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RESUMO

A etiologia da degeneracao do disco intervertebral (DDI) ainda
nao esta totalmente esclarecida. O gene do receptor da vitamina
D (VDR) tem sido apontado como um dos possiveis envolvidos no
surgimento das discopatias. Por outro lado, este estudo relaciona
pela primeira vez, a participagdo dos genes das glutatiao transfe-
rases M1 e T1 (GSTT1 e GSTM1), responsaveis pela inativagédo dos
componentes do cigarro, na DDI. Foi extraido DNA de leucdcitos
de 66 pacientes e 88 controles, pareados por género e idade. O
polimorfismo VDR-Fok/ foi amplificado por reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) seguido de restricdo com a enzima Fokl. Os po-
limorfismos das GSTT1/M1 foram determinados por meio da PCR
multiplex. A histéria familial e a gravidade da doenga se destacaram
nos pacientes portadores do alelo f do gene VDR-Fok/ (P=0,000
e 0,0012, respectivamente). A idade de surgimento da doenga
mostrou-se precoce nos individuos com gendtipo /f (média de
26 anos). Foi encontrada associacao do polimorfismo Fokl com
a degeneracéo precoce e gravidade da DDI, sendo que o habito
de fumar também interferiu nesse processo, independente da
presenca ou nao do gendtipo favoravel para GSTT1/M1.
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INTRODUGCAO

O disco intervertebral perde seu poder higroscdpico com o envelheci-
mento, gerando um processo de desidratacao progressiva, caracteri-
zando a discopatia. A partir da degeneracao do disco intervertebral, a
coluna passa a apresentar instabilidade progressiva da regiao afetada,
conduzindo a uma série de outros eventos nos demais elementos da
unidade funcional segmentar. Isso pode ocorrer em qualquer regido da
coluna, contudo observa-se mais comumente entre a quarta e quinta
vértebras lombares e entre a quinta lombar e a primeira sacral, em
torno dos trinta e quarenta anos de idade®.

A precisa etiologia da DDI ndo esta totalmente esclarecida. Até ha
pouco tempo era atribuida exclusivamente ao acimulo de efeitos
ambientais, primariamente micro ou macro, traumas, hébitos de
vida, tabagismo, aterosclerose, acrescido das mudangas que
ocorrem na estrutura do disco, com o envelhecimento. Todavia,
pesquisas mais recentes demonstram a moderada influéncia des-
ses fatores na degeneragao discal, o que reforca a importancia da
participacédo genética na doenga®®. Apesar disso, a progressao
natural da degeneragao, determinada geneticamente, pode ser
modificada, em certo grau, pelo modo de vida e ambiente®.

Trabalho realizado no Laboratério de Epidemiologia Molecular - Universidade Est.
da Faculdade de Medicina de Sao José do Rio Preto (FAMERP)

SUMMARY

The etiology of intervertebral disc degeneration (IDD) has not been
fully clarified yet. Vitamin D receptor’s gene (VDR) has been sugges-
ted as one of the potential entities involved in disc pathologies onset.
On the other hand, this study correlates, for the first time, glutathione
transferases M1 and T1 genes (GSTT1 and GSTM1) participation,
which are responsible for cigarette components’ inactivation, in IDD.
DNA was extracted from leukocytes of 66 patients and 88 controls,
paired by gender and age. The VDR-Fokl polymorphism was am-
plified by polymerase chain reaction (PCR) followed by restriction
with Fokl enzyme. GSTT1/M1 polymorphisms were determined by
means of PCR multiplex. Family history and disease severity were
highlighted in patients carrying the f allele of the VDR-Fokl gene
(P=0.000 and 0.0012, respectively). The age at disease onset has
shown to be early in individuals with _/f genotype (average 26 years
old). A correlation was found between Fokl polymorphism and early
degeneration and IDD severity, with smoking habit also interfering in
this process, regardless of the presence or absence of a favorable
genotype for GSTT1/M1.
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I. Polimorfismo do gene receptor da vitamina D na degene-
racao discal

A forma ativa da vitamina D, a 10,25 diidroxivitamina D [1a,25-
(OH)2D3] ou vitamina D3, é necesséria para o crescimento e diferen-
ciacao celulares em varios tecidos, além de participar do processo
de mineralizagédo do 0sso, absorgéo de célcio no intestino, controle
do calcio, homeostase de fésforo e regulagdo do hormdnio parati-
redideo. Adicionalmente, participa na diferenciagao, proliferacéo e
maturacao das células cartilaginosas, como também influencia a
sintese de proteoglicanos, através dos condrécitos articulares®.

O receptor da vitamina D (VDR) € um membro da superfamilia dos
receptores nucleares de horménios que regulam a transcricao. Dentre
alguns membros, destacam-se os receptores de esterdides e de &ci-
do retindico (RXR), que contém um dominio de ligagéo a esterdides,
outro de interagcdo com membros da superfamilia de receptores e um
terceiro dominio de ligagdo ao DNA, que contém dois motivos “zing
fingers”, localizados na porgao N-terminal da proteina®.

A vitamina D3 [1a,25-(OH)2D3] ¢ lipossollvel e ao entrar na célula
interage prontamente com seu receptor (VDR). Apds a ativagao do VDR
pela ligagdo com a vitamina D3, esse receptor pode, isoladamente
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ou na forma de heterodimeros com vérios outros receptores da su-
perfamilia, em particular com RXR, ligar-se a seqliéncia especifica de
regulacéo, presente nos promotores de genes responsivos a vitamina
D. Em seguida a formagao do heterodimero, ocorre o recrutamento
do fator transcricional 1IB (TFIIB) e cofatores, iniciando-se assim, a
transcricao.

O polimorfismo Fokl do gene VDR resulta da alterac&o no sitio iniciador
datranscrigao localizado no exon 2. Esse sitio, altamente conservado
em camundongos, ratos e humanos, sugere que o polimorfismo no
exon 2 do VDR pode afetar a fungéo da proteina VDR®.

Il. Fatores Ambientais na Degeneracao do Disco Inter-
vertebral

O habito de fumar induz estresse bioquimico em diversos tecidos. Tal
estresse faz parte dos componentes ambientais que contribuem para
a alteragdo da nutrigdo e circulagao sanguinea no disco, provocando
a doenca discogénica. Ha ainda, dois outros tipos de estresse, 0
dinémico e fisioldgico. O dindmico envolve as atividades pesadas, o
sobrepeso, 0s erros de postura e as lesdes acidentais, enquanto o
fisioldgico relaciona-se ao processo de envelhecimento®.

Dentre os componentes quimicos de maior toxicidade do tabaco,
encontram-se a nicotina, o benzopireno e outros hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos. Esses Ultimos conduzem as lesGes endoteliais,
enquanto o mondxido de carbono, formado na combustao, diminui
a capacidade das hemacias no transporte de oxigénio. Ha ainda, o
aumento de catecolaminas, resultando em vasoconstricgo, limitan-
do mais o suprimento de oxigénio aos tecidos e gerando danos as
vértebras e 0sso0s. Ha evidéncias epidemiologicas de que fumantes
cronicos sofrem de degeneracdo precoce do disco intervertebral,
possuindo vértebras menos resistentes, além de apresentarem avango
da desmineralizagéo 6ssea, que pode acelerar o desenvolvimento de
osteoporose!?.

Os compostos quimicos presentes no cigarro sdo biometaboliza-
dos, sendo oxidados na fase |, principalmente, pelas enzimas da
super familia do citocromo P-450 (CYPs) e inativados na fase Il, pela
conjugagao do grupo funcional dos produtos formados com um
substrato enddgeno solUvel em agua (glutatido, sulfato, glicose,
acetato), por meio da agao das glutatiao-S-transferases (GSTs), UDP-
glucoroniltransferases e N-acetiltransferases (NATs). Dessa maneira,
0s metabdlitos sdo transformados em compostos hidrofilicos, mais
facilmente excretados (",

Diferencas individuais na capacidade de resposta aos compostos
genotodxicos e carcinogénicos estao ligadas a presenga de polimor-
fismos nas enzimas que metabolizam compostos quimicos, sendo
que essa variabilidade interdividual desempenha um papel importante
no desenvolvimento de doencas.

Dentre as enzimas de fase Il, as GSTs desempenham um papel predo-
minante nos processos de destoxificacao. O gene GSTT7, localizado
no cromossomo 22 humano, é polimdrfico. Pode ocorrer sua delegao
homozigota, resultando no gendtipo nulo (GSTTT 0/0), cuja freqUiéncia
depende da origem étnica. O gene que codifica para aisoforma GSTM1
esté localizado no cromossomo 1, é polimérfico, apresentando quatro
variantes alélicas, GSTM1*A, *B, *C, e *0. As duas primeiras ndo pos-
suem diferengas com relagao ao tipo de substrato, enquanto o alelo *C
€ extremamente raro e a variante *0, que é o alelo nulo, acarreta a falta
da atividade enziméatica, quando em homozigose'?. Dessa maneira,
a presenca de pelo menos, um alelo funcional é suficiente para que a
enzima atue desempenhando seu papel.

Em suma, o habito de fumar parece estar envolvido com degeneragéo
do disco intervertebral, como importante fator de risco para a doenca
em humanos.

OBJETIVOS

Foram obijetivos do presente trabalho:

1. Identificar os polimorfismos no gene para receptor da vitamina D
(VDR) e gene codificador das glutatiao S-transferases M1 e T1 (GSTM1
e GSTT1) em um grupo de pacientes com degeneragéo do disco
intervertebral, bem como em um grupo controle;
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2. Associar os polimorfismos descritos acima com os achados obtidos
pela ressonancia nuclear magnética, dados clinicos, historia familial
e idade do surgimento da doenga, bem como com fatores antropo-
métricos (sobrepeso) e ambientais (habito de fumar);

3. Relacionar fatores antropométricos, ocupacionais, ambientais e
histéria familial da doenga discogénica entre pacientes e controles.

MATERIAL E METODOS
I. Casuistica

Foram estudados 66 pacientes (38 homens e 28 mulheres), nao
relacionados e triados de uma clinica especializada em coluna na
cidade de Sao Paulo, SP Todos os pacientes eram caucasoides,
com idade variando entre 16 € 62 anos (média de idade de 38
anos), apresentando diagndstico clinico e por imagem de Resso-
nancia Magnética (RM) de discopatias, com ou sem hérnias discais
associadas. Foram excluidos os individuos com alteragoes discais
comprovadamente resultantes de traumas anteriores, histéria de
trabalho em carregamentos de peso, esforgo em excesso, utilizacao
de maquinas vibratérias ou com atividades de impacto. Os pacientes
foram pareados com 88 individuos caucasoéides, de 16 a 57 anos de
idade (média de 41 anos), sendo 35 homens e 53 mulheres, triados
da Faculdade de Medicina de Sao José do Rio Preto (FAMERP) e
da Universidade Estadual Paulista ‘Julio de Mesquita Filho”, campus
de Séo José do Rio Preto, avaliados clinicamente e diagnosticados
como nao portadores de discopatias. Todos os participantes foram
informados sobre os objetivos do estudo, apds o que assinaram o
Termo de Consentimento. O trabalho em questao foi aprovado pelo
Comité de Etica da Universidade Estadual Paulista (Unesp).

Il. Método

Os participantes foram submetidos a coleta de sangue periférico e
responderam a um questionario detalhado sobre atividades espor-
tivas e ocupacionais, tipo de alimentacéo, habitos de vida, além de
fornecerem medidas antropométricas para célculo de indice de massa
corpérea (IMC) [peso (Kg)/ altura? (m)].

Il. 1. Avaliacao dos Pacientes

Aavaliagao dos pacientes foi realizada por um médico especializado
em doencas da coluna, tendo sido o diagnéstico confirmado por
outro examinador qualificado. A analise consistiu de anamnese,
histéria familial para doengas da coluna, exame fisico e por meio
de imagem de RM da coluna. Da RM foram extraidas informagdes,
como a presenca de discopatia e herniagdo em diferentes graus
(abaulamento, protrusao, extruséo), intensidade do sinal, altura,
rompimento do anel fibroso e niicleo pulposo, lesdes artriticas e de-
gradacéo dos ligamentos. Entende-se por herniagao, a saliéncia do
disco intervertebral fora do seu espaco em relacao ao corpo vertebral;
grau de intensidade do sinal como a alterag&o na coloracéo do disco,
variando de cinza claro até preto,
estando o escurecimento ligado
ao processo de desidratagao
ou degeneracdo; altura como o
parametro do processo dege-
nerativo, sendo sua diminuicao
relacionada & evolugéo do qua-
dro; rompimento do anel fibroso e
nlcleo pulposo como como uma
falha de continuidade dos seus
tecidos; e lesoes artriticas como
adegeneracao das articulacoes.
As Figuras 1 e 2ilustram os sinais
de degeneracéo avaliados nos
pacientes.

O grau de intensidade da doenga
foi identificado de acordo com a
classificacao de Scheneider modi-
ficada®. Nesse caso o Grau 1 foi
caracterizado como a presenga

Figura 1 - Imagem por ressonéncia
nuclear magnética da coluna em
corte sagital, mostrando discopatias
nos niveis L3-L4, L4-L5 e L5-S1
(discos pretos).
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Figura 2 - Imagem por ressonancia nuclear magnética, em apresen ta ndo
corte axial, mostrando hérnia de disco (seta branca). 6 ou 7 sinais de
degeneracéao

no disco. Do mesmo modo, foram atribuidos niveis para a gravidade
da doenca, sendo os niveis 1 € 2, respectivamente, para a presenga
da lesdo em um ou mais segmentos da coluna.

Il. 2. Genotipagem

De cada individuo foram puncionados 5mL de sangue perifé-
rico. O DNA foi obtido pela técnica de extragao descrita por
Gustincich et al."9,

A amplificagéo do seguimento polimérfico do gene VDR-Fokl/ ocor-
reu pela reagdo em cadeia da polimerase (PCR). A deteccdo do
polimorfismo Fokl seguiu o protocolo descrito por Harris et al.t". Os
primers: 5-AGCTGGCCC TGGCACTGACTCTGCTCT-3' e 5'-ATG-
GAAACACCTTGCTTCTTCTCCCTC-3' foram diluidos em 1,5 mM
de cloreto de magnésio, 60 mM de Tris HCI, pH 9,0, 15 mM NH,SO,
10% de dimetil sulfoxido (DMSO), dNTPs (200[um]M cada), 0,25ulL
de Tag polimerase e DNA gendmico a concentragao de 200ng/50uL.
As condigoes de amplificagcéo foram as seguintes: 94°C por 30 se-
gundos para desnaturacao do DNA, temperatura para anelamento de
60°C por 30 segundos, 72°C por 30 segundos durante 35 ciclos de
extensdo. 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 tampéo Tris-EDTA e brometo de etideo (10mg/mL).
O gendtipo homozigoto denominado de FF, ndo contém o sftio de
restricdo para a enzima Fokl, resultando, assim, em um fragmento
completo de 265 pb. A presenca do sitio de restricao desta enzima
resulta em um fragmento de 196 pb e outro de 69 pb. Nessas condi-
¢Oes classifica-se 0 gendtipo homozigoto ff. Sendo assim, o gendtipo
heterozigoto Ff contém trés bandas, uma de 265 pb, outra de 196pb
e a Ultima com 69 pb.

Os polimorfismos dos genes GSTT1 e GSTM1 foram detectados
pela amplificagdo génica por meio da reagao em cadeia da poli-
merase (PCR Multiplex) descrita por Abdel-Rahman et al."®. No
procedimento da PCR utilizaram-se 30 pmol de cada um dos pri-
mers para 0s genes GSTM1 (5'-GAACTCCCTGAAAAGCTAAAGC,;
5'-GTTGGGCTCAAATATACGGTGG), GSTT1 (5'-TTCCTTACTGG-
TCCTCACATCTC; 5-TCACCGGATCATGGCCAGCA) e CYP1AT (5'-
GAACTGCCACTTCAGCTGTCT; 5-AGCTGCATTTGGAAGTGCTC),
esse Ultimo usado como um controle interno de amplificagao.
A mistura de reacéo 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 Tag polimerase e DNA gendmico
a concentragao de 200ng/50uL. O material foi processado em
termociclador automatico, sendo inicialmente submetido a uma
temperatura de 94°C por 4 minutos para pré-desnaturagao do DNA
e, em seguida, por 40 ciclos com parametros de desnaturacéo a

94°C por 2 minutos, anelamento dos primers a 59°C por 1 minuto
e extensao da cadeia a 72°C por 1 minuto. A extenséao 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). Os produtos
da reacéo foram observados como fragmentos de 480 pb para a
presenca do gene GSTT7, 215 pb para a presenca do gene GSTM1
e 312 pb para o gene CYP1A7. Na auséncia de GSTT1 e GSTM1, ou
seja, gendtipo nulo (0/0), visualizou-se somente a banda intermediaria
correspondente ao gene CYP1AT (presente obrigatoriamente em todos
os individuos, ja que a mutacéo deste gene seria deletéria).

Il. 3. Analise estatistica

A andlise de regressao logistica foi utilizada para examinar a as-
sociagao entre as caracteristicas de habito de fumar, IMC, histéria
familial e os polimorfismos nos genes VDR, GSTT1 e M1, também
comparadas pela anélise de variancia. A relagdo dos gendtipos,
com os diferentes graus de degeneragao discal (1, 2 ou 3), foi
avaliada pelo teste de Mann-Whitney. As diferengas entre as fre-
gléncias dos polimorfismos estudados e os niveis de lesdo da
doenga (1 ou 2 niveis) foram calculadas pelo teste exato de Fisher.
O teste t foi utilizado para a associagao entre a média de idade
do surgimento da doenca com os gendtipos e outros fatores de
risco. Para a comparagao entre os niveis e graus da gravidade da
doenga, gendtipos e habitos de vida utilizaram-se os testes de
Fisher ou Qui-quadrado. Os resultados finais foram compreendidos
em um intervalo de confianca de 95% e o valor-P menor que 0,05
foi considerado estatisticamente significante.

RESULTADOS

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

A Tabela 1 apresenta a distribuicdo das freqUéncias alélicas e
genotipicas para o gene VDR em pacientes com doenca dis-
cogénica e seus respectivos controles. A frequéncia do alelo f foi
significantemente maior nos pacientes (0,46;P=0,0001). O gendtipo
FF destacou-se nos controles (69,3%), com relagcao aos pacientes
(13,6%; P=0,0001), enquanto o gendtipo Ff mostrou-se significante-
mente mais freqUente nos pacientes (81,8%; P=0,0001). N&o foram
encontradas diferengas nas frequiéncias genotipicas para GSTT7 e
GSTM1 entre pacientes e controles a presencga (+/+) e auséncia
(0/0) do gene (P=0,84 e P=0,14, respectivamente).

Il. Antecedentes Pessoais

A dor lombar ou hérnia discal foi citada como histéria familial, prefe-
rencialmente pelos pacientes em relagao ao grupo controle (78,8% ;
34,1%, respectivamente, P< 0,001), conforme Tabela 2, que apresenta
também as demais caracteristicas, como tabagismo e sobrepeso,
semelhantes entre os grupos.

lll. Associacao entre Antecedentes Pessoais e Polimorfismos
VDR, GSTT1 e GSTM1

A Tabela 3 mostra a relagao entre polimorfismo VDR-Fok/ com ta-
bagismo, sobrepeso e histéria familial em pacientes e controles. A

Paciente

Controle Pacient trol
Alelo frequéncia N freqliéncia p* Antecedentes a:len“eA - Controle p*
F 72 0,54 149 0,85 Pessoais reqiiéncia L
F 60 0,46 57 0.15 0,0001 N % N | Frequéncia%
Total 1,00 1,00 Habito de
Genotipo | N % N % fumar 20 30,3 15 17,0 0,055
FF 09 13,6 61 69,3 0,0001 Sobrepeso** | 10 15,5 21 239 0,224
Ff 54 81.8 27 30,7 0,0001 Historia
Ff 03 4,6 0 0 0.0767 .. 52 78,8 30 34,1 <0,001
Total 66 100 88 100 Familial

*Teste exato de Fisher; N= nimero de individuos.

Tabela 1 - Distribuicdo das freqiiéncias alélicas e genotipicas para o
polimorfismo VDR-Fokl em pacientes com degeneragéo discal e controles.
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*Teste = regressao logistica; ** Soprepeso: IMC=25 a 30kg/m2.

Tabela 2 - Distribuicdo dos antecedentes pessoais de pacientes com
degeneragéao discal e controles.
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freqUéncia, analisada em conjunto de, pelo menos umalelo f (_/f) com
histéria familial positiva, apresentou-se significantemente aumentada
nos pacientes (90%), comparada aos controles (0%; P<0,001). Por
outrolado, a freqUiéncia aumentada do gendtipo FF prevaleceu nos pa-
cientes tabagistas (80%) comparada aos controles (40%; P<0,001).
Em relacédo a idade de surgimento da doenga, verificou-se média de
idade significantemente maior nos pacientes com genétipo FF (38
anos, * 11,9) comparado aos pacientes com gendtipo _/f (26 anos,
+ 10,2; P= 0,013). Quando essa caracteristica foi associada a his-
toria familial, a média de idade de aparecimento da doenca para os
individuos com alelo FF foi de 33 anos (= 10,7), superior, portanto, a
daqueles com alelo -/f que apresentaram media de 26 anos (= 10,5).
De modo similar, a média de idade de inicio da doenga em individuos
sem histérico familial, portadores do alelo FF foi de 41 anos, + 13,3,
superior aos individuos -/f (28 anos, + 7,8) (Tabela 4). Nao foram
encontradas diferengas significantes entre gendtipos e antecedentes
pessoais em pacientes e controles.

IV. Dados Clinicos e Genotipagem para VDR-Fokl, GSTT1 e
GSTM1

A Tabela 5 apresenta a relagdo dos gendtipos para VDR-Fok/ dos
pacientes com grau de gravidade e nivel de leséo, analisados pela
ressonancia magnética. Os genétipos com pelo menos um alelo
f (_/f) mostraram associagdo com o grau crescente de gravidade para
a degeneragéo discal (28,8%) quando comparados ao gendtipo FF
(0,0%; P=0,0012). O mesmo nao ocorreu para os niveis da leséo.
Nao houve associagao entre auséncia de pelo menos um dos genes
GSTT1 e GSTM1 e aumento de gravidade ou niveis em que a lesao
ocorreu na coluna vertebral.

DISCUSSAO

Os resultados obtidos neste estudo expressam a existéncia de fatores
genéticos na suscetibilidade a degeneragéo do disco intervertebral.
A distribuigao alélica e genotipica para o polimorfismo Fok/ do gene
receptor da vitamina D discrimina pacientes e controles, visto que
a freqUéncia significantemente aumentada do alelo f em pacientes

Paciente Controle

Antececflentes F/F it F/F 7

Pessoals N[ % [N[ % |N[ % [N[ % | p*
Habito de 16 80,0 | 4 | 200 | 6 | 40,0 | 9| 60,0 | <0,001
fumar

Sobrepeso** | 1 |10,0| 9 | 90,0 | 18| 85,7 | 3 | 143 | 0688
Historia

Familiel 3 (10,0 |27 | 90,0 |30|1000| 0| 0,0 | <0,001

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

Tabela 3 - Polimorfismos genéticos para VDR-Fokl e antecedentes pessoais
em pacientes com degeneragéao discal e controles.

Genétipo Surgimt;nto da doenca (ida:e-aﬂnos_)

% | PYESEnca «xs | AUSENCia .
VDR Geral | DP de HE** DP de HE** DP
FF 38 11,9 33 11,7 41 13,3
Jii 26 10,2 26 10,5 28 7,8
P* 0,013 0,025

P*=Teste-t;** Histdria Familial(HF);*** Desvio Padréo (DP)

Tabela 4 - Relagéo entre idade de surgimento da doenca e histéria familial
em pacientes com degeneracéo discal.

Gravidade* Nivel de lesao**
Genoétipo 1 2 3 1 2
N %| N % N % N % N %
F/F 4 77|26 5000 0,0 4 77 2 39
Wi 4 77|3 58 |15 28,8 | 15 28,8 31 59,6

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

Tabela 5 - Relagao entre Polimorfismo VDR-Fokl, gravidade da degeneragao
discal e nivel de les&o.
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com degeneracao discal (0,46) destacou-se em relacéo aos contro-
les (0,15). O gendtipo Ff esteve presente na maioria dos individuos
afetados pela doencga (81,8%), enquanto no grupo controle houve
predominio do homozigoto dominante FF (69,3%).

AfreqUiéncia dos gendtipos para VDR-Fok! nas populacbes oscila entre
os diferentes grupos étnicos, com freqiéncias de FF variando de 28%
a35%, Ff de 48% a 50% ¢ ff de 14 a 17% em brancos ou caucasbides
com idade entre 20 e 62 anos 419, Por outro lado, em negros destaca-
se o0 gendtipo FF (66%), seguido de Ff (31%) e ff (4%)“. Os valores
para 0 grupo controle no presente estudo foram de 69,3%; 30,7% e
0,0%, respectivamente, podendo explicar-se a baixa freqUiéncia en-
contrada para o alelo f como devida a casulistica reduzida, acrescida
da grande e real miscigenacao da populagéo brasileira.

Videman et al.® apontam uma relacéo direta entre o aumento do grau
de DDI com a presenga de cada alelo f. Com base nisso, individuos
portadores do gendtipo ff mostraram-se mais afetados, seguidos em
ordem decrescente pelos de gendtipos Ff e FF. De maneira concordan-
te, neste estudo, o alelo f mostrou-se em associagao com grau maior
de degeneracgéo, quando comparado ao alelo F (P=0,0012).

O surgimento do processo degenerativo em pacientes jovens sugere
mais fortemente, a influéncia de componentes genéticos®. Tal associa-
¢ao decorre do fato de que, nesses individuos, o disco intervertebral se
exp0s a fatores de risco ambiental, por um periodo inferior comparado
aos individuos mais velhos®. Nossos dados confirmam tal associagéo,
visto que a idade de aparecimento dos primeiros sinais da doenca 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. Interes-
santemente, além dos pacientes, com alelo f, serem acometidos de
modo mais precoce, a histéria de doenga discogénica na familia dos
pacientes apresentou perfil semelhante. Quando essa caracteristica foi
relacionada com a histéria familial dos pacientes e ainda, associada
a presenca do alelo f, a média de idade do surgimento da doenca foi
menor (26 = 10,5 anos) nos pacientes com histoéria familial positiva,
enquanto a média de idade dos individuos sem histéria familial de
degeneracéo 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 contrério dos controles, em que essa freqUéncia apresentou-se
diminuida (34,9%). Do total desses pacientes com histéria familial
positiva, 27% tinham o alelo f, enquanto que nenhum dos individuos do
grupo controle apresentou tal alelo, mesmo com histéria da doenca na
famlilia. Desse modo, nossos achados reforgam a grande importancia
da genética na suscetibilidade a degeneragéo discal.

A contribuigao do polimorfismo VDR Fok | para a doenca pode ser
explicada pela modificagao estrutural da proteina VDR devido a
alteragao no sitio iniciador da transcricao do exon 2. O alelo F ndao
tem o primeiro sitio iniciador ATG, portanto, a transcricdo comega no
segundo sitio, gerando uma proteina mais curta em trés aminoaci-
dos. Ao contrario, isso ndo ocorre com o alelo f, consequientemente,
a proteina resultante é de tamanho normal. Jurutka et al.?” mostra-
ram que o alelo menor com 424 aminoécidos (alelo F) interage de
forma mais eficiente com fator de transcricao TFIIB, levando-os a
concluir que esse alelo apresenta maior poténcia transcricional,
fato confirmado também por Chen et al. (1”7 e Uiterlindem et al.®©.
A razéo na diferenga de atividade dessas duas proteinas parece
relacionada a alteragdo na sua capacidade de ligagao 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 transcricdo®. Dessa maneira, a adicéo de
trés aminoacidos na proteina do receptor da vitamina D é passivel
de modificar todo o complexo de acao da vitamina D, resultando
em falha no processo transcricional.

Além do envolvimento vitamina D na diferenciagdo, proliferagéo,
maturacao das células cartilaginosas e influéncia na sintese de prote-
oglicanos®, ha constatagéo da participagao da vitamina D3 na prolife-
ragao e crescimento celular, pela estimulagéo do fator de crescimento
dependente de insulina | (IGF-I) e seu receptor™®. Reconhecidamente,
a vitamina D3 ativa o promotor de genes alvos, através do complexo

ACTA ORTOP BRAS 15(1) - 2007



de multiplas moléculas. Existe a hipétese de que a vitamina D3 ative
o promotor do gene IGF-I, localizado proximo 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 nicleo pulposo®.
Sendo assim, as alteragbes na expressao dos receptores de vitamina
D prejudicarao a homeostase do disco intervertebral.

Apesar do fator genético estar sendo apontado como de grande in-
fluéncia no processo de degeneracéo discal, outros fatores parecem
influir nas modificagbes do metabolismo normal do disco®. Dentre
eles, podem ser citados os fatores ambientais, representados pelas
atividades fisicas e ocupacionais, além dos habitos de vida (tipo de die-
ta e fumo), entre outros, embora Videman e Battié('® terem concluido
que 0 ambiente explica somente uma pequena propor¢ao da doenca.
Nossos achados parecem estar de acordo com esse raciocinio, uma
vez que nao foi encontrada associagao entre as atividades ocupacio-
nais dos pacientes com os sinais positivos de degeneracao.

Um outro fator ambiental, o sobrepeso, tem sido associado em muitos
estudos epidemiolégicos com problemas de coluna®. A obesidade
€ comum entre 0s pacientes submetidos a cirurgias ortopédicas,
entre elas, a remogao do disco herniado. Entretanto, Leboeuf®, re-
alizando pesquisa de revisao sobre 0 assunto verificou que somente
21 dentre 65 estudos mostraram associagao positiva entre o sobre-
peso/obesidade e problemas de coluna. Do mesmo modo, nossos
achados também n&o confirmam tal associagéo, mesmo quando se
comparou a presenca do alelo f com o sobrepeso em pacientes e
controles (P=0,688).

O hébito de fumar é outro fator de risco que se soma a lista de ele-
mentos suspeitos de terem efeitos deletérios sobre o disco interver-
tebral. Varias investigacoes tém documentado a crescente incidéncia
de dores lombares e ciaticas, bem como a degeneragéo discal em
fumantes cronicos, comparada com individuos ndo fumantes®?.
Experimentos efetuados em células isoladas do nucleo pulposo
constataram que os componentes do cigarro, além de diminufrem a
vascularizagao do disco, promovem tanto o decréscimo da produgéo
de glicosaminoglicanos, como a expresséo do gene do colageno
tipo Il. Outros aspectos relacionados a degeneracéo foram relatados,
como a diminuicao do nimero de células do nuicleo pulposo®. Como
conseqUéncia da modificagdo no contelido de glicosaminoglicanos,
o nUcleo pulposo desidrata, alterando a hidrostéatica normal do disco
e consequientemente, suas propriedades amortecedoras.

Nossos resultados mostraram que freqUéncias significantemente
aumentadas de FF e reduzida de -/f foram observadas preferencial-
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mente, nos pacientes fumantes, comparadas aos controles. Nesse
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.

Neste estudo, a avaliagao da influéncia dos polimorfismos de genes
envolvidos no metabolismo dos componentes do cigarro, ou seja,
GSTT1eGSTM1, nadegeneracao discal, demonstrou que 21,2% dos
pacientes e 19,3% dos controles ndo eram portadores de T1 (GSTT1
0/0), enquanto para M1, a nulidade (GSTM17 0/0) entre os pacientes
foi de 47% e nos controles de 34,1%, sem diferenca entre 0s grupos
estudados (P= 0,84 e 0,14 respectivamente). As freqUéncias de
nulidade dos genes GSTM1 (34,1%) e GSTT1 (19,3%) nos controles
estao de acordo com Rossit et al.®.

Nossos resultados mostram que o alelo f pode ser considerado um
fator de risco no aparecimento precoce dos sinais de DDI. Além disso,
0 hébito de fumar pareceu interferir no processo, independentemente
do individuo apresentar gendtipo favoravel ou nao para os genes de
destoxificagdo dos componentes da fumaga.

CONCLUSOES

1. O alelo f para receptor da vitamina D (VDR-Fok1) associa-se a
degeneracao do disco intervertebral, preferencialmente em pacientes
com histéria familial da doenga, no entanto, isso ndo ocorre com 0s
polimorfismos genéticos para as enzimas glutatido-S-transferases
(GSTT1 e GSTMT).

2. O habito de fumar mostra-se como fator de risco, inclusive para
pacientes com gendtipo FF do polimorfismo VDR-Fok1, independen-
temente dos gendtipos para os genes de destoxificagdo (GSTM7 ou
T7) que em conjunto com as caracteristicas individuais, incluindo
sobrepeso, histdria familial e gravidade da doenga ndo mostram as-
sociagao. Por outro lado, a gravidade da doenca e sua manifestacéao
precoce relacionam-se com os genotipos /f.

3. A histéria familial da degeneragao discal destaca-se como fator de
risco entre os pacientes, sugerindo suscetibilidade genética para a
doenga, 0 mesmo ndo ocorrendo com relagao a fatores antropomé-
tricos, ambientais e ocupacionais.
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