWE: Hardy-Weinberg equilibrium.

Tabela 4. Anédlise dos haplétipos dos polimorfismos rs8330661, rs699947,
rs1570360, rs2010963 e rs3025039 do gene fator de crescimento endotelial vas-
cular em pacientes com degeneracéo discal e em individuos do Grupo Controle

Haplotipo* Degeneracao discal (%) Controles (%) Valor de p
TCGCC 26,7 26,3 0,923
TCGGC 217 279 0,136
CAAGC 19,3 19.3 0,995
CAGGC 147 9,5 0,094
TCGCT 54 4,0 0474
CCGGC 24 6,1 0,054
CAAGT 39 31 0,649
CAGGT 25 17 0,584
TCGGT 20 11 0,450

* Haplétipo dos polimorfismos rs8330661(T/C), rs699947 (C/A), rs1570360 (G/A), rs2010963 (G/C) e rs3025039 (C/T)

Controle. O disco intervertebral é um tecido avascular,
mas os vasos adjacentes fornecem os nutrientes ade-
quados e removem os residuos metabdlicos, e estes pro-
cessos sdo importantes para manter o disco saudavel.
Nos estagios da angiogénese, diversos fatores con-
tribuem para este processo: citocinas (polipeptideos),
enzimas, componentes da matriz extracelular e mo-
léculas de superficie. Ha dois fatores que estimulam
primariamente o crescimento do endotélio vascular —
VEGF e FGF-2. David et al.,™ confirmaram, por meio
de exames imuno-histoquimicos, a presenca deste po-
lipeptideo do VEGF em hérnias de disco interverte-
brais e/ou em degeneracoes discais. Porém, ainda nao
esta claro como a expressao do VEGF neste tecido é
alterada em hérnias de disco e na degeneracio discal.('®)
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Alguns autores!”!® ja associaram a expressao do
VEGF ao tecido discal degenerado. Lee et al.,'” con-
cluiram que seria necessaria a ativagao da interleucina
(IL) 1B durante a degeneracdo discal, para permitir a
expressao de VEGF, NGF e BDNE resultando na an-
giogénese. Porém, Lu et al.,'® encontraram um indice
positivo da expressao do VEGF de 73,42% (116/156)
na degeneracgao discal. Nos casos em que o tecido do
disco intervertebral estava normal, ndo havia expressao
positiva de VEGF. Além disto, tal expressao mostra-se
maior em discos com infiltracao vascular, do que em
discos sem esta infiltracao.

Um dos mecanismos que poderia justificar este fato
seria a presenca de polimorfismos no gene VEGF, o
que alteraria sua expressdo. A alteracao no gene, cau-
sada por polimorfismos, e sua expressiao ja foram de-
monstradas em estudos clinicos. Para os polimorfismos
-2578A e -1154A do VEGF, ha uma diminuicdo da ex-
pressao do VEGF; porém, VEGF-634G> C SNP foi
correlacionado a uma diminuicdo da capacidade de
produzir VEGF.(1%1920)

Awata et al.,®Y propuseram que o alelo VEGF -634C
estd associado ao aumento de niveis de transcricio de
VEGF, ao passo que Lambrechts et al.,®® relataram que
0 VEGF-634G esta associado a uma menor expressao de
VEGF. Porém, nenhum biomarcador de VEGF foi to-
talmente associado a lombalgia e a seus mecanismos.®

Han et al.,®» observaram que a frequéncia da com-
binacao dos genodtipos VEGF-2578CA + AA/-634CC
mostra-se mais alta em pacientes com degeneracao dis-
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cal. Ademais, consideram que o alelo VEGF-634C pode
ser importante na suscetibilidade ao desenvolvimento
da degeneracao. Este foi um dos primeiros estudos fei-
tos com a populacao coreana correlacionando o gene
VEGF a degeneracao discal.®>

Neste trabalho, foram estudados os polimorfismos
r$699947, rs1570360, rs2010963, rs833061 e rs3025039,
e nao foram observadas diferencas significativas nestes
polimorfismos em relagao a degeneracao discal. A fre-
quéncia dos polimorfismos, mesmo entre os alelos, nao
diferiu entre os Grupos Caso e Controle. No entanto,
para a analise dos hapl6tipos, observamos tendéncia
de significancia para o haplétipo CCGGC, e os pacien-
tes com esta combinacdo apresentavam maior prote-
cao contra o desenvolvimento de degeneracgao discal.
Estudos relacionando a degeneragao discal e polimor-
fismos no gene VEGF sao raros na literatura, sendo o
presente trabalho muito relevante para a comunidade
académica.

Esta divergéncia entre os resultados mostra que
diferentes mecanismos podem ativar a transcricao ge-
nética do VEGF. Binch et al.,('9 estudaram a expressao
de citocinas e descreveram as respostas mediadas por
elas, mostrando efeitos minimos na degeneracdo dis-
cal. Porém, células do nicleo pulposo podem regular
o crescimento de células endoteliais em um processo
de degeneracao discal por meio de vias catabdlicas, le-
vando a lumboscitalgia.®® Por outro lado, nao se sabe
exatamente em qual estdgio da degeneragao discal o
processo de neovascularizacao € ativado, mas fatores
como tabagismo, sobrepeso e prética de exercicio tam-
bém podem influenciar no processo de angiogénese.>

Polimorfismos sao fatores importantes para o en-
tendimento da diferenca entre expressoes genéticas, co-
mo em tecidos normais ou patoldgicos, mas atualmente
sao pouco observados na prética clinica. Neste estudo
com a populacao brasileira, ndo foram encontradas
associacoes entre os polimorfismos do VEGF e a de-
generacao discal. No entanto, considerando-se que
muitos polimorfismos podem ter um efeito de adicéo,
a analise dos hapldtipos ainda pode ser explorada,
aumentando-se o tamanho da amostra.

O tamanho da amostra de nosso estudo pode re-
presentar grande limitacdo. Porém, o pequeno nimero
de pacientes estudados é resultado do critério de se-
lecao, ja que todos os pacientes incluidos neste estudo
apresentavam apenas degeneracao discal, sem histdria
de cirurgia, e com idade menor que 47 anos. Por outro
lado, as amostras apresentavam-se dentro do equilibrio
Hardy-Weinberg, permitindo as andlises de gendtipos e
haplétipos. Outra limitagao do estudo pode ser atribui-

da ao fato de que os exames de ressonancia magnética nao
foram avaliados no Grupo Controle; porém, o critério
de exclusao utilizado foi bastante rigido.

O presente estudo ainda apresenta diversos pontos
fortes. O campo genético foi identificado como pro-
missor, aumentando as chances de melhor entendimen-
to sobre cada condicdo que pode afetar a saide de um
individuo. A lombalgia é, muitas vezes, subdiagnosticada,
sendo tratados apenas os sintomas. O compartilhamento
de novas ferramentas para o diagndstico, o tratamen-
to e a prevengdo de doengas é imprescindivel para o
entendimento de problemas de satide.

CONCLUSAOQ

A presenga de polimorfismos do gene VEGF como
preditor de risco para degeneracao discal foi negati-
va na populacao estudada. Porém o gene VEGF tem
grande regido polimdrfica, sendo ativado por diver-
sos fatores catabdlicos e metabdlicos no processo de
degeneracao discal, mas este processo ainda nao esta
totalmente claro.
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