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RESUMO

Objetivo: O polimorfismo da enzima conversora de angiotensina
(ECA) I/D e da a-actinina 3 (ACTN3) R577X esté relacionado a varia-
¢oes na fungdo do musculoesquelético. O objetivo deste trabalho foi
avaliar a distribuicao destes polimorfismos em uma familia com mul-
tiplos membros com escoliose idiopatica do adolescente. Métodos:
Avaliagéo de 25 individuos de uma familia, com multiplos membros
com escoliose idiopatica, por meio da coleta de 10 ml de sangue
para extracao de DNA. A genotipagem do polimorfismo I/D do gene
da ECA e R577X do gene da ACTNS foi realizada utilizando sistema
de 2 iniciadores (“primers”) especificos, para classificar os individu-
0s em homozigotos ou heterozigotos. Resultados: Em relagéo ao
polimorfismo da ECA encontrou-se 19 individuos DD (76%) e 6 ID
(24%). A prevaléncia do alelo D foi de 88% e do alelo | foi de 12%.
Quanto ao polimorfismo da ACTN3 observou-se seis individuos RR
(24%), 11 RX (44%) e 8 XX (32%). A prevaléncia do alelo R foi 23
(46%) e do alelo X foi 27 (54%). Conclusao: Observou-se diferenga
entre a distribuicdo do polimorfismo da ECA e da ACTN3 na familia
estudada. Ao avaliar o polimorfismo da ECA notou-se maior pre-
valéncia do alelo D em relagdo ao alelo |. Nivel de Evidéncia Il,
Estudo Clinico, Transversal.

Descritores: Escoliose. Polimorfismo genético. Coluna vertebral.

ABSTRACT

Objective: The I/D polymorphism of angiotensin-converting enzyme
(ACE) and R577X of the a-actinin-3 (ACTN3) is related to changes
in skeletal muscle function. The aim of this study was to evaluate
the distribution of these polymorphisms in a family with multiple
members with adolescent idiopathic scoliosis (AlS). Methods:
Evaluated 25 subjects from a family with multiple members with
AIS, by collecting 10mL of blood for DNA isolation. The genotyping
of the I/D polymorphism of the ACE gene and the R577X of the
ACTNG gene was performed using two specific primers to classify
individuals as homozygous or heterozygous. Results: Regarding
the ACE polymorphism it was found that 19 (76%) subjects were
DD and 6 (24%) ID. The prevalence of the D allele was 88% and
the | allele was 12%. Regarding the ACTN3 polymorphism there
were 6 subjects RR (24%), 11 RX (44%) and 8 XX (32%). The
prevalence of the R allele was 23 (46%) and the X allele was 27
(54%). Conclusion: There was a difference between the distribution
of the polymorphism of ACE and ACTN3 in the family studied. When
assessing the ACE polymorphism a higher prevalence of the D allele
was observed as compared with the | allele. Level of Evidence lll,
Cross-sectional, Clinical Trial.
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INTRODUGAO

A escoliose idiopética € uma das mais frequentes doencas da
coluna vertebral, havendo relatos de sua incidéncia na populacao
mundial de 0,5% a 10%." E definida como desvio lateral na coluna
vertebral, associado a rotacédo, sem que haja causa conhecida,
em individuos que ndo apresentam distlrbios neurologicos, mus-
culares ou outras doengas.? O estudo radiogréfico nao demonstra
alteragOes vertebrais e apresenta curvas com mais de 10 graus,
mensuradas pelo método de Cobb.® A deformidade progride du-
rante a fase de crescimento, podendo ser classificada em trés

categorias, de acordo com a idade em que a deformidade é no-
tada: infantil antes dos trés anos, juvenil entre trés e dez anos (ou
inicio da puberdade) e do adolescente quando aparece apds 0s
dez anos ou apds a puberdade.*®

A prevaléncia da escoliose idiopatica em estudos radiogréficos, com
populagcdes escolares variou entre 0,3% a 15,3%, porém quando se
consideraram apenas curvas maiores do que dez graus, as taxas
cairam para valores entre 1,5% e 3%. Em curvas maiores do que
20 graus Cobb, a prevaléncia esta entre 0,3% e 0,5% e em curvas
maiores do que 30 graus a taxa € de 0,2% a 0,3%.5
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A etiologia da escoliose idiopética permanece desconhecida.
Atualmente diversos fatores s&o sugeridos como causais, entre eles,
podemos citar o desvio do padrao do crescimento, as alteragoes
neuromusculares ou do tecido conjuntivo, o crescimento assimétrico
dos membros e tronco, alteragdes da configuragdo sagital da coluna
vertebral e fatores ligados ao meio ambiente.5”

Fatores hereditéarios também sdo determinantes na etiologia dessa
doenga, mas o padrao de heranga ainda nao é conhecido. J& foram
sugeridas herancas multifatorial, ligadas ao cromossomo X e au-
tossGmicas dominantes.25689° Vérios autores, por meio de estudos
familiares, sugeriram possiveis regides cromossomicas relacionadas
a etiologia da escoliose idiopatica.2¢%"" Em 2010 Wajchenberg et
al."2 ndo encontraram, em estudo de ligagao genética, de familia
com multiplos membros afetados, determinada regido cromosso-
mica relacionada a EIA.

Atualmente estudos de polimorfismos genéticos sao realizados em
pacientes com EIA na tentativa de correlacionar alteragdes em deter-
minadas proteinas que possam estar relacionadas com a doenca.
Os polimorfismos relatados foram relacionados aos genes MATN1
na regido 1p35 e CHD7 na regido 8g12.1 e IL-6.131

Sabe-se que no mapa genético humano existem pelo menos 170 se-
guéncias variantes de genes e de marcadores genéticos que estao
relacionados aos fenétipos de desempenho fisico e de boa condigao
fisica relacionada a salide. Entre estes genes encontra-se o gene da
enzima conversora de angiotensina (ECA), que esté localizado no
cromossomo 17g23, composto de 26 éxons e 25 introns. Uma va-
riante genética comum no gene da ECA foi descrito como auséncia
ou delecao (alelo D) e presenca ou insergao (alelo I) de 287 pares de
base no intron 16.5 Estudos de associagdo genética tém associado
esse polimorfismo a salde, esportes e também com a génese e
manutencao de diversas doencas. Estudos recentes mostram que
o alelo | € mais frequente em atletas de resisténcia, enquanto que o
alelo D em atletas de forga e explosédo muscular. Trabalhos de nosso
grupo vém mostrando que o gendtipo DD apresenta maior atividade
da ECA plasmatica quando comparado aos gendtipos Il e ID.'
Outro polimorfismo relacionado ao desempenho fisico, por meio
da composicao bésica das fibras musculares, esté relacionado
com a proteina a-actinina. Ela € uma componente da linha Z sar-
comeérica, pertencente a familia das protefnas ligantes da actina,
importante no ancoramento dos miofilamentos de actina e manu-
tencao do arranjo miofibrilar. Quatro genes para a a-actinina foram
descritos em humanos (ACTNT1, 2, 3 e 4), sendo as isoformas 2 e
3 constituintes do citoesqueleto muscular.!

Sabe-se que aisoforma ACTN3 ¢ especifica das fibras de contragao
répida (tipo Il) responsaveis pela geragcdo de forga contrétil em alta
velocidade. Foi identificada no gene ACTN3 a troca de nucleotideo
C - T na posigao 1.747 do éxon 16, isto €, uma mutagao resultante
na conversao do amino&cido arginina (R) num stopcodon prematuro
(X) no residuo 577 (R577X). A falta da proteina em individuos XX,
curiosamente ndo apresenta um fendtipo patoldgico como distrofia
muscular ou miopatias. Porém foi observado redugdo em todos os
musculos gue normalmente expressam ACTN3 em animais nocau-
tes para o gene da ACTN3, e também em humanos."”

Neste trabalho, nés examinamos a possivel associagéo entre os
polimorfismos do gene da ECA e da ACTN 3 em uma familia de
individuos com multiplos membros com EIA.

METODOS

Estudo transversal, da analise do polimorfismo da ECA e da ACTN 3
em individuos de uma familia com muiltiplos membros com escoliose
idiopética relacionados a uma paciente (probanda) operada pelo Gru-
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po de Coluna Vertebral do Departamento de Ortopedia e Traumatologia
da Universidade Federal de Sao Paulo. (Figura 1) Tal paciente tem
escoliose idiopatica do adolescente com curva torécica direita de 75
graus, mensurada pelo método de Cobb, antes da cirurgia. Devido
ao grande numero de membros, a familia foi dividida em materna
(Figura 2) e paterna. (Figura 3)

Nesta amostra foram incluidos 25 individuos, sendo 16 do sexo
feminino e 9 masculino. Esta familia foi avaliada clinicamente e
por meio de radiografia de frente da coluna vertebral. Em seguida
coletou-se 10 ml de sangue para extragéo de DNA, ap6s autori-
zagao, por meio do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE)."® O DNA total dos leucécitos foi extraido utilizando-se o
ChargeSwitch® gDNABIood Kits (Invitrogen™) empregado para
purificacdo de DNA gendmico de pequenos volumes de sangue
humano, seguindo os passos indicados pelo fabricante.

A genotipagem do polimorfismo de I/D do gene da ECA foi condu-
zida utilizando um sistema de 2 iniciadores (“‘primers”’) especificos
(Primer ECAS 5'-CTGGAGACCACTCCCATCCTTTCT-3"), (Primer
ECAAS 5-GATGTGGCCATCACATTCGTCAGAT- 3') que franqueiam
a sequéncia onde ocorre o polimorfismo no gene, na finalidade
de amplifica-los e classificar os individuos em homozigotos Il ou
DD ou em heterozigoto ID.

Os reagentes que foram utilizados na primeira PCR para iden-
tificacdo dos gendtipos foram: 10 uL do DNA extraido, 5 uL de
Tampéao de PCR (10x), 2,5 uL de MgCl, (50 mM), 1,0 uL de dNTPs
(10 mM), 0,5 uL de primer ECAS, 0,5 uL de primer ECAAS, 0,5 uL
de Tag DNA polimerase (5 U/ul), 5 uL de H,O milli-Qautoclavada,
para um final de 25 uL.

Reagentes que foram utilizados na segunda PCR para confirma-
¢ao do gendtipo dos voluntarios DD, com a utilizagdo do primer
interno (Primer interno ECA 5’-GTCTCGATCTCCTGACCTCGTG-3)),
(Primer ECAAS 5'-GATGTGGCCATCACATTCGTCAGAT- 3'): 10 uL
do DNA extraido, 5 uL de Tampao de PCR (10x), 2,5 uL de MgCl,
(50 mM), 1,0 uL de dNTPs (10 mM), 0,5 uL de primer ECASInt, 0,5
uL de primer ECAAS, 0,5 uL de Tag DNA polimerase (5 U/uL), 5 uL
de H,O milli-Q autoclavada, para um final de 25 uL.

b
Figura 1. Radiografia em PA de coluna vertebral do pés-operatério da
paciente IBF 1.
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Figura 2. Heredograma da familia materna da paciente IBF1.
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Figura 3. Heredograma da familia paterna da paciente IBF1.

Para a PCR utilizou-se a seguinte condigao: Inicio a 95°C por 5
minutos, seguindo 95°C por 45 segundos, 60°C por 45 segun-
dos, 72°C por 45 segundos, retornando a 95°C por 45 segun-
dos 35 vezes, 72°C por 7 minutos e terminando com 4°C por
tempo indeterminado.

A genotipagem dos alelos do polimorfismo R577X do gene da
ACTNS3 foi realizada com sistema de dois iniciadores (“primers”)
especfficos (Primer Actn3f - 5-CAG CTG GAGGA TGG CCT GG- 3'),
(Primer Actn3r - 5’-GTC CAG GTA TTT CTC TGC CAC C- 3') que
franquearam a sequéncia onde ocorre o polimorfismo no gene, na fi-
nalidade de amplifica-los e classificar os individuos em RR, RX e XX.
Os reagentes que foram utilizados na PCR para identificagdo dos
gendtipos depois de extraidos 10 uL do DNA foram: 2,5 ul. de Tampao
de PCR (10x), 1,25 uL de MgCI2 (50 mM), 1,0 uL de dNTPs (10 mM),
0,5 uL de primer Actn3f, 0,5 uL de primer Actn3r, 0,5 uL de Tag DNA
polimerase (5 U/uL), 5uL de H2O milli-Q autoclavada, 25 L total.
Para a PCR utilizou-se a seguinte condigéo: Inicio a 95°C por 7
minutos, seguindo 95°C por 45 segundos, 60°C por 45 segun-
dos, 72°C por 45 segundos, retornando a 95°C por 45 segundos
35 vezes, 72°C por 10 minutos e terminando com 4°C por tempo
indeterminado.O fragmento amplificado nas reagdes foram analisa-
dos por eletroforese em gel de agarose 4% contendo SYBR® Safe
DNA gel stain (Invitrogen) (0,2ug/mL). Apds a verificagao da integri-
dade do DNA e da amplificagéo do gene na PCR, foram promovidas
as digestdes pela enzima de restricao Ddel, e foi incubada a 37°C
por 2 horas, sendo utilizado 8uL de DNA (=6ug) da amostra, 1uL
de tampao REACT 3 (10X), 1 uL de Ddel (10 U/uL) para um volume
final de 10uL. Novamente, o resultado foi analisado por eletroforese,
sendo desta vez visualizado em gel de agarose 3% contendo SYBR®
Safe DNA gel stain (Invitrogen) (0,2ug/mL).

RESULTADOS

Entre os 25 membros da familia 22 tinham algum grau de escolio-
se e nove tinham curvas com 15 ou mais graus de deformidade.
Foram considerados afetados (A) pela doenga os individuos com

curvas maiores do que 15 graus, mensuradas pelo método de
Cobb. Os membros com curva entre 5 € 14 graus foram conside-
rados suspeitos (S) e normais (N) quando tinha curva até 4 graus,
ou auséncia de rotagéo.

Em relagéo ao polimorfismo da ECA encontrou-se 19 individuos
DD (76%) e 6 ID (24%). A prevaléncia do alelo D foi de 88% e do
alelo | 12%. Quanto ao polimorfismo da ACTN3 observou-se 6
individuos RR (24%), 11 RX (44%) e 8 XX (32%). A prevaléncia do
alelo R foi 23 (46%) e do alelo X foi 27 (54%).

As caracteristicas de cada membro da familia e sua localizagao
dentro da familia estéo descritos na Tabela 1.

DISCUSSAO

A etiologia da escoliose idiopatica do adolescente permanece
desconhecida. Atualmente diferentes fatores tém sido sugeridos,
como o desvio do padrao do crescimento, as alteragdes neuro-
musculares ou do tecido conjuntivo, o crescimento assimétrico dos
membros e tronco, alteragdes da configuragao sagital da coluna
vertebral e fatores ligados ao meio ambiente. 87

Em 1997 Meier et al.'®, analisaram a reagdo muscular em pacientes
que utilizaram colete para o tratamento da escoliose idiopética
do adolescente, por meio de bidpsias musculares.Estes auto-
res citaram que a distorcado da coluna vertebral seria causada
por desequilibrio da musculatura paravertebral e relataram que a
convexidade da curva, na regiao dorsal, a distribuicao das fibras
musculares segue o padrao de normalidade, com predominancia
de fibras do tipo |. Na concavidade notou-se a diminuicdo das
fibras tipo I, com substituicdo por fibras do tipo IIC. Também foi
referido que 0s pacientes que tinham curvas mais acentuadas
tinham menos fibras musculares do tipo |, tanto na convexidade
como na concavidade em relag&o aos pacientes com curvas me-
nos severas. Concluiu-se neste trabalho que a utilizagcéo do colete
tornou a alteracdo muscular notada no apice da deformidade,
distribuida pela regiao da escoliose, sugerindo que as alteragdes
musculares encontradas na escoliose seriam secundarias.
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Tabela 1. Caracteristicas dos membros da familia estudada.

Paciente Idade Sexo Doenca Curva Angulo Heredograma ECA ACTN 3
1 50 F A Torécica D 10 1-12 materno DD RX
2 13 F A Torécica D 22 1l-20 paterno DD RR
3 39 F S Toracolombar D 5 I1-12 paterno ID RR
4 18 F A Torécica D e Lombar E 12/12 111-23 materno DD RX
5 23 F A Toracolombar D 75 I11-3 paterno e Ill- 29 materno DD XX
6 27 F S Torécica D e Lombar E 10/14 IIl-21 materno DD RR
7 26 F S Toracolombar D 5 11I-22 materno DD XX
8 20 F A Toracolombar E 30 I11-4 paterno e II-33 materno DD XX
9 52 F A Toracica D 20 II-paterno e II-19 materno DD RX
10 22 F A Torécica D e Lombar E 16/10 11I-35 materno DD RX
11 28 M S Torécica D 13 11I-20 materno DD XX
12 30 M N ausente 0 Il 19-materno DD XX
13 56 M S Torécica D 10 11-2 paterno e II-20 materno ID RX
14 33 M S Toracolombar E 10 |1-32 paterno DD RR
15 52 F A Lombar E e Toracica D 25e20 -8 materno DD XX
16 40 M S Toracica D 10 1I-31 materno DD RX
17 14 F A Toracica D e Lombar E 17e10 11I-49 materno ID RX
18 17 F A Lombar E e Torécica D 22e 15 1l-48 materno ID RX
19 11 F S Toracolombar D 10 11I-50 materno ID XX
20 16 M S Lombar E e Toracica D 6ed 11-38 materno DD RX
21 42 F A Torécica E e Lombar d 20e 12 1-24 materno DD RX
22 29 F S Toracolombar E 8 I1l-2 paterno e 11l-31 materno DD RR
23 30 M S Toracolombar E 5 1l-1 paterno e I11-30 materno DD RX
24 45 M N ausente 0 11-23 materno DD XX
25 19 M N ausente 0 11I-34 materno ID RR

O padrao de heranga para a transmissao da escoliose idiopatica do
adolescente ainda nao é totalmente conhecido. J& foram sugeridas
herangas multifatorial, ligadas ao cromossomo X e autossémicas
dominantes.247¢ A partir de 2000 estudos de ligagdo genética,
em familias com multiplos membros afetados, sugeriram possiveis
regides cromossdmicas relacionadas a etiologia da escoliose idio-
patica do adolescente. Utilizando esta técnica, Wise et al.8 em 2000,
descreveram as primeiras regioes relacionadas a escoliose idiopa-
tica do adolescente, nos cromossomos 6p, 10q e 18q, ao estudar
uma extensa familia com sete membros afetados por esta doenca
Alguns autores encontraram regides ligadas a escoliose idiopatica
do adolescente ao cromossomo 17.29'! Salehi et al.® investigaram
trés geracbes de uma familia de origem italiana com 11 membros
afetados, que apresentavam curvas entre 10 e 20 graus e padrao
de heranga autossémica dominante com penetrancia completa.
Esse trabalho mapeou uma regiao de aproximadamente 20 cM no
cromossomo 17p11 ligada a escoliose idiopatica. Outro estudo
realizado por Clough et al.," em 2010 confirmou, por meio do es-
tudo de ligagéo, a relagéo da regido descrita por Salehi et al.,® com
escoliose idiopatica familiar, ao estudar 17 familias que tinham um
membro (probando) afetado, do sexo masculino, que necessitou
tratamento cirdrgico para corregéo da deformidade . Ocaka et al.
encontraram regides cromossoémicas nos cromossomos 9934 e
17qg25.2 Wajchenberg et al.'? ndo encontraram ligacéo ao estudar
uma familia do interior da Paraiba, com nove membros afetados.
A maior duvida ao realizar estudos de ligagédo genética, para a
escoliose idiopatica do adolescente, ocorre ao indicar quais pa-
cientes sdo afetados, pois a mensuracédo da curva, pelo método
de Cobb, descrita em 1948 é dependente do examinador e pe-
quenas variagbes na medida podem interferir na classificagao do
individuo como afetado ou normal. Desta forma individuos com
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uma diferenca de apenas dois graus (um com nove e outro com
11 graus) séo classificados de forma diferente.’

Outra alternativa para estudos genéticos ¢é a utilizagédo de marca-
dores moleculares, previamente escolhidos e com posicionamento
conhecido no genoma humano, como os SNPs. Autores como
Chen et al."® e Aulisa et al.™ realizaram estudos de polimorfismos
genéticos para tentar relacionar a escoliose idiopatica do adoles-
cente com alteragdes em determinados genes.

Neste trabalho procurou-se relacionar os polimorfismos da ECA e
da ACTN3 com a EIA. O gene ECA esta localizado no cromossomo
1723, préximo a regido 17925, descrita por Ocaka et al.,> em
2008 € o polimorfismo de I/D do gene da ECA permanece sendo
um dos marcadores genético mais estudados. Estudos recentes
mostram que o alelo | é mais frequente em atletas de resisténcia,
enquanto que o alelo D em atletas de forga e explosao muscular.
Desta forma, a variabilidade deste polimorfismo pode afetar o
desempenho de determinados grupos musculares que agem na
sustentagao da coluna vertebral.'®

A musculatura paravertebral tem fungao de sustentacdo e mo-
vimentacao do tronco, sofrendo altera¢des significativas em pa-
cientes com EIA, que tem deformidade do tronco nos trés planos
e significativa rotagao. Os musculos multifidios s&o rotadores da
coluna vertebral e assim como o musculo longuissimo da coluna
tem como padrao histoquimico, em individuos normais (20 a 30
anos), predominio de fibras do tipo | (57-62%).As fibras do tipo
[I-A apareceram de 20 a 22% e as do tipo 1B estao presentes na
proporgao de 18 a 22%.'® Esses musculos, assim como o musculo
séleo, tibial anterior, adutor do polegar, diafragma e musculatura
extraocular, necessitam de maior demanda de energia do que o0s
outros, com metabolismo fundamentalmente aerobico, relacionado
a fibras do tipo I.
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A redugao da atividade da ECA, associado ao alelo |, tem sido
relacionada com melhor eficiéncia muscular e consequentemente
maior capacidade de resisténcia muscular em individuos saudéaveis.
Zhang et al. em 2003 associa a eficiéncia muscular com a presenga
superior de fibra tipo |, por influéncia do alelo |, enquanto o genétipo
DD estaria relacionado a presenca de fibras do tipo Il, proporciona-
do forga maxima nos musculos que tenham a predominancia deste
tipo de fibra, como o quadriceps. Além disso, a ECA é responsavel
pela génese do peptideo vasoconstritor, a angiotensina Il e pela
degradacao da bradicinina. Desta forma concentragdes elevadas
de ECA (relacionadas ao alelo “D”) estariam vinculadas a reduzidos
niveis de bradicinina, proporcionado menor captagdo de glicose
e diminuigdo do fluxo sanguineo muscular e consequentemente
prejudicando grupos musculares que tenham predominancia de
fibras musculares do tipo |, como os musculos multifidios e eretores
da coluna vertebral 2

Na familia estudada notou-se a predominancia do alelo D (88%).
Tal fato pode afetar de forma negativa a musculatura paravertebral,
principalmente os multifidios, que, conforme relatado anteriormen-
te tem maior quantidade de fibras musculares do tipo |, com ca-
racteristicas aerdbicas, e fungdo antigravitacional de resisténcia.

A distribuicdo destas variagdes na populagdo € de 25% I, 50%
ID e 25% DD.Na referida familia ndo se encontrou membros do
gendtipo II, havendo predominancia de homozigotos para o alelo
D (76%). Este resultado poderia ser explicado pelo fato de es-
tudarmos apenas uma familia, onde a variabilidade genética é
menor, assim decidiu-se estudar o polimorfismo de outra proteina
para avaliar a sua distribuicdo nesta familia, além disso, poderia-
mos também observar a prevaléncia de outro polimorfismo que
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