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Resumo

As dores nas costas estdo presentes em 80% da populagdo mundial, € um dos motivos mais
comuns dessas dores sdo as hérnias de disco, sendo que elas podem ocorrer em qualquer parte
da coluna vertebral, atingindo principalmente a regido lombar. As Hérnias de Disco Lombar
(HDL) podem surgir decorrentes de fatores ambientais como tabagismo, estilo de vida
envelhecimento, ocupacao, ou ainda por fatores genéticos. No Brasil existem poucos os estudos
que relacionem as influéncias genéticas com o surgimento da HDL, ndo existindo ainda estudos
que utilizem os SNPs para investigar o surgimento da enfermidade. Nosso estudo do tipo caso
controle, teve como objetivo avaliar a associagdo entre a variagao dos polimorfismos rs2294984
e 161734651 do gene COLY9A3 com a hérnia de disco lombar. Participaram da pesquisa 118
individuos residentes em Goiania (Brasil), os participantes foram divididos em dois grupos,
onde 40 individuos formaram o grupo caso e 78 o grupo controle. Foram coletados 4mL de
sangue periférico com o anticoagulante EDTA. O procedimento de extracdo foi realizado
utilizando o kit comercial seguindo as normas do fabricante, em seguida o DNA foi armazenado
em freezer -20°C aguardando o procedimento de qPCR. Para a amplificagdo dos sitios
polimérficos 152294984 e rs61734651 do gene COLYA3 utilizamos 5ng de DNA gendmico,
2,5uL de TagMan® Universal Master Mix(R) concentrado a 2X e 0,25uL de sonda e primers
concentrado a 20X. Apods a realizacdo dos testes estatisticos observou-se que ndo houve
diferenca significativa no estilo de vida, dados sociodemograficos e antropométricos. Os
integrantes do grupo caso teve média de idade de 42,2 anos, sendo 17 mulheres e 23 homens,
ja& o grupo controle teve média de idade de 42,6 anos, sendo 34 mulheres e 44 homens. Quando
relacionamos a frequéncia alélica e genotipica do SNP 1rs2294984 entre o grupo caso e controle
observamos que nao houve diferencas estatisticas significativas. No entanto o SNP rs61734651
mostrou uma redu¢do de cerca de 3x (2,8) na frequéncia do alelo C entre os casos, quando
comparado ao grupo controle, foi observado um desvio entre os grupos para a distribuigdo
alélica e para os genotipos C/T e T/T sendo estatisticamente significativo (p< 0,05), a presenca
do alelo T corresponde a troca de uma arginina por um triptofano no cédon 103 da cadeia a3
(Trp3) da proteina colageno IX, codificada pelo gene COLYA3. Portanto, nossos resultados
demonstraram que a presenga do alelo T do SNP rs61734651 em homozigose esta envolvido
com o desenvolvimento de HDL. Os individuos que possuiam o alelo Trp3 em seus gendtipos
apresentou uma chance aumentada de 11% de desenvolver a HDL, quando comparado com um
grupo de pessoas saudaveis do estuado de Goids. Sdo necessdrias outras pesquisas para

investigar a potencial relagdo do alelo Trp3 com o desenvolvimento da HDL.



Palavras chave: Polimorfismo. Lombalgias. HDL. SNP. qPCR

Xi



Abstract

About 80% of the world population suffer from back pain. The most common causes of this
pain are spinal disc herniation, which could happen anywhere along the spine, but it is most
frequent at the lumbar region, known as Herniated Lumbar Disc (HLD). They could be
produced as consequence of environmental factors, such as chronic smoking, life style, aging,
occupation. Genetic factors also contribute to the development of HLD. In Brazil, a very few
studies have addressed the genetic influence on HLD occurrence, and no reports of the roll of
SNPs in the susceptibility of this disease have been published for a Brazilian population. The
current study investigated the potential association between polymorphic variants in rs2294984
and rs61734651 from the COLY9A43 gene and HDL. The study included 118 residents from
Goiania-GO (Brazil) divided in two groups. A total of 40 people comprised the group of cases
and 78 comprised the control group. From each participant, 4mL of peripheral blood was
collected in EDTA. DNA was isolated from biological samples using the commercial kit
llustraBloodGenomicPrepMini Spin® (GE Healthcare, UK), following the manufacturer’s
instructions. Isolated DNA was stored at -20°C. The SNPs were genotyped using TagMan
Real Time PCR® (SNP Genotyping kit, da AppliedBiosystems, EUA). Data was annotated in
spreadsheets for the statistical analyses. Among cases, there were 17 women and 23 men whose
average age was 42.2 years old. For controls, a total of 34 women and 44 men contributed to
an average age of 42.6 years old. For SNP 2294984, no statistical defences were observed for
either allelic and genotypic frequencies between cases and controls. However, for SNP
rs61734651, a significant reduction (about 3x) in the frequency of the C allele was detected
among cases. This reduction skewed the distribution of both allelic and genotypic frequencies
from CC to CT and TT. The difference between cases and controls was statistically significant
(p< 0,05) and the substitution of C for T caused the replacement of the aminoacid arginine by
tryptophan in the codon 103 of the a3 chain (Trp3) of collagen IX. The results of the current
study indicated the genotype TT was associated with HDL development in adults from central
Brazil. The allele Trp3 increased 11% the chance of HDL among cases, when compare to
controls. Thus, this study pointed out the need to further investigate the contribution of

individual genetic makeup on the development of adult onset HDL.

key words: Polymorphism. Lombalgias. HDL. SNP. gPCR
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1. INTRODUCAO

A Hérnia de Disco Lombar (HDL) resulta de alteragdao morfolégica ou bioquimica do
disco vertebral, que pode provocar dor lombar e radicular, fraqueza motora dentre outros
sintomas. A dor lombar ¢ conhecida desde a antiguidade, porém sua relagdo com a hérnia de
disco s6 foi descrita no inicio do século 20 por William Jason Mixter e Joseph Barr (VIALLE
et al., 2016). As alteragdes podem causar degeneracdo ao disco, sendo a causa desta
degeneracao multifatorial, podendo ser relacionada a idade, carga mecanica, obesidade, além
de fatores que prejudicam a nutri¢do do disco Vertebral. Exames de imagem em diferentes
populagdes mostram que a degeneragdao do disco tem inicio ainda durante a adolescéncia
afetando grande parte da populacdo durante toda a vida (KELEMPISIOTI et al., 2012;
LUCHTMANN; FIRSCHING, 2016).

Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), a dor lombar pode ser
considerada como uma doenga cronica. De acordo com a Organizagao das Na¢des Unidas Brasil
(ONUBErasil) a hérnia de disco lombar ¢ um dos problemas de saude que mais causa impacto
social, pessoal, ocupacional e econdmico. Ainda de acordo com a ONUBrasil, em 2007, a HDL
foi uma das principais causas para solicitacdo de aposentadoria por invalidez no territdrio
nacional. De acordo com estudos realizados por Vialle et al., (2016) 2 a 3% da populacdo ¢é
afetada pela HDL, com sua prevaléncia em homens, a enfermidade ¢ tdo recorrente que ¢
considerada um problema de saide mundial.

Ainda ndo se sabe ao certo o motivo do desenvolvimento da HDL, no entanto alguns
autores indicam que ela pode aparecer por motivos multifatoriais, que incluem hébitos
individuais, estilos de vida e ocupagao, tais como: tabagismo, profissao, esporte, lesdes, dentre
outros fatores. Adicionalmente, HDL pode surgir por influéncias genéticas. Existem alguns
genes candidatos relacionados com a degeneracgao do disco vertebral, como 0 ACAN, COLYA3,
receptores de vitamina D, entre outros (MARTIM et al., 2002; JIM et al., 2005; BAGHERI et
al., 2016)

O gene COLYA3, localizado na regido 20q13.33, contem 916 pares de base e codifica
uma das trés cadeias alfa do coldgeno tipo IX, sendo o principal componente da cartilagem
hialina. O colageno tipo IX ¢ uma molécula heterotrimérica, geralmente encontrada em tecidos

que contem colageno tipo II (NCBI).

Segundo o Banco de Dados GeneCardSuite, a ma codificagdo de COL9A43 esta

associada com Displasia Epifisaria Multipla e doengas do disco Lombar. No Banco de Dados
13



NCBI, ¢ apresentado também o envolvimento de SNPs do gene COL9A43 com doengas do tecido
conjuntivo, doengas do aparelho auditivo, anomalias craniofaciais e Sindrome de Sticker. O
presente estudo teve como objetivo geral avaliar a associacdo potencial de dois SNPs

(rs2294984 e rs61734651) do gene COL9A43 com a Hérnia de Disco Lombar.

14



1. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Anatomia da Coluna Vertebral

A coluna vertebral (CV), também chamada de coluna espinhal ou espinha, ¢ constituida
por uma série de ossos denominados Vértebras. A coluna atua como uma haste flexivel e
resistente dando mobilidade ao corpo. Além de toda a flexibilidade que a coluna Vertebral
proporciona ao organismo ela tem a fun¢do de sustentagdo da cabecga, ponto de fixagdo das
costelas, para o cingulo do membro inferior, e fixagdo para os musculos do dorso, além de
protecao da medula espinhal (EL-KHOURY; WHITTEN, 1993). A CV ¢ um segmento

complexo e de extrema relevancia ao corpo humano. E constituida por 33 a 34 Vértebras.

A CV possui quatro curvaturas naturais, sendo elas: cervical, toracica, lombar e
sacrococcigeo (Figura 1). Essas curvaturas ajudam a CV a distribuir o peso que a mesma recebe

todos os dias (DEFINO, 1999; NASCIMENTO, 2017).

7 Vértebras
Cervicais

12 Vértebras
Toracicas

5 Vértebras
Lombares

Sacro

Cocceix

Figura  1: Imagem  ilustrativa  representando  coluna  vertebral. @ Fonte:  adaptada  por
httpseducacao.umcomo.com.brartigoquantas-Veértebras-temos-25951.html

A estabilidade existente na coluna Vertebral ¢ decorrente da interagcdo de trés pilares:
passivo, ativo e neural. O sistema passivo € constituido pelas Vértebras, disco Vertebral,

ligamentos e articulagdes, sendo esses os responsaveis pela estabilidade e limitagdo passiva de
15



cada movimento. O sistema ativo é responsavel pelo suporte, sustentacdo e rigidez no nivel
intervertebral, sendo assim ele ¢ composto por musculos e tenddes, que atuam na sustentacao

auxiliando nas forcas exercidas no dia-a-dia (FRANCA et al., 2008).

O sistema neural ¢ formado por um conjunto de sistemas, o nervoso central e periférico,
0s quais sdo responsaveis pelas atividades musculares em respostas esperadas ou nao, € ele que
fornece estabilidade dinamica ao corpo. O sistema neural faz ativagdes necessarias aos
musculos no tempo certo, para prote¢ao da coluna Vertebral e permitindo movimentos, como

flex@o e tor¢do, aos quais a CV ¢ submetida. (FRANCA et al., 2008).

2.2 Vértebras

As Vértebras sdo constituidas por ossos trabeculares (0sso esponjoso) vascularizados,
de formato arredondado. Uma Vértebra tipica ¢ formada por duas partes principais, a parte
anterior denominada corpo da Vértebra, e a parte posterior denominada de arco da Vértebra

(NETO et al., 2006; BRAUM et al., 2016) (Figura 2).

Corpo Vertebral

¢
¢ ' _|—0 Arco Vertebral

Figura 2: Imagem representativa de uma vértebra humana. Fonte adaptada:

https://www.thinglink.com/scene/972363459473702913

2.2.1 Vértebras cervicais
A coluna cervical ¢ constituida por 7 vértebras, sendo classificadas como tipicas e
atipicas. As vértebras atipicas sdo morfologicamente diferentes das demais vértebras da coluna,
sua morfologia ¢ diferenciada para a mobilidade necessaria da cabeca, as trés Vértebras sdo
conhecidas como: altas, axis e proeminente. Por sua vez as vértebras tipicas sdo iguais as demais

vértebras presentes na coluna (PLACIDO, 2015).
16



2.2.2 Vértebras toracicas
A coluna toracica ¢ constituida por 12 vértebras, comparadas com as vértebras da coluna
cervical elas sdo mais resistentes e mais fortes. As vértebras toracicas sdo caracterizadas por
suas foveas, sendo elas necessarias para a articulacdo com as costelas. A movimentagao
existente nessa regido ¢ limitada por conta da fixagdo das costelas ao externo (PLACIDO,

2015).

2.2.3 Vértebras lombares
A coluna lombar ¢ constituida por 5 vértebras, sendo considerada uma estrutura que
oferece equilibrio estitico e dinimico para a musculatura do tronco. E composta por uma
estrutura que suporte a pressao existente nesta regido, sendo ela amortecida pelas forcas da
gravidade que ¢ formada neste local por meio do centro de gravidade corporal (NASCIMENTO,
2017).

2.3 Disco Intervertebral
Os discos intervertebrais (DI) sdo estruturas indispensaveis da coluna vertebral. Foi
reconhecido pela primeira vez como uma entidade anatomica por Andreas Vesalius (1543),
reconhecido por ser um dos primeiros anatomistas. Existem pelo menos 25 discos distribuidos
entre as superficies adjacentes das Vértebras os quais sdo unidos do eixo ao sacro. Os DI sdo
separados de forma organizada por toda a CV, onde na coluna cervical possui 6 discos, na
regido toracica conta com 12 discos, 6 discos na regido lombar e apenas 1 disco na regido entre

o sacro e o coccix (HUMZAH; SOAMES, 1988).

2.3.1 Formacgao dos Discos Intervertebrais

Os discos intervertebrais sdo formados em torno da 5% ou 6 * semana de gestagdo, sendo
desenvolvidos embriologicamente tanto pelo mesénquima (formando o anel fibroso), quanto
pela notocorda (formando o nucleo pulposo) (URBAN et al., 2000).

Durante o processo de condensacao regular, o gene PAX, € expresso para formar o anel
fibroso dos futuros discos intervertebrais, as regides que ndo sofrem condensagdo formam os
futuros corpos vertebrais. Apds a condensagdo, ambas as regides iniciam a formagao de uma
cartilagem do tipo hialina, em paralelo com o processo de condicionamento, a notocorda
aumenta entre os corpos vertebrais para a formagdo do nucleo pulposo e desaparecem nas

regides em que as Vértebras estdo se desenvolvendo. (URBAN et al., 2000; ROUGHLY, 2004).
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2.3.2 Composi¢ao do Disco Intervertebral
A composi¢ao dos DI varia de acordo com a idade do individuo e sua localizagdo na
coluna vertebral. Eles, sdo estruturas de fibrocartilagem sendo sua fungdo conectar os corpos
vertebrais na direcao caudo-rostral, e sdo caracterizados por trés tipos de tecidos diferentes
interligados: o ntcleo pulposo (NP), anulo fibroso (AF) e as placas terminais (PT) (ROUGHLY,
2004; FILHO, 2014; KAMPER et al., 2016; NEWELL et al., 2017)

2.3.2.1 Ntcleo Pulposo

O NP funciona como um amortecedor, ele ¢ uma estrutura gelatinosa a qual representa
de 40% a 50% do volume total de um disco adulto. O nucleo pulposo ¢ uma estrutura rica em
agua, correspondendo cerca de 90% de sua composi¢do, isso faz com que gere uma pressao
hidrostatica que eleva em resposta ao carregamento compressivo produzindo uma pressao no
anulo fibroso circundante. Além de agua o NP ¢é constituido por proteoglicanos e colageno
(principalmente colageno tipo II). Os proteoglicanos correspondem a cerca de 35 a 65% de seu
peso seco, o restante do peso € composto por proteinas ndo colagenas e elastina. O teor de dgua
presente no nucleo diminui cerca de 90 a 70% entre 1 a 80 anos de idade, refletindo
consequentemente na diminui¢do dos proteoglicanos. Além da idade a posi¢do do disco
intervertebral na coluna também ¢é responsavel por uma variagdo de colageno e proteoglicano,
como nos casos dos DI encontrados na regido cervical que possui mais colageno comparado
aos discos intervertebrais encontrados na regido toracica, ocorrendo o inverso com oS
proteoglicanos. Um disco sauddvel suporta uma pressao de 500 a 870 quilopascals (kPa) na
posi¢do em pé, sentando de 460 a 1330 kPa e deitado de 91 a 539 kPa. A maior pressdo do
nicleo ja descrita na literatura foi de 2300 kPa (SANTOS, 2003; ROUGHLY, 2004;
ANTONIO, 2014; FILHO, 2014; NEWELL et al., 2017).
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Figura 3: Ilustragdo do disco intervertebral, representando o nucleo pulposo, anulo fibroso e placas terminais.
Fonte adaptada LEMOS 2011

2.3.2.2 Anulo Fibroso

O anulo fibroso é formado de 15 a 25 camadas concéntricas de lamelas, tendo
aproximadamente de 0,05 a 0,5 mm de espessura, e sdo crescentes do interior para o exterior.
Em média 48% das camadas lamelares possuem a circunferéncia incompleta, aumentando essa
porcentagem com a idade. As camadas consistem em feixes de fibras de colageno do tipo I
fortes e grosseiras como encontradas no tenddo, sua orientacdo varia entre + 25-45° referente
ao plano transversal, no entanto o angulo de inclinagdo ¢ maior na dire¢do central do disco.
Uma malha de ponde trans-lamelar, baseada em coladgenos, tem como objetivo proporcionar
resisténcia ao cisalhamento entre lamelas adjacentes. Em um DI saudavel o anulo fibroso
contém cerca de 65 a 70% de 4gua, seu peso seco ¢ constituido por aproximadamente 20% de
proteoglicano, 50 a 70% de coldgeno e apenas 2% de elastina (NETO, 2006; FILHO, 2014;
NEWELL, 2017).

2.3.2.3 Placas Terminais (PT)

As placas terminais sdo finas camadas de cartilagem hialina, elas sdo encontradas nas
superficies superior e inferior dos DI, sua func¢do ¢ ligar o disco as Vértebras. Possui tamanho
aproximado de 0,6 mm de espessura, no entanto sdo mais finas na regido central do NP. A
espessura das placas terminais diminui com o decorrer da idade. As PT tém em sua composi¢ao
aproximadamente 60% de 4gua, seu peso seco ¢ composto por colageno do tipo II, e

proteoglicanos. A malha tridimensional de colageno encontrada na placa impede o inchago e o
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tecido moderadamente estavel € capaz de reduzir a taxa de 4gua do NP pressurizado, ocorrendo
ao mesmo tempo a difusdo de nutrientes para dentro dos DI (SANTOS C. B. S.2008; NEWELL
etal., 2017).

2.3.3 Colageno

O DI ¢ composto por diversos tipos de coladgeno como: os coldgenos dos tipos I, 11, III, V,
VI, IX, XI, XII e XIV e a quantidade de colageno presente no disco intervertebral varia de
acordo com a idade do paciente. As camadas de coldgeno fibrilar que compdem o disco sdo
formadas principalmente de coldgenos dos tipos I e II, onde as camadas mais externas do anulo
fibroso sdo compostas principalmente pelo coldgeno do tipo I, enquanto o nicleo pulposo € rico
em colageno do tipo II. Os coldgenos dos tipos V e XI sdo encontrados em baixa quantidade e
constituem as fibras hibridas em conjunto com os colagenos dos tipos I e II. O colageno do tipo
IX ¢ encontrado na superficie do coldgeno do tipo II, enquanto os coldgenos dos tipos XII e
XIV podem ser encontrados de forma similar nas fibras de coldgeno do tipo I. Os coldgenos
dos tipos III e VI foram descritos de forma peculiar cercando as células do AF e NP. Em discos

adultos também foram encontrados coldgeno do tipo X (ROUGHLY, 2004).

2.4 Aspectos Epidemiologicos e Fisiopatologia da Hérnia de Disco

A dor na regido lombar e dor radicular nos membros inferiores sdo problemas comuns
encontrados na medicina fisica e reabilitagdo. De acordo com Toktas et al., (2015), a dor lombar
¢ causa mais associada com a incapacidade relacionada ao trabalho em individuos com menos
de 45 anos de idade. A degeneragdo do disco intervertebral e a hérnia de disco lombar tem se
tornado as principais causas das dores na regido lombar (RODRIGUES et al., 2011; CHIUM et
al., 2014)

As perturbagdes ocorridas no DI podem causar dor, déficit neuroldgico além de deficiéncia
em alguns individuos afetados. As lombalgias tém se tornado uma enfermidade comum, crénica
e de alto custo. As dores nas costas estdo presentes em todos os paises industrializados, estima-
se que mais de 80% da populagdo adulta ja foi acometida por dores nas costas em algum
momento da vida. A prevaléncia da dor lombar ¢ de 4,8 em homens e 2,5 em mulheres ambos

acima de 35 anos (ZAVARIZE; WECHSLER, 2012).

As lombalgias foram apontadas como sendo 2° causa que mais levou individuos a visitas
constantes em hospitais, o 5° motivo para internacdes € a 3° causa mais frequente em

procedimentos cirtrgicos. No ano de 2012 os EUA registraram mais de 52 milhdes de pacientes
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que procuraram ajuda médica por queixas de dor na regido lombar, sendo estimado um custo

médico direto de aproximadamente 253 bilhdes de dolares (BOWLES; SETTON, 2017)

Segundo o IBGE, no Brasil, as dores nas costas, pescoco ou nuca foi o segundo motivo a
deixar os trabalhadores fora de suas atividades, perdendo apenas para casos de gripes ou
resfriados. As HDL correspondem 5% dos agravos em pacientes com queixas de dor nas costas.

Os discos intervertebrais lombares apresentam mais alteracdes destrutivas ao longo da vida
comparado a outros tecidos musculoesqueléticos e, muitas vezes, participam diretamente nas
dores lombar e ciatica que afetam os membros inferiores (BEATTIE, 2008; CHIUM et al.,
2014).

As hérnias de disco ocorrem com a degeneragado das fibras do dnulo fibroso, permitindo que
o contetdo do nucleo pulposo migre do centro para a regido periférica, em dire¢do ao canal
medular, ou por locais onde passam as raizes nervosas levando entdo a compressao das raizes
nervosas. As hérnias podem surgir resultando de traumas stbitos como também podem surgir
a partir de alteragdes cronicas provindas de alteracdes catabolicas ao longo da vida, levando

entdo ao enfraquecimento das estruturas do DI (BUCKWALTER, 1995; KADOW et al., 2015).

Quando existe a herniagdo do disco intervertebral pode desenvolver quatro tipos de
progressdo: protrusdo, prolapso, extrusao ou sequestro discal. Em casos de protrusdo o disco
fica um pouco saliente. Porém, o anel do anulo fibroso ndo se rompe. No prolapso somente as
fibras mais externas do anulo fibroso se rompem, a extrusdo ¢ caracterizada pela ruptura de
todas as fibras do anulo fibroso, permitindo entdo o deslocamento do nucleo pulposo para a
regido epidural. O sequestro discal € reconhecido pela existéncia de fragmentos de ntcleo
pulposo e anulo fibroso para fora do proprio disco. Essas anormalidades encontradas no DI
podem pressionar a coluna medula espinhal, provocando nas pessoas, em alguns casos, muita
dor nas costas ou ciatica (Figura 4) (KOZACI et al., 2005; RODRIGUES et al., 2011; FRANCA
F.J.R.2013; VULFSONS et al, 2017; COSTA; SANTOS FILHO, 2018).

As hérnias discais s3o mais comuns na regido lombar, porém, podem também se manifestar
nas regioes toracicas e cervicais. As HDLs sdo causas corriqueiras de dores lombar e cidtica
causando incapacidade ao individuo e grandes perdas econdmicas por todo o mundo. O
primeiro sinal do surgimento de HDL ¢ uma dor intensa com pontada e queimacdo, que se

espalha pelo nervo cidtico, levando entdo a dificuldade de realizar as atividades didrias,
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reduzindo a capacidade laboral e a qualidade de vida do individuo (COSTA; SANTOS FILHO,
2018).

/ Anulo Fibroso Ruptisa completa do Material do nacleo
/ - anulo fibroso |
Nucleo Pulposo vre
7 /
/ /
7
Prolapso Extrusdo Sequestro discal

Figura 4: classificacdo morfologica dos estagios da hérnia de disco. Fonte adaptada, FRANCA 2013.

A hérnia de disco ¢ uma doenga multifatorial, ou seja, resulta da participacdo de fatores
ambientais e genéticos. Até 1992, pensava-se que as HDL eram causadas apenas por
envelhecimento, tabagismo cronico, vibracao veicular (andar de carro, moto, caminhao, ou seja,
veiculos automotivos) e pela a ocupacao dos individuos. No entanto, pesquisas recentes
envolvendo familias e gémeos, destacam que componentes genéticos estdo mais associados a
doenca, deixando os fatores externos em segundo lugar nas influéncias do surgimento de HDL

(DONALLI I1I; DULEBON, 2017; BONO, 2018; BAGHERI et al., 2016).

O primeiro a propor a influéncia genética em problemas com os discos intervertebrais foi
Jones et al., (1998). Embora os fatores genéticos associados a hérnia de disco ainda ndo sejam
completamente compreendidos, acredita-se que os polimorfismos de nucleotideo tnico (SNPs)
podem desempenhar um papel significativo na etiologia desta doenca (HANAE et al., 2015).

Os SNPs sdo variagdes que estdo presentes em mais de 1% da populagdo. Cerca de 0,1% do
genoma ¢ diferente entre os seres humanos, na maioria das vezes essas diferencgas correspondem
aos polimorfismos, sendo os SNPs os maiores contribuintes por esta variabilidade gendmica

(REIS et al., 2016; ADMONI, 2017) (Figura 5).
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Figura 5: Ilustragdo esquematica de um polimorfismo de nucleotideo tinico (SNP). Fonte adaptada de
http://www.differencebetween.com/difference-between-snp-and-vs-mutation/.

Variagdes genéticas nos componentes do disco intervertebral podem contribuir para o
desenvolvimento da HDL através da alteracao da homeostase dos discos. Polimorfismos de
genes que codificam colagenos 1, II, I, IX e XI, proteoglicanos (aggrecan), citocinas
(interleucinas I, VI e X), metaloproteinases de matriz II, III e IX e receptor de vitamina D
parecem desempenhar papéis consideraveis na patologia desta doenca (TOKTAS et al., 2015;

ALMEIDA et al., 2014; BAGHERI et al., 2016).

2.5 Colageno do Tipo IX

O colageno do tipo IX ¢ um elemento fundamental na composicdo da cartilagem hialina,
desempenhando papel de suporte entre as proteinas colagenas e ndo colagenas. O colageno do
tipo IX € uma proteina de estrutura heterotrimérica constituida por trés cadeias a (alfa), al (IX),
a2 (IX) e a3 (IX) que sdo codificadas pelos genes CO9al, COL9a2 e COL9A3,
respectivamente. S3o genes considerados importantes ao risco de desenvolvimento de hérnias
de disco e degeneracao lombar (NCBI; CHAN et al., 2006; KALB 2012; HOLWERDA, 2014;
MYLLYHAR, 2014; RAHIN et al., 2016).

O gene COL9A3 esta localizado no cromossomo 20q13.33, no éxon 33, também conhecido
como cadeia de colageno a3, colageno do tipo IX a3 dentre outros. Constitui a parte estrutural

da matriz extracelular proporcionando resisténcia as tragdes além de ser componente estrutural
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da cartilagem hialina e humor vitreo presente o olho. Na posi¢do 310 do gene COL9A43 existe

0 SNP rs617346 e na posi¢do 51 estd presente o SNP 2294984 (dbSNP; GeneCards).

O SNP 152294984 também ¢ um SNP do tipo missense representado pelos alelos A/G,
encontra-se localizado na posi¢do 51 do gene COL9A43 (dbSNP).

O SNP do tipo missense rs61734651 corresponde a uma troca de C por T na posicao
310 do gene COL9A43 localizado em 20q13.33 (dbSN). Varios autores o tratam como a troca de
uma arginina por um triptofano no cédon 103 da proteina colageno IX na cadeia a3 do gene
COL9A3, esses mesmos autores denominam o SNP rs61734651 por Trp3, ou alelo Trp3
(JANECZKO et al., 2004; KALES, 2004; RATHOUD et al., 2012; HANAEI et al., 2015).

O estudo do gene COL9Y3 tem se tornado necessario para a populacdo mundial, sendo
ele ¢ um dos componentes da proteina colageno do tipo IX, que esta presente no nucleo pulposo,
anulo fibroso e nas placas terminais. Em especial, o SNP rs61734651, também denominado por
alguns autores por alelo Trp3, ¢ relatado como fator de risco quando existe a troca de uma
arginina para um triptofano. O aminodcido triptofano ¢ relativamente raro em colagenos, pois
ele ¢ hidrofobico, A toca da arginina pelo triptofano altera a conformacao da tripla hélice da
proteina, além de interferir na relagdo existente entre os colagenos do tipo IX e II ou ainda
prevenir a a¢do da lisil oxidase sendo ela que catalisa a formagao das reticulas, causando entdo
as lombalgias. (KARPPINEN et al., 2003; ROTHOD et al., 2012).

Sabe-se que a HDL ¢ uma patologia presente em praticamente todo o globo terrestre,
sendo assim estudar a genética da doenca ¢ de grande importancia em todo o mundo. No Brasil
ainda sdo poucos os estudos sobre a genética da doencga, principalmente em relagdo ao SNPs
1$2294984 e rs61734651, sobre os mesmos nao foram encontrados relatos na literatura, ou seja,

estudos dos SNPs com a populagdo brasileira.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a associagdo potencial entre a variacao polimoérfica dos SNPs 1s2294984 e rs61734651

do gene COL9YA3 com a hérnia de disco lombar em adultos residentes de Goiania, Goias, Brasil.

3.2 Objetivos especificos

v' Estabelecer as frequéncias alélicas e genotipicas do gene COL943 com a populagdo

estudada;

v’ Investigar polimorfismos do gene COL9A43 na populacio estudada e correlacionar os

achados com a presenca de HDL;

v' Comparar os escores alélicos entre os grupos caso e controle;
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Delineamento do estudo

O presente estudo refere-se a um estudo do tipo caso-controle, pareado em quinquénio
por sexo e idade. As andlises foram conduzidas no Nucleo de Pesquisas Replicon (NPR) da
Escola de Ciéncias Agrarias e Biologicas da PUC Goids, juntamente com o Laboratério de
Citogenética Humana e Genética Molecular (LaGene)/Laboratorio de Saude Publica Dr.
Giovanni Cysneiros (LACEN) da Secretaria de Saude do Estado de Goids (SES-GO).
O grupo caso foi composto por pacientes tratados ou com tratamento fisioterdpico em
andamento para HDL das Clinicas Escolas das PUC-Goiés, Universidades Estadual de Goias,
Faculdade Padrao, Associacao dos Deficientes Fisicos do Estado de Goids (ADFEGO) e no
Centro de Reabilitacdo e Readaptacdo Dr. Henrique Santillo (CRER). Ja o grupo controle foi
composto por individuos da populagdo de Goiania, sem historico de lombalgias ou HDL, sendo

algumas coletas feitas no Nucleo de Pesquisas Replicon da PUC Goiés.

4.2 Consideracoes éticas
O estudo foi conduzido em conformidade com o disposto na Resolugdo n°® 466/12 do
Conselho Nacional de Saade (CNS) e foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP)
da PUC-Goias, com a CAAE 16600513.5.0000.0037 e parecer 563.672 (Anexo I). Os
participantes foram esclarecidos sobre a pesquisa e procedimentos metodologicos pela equipe
antes e durante o curso da mesma. Todos os protocolos seguiram os acordos internacionais de

controle de qualidade e ética.

4.3 Critérios de inclusao e exclusao

A pesquisa contou com 118 participantes, sendo 40 casos e 78 controles. Todos os
participantes doaram voluntariamente o material biolodgico para as andlises genéticas. Para a
coleta de dados, foi aplicado uma ficha de avaliagdo contendo informagdes dos dados clinicos,
demograficos e antropométricos (Anexo II). Para a escolha dos participantes do grupo caso, as
informacdes coletadas referentes aos dados clinicos, correlacionavam o nivel vertebral da HDL
e o tipo de herniagdo, além de historico familiar para hérnia de disco lombar, pratica de
atividades fisicas, habitos de vida e doencas concomitantes. Todos os voluntarios foram
corretamente esclarecidos sobre o estudo e assinaram o termo de consentimento livre e

esclarecido (TCLE) (Anexo I).
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Os parametros utilizados para inclusdo no estudo foram:

e Homens e mulheres;

e Adultos com idade entre 20 a 60 anos;

e Individuos com HDL diagnosticada por exame de imagem (Ressonancia Magnética —
RM ou Tomografia Computadorizada — TC para confirmar o diagndstico). Os
participantes diagnosticados com hérnia de disco foram encaminhados para compor o
grupo Ca;

As medidas tomadas para exclusdo do estudo foram: (considerando exames de TC ou RM,

diagnostico médico e relato do participante)

e Pessoas com HDL de traumatica;

e Portadores de doengas reumadticas e neuroldgicas previamente diagnosticadas;

e Pessoas que além de hérnia de disco lombar apresentavam hérnia na regido cervical e/ou

toracica;

e Individuos sem a presenca de HDL, mas com a presenga de quais quer sintomas de
lombalgias, lombocitalgia;

e Pessoas com algum tipo de restri¢ao cognitiva ou que tenha alguém desconforto o qual
impediria a realizacdo de coleta de sangue ou dados importantes para a pesquisa;

e Individuos com HDL, tratados ou nao tratados, de forma cirtrgica ou conservadora;

e Para o grupo controle, foram selecionadas pessoas sem HDL sintomatica;

4.4 Coleta de dados

As coletas de dados tiveram inicio a partir da formacdo de uma equipe devidamente
treinada, so entdo foi aplicado os questiondrios e padronizado as metodologias de extragdo de
DNA e técnica de qPCR (Reagdo em Cadeia da Polimerase quantitativa).

O primeiro passo ao conversar com 0s possiveis participantes foi para esclarecer todas
as duvidas referente a pesquisa e importancia da mesma, além de deixa-los cientes que os dados
do estudo seriam conservados com total sigilo, € 0 mesmo teria liberdade de abandonar a
pesquisa a qualquer momento. Durante 0 mesmo passo, foram discutidos sobre alguns pontos
de exclusdo do estudo. Ao se confirmar o potencial enquadramento dos participantes na
pesquisa, foi apresentado ao entrevistado o TCLE para leitura e assinatura. No segundo passo,
transcorreu a anamnese para coleta de dados utilizando-se uma ficha de avaliagdo. Ao final de

todo o procedimento de anamnese ocorreu o terceiro e ultimo passo, no qual foi realizada a
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coleta de sangue periférico por meio de venipuncdo periférica. Todos os processos foram

realizados em espagos adequados e com total privacidade aos entrevistados.

4.4.1 Anamnese Fisioterapéutica

A realiza¢do da anamnese ocorreu a partir de uma ficha avaliativa, sendo a mesma
composta por dados pessoais, clinicos e habitos de vida. Nos dados pessoais a intencao era obter
informacdes como: nome, idade, profissao, tempo de profissao, telefone e enderego. Referente
aos habitos de vida as questdes eram relacionadas ao estilo de vida dos individuos levantando
questdes como: elitismo e tabagismo, se os participantes faziam ou ndo a pratica regular de
exercicios fisicos, histérico de doengas concomitantes, dados antropométricos, historico
familiar para HDL, historico cirirgicos na coluna lombar. Para os dados clinicos foi
questionado sobre a presenga ou auséncia de HDL, o nivel vertebral onde ocorreu a hérnia de
disco, grau da hérnia de disco (extrusdo, protrusao ou sequestro discal), além de resultados de

exames TC e/ou RM.

4.4.2 Medidas antropométricas

Para a mensuragdo do peso (massa corporal) foi usada uma balanca antropométrica
(Welmy, Brasil) com capacidade para 150 Kg em fra¢des de 100 g com o voluntirio sem
calcados. Para a verifica¢do da estatura foi usado um estadiometro (Welmy, Brasil) com um
campo de 0,8 a 2,0 metros, com tolerancia de aproximadamente 5 centimetros. O indice de
massa corporal (IMC) foi calculado de acordo com o proposto pela Organizagdo Mundial de
Satde (OMS) em 1998, sendo citado pela Associacao Brasileira para Estudo da Obesidade e da
Sindrome Metabolica, como uma das formas de classificagdo da massa corporal, mostrada na
Tabela 1. O calculo do IMC foi feito dividindo-se o peso em quilogramas pelo quadrado da
altura em metros: peso (kg)/altura (m)> (OMS, 1998; Diretrizes Brasileiras de Obesidade,
2009/2010).
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Tabelal: Interpretacdo das classes de IMC, de acordo com as Diretrizes Brasileiras de Obesidade (2016) para a
estratificacdo populacional com base nas orientagdes da OMS.

Classifica¢io IMC (Kg/m?)
Baixo peso <18,5
Peso normal 18,5 a 249
Sobrepeso ou pré-obeso 252299
Obeso | 30,0 a 34,9
Obeso 11 30,0 a 39,0
Obeso 111 > 40

4.5 Amostras bioldgicas

Foi coletado de cada participante 4mL de sangue periférico, utilizando o anticoagulante
acido etilenodiaminotetracético (EDTA). As amostras bioldgicas foram aliquotadas e
identificadas em microtubos de 2mL e armazenadas em freezer a -20°C, para posteriormente

serem utilizadas na técnica de extracao de DNA.

4.5.1 Extracao e purificacio do DNA
O procedimento de extragdo de DNA foi realizado usando o Kit comercial
HlustraBloodGenomicPrepMini Spin® (GE Healthcare, UK), de acordo com as orientagdes do
fabricante. O DNA isolado foi identificado e armazenado em freezer a -20°C para mais tarde

ser utilizado na genotipagem dos SNPs 152294984 e rs61734651 do gene COL9A3.

4.5.2 Genotipagem pela técnica de qPCR

Foram realizadas pesquisas referentes as variantes polimorficas do gene COLYA43
relacionando os mesmos com a hérnia de disco lombar em adultos. Os sitios polimorficos
152294984 e rs61734651 foram genotipados utilizando o kit comercial TagMan Real Time
PCR® (SNP Genotyping kit, da AppliedBiosystems, EUA). O kit continha as sequéncias senso
e antisenso dos oligonucleotideos iniciadores (primers) que amplificavam as sequéncias
polimérficas de interesse. Além de duas sondas TagMan® MGB, no qual para o SNP rs2294984,
o alelo A ¢ marcado pelo fluoréforo VIC (amarelo) e o alelo G € marcado pelo fluor6foro FAM
(verde). Para o SNP rs61736451 o alelo C foi marcado com o fluoréforo VIC (amarelo)
enquanto o alelo T foi marcado com o fluor6foro FAM (verde) (Tabela 2). As genotipagens
foram realizadas através de andlises do padrao de fluorescéncias de cada amostra utilizando o

termociclador Rotor-Gene Q® da QIAGEN — SP.
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Tabela2: Sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores do gene COL9A43 utilizadas na qPCR, para identificar os

polimorfismos rs2294984 e rs61734651 em adultos.

Polimorfismo | Sequéncia dos oligonucleotideos
5’ CCGCTCCTGCTCCTGCTCCTGCTCG[A/G]GGAGCTTCTGGCGGCCGC
CGGGGCG ¥

152294984

5’ TGGACCCAAGGGTGCCCCTGGGGAA[C/T]IGGGTAAGTGCCTGCGCC
GAACCCAG ¥’

rs61734651

Fonte: National Center for Biotechnology Information (NCBI, 2017)

4.6 Analise estatistica

As analises estatisticas, incluindo a estimativa do risco relativo, foram realizadas com o
auxilio do programa Statistical Package for the Social Science (SPSS) (IBM, EUA), versdo 2.2.
Todas as anélises estatisticas foram realizadas levando-se em consideracao um intervalo de
confianca foi de 95% e um nivel de significancia foi de 5%.

As frequéncias alélicas entre os grupos caso e controle de ambos os SNPs e a frequéncia
genotipica do SNP rs2294984 foram obtidas a partir do teste de Qui-quadrado (X?) de Person,
ja as frequéncias genotipicas do SNP 1561734651 foram obtidas com o auxilio do teste de X?
de Posthoc. Para calcular o Risco Relativo (RR) foi usado como comorbidade a presenca do
alelo T na populacdo de casos e controles.

O risco relativo foi calculado a partir do programa SPSS utilizando como comorbidade
a presenga do alelo T na populagdo de casos e controles.

Também utilizamos o teste de X> de Pearson no grupo caso para investigar a associa¢io
entre as frequéncias alélicas e genotipicas dos SNPs com dois tipos de estagios da HDL, sendo

eles a extrusdo e a protrusdo.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente estudo participaram 118 individuos com média de idade de 42,4 £ 9,1. Um
total de 43,2% representara o sexo feminino e 56,4% o sexo masculino. De acordo com a
Literatura a prevaléncia das hérnias de disco sintomatica foi estimado em cerca de 1 a 3% na
populagdo geral, sendo comum em individuos com idade entre 30 a 50 anos, atingindo
principalmente o sexo masculino. A distribuicdo por sexo, no presente estudo, estd em

conformidade com o esperado para a ocorréncia de HDL na populacao mundial (BONO, 2018).

As ocupagoes relatadas foram agrupadas de acordo com as recomendagdes da Classificagao
Brasileira de Ocupagao (CBO, 2002). Informagdes como tempo de profissao e tabagismo dentre
outras informagdes estdo apresentadas na Tabela 3. O estilo de vida tem sido muito discutido
em diversos estudos que apontam o tabagismo, tipo de ocupag¢do, idade ou até mesmo altura
como potenciais fatores de risco para o desenvolvimento de HDL (IBGE; KARPPINEN et al.,
2003; DOS REIS et al., 2001 DONALLI III; DULEBOHN, 2017).

Foi observado uma distribuicdo homogénea ente os grupos casos e controle, a partir da
aplicagdo do teste X* de Pearson, que ndo mostrou diferencas significativas, justificando a

adequacdo dos controles ao grupo de caso no presente estudo.
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Tabela3: Associacdo dos dados demograficos, antropométricos, habitos de vida, historico familiar entre os grupos
caso e controle para avaliagdo dos SNPs 152294984 e rs61734651 e sua associagdo dd HDL em Goidnia-GO.

Grupos
Caso Controle Total P
40 (33,9) 78 (66,1)
Média = DP
Idade (Anos) 42,2+92 42,6 +£9,2 42,4 +9,1 0,74*
IMC (Kg/m?) 254+32 26,0£3,3 25,8+33 0,35%
Tempo de Profissio (Anos) 11,6 £8,9 12,3+ 10,0 12,1 +9,6 0,90*
n (%)
Sexo

Feminino 17 (42,5) 34 (43,6) 51 (43,2) 0.1+

Masculino 23 (57.5) 44 (56,4) 67 (56,8)

Profissao

Estudante 0(0,0) 6(7,7) 6 (5,1)

Profissionais da ciéncia 10 (25,0) 19 (24,4) 29 (24,6)

Servigos administrativos 10 (25,0) 11 (14,1) 21 (17,8) 0,24**
Servigos gerais e reparago 10 (25,0) 25(32,1) 35(29,7)
Trabalhadores do Comercio 10 (25,0) 17 (21,8) 27 (22,9)

Tabagismo
Nao 32 (80,0) 61 (78,2) 93 (78,8) 0.82%+
Sim 8 (20,0) 17 (21,8) 25(21,2)
Atividade Fisica
Nao 27 (67,5) 56 (71,8) 83 (70,3)
Sim 13 (32,5) 22 (28,2) 35(29,7) 0.63%
Historico Familiar
Nio 24 (60,0) 55 (70,5) 79 (66,9)
Sim 16 (40,0) 23 (29,5) 39 (33,1) 023
Estagio de Hérnia
Extrusdo discal 10 (25,0)
NA NA NA
Protrusdo discal 30 (75,0)

*Mann-Whitney; **Qui-quadrado; NA = ndo se aplica

Ao avaliar a distribui¢do alélica e genotipica para o SNP 1rs2294984 entre os grupos caso
e controle, ndo foi observada diferenga estatisticamente significativa entre os grupos. A
frequéncia do alelo A no grupo caso correspondeu a 45% e no grupo controle 46,2%, enquanto
o alelo G representou 55% no grupo caso e 53,8% no grupo controle. A frequéncia genotipica
do genotipo A/G correspondeu a 90% no grupo caso € 92,3% no grupo controle, enquanto o

genotipo G/G representou 10% no grupo caso e 7,7% no grupo controle (Tabela 4). Nao foram
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encontrados artigos que relacionem o SNP 152294984 com a hérnia de disco. A falta de
associagdo observado no presente estudo refor¢a que o polimorfismo rs2294984 nao foi um

marcador adequado para a HDL na populacao de Goiania (Brasil).

Tabela4. Interpretag@o dos dados estatisticos para a associacdo alélica e genotipica entre os grupos caso e controle

do SNP rs2294984.

Grupos
Total P
Caso Controle
rs2294984
A/G 36 (90,0) 72 (92.3) 108 (91,5) 067
G/G 4(10,0) 6 (7,7) 10 (8,5)
rs2294984
A 36 (45,0) 72 (46,2) 108 (45.8) -
G 44 (55,0) 84 (53,8) 128 (54.,2)

*Qui-quadrado de Pearson

Por outro lado, para o SNP rs61734651 foi identificado uma reducdo de cerca de 3x
(2,8) na frequéncia do alelo C entre os casos, quando comparado ao grupo controle.
Consequentemente, houve um aumento na frequéncia do alelo T entre os casos. Foi observado
um desvio entre os grupos caso e controle para a distribui¢do alélica e para os genotipos C/T e
T/T (Tabela 5). Este desvio do esperado foi estatisticamente significativo (p< 0,05) e
correspondendo a troca de uma arginina por um triptofano no cédon 103 da cadeia a3 (Trp3)

da proteina colageno IX, codificada pelo gene COL943.

Na literatura o Trp3 ¢ considerado um alelo de risco para as doengas lombares, além da
Displasia Epifisaria Multipla. Em um estudo realizado na Turquia foram analisados 75
individuos do grupo caso e 25 individuos do grupo controle, naquele estudo o alelo Trp3 (alelo
T) foi encontrado em 5 individuos que compunham o grupo caso, de acordo com os autores
esses mesmos individuos tinham relatos cirurgicos do disco lombar (TOKTAS et al., 2015;

KARAARSLAN et al., 2017).

Em um outro estudo transversal realizado na Grécia, foram analisados 207 individuos
divididos em caso controle, sendo 107 do grupo caso e 100 do grupo controle. Ao estudar o
gene COL9A3, a variante Trp3 no SNP rs61734651 apresentou-se com uma frequéncia de 4,3%
na populacdo de individuos portadores de doenga do disco intervertebral sintomatica. Paasilta

et al., (2001) relataram os resultados de um estudo realizado na Finlandia, no qual a presenca
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do alelo Trp3 foi significativamente maior correspondendo a 12,2% do total de 171 entre os

casos de doencas lombares (KALES et al., 2004).

No presente estudo, os dados da frequéncia de alelo Trp3 sugerem que a presenca do
alelo T em homozigose pode estar associada ao desenvolvimento da HDL. Em contrapartida, o
alelo C poderia atuar como um fator de protecao, reduzindo entdo a chance de desenvolver a
hérnia de disco lombar. Na populacao de Goiania, os individuos que possuiam o alelo T do SNP
rs61734651 em seus gendtipos apresentaram cerca de 11% de aumento para ocorréncia de HDL,
quando comparado com o grupo saudavel. Estes achados corroboram com os estudos
anteriormente citados e também os resultados de Rahim et al., (2016), que indicaram um
aumento de cerca 3 vezes para o desenvolvimento da degeneragao do disco intervertebral entre

os individuos portadores do alelo Trp3.

Tabela 5. Interpretacdo dos dados estatisticos para a associa¢do alélica ¢ genotipica entre 0s grupos caso ¢

controle do SNP rs61734651.

Grupos
Total P
Caso Controle
rs61734651
c/C 0 (0,0) 1(1,3) 1(0,8) 0,47%*
C/T 4(10,0) 20 (25,6) 24 (20,3) 0,04%*
T/T 36 (90,0) 57 (73,1) 93 (78,8) 0,03%*
rs61734651
C 4 (5,0) 22 (14,1) 26 (11,0)
0,03*
T 76 (95,0) 134 (85.9) 210 (89,0)

*Qui-quadrado de Pearson; **Qui-quadrado Posthoc

Em um outro estudo do tipo transversal foram analisados 135 homens, nesse estudo
observou-se a associagdo da obesidade persistente e o gene COL943 com a degeneracdo do
disco intervertebral. Em seus resultados eles observaram que 17% dos individuos eram
portadores do alelo Trp3 (T), de acordo com os autores de 45 a 71% da degeneragdo do disco
em individuos com obesidade persistente pode ser devido a combinagdo de fatores como a

obesidade e a presenca do alelo Trp3 (SOLOVIEVA et al., 2002; TOKTAS et al., 2015).

Para avali¢do da idade e IMC, em funcao do gendtipo do SNP rs61734651 dos grupos
caso e controle utilizamos o teste de Pearson. A partir do teste ndo foi encontrado significancia

estatistica, em relacao as analises testadas (Grafico 1).
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No entanto em um outro estudo no Sul da China foram analisados 810 individuos com
idade entre 18 a 55 anos, eles foram testados para os genes COL9al, COL9a2 e COLYA3. Para
o alelo Trp3, apenas 88 individuos foram avaliados e o alelo T ndo foi observado entre os
participantes (JIM et al., 2005). De acordo com o banco de dados NCBI, 1000 genomas, nao
foram encontrados relatos para o SNP rs61734651 na populagdo asiatica. Sendo assim, a

presenca ou auséncia de Trp3 numa populacao pode ser afetada pela etnia.

Para observar se ha associagdo entre os SNPs 1s227394984 e rs61734651 com os dois
estagios da HDL, extrusdo e protrusio, foi usado o teste de X? de Pearson. Foram testados 40
individuos, ou seja, apenas os participantes que compuseram o grupo caso, os quais foram

separados pelo nivel da hérnia de disco lombar em extrusdo e protrusao.

Nao foi encontrado na literatura relacdo direta entre protrusdo ou extrusdo com a
presenca dos SNPs 152294984 ou rs61734651(Trp3). No entanto, em diversos artigos, foi citado
que a presenca do SNP rs61734651 (Trp3) pode aumentar o risco da degeneragdo discal
(SOLOVIEVA et al., 2002; KARPPINEN et al., 2003; RAHIN et al., 2016). De acordo com
Paassilta et al., (2001) a presenca do alelo Trp3 pode aumentar em até¢ 3 vezes o risco de

desenvolver alguma doenca do disco intervertebral.

De acordo com o banco de dados dbSNP o SNP, rs2294984 ¢ representado pelos alelos

A/G, onde o alelo ancestral ¢ representado por G. Apos realizar teste de qui-Quadrado de

35



Perason para os individuos que compuseram o grupo caso verificamos que houve uma
frequéncia de 50% do alelo A para extrusdo e 43,3% do mesmo alelo para protrusdo. Ja para o
alelo G, encontramos uma frequéncia de 50% para os individuos portadores de extrusao e 56,7%

do mesmo alelo para os portadores de protrusao.

Referente aos resultados genotipicos foram observados para A/G uma frequéncia de
100% para os individuos portadores de extrusdao e 86,7% para protrusdo. Enquanto que para o
genotipo G/G observou-se uma frequéncia de 0% para extrusdo e 13,3% para protrusdo,

conforme descrito na Tabela 6.

Tabela 6: Associacdo da distribui¢ao das frequéncias alélicas e genotipicas dos SNPs rs2294984 e rs61734651 do

gene COLYA3 entre o grupo caso e dois estagios da hérnia de disco lombar.

Estagio de Hérnia n (%)

Total p*
Extrusao discal Protrusao discal
rs2294984
A/G 10 (100,0) 26 (86,7) 36 (90,0) 02
G/G 0 (0,0) 4(13,3) 4(10,0)
rs61734651
/T 1 (10,0) 3(10,0) 4 (10,0) 0.99
T/T 9 (90,0) 27 (90,0) 36 (90,0)
rs2294984
A 10 (50,0) 26 (43,3) 36 (45,0) 0.60
G 10 (50,0) 34 (56,7) 44 (55,0)
rs61734651
C 1(5,0) 3(5,0) 4(5,0)
T 19 (95,0) 57 (95,0) 76 (95,0) 099

*Qui-quadrado de Pearson

De acordo com o Banco de dados dbSNP, o SNP rs61734651 ¢ representado como C/T, sendo
o alelo C o ancestral. Apds a realizagio do teste de X* Foi identificado que o alelo C
correspondeu a 5% da frequéncia em individuos portadores de extrusdo e 5% em individuos
portadores de protrusdo. Nos achados genotipicos encontramos 10% de C/T para protrusdo e

extrusdo, enquanto para T/T encontramos 90% para ambos os grupos (Tabela 6).

Apos a realizagdo dos testes estatisticos ndao foram encontramos associacao alélica ou
genotipica de nenhum dos SNPs avaliados no presente estudo com os estagios da hérnia de

disco lombar aqui investigados. O que demonstra que a presenca do alelo selvagem ou alelo
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mutado ndo contribuiu para a progressao da hérnia de disco. No presente estudo, o alelo T do
SNP rs61734651 do gene COLY9A3 pode ser considerado um fator de risco para o
desenvolvimento da hérnia de disco, mas ndo para a sua evolugao clinica. O genotipo A/G do
SNP 152294984 foi o de maior frequéncia nos grupos caso e controle, apesar de nao ter sido
identificada diferenca estatisticamente significativa.

As informagdes genéticas correspondem a um componente chave na degeneracdo do
disco intervertebral. O envolvimento consideravel de fatores genéticos neste processo de
adoecimento da populagdo aponta para perspectivas relevantes em relagdo ao diagnostico e a
prevengdo. Nesse sentido, j& € possivel pensar estratégias da medicina personalizada para a
HDL e também se oportuniza a propositura de estudos adicionais que investiguem a
contribuicdo dos SNPs na suscetibilidade para o desenvolvimento da hérnia de disco lombar

em diferentes populagoes.
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6. CONCLUSAO

No presente estudo, foi avaliada a associacdo entre SNPs do gene COL9A43 (152294984
e 1s61734651) com a hérnia de disco lombar na populagdo de Goiania (Brasil). Os resultados

de 118 individuos avaliados, divididos em grupos caso e controle apontaram:

v Nio foi observada relagdo entre as frequéncias alélicas e genotipicas do SNP

rs2294984 com a hérnia de disco lombar;

v" O alelo Trp3 no SNP rs61734651 aumentou em 11% a chance de desenvolver

HDL entre os portadores, quando comparado ao grupo saudavel;

v' Oalelo T do SNP rs61734651 do gene COL9A3 pode ser considerado um fator
de risco para o desenvolvimento da hérnia de disco, mas ndo para sua evolugao

clinica;

v Nio foram encontrados associagio alélica ou genotipica de nenhum dos SNPs

avaliados com os estagios da hérnia de disco lombar.
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8. ANEXOS

Anexo |: Parecer Consubstanciado do Comité de Etica

' 'PUC PONTIFICIA UNIVERSIDADE
>U CATOLICA DE GOIAS -
PUC/GOIAS

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Investigagao de polimorfismos nos genes COLBA2 e Agrecan em individuos com
hérnia de disco lombar.

Pesquisador: Nara Ligia Ledo Casa

Area Tematica:

Versdo: 3

CAAE: 16600513.5.0000.0037

Instituigdo Proponente: Pontificia Universidade Catdlica de Goias - PUC/Goias

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio
Pontificia Universidade Catdlica de Goias - PUC/Goias

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 563.672
Data da Relatoria: 26/02/2014

Apresentacido do Projeto:

A presente proposta de estudo sera conduzida no NPR (Nucleo de Pesquisas Replicon) da PUC-Goias e no
LaGene (Laboratério de Citogenética Humana e Genética Molecular/Lacen, Laboratario de Salde Publica
Dr. Giovanni Sysneiro, SES-GO, Secretaria de Estado da Salide do Governo do Estado de Goias. Amostras
de sangue periférico (SP) serso obtidas de individuos com idade entre 30 e 55 ancs, de ambos 0s sexos,
gue sio ou foram atendidos nas clinicas escolas de fisioterapia da Pontificia Universidade Catolica de Goias
(PUC-Goias, Universidade do Estado de Goias (UEG) e Faculdade Padrao em Goiania.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Investigar a possivel associag#o entre os polimorfismos nos genes COLA92 e Agrecan com a hérnia de
disco lombar.

Objetivo Secundario:

- Verificar alteragbes genéticas nos genes COL9A2 e Agrecan associadas & hérnia de disco lombar;
- Estabelecer as frequéncias alélicas e genotipicas do SNP rs7533552 no gene COL9A2;

- Estabelecer as frequéncias alélicas e genotipicas dos SNPs rs1042631 e rs1516797 no gene

| Enderego: Av. Universitaria, N.° 1.069

. Bairro: Setor Universitario CEP: 74.605-010
i UF: GO Municipio: GOIANIA
. Telefone: (62)3946-1512 Fax: (62)3846-1070 E-mail: cep@pucgoias.edu.br
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Conlinuacfo do Parecer: 563.672

&

Agrecan;
- Verificar a prevaléncia diferencial da hérnia de disco lombar em homens e mulheres;
- Utilizar os resultados obtidos para sugerir medidas de prevencao e crientagdo de habitos cotidianos para o

paciente e familia.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:
Adequado.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Os pedidios de adequacgbes foram atendidos: foi providenciadeo o cadastramento do LaGene como
instituicio coparticipantes, com o anexo de ciéncia da instiutigdo como coparticipante e a Universo fol
removida do projeto; o TCLE foi reformulado como solicitado pelo CEP.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagédo obrigatoria:
Os termos de apresentacao obrigatéria foram atendidos.

Recomendagdes:

As recomendagcdes foram atendidas.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

N&o existem pendéncias e/ou inadequacdes.

Situagio do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:

Nao

Consideragoes Finais a critério do CEP:

A aprovacdo deste, conferida pelo CEP, ndo isenta o Pesquisador de prestar satisfagdo sobre sua Pesquisa
em casos de alteragdo de amostra ou centros de coparticipagso. E exigido a entrega do relatério final apas
conclusdo da pesquisa.
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Anexo II.
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

e TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé estd sendo convidado (a) a participar, como voluntario (a), da pesquisa intitulada
“ASSOCIACAO ENTRE POLIMORFISMOS NA REGIAO VNTR DO GENE AGGRECAN
E A HERNIA DE DISCO LOMBAR?”.

Meu nome ¢ Nara Ligia Ledo Casa, sou fisioterapeuta e responsavel (sob orientagdao da
Prof. Dra. Maria Paula Curado e co-orientagdo do Prof. Dr. Aparecido Divino da Cruz) por esta
pesquisa. A area de atuagdo ¢ em saude. Apos ler este documento com atencdo e estar
esclarecido(a) sobre as informagdes necessarias, no caso de aceitar fazer parte da pesquisa,
assine ao final do documento, que esta em duas vias. Uma delas € sua e a outra ¢ da pesquisadora
responsavel. Em caso de davidas sobre o estudo, vocé poderd entrar em contato com a
pesquisadora Nara Ligia Ledo Casa nos telefones (62) 99645497 ou (62) 30155009 ou em caso
de duvidas sobre os seus direitos como participante nesta pesquisa, vocé poderd entrar em
contato com o Comité de Etica em Pesquisa da Pontificia Universidade Catélica de Goiés pelo

telefone (62) 3946-1512.

INFORMACOES IMPORTANTES SOBRE A PESQUISA
O titulo do estudo ¢ “ASSOCIACAO ENTRE POLIMORFISMOS NA
REGIAO VNTR DO GENE AGGRECAN E A HERNIA DE DISCO LOMBAR?”.

Esta pesquisa justifica-se por serem a lombalgia e a lombociatalgia sintomas comumente
associados a hérnia de disco lombar, sendo os mesmos vistos como problemas de satde publica
nas sociedades industrializadas. Apesar de tradicionalmente, a degeneracao discal e hérnia de
disco lombar estarem associadas a fatores ambientais, ergondmicos e antropométricos, estudos
relatam que a hereditariedade tem papel relevante nas mesmas. Isso tem despertado interesse
por estudar a predisposi¢do genética para a hérnia de disco lombar, envolvendo genes como o
aggrecan, citado em estudos recentes. Apesar de ser uma condi¢do benigna, a hérnia de disco
lombar apresenta alto acometimento em adultos e alta freqiiéncia nos consultérios médicos e
fisioterapicos. No Brasil, poucos estudos foram conduzidos visando associar a hérnia de disco
e polimorfismos no gene aggrecan. Espera-se que os dados obtidos a partir deste estudo possam
contribuir para o conhecimento das comunidades médica, fisioterapica e cientifica trazendo

informagdes que colaborem com a prevenc¢do e tratamento dos individuos acometidos.
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e Sua participagdo serd de grande importancia para este estudo, pois através dela
poderemos correlacionar alteragdes genéticas com a hérnia de disco lombar.

e O objetivo da presente pesquisa ¢ investigar a possivel correlagdo entre os
polimorfismos no gene AGGRECAN com a hérnia de disco lombar em homens e mulheres
domiciliados na regido metropolitana de Goiania, buscando utilizar os resultados obtidos para
sugerir medidas de prevencao e orientacao de habitos cotidianos para o paciente e familia.

e Sua colaboragdo ¢ importante e necessaria para o desenvolvimento do estudo, porém ¢
totalmente VOLUNTARIA.

e O estudo sera realizado através de uma ficha de avaliagdo para anotagdo de dados
antropomeétricos, dados relacionados ao diagnostico de hérnia de disco lombar e resultados das
analises genéticas. Serd realizada a coleta de amostra bioldgica (sangue) para realizagdo das
avaliacdes genéticas.

e Sera feita a coleta de 4 mL de sangue venoso mediante a puncdo do antebrago com
anticoagulante para evitar a coagulacdo do sangue. Da amostra de sangue, sera feita extragdo
do DNA para determinagdo genético-molecular. Os tipos genéticos serdo confrontados com as
repostas e as alteracOes individuais e o exame tera a finalidade de avaliar se existe alguma
correlagdo entre a hérnia de disco lombar e as alteracdes genéticas encontradas.

e A coleta de sangue e dos dados clinicos e antropométricos serdo realizados no Nicleo
de Pesquisas Replicon (NPR) e locais com prévia autorizagdo (Centro de Reabilitacdo e
Readaptacdo Dr. Henrique Santillo CRER, Associacdo dos Deficientes Fisicos de Goids
ADFEGO, Clinicas Escolas da Universidade do Estado de Goias, PUC-GOIAS e Faculdade
Padrao). Os demais procedimentos citados anteriormente serao realizados no NPR da Pontificia
Universidade Catélica de Goias na Rua 235 n® 40 Area 4 Bloco L - Setor Universitario.

e Nenhuma pesquisa com os seres humanos ¢ livre de riscos. Os procedimentos
envolvidos no presente estudo oferecem risco minimo aos participantes. Os principais riscos
envolvidos neste estudo sdo: Hematoma e formac¢do de edema (inchago) pelo extravasamento
de sangue no local da coleta, lipotimia (queda de pressdo), fatos consequentes da coleta
sanguinea por nervosismo ¢ Aicmofobia (medo de agulha). Caso ocorra qualquer intercorréncia
devido a coleta sanguinea os pacientes serdo encaminhados ao Servi¢co de Atendimento
Médico (SAS/SESMT) da PUC-Goias. Este encaminhamento poderd ocorrer em qualquer
momento, ndo s6 durante ou apds o termino do estudo, mas também tardiamente, desde que

seja detectado o problema.
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e (Caso haja qualquer dano psicolégico a qualquer dos participantes da pesquisa, 0s
mesmos serao encaminhados ao Centro de Estudo Pesquisas Praticas Psicoldgicas (CEPSI)
da PUC-Goias. Este encaminhamento podera ocorrer em qualquer momento, ndo s6 durante ou
apos o termino do estudo, mas também tardiamente, desde que seja detectado o problema.

e ApoOs a realizagdo do exame, o sangue sera desprezado de acordo com as normas
previstas pela RDC N°33/ANVISA.

e As fichas de avaliag@o serdo armazenadas por 5 anos no Nucleo de Pesquisa Replicon
da PUC-Goiaés e posteriormente serdo descartadas.

e Sera mantido sigilo absoluto em relacao aos nomes dos participantes da pesquisa.

e Os resultados encontrados terdo finalidade apenas para a pesquisa.

e (Caso queira saber das informagdes adicionais, entre em contato com a pesquisadora em
qualquer momento do estudo pelos telefones ja informados acima.

e Caso desista de participar, podera manifestar-se sobre a decisdo em qualquer momento
e nao sofrera nenhuma restricao.

e Nao havera nenhum tipo de pagamento ou gratificagdo financeira pela sua participagao,
porém o participante que se sentir prejudicado com a pesquisa, podera recorrer a Justica Comum
e o que for decidido judicialmente serd acordado pelo pesquisador da pesquisa. No que se diz
respeito ao ressarcimento financeiro, NAO HAVERA nenhum gasto por parte dos individuos
envolvidos na pesquisa, pois este custo serd de responsabilidade da pesquisadora responsavel.

e (Caso vocé tenha algum gasto referente a sua participacio nesta pesquisa, como
transporte até o local da coleta de dados, vocé serd ressarcido pela pesquisadora responsavel.

e Os resultados individuais e coletivos do estudo serdo repassados apds o término da
pesquisa, bem como serdo divulgados o dia e o local da defesa deste estudo.

e Sua participacdo serd muito importante, pois podera contribuir nas agoes de promogao

e prevengao na saude.

Goiania, de de 20

Nara Ligia Ledo Casa

Pesquisadora responsavel
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CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO PARTICIPANTE DA
PESQUISA
Eu, )

RG: CPF: , abaixo
assinado, concordo em participar da pesquisa intitulada é “ASSOCIACAO ENTRE
POLIMORFISMOS NA REGIAO VNTR DO GENE AGGRECAN E A HERNIA DE DISCO
LOMBAR” como voluntario.

Fui devidamente informado(a) e esclarecido(a) pela pesquisadora Nara Ligia Ledo Casa sobre
os procedimentos envolvidos na pesquisa, assim como 0s possiveis riscos e sobre os beneficios
para a pesquisa.

Foi-me garantido que posso retirar meu consentimento a qualquer momento, sem que isto leve
a qualquer penalidade.

A pesquisadora responsavel garantiu-me sigilo e privacidade dos meus dados pessoais e 0s
resultados encontrados no exame realizado.

Goiania, de de 20

Nome e Assinatura do participante

Testemunhas (ndo ligadas a equipe de pesquisadores):

Nome:

Nome:

Presenciamos a solicitacdo de consentimento, esclarecimento sobre a pesquisa e aceite do

participante em participar da pesquisa.

Nome e Assinatura da pesquisadora
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Anexo III.

Ficha de Avaliac¢ao
NO
FICHA DE AVALIACAQO
1. DADOS PESSOAIS DATA: /|
Nome:
Idade: Data de nascimento:
Nacionalidade: Naturalidade:

Sexo: ( M ( )F

Profissao:

aposentado descreva ocupagdo anterior:

Telefone: /

Endereco:

Se

2. ANAMNESE

a) Diagnostico de hérnia de disco lombar:

b) Resultado do exame de imagem:

¢) Habitos de vida:

Tabagismo: Sim( ) Nao( )
Tempo de tabagismo:

Etilismo: Sim( ) Nao( )
Tempo de etilismo:

d) Pratica atividade fisica regular (considerar duas vezes ou mais por semana):
Sim( ) Nao( )
Qual?

Quantas vezes na semana?
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( )2x por semana ( )3x por semana ( )4Xx por semana ( )5x por semana

( )6x por semana ( )Diariamente

e) Antecedentes Cirurgicos para Coluna Lombar:

Sim ( ) Nao ( ) Qual?

f) Doencas Concomitantes:

Sim( )Nao( )

HAS( ) Diabetes () Cardiopatias ( )
Doenga da tireoide () Doenga reumatica () Doenga Neurologia (

Outra(s)

)

g) Historia familiar para hérnia de disco lombar:
Sim( ) Nao( )Nao soube relatar ()

Em caso de reposta SIM indicar grau de paretensco:

3. MEDIDAS ANTROPOMETRICAS:

Peso: kg. Altura m. IMC:

52



Anexo IV.
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