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RESUMO

ARAUJO-JUNIOR, Antonio Eulalio Pedrosa. Avaliagdo de polimorfismos no gene PAX-1 no
desenvolvimento da escoliose idiopatica do adolescente. Rio de Janeiro, 2019. Dissertacéo
(Mestrado em Ciéncias Aplicadas ao Sistema Musculoesquelético) - Instituto Nacional de
Traumatologia e Ortopedia Jamil Haddad, Ministério da Satde, 2019.

A escoliose idiopatica do adolescente corresponde a 90% dos casos e pode acometer até 5% da
populacdo. A progressdo da curva escolidtica depende de diversos fatores como a idade
esquelética, o género do paciente, a magnitude e do tipo da curva. O papel da heranga genética
no desenvolvimento e na evolucdo da escoliose ja esta bem estabelecido. Alguns genes
candidatos associados ao desenvolvimento da escoliose idiopatica do adolescente como o gene
PAX-1 ja foram associados com o desenvolvimento da doenca. PAX-1 é um gene polimorfico,
essencial para o desenvolvimento embrionario do esqueleto pelo seu papel na determinagédo da
segmentacdo da coluna vertebral. Diversos polimorfismos do gene PAX-1 foram descritos em
associacdo com a expressdo alterada da proteina. O objetivo deste estudo observacional
analitico do tipo caso-controle foi avaliar a magnitude de associacao de polimorfismos no gene
PAX-1 e o desenvolvimento da escoliose idiopéatica do adolescente classificadas como Lenke 1
e 2. Participaram do estudo 59 pacientes com escoliose idiopéatica Lenke 1 e 2, recrutados pelo
Centro de Cirurgiada Colunado Instituto Nacional de Traumatologia e Ortopedia Jamil Haddad
no periodo de julho de 2018 a janeiro de 2019. O grupo controle foi constituido por 119
individuos, sem doenca na coluna vertebral. Os fenétipos da doenca foram definidos utilizando
a classificacdo de Lenke. A genotipagem dos polimorfismos do gene PAX-1 foi realizada pela
técnica de reacdo em cadeia da polimerase em tempo real utilizando o sistema rhAmp. O valor
médio das medidas do angulo de Cobb da curva toracica proximal foi 30,8° (14,6° no teste de
inclinacdo); 58,7° para a curva toracica principal (40,7° no teste de inclinacdo) e 30,4° para a
curva lombar (11° no teste de inclinagcdo). Todos os pacientes foram diagnosticados com
escoliose Lenke 1 (89,8%) ou Lenke 2 (10,2%). Na analise genotipica foi observada diferenca
significativa na frequéncia dos alelos (p<0,0001) e gendtipos (p=0,009) do polimorfismo
rs169311 e dos alelos do rs6137473 (p=0,04) comparando os pacientes com escoliose com 0s
controles. Ambos os polimorfismos do gene PAX-1 foram associados com o risco aumentado
de desenvolvimento da escoliose (rs6137473: OR=1,6; 1C95%=1,01-2,49 e rs169311: OR=1,8;
1IC95%=1,15-2,81). O polimorfismo rs6137473 foi associado com o fendtipo grave de
escoliose Lenke 1 e 2, com modificador lombar B e C comparado ao A (OR=2,29; IC 95%
=1,04 — 5,04). Apesar da etiologia da escoliose idiopatica ainda permanecer indefinida
acreditamos ter contribuido paraa definicdo da sua arquitetura genética ao confirmar a
observacdo de outros estudos em populacdes com diferentes caracteristicas ancestrais, da
associacdo entre polimorfismos de PAX-1 rs6137473 e rs169311 com a maior frequéncia e a
maior gravidade da doenca. A utilizacdo desses SNPs como marcadores clinicos para o
diagnostico precoce de escoliose poderd vir a ser implantado no INTO, visando nortear o
tratamento clinico e cirdrgico dos pacientes com escoliose idiopatica.

Palavras-chave: Escoliose idiopatica, Lenke 1 e 2, Polimorfismos, PAX-1.
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ABSTRACT

ARAUJO-JUNIOR, Antonio Eulalio Pedrosa. Evaluation of polymorphisms in the PAX-1 gene
on the development of adolescent idiopathic scoliosis. Rio de Janeiro, 2019. Master Thesis.
(Master’s Degree in Applied Sciences to the Musculoskeletal System) - National Institute of
Traumatology and Orthopedics Jamil Haddad, Ministry of Health, ano.

Adolescent idiopathic scoliosis accounts for 90% of cases and can affect up to 5% of the
population. The progression of the scoliotic curve depends on several factors such as skeletal
age, patient's gender, magnitude and type of curve. The role of genetic inheritance in the
development and evolution of scoliosis is well established. Some candidate genes associated
with the development of adolescent idiopathic scoliosis such as the PAX-1 gene have already
been associated with the development of the disease. PAX-1 is a polymorphic gene, essential
for the embryonic development of the skeleton for its role in determining spinal segmentation.
Several PAX-1 gene polymorphisms have been described in association with altered expression
of the protein. The objective of this observational, case-control, analytical study was to evaluate
the magnitude of association of polymorphisms in the PAX-1 gene and the development of
idiopathic adolescent scoliosis classified as Lenke 1 and 2. The Center of Column Surgery of
the National Institute of Traumatology and Orthopedics Jamil Haddad from July 2018 to
January 2019 recruited 59 patients with idiopathic scoliosis classified as Lenke 1 and 2. The
control group consisted of 119 individuals, without spine diseases. The disease phenotypes
were defined using the Lenke classification. Genotyping of PAX-1 gene polymorphisms was
performed using the real-time polymerase chain reaction technique using the rhAmp system.
The mean value of the Cobb angle measurements of the proximal thoracic curve was 30.8°
(14.6° in the tilt test); 58.7° for the main thoracic curve (40.7° in the tilt test) and 30.4° for the
lumbar curve (11° in the tilt test). All patients were diagnosed with either Lenke 1 (89.8%) or
Lenke 2 (10.2%) scoliosis. In the genotype analysis, a significant difference was observed in
the frequency of the alleles (p<0.0001) and genotypes (p=0.009) of the rs169311 polymorphism
and the alleles of rs6137473 (p=0.04) comparing the patients with scoliosis with the controls.
Both PAX-1 gene polymorphisms were associated with increased risk of developing scoliosis
(rs6137473: OR=1.6; 95% CI=1.01-2.49 and rs169311: OR=1.8; 95% CI=1,15-2,81). The
rs6137473 polymorphism was associated with the severe phenotype of Lenke 1 and 2 scoliosis,
with lumbar modifier B and C compared to A (OR=2.29; 95% CI=1.04 - 5.04). Although the
etiology of idiopathic scoliosis remains unknown, we believe that we contributed to the
definition of its genetic architecture by confirming the observation of other studies in
populations with different ancestry, the association between polymorphisms of PAX-1
rs6137473 and rs169311 with increased frequency and greater severity of the disease. The use
of these SNPs as clinical markers for the early diagnosis of scoliosis may be implemented at
INTO, aiming to guide the clinical and surgical treatment of patients with idiopathic scoliosis.

Key words: Idiopathic Scoliosis, Lenke 1 and 2, Polymorphisms, PAX-1.
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1 INTRODUCAO

1.1 Anatomia da coluna vertebral

A coluna vertebral faz parte do esqueleto axial, correspondendo ao conjunto de sete
vértebras cervicais, doze toracicas, cinco lombares e cinco vértebras sacrais. Uma vértebra
tipica é composta por um corpo vertebral, dois processos transversos, dois pediculos e duas
laminas, sendo que estas estruturas 6sseas formam o canal vertebral, que protege a medula
espinhal e seus nervos. Além disso, as vértebras apresentam um processo espinhoso, que
corresponde a porcdo 6ssea mais proeminente da coluna. As vértebras tipicas possuem dois
pares de processos articulares superiores e dois pares de processos articulares inferiores, que
permitem a mobilidade segmentar da coluna vertebral (Figura 1). O disco intervertebral € uma
estrutura cartilaginea, que une os corpos vertebrais adjacentes a partir de C2, que tem como

funcdo amortecer as cargas axiais (CRAMER, 2017).

Figura 1 - Vértebra da coluna vertebral em um corte sagital (figura da esquerda) e em um corte
axial (figura a direita). As estruturas indicadas na vértebra sdo: processos articulares superiores (A),
pediculo vertebral (B), corpo vertebral (C), processo transverso (D), processo espinhoso (E), canal
vertebral (F) e 1dmina (G) (Adaptado de CRAMER, 2017).
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No plano sagital, em condicéo fisiologica, a coluna vertebral apresenta duas curvas
primarias, que estdo presentes desde o periodo fetal. Estas duas curvas séo a cifose toracica e a
cifose sacral, assim como as curvas secundarias que se desenvolvem conforme a crianca adquire
a posicao ereta, que constituem as curvas da lordose cervical e lombar (Figura 2). A harmonia
entre estas curvas no plano sagital permite o alinhamento vertical fisiol6gico entre a cabeca, 0
tronco e a pelve, sendo fundamental para o funcionamento biomecénico da coluna vertebral.
No eixo coronal da coluna vertebral ndo existe nenhuma curva fisioldgica e, qualquer desvio

neste plano, constitui a base anatdmica da escoliose (CRAMER, 2017).

Lordose cervical

Cifose toracica

Lordose Lombar

Cifose sacral

Figura 2 - Anatomia e curvas fisiologicas da coluna vertebral. Indicagdo das curvas: cifose toracica,
lordose lombar e cifose sacral (Adaptado de CRAMER, 2017).

14



1.2 Escoliose: historico e fisiopatologia

As curvas fisiologicas e o termo escoliose sdo originarios da lingua grega, inicialmente
descritos na Grécia antiga. Em seu tratado, Hipdcrates, considerado o pai da deformidade da
coluna, classificou em cinco grupos as patologias da coluna, utilizando a palavra escoliose para
descrever todos os tipos de deformidade da coluna, incluindo a forma traumética com luxac&o.
A descricédo da deformidade da escoliose, nos termos contemporéaneos da patologia, foi descrita
por seu discipulo Galeno. Além disso, ambos os médicos gregos desenvolveram métodos de
tratamento conservador da escoliose (VASILIADIS et al., 2009).

A escoliose pode ser classificada como ndo estrutural (secundaria) ou estrutural
(primaria). A escoliose estrutural ¢ uma deformidade tridimensional da coluna vertebral,
incluindo o plano coronal, plano sagital e axial, sendo que a aparéncia clinica se deve a curva
lateral no plano coronal e a giba costal formada pela rotacdo axial das costelas. A escoliose
classificada ndo estrutural € uma curva secundaria a uma discrepancia de comprimento de
membros, inclinacéo pélvica ou antalgica (EL-HAWARY e CHUKWUNYERENWA, 2014).

As estruturas anatémicas vertebrais sdo modificadas na coluna vertebral com a escoliose
e as alteracdes sdo associadas ao grau de deformidade, sendo mais observada na vértebra apical
(Figura 3). O corpo vertebral sofre rotacdo no plano axial em direcdo a convexidade da curva
e 0 processo transverso roda para o lado concavidade. O corpo vertebral adquire forma de
cunha, sendo a altura do corpo menor na concavidade e maior na convexidade. O canal vertebral
também fica distorcido na escoliose, acompanhando um pediculo curto mais fino no lado da
concavidade. Estas alteracGes da anatomia resultam do crescimento assimétrico da coluna

vertebral (LILJENQVIST et al., 2000; HERRING, 2013).
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Figura 3 - Pecas anatémicas de coluna com escoliose. (A) Escoliose toracica grave a direita, com
alteracBes do corpo vertebral (forma trapezoidal) e rotacdo tridimensional. (B) Corte axial da vértebra
com pediculo mais fino e mais curto do lado c6ncavo da curva (Adaptado de HERRING, 2013).

Constituem os dois maiores grupos de escoliose as formas idiopaticas, consideradas
como diagnastico de excluséo e as formas ndo idiopaticas, como a escoliose congénita, que tem
como causa uma malformacéo da vértebra no periodo embrionario; as escolioses sindrémicas,
relacionadas com doencas do tecido conectivo, como a sindrome de Marfan; e as escolioses
neuromusculares, causadas por desequilibrio muscular paravertebral secundario a doencas
como paralisia cerebral, poliomielite e atrofia muscular espinhal. As caracteristicas das
escolioses idiopaticas e ndo idiopaticas estdo descritas na Tabela 1 (EL-HAWARY e
CHUKWUNYERENWA, 2014). A escoliose idiopatica também ¢é classificada pela idade do
surgimento, sendo o tipo infantil originado entre 0 a 3 anos, o juvenil de 3 a 10 anos e o tipo

adolescente de 11 a 18 anos e do adulto a partir de 18 anos (NEGRINI et al., 2018).
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Tabela 1 - Caracteristicas das escolioses idiopéticas e ndo idiopaticas.

Idiopéticas N&o idiopaticas

Infantil (0-3 anos) Neuromuscular (neuropaticas e miopaticas)

Mesenquimais (Sindrome de Marfan,
Juvenil (4-10 anos)
Mucopolissacaridoses)

Adolescente (11-18 anos) Congénita (Defeito de formacdo ou de segmentacao e mista)
Adulto (mais 18 anos) Miscelanea  (Neurofibromatose,  Tecido  conectivo,
Osteocondrodistrofias, Metabdlico)

Adaptado de EL-HAWARY e CHUKWUNYERENWA (2014).

1.3 Epidemiologia da escoliose idiopatica

Atualmente, o termo escoliose idiopatica, segundo a Sociedade de Pesquisa em
Escoliose (Scoliosis Research Society - SRS), € definido para as curvas laterais sem etiologia
conhecida cuja medida determinada pelo método de Cobb em radiografias panoramicas simples
de coluna vertebral em anteroposterior (AP) em ortostatismo for superior a 10° (NEGRINI et
al., 2018). Utilizando como critério o método de Cobb, a prevaléncia da escoliose apresentou
variacdo entre 0,5 a 5,2% e foi mais frequente no género feminino (1,4- 2:1 homem)
(KONIECZNY et al., 2013). Nas curvas com valor superior a 40° pelo método de Cobb a
prevaléncia da escoliose diminui para 0,1% mas permanece prevalente no género feminino
(7,2:1 homem) (ROGALA et al., 1978; KONIECZNY et al., 2013).

Considerando as escolioses idiopaticas, o tipo infantil apresenta uma prevaléncia de 1%,
e a juvenil varia entre 10 a 15%. A forma idiopatica do adolescente é o tipo mais comum,
responsavel por 90% dos casos de escoliose. Neste grupo de pacientes a progressdo da curva
depende de diversos fatores como idade esquelética, género, magnitude e tipo da(s) curva(s)

(EL-HAWARY e CHUKWUNYERENWA, 2014). Em relacdo ao género, observa-se que o
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risco de deformidade progressiva da coluna é cinco vezes maior nas mulheres (KAROL et al.,
1993).
1.4 Diagnostico da escoliose

O paciente com escoliose geralmente ndo apresenta muitas queixas associadas a
deformidade, sendo que 23 & 85% possui algum grau de dor nas costas (THEROUX et al.,
2017a, 2017h).

O diagnostico de escoliose estrutural € feito pelo exame fisico para excluir as causas
especificas para escoliose, sendo que a escoliose idiopatica do adolescente € um diagndstico de
exclusdo. Ao exame fisico de inspecédo € importante identificar a presenca de manchas na pele,
tufos pilosos, que sdo sinais de escoliose que podem estar associados com patologias
especificas. Além disso, percebe-se assimetria dos ombros e perda do triangulo de talhe (Figura
4A). O teste de Adams, que € uma manobra simples realizada para identificar deformidades
estruturais da coluna, faz parte da investigacdo durante o exame fisico (Figura 4B). Os
pacientes deambuladores ao realizarem a flex&o ativa do tronco, mantendo os joelhos esticados,

apresentam giba que resulta da rotacao vertebral para o lado da convexidade (LINKER, 2012).

Figura 4 - Exemplo de paciente com escoliose. Foto de paciente com 16 anos, do género feminino,
com assimetria dos ombros. (A) Descompensacdo do tronco e auséncia do triangulo de Talhe. (B)
Postura para o teste de Adams, ilustrando a presenca de escoliose devido a presenca da giba costal a
direita (Arquivo pessoal).

18



1.4.1 Avaliacao radiografica da escoliose idiopética

O método de imagem mais comum no diagndstico da escoliose idiopética é a radiografia
panoramica da coluna vertebral em anteroposterior e perfil ortostatica, incluindo a coluna
cervical e a pelve, com visualizacdo das cabecas femorais. Este exame ¢é realizado utilizando
um cassete radiogréafico (14 x 36 polegadas) ou radiografias por programas digitais. Pela
realizacdo deste exame é possivel medir o grau da curva, 0 acompanhamento da progressao de
sua magnitude, a maturidade esquelética, classificar o tipo de curva e o grau de correcdo do
tratamento nos planos coronal e sagital (GSTOETTNER et al., 2007; WANG et al., 2018).

O método descrito por Cobb é universalmente utilizado para medir o grau da curva. O
angulo de Cobb ¢ calculado apés a identificagdo das vértebras das extremidades da curva,
tracando duas linhas perpendiculares ao platd superior destas vertebras e medindo o angulo
formado pelo cruzamento destas duas linhas (Figura 5). Este angulo é medido em todas as
curvas coronais e sagitais e, mesmo para curvas fisiologicas sagitais, 0 método de Cobb €

indicado (PRUIJS et al., 1994; LANGENSIEPEN et al., 2013).

Figura5 - Radiografia panoramica de coluna vertebral em anteroposterior e em ortostatismo para
definicdo do angulo de Cobb. Apos a identificacdo das vértebras das extremidades da curva sdo
tracadas duas linhas perpendiculares ao platd superior dessas duas veértebras. O angulo formado pelo
encontro das duas linhas é o Angulo de Cobb (49,6° no exemplo) (Imagem gerada pelo Software
Surgimap, arquivo pessoal).
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Outro parametro a ser incluido na avaliacdo clinica da escoliose é a medida da
flexibilidade da curva (teste de flexibilidade da curva). J& foram descritos diversos métodos
para esta avaliacdo, tais como radiografia em tracéo e radiografia com inclinacdo lateral com
fulcro (LIU et al., 2010). As radiografias de inclinacdo lateral s&o realizadas com o paciente em
posicdo supina, fazendo esfor¢co maximo de inclinacdo lateral da curva durante a realizacdo da
radiografia. Este teste de inclinagdo lateral é essencial para a classificagdo das curvas estrutural
e ndo estrutural (PUNO et al. 2003).

O equilibrio coronal € definido pela distancia entre a linha vertical perpendicular ao solo
gue passa no centro da vértebra de C7 ou linha de prumo de C7 (C7PL) e a linha perpendicular
ao solo que passa no centro de S1 ou linha centro sacral vertical (CSVL). No paciente com
escoliose descompensada com desequilibrio coronal, a distancia entre estas duas linhas é
superior a dois centimetros (Figura 6). O equilibrio sagital é avaliado nas radiografias em perfil
pela distancia entre a linha que passa no centro da vértebra C7 e o ponto na superficie do corno
postero-superior do sacro. Esta distancia € denominada de eixo vertical sagital (SVA), € medido
em centimetros e pode ser positivo, se for anterior ao corno péstero superior do sacro, ou

negativo, se for posterior (NEWTON et al., 2010).
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Figura 6 - Radiografia panorédmica anteroposterior de paciente com escoliose. Indicacdo da medida
do equilibrio coronal. C7PL: linha de prumo do centro de C7 coronal e sagital; CSVL: linha centro
sacral vertical. Distancia em milimetros entre C7PL coronal e a CSVL sendo 21.9mm, evidenciando
descompensacdo coronal (Arquivo pessoal).

A rotagao vertebral, avaliada na radiografia no plano coronal, ¢ sempre voltada para o
lado da convexidade da curva. Esta rota¢ao ¢ graduada de zero a quatro pelo do método de
Nash-Moe e consiste na avaliagao da posi¢ao do pediculo da vértebra do lado da convexidade
da curva (Figura 7). Como referéncia para o calculo da rotacéo e da gravidade da escoliose, a
metade lateral da vértebra ¢é dividida por linhas imaginarias em trés segmentos. A posi¢ao do
pediculo da convexidade equidistante ao da concavidade, determina uma vértebra grau O pelo
método de Nash Moe; grau 1 quando pelo menos a metade do pediculo estd no primeiro
segmento; grau 2, quando o pediculo esta no segundo segmento; grau 3, quando o pediculo da
convexidade atinge o terceiro segmento (metade da vértebra) e grau 4, quando o pediculo se
encontra medialmente ao terceiro segmento da vértebra, ultrapassando a linha média (NASH e

MOE, 1969).
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Grau 0 /.) Pediculos simétricos
Grau | g““‘-—-— Pediculo do
lado concavo da curva

desaparecendo

Grau I §—~ _ Pediculo do
lado concavo da curva

desaparece

Grau Il I — Pediculo do
e lado cdncavo da curva

nao visivel

Grau IV [~ t— Pediculo do
p lado cbncavo da curva

nao visivel

Figura 7 - Método de Nash-Moe para medir a rotag¢do vertebral. A graduacdo da rotagdo varia entre
zero a quatro (DEFINO e ARAUJO, 2004).

Para a avaliacdo da maturidade esquelética, parametro radiografico que avalia o risco
de progressao da curva da escoliose, sdo utilizados os centros de ossificacao da mao, da apofise
do osso iliaco e a cartilagem trirradiada. O método descrito por RISSER consiste na avaliagao
gradual, de antero-lateral para postero-lateral da ossificacdo da apofise da crista iliaca
(RISSER, 2010) (Figura 8). O método estabelece cinco estagios: zero quando ndo ha
ossificagdo; estagio 1, quando a ossificagao atinge 25% do quadrante lateral da apofise iliaca;
estagio 2, a ossificacao atinge 50% da crista iliaca; estagio 3, a ossificagao atinge 75% da crista
iliaca; estagio 4, quando 100% da crista iliaca ¢ coberta pela ossificagao e estagio 5, quando ha

fusao completa da apofise ao osso iliaco (RISSER, 1958; RISSER, 2010).
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Figura 8 - Método de Risser para avaliacdo da maturidade esquelética. Utiliza-se o percentual de
ossificacdo da linha da apdfise de crescimento em relacdo a superficie do osso iliaco para definir os
graus de zero a cinco (THALER et al., 2008).

Outro parametro utilizado na avalicdo da maturidade esquelética é a presenca da
cartilagem trirradiada, que consiste na cartilagem que forma o acetabulo, é formada pela
interseccdo dos o0ssos iliaco, pubico e isquio e pode ser visualizada nas radiografias
panoramicas de coluna (Figura 9). Embora niao possa ser graduada quanto ao padrdo de
ossificacdo, a cartilagem trirradiada aberta ¢ um sinal fidedigno do estado pré-puberal

(THALER et al 2008).
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Cartilage (TRC) Is considered open \/ Famui

Figura 9 — Avaliacdo da maturidade esquelética em radiografia do quadril em anteroposterior.
(A) Cartilagem aberta e (B) fechada. O esquema ilustra a cartilagem trirradiada formada pela intersec¢do
dos o0ssos iliaco, pubico e isquio (O'BRIEN et al., 2008).

O apice da curva pode ser um disco ou uma vértebra e sua determinacdo define se a
curva e toracica proximal, toracica principal, toracolombar ou lombar. A vértebra apice toracica
¢ a que mais se distancia horizontalmente da linha de C7PL e a vértebra apice lombar ¢é a que

mais se distancia horizontalmente da linha CSVL (O'BRIEN et al., 2008) (Figura 10).
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Negative Neutral Positive

Figura 10 — Parametros para a medida do equilibrio coronal. (A) Medidas de translacdo do apice
torécico e lombar em relacdo a linha de prumo central de CSVL e C7PL. (B) Medidas de translacdo do
apice toracico em relacdo a linha C7PL e apice lombar em relagdo CSVL. C7PL: linha prumo central
de C7; CSVL.: linha centro sacral vertical (O BRIEN et al., 2008).

Apos o0 reconhecimento das vértebras apicais, € importante definir o centroide destas
vértebras, que ¢ determinado pela técnica em X, que une o ponto médio das extremidades
opostas (O'BRIEN et al., 2008) (Figura 11). O ponto centroide é utilizado como referéncia
para medir a distancia coronal do apice da curva toracica até a linha C7PL e o apice da curva
lombar até a linha CSVL. Alguns autores utilizam a relagdo destas duas distancias

translacionais entre o0s apices toracico e lombar para determinar a extensdo da instrumentagéo

no tratamento cirurgico (STEPHENS RICHARDS et al., 2010).
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Figura 11 - Técnica de identificacdo do centro vertebral ou discal. (A) O ponto amarelo representa
o0 centro de uma vértebra retangular, calculado pela intersecdo das linhas em azul que unem os pontos
em azul que, por sua vez, marcam a metade de cada borda da vértebra. (B) O centro de uma veértebra
trapezoidal, representado pelo ponto amarelo, calculado pela intersecdo das linhas em azul que unem os
pontos em azul que, por sua vez marcam a metade de cada borda da vértebra. (C) O ponto amarelo
representa o centro do disco, calculado pela intersecdo das linhas em azul que une os pontos em azul
gue, por sua vez, marcam a metade de cada borda de cada disco vertebral (O BRIEN et al., 2008).

A veértebra final da curva (end vertebra ou EV) ¢ a Gltima vértebra a inclinar para a
concavidade da curva. A vértebra estavel (SV), considerada a mais cefalica imediatamente
abaixo da vértebra final da curva estrutural principal, ¢ bissectada pela linha CSVL. A vértebra
neutra (NV) é a mais cefalica abaixo do apice da curva onde os pediculos estao simetricamente

localizados na radiografia AP em ortostatismo. A identificacdo de todas essas vértebras é

essencial para o planejamento da area de artrodese (Figura 12) (O'BRIEN et al., 2008).
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Figura 12 — Vértebras referenciais da curva escoliotica. A vértebra final (EV) ¢é a vértebra inferior
da curva, incluida no angulo de Cobb. Na vértebra neutra (NV) os pediculos sdo equidistantes. A
vértebra estavel (SV) é a mais cefalica, bissectada pela linha vermelha centro sacral vertical (CSVL),
tracada verticalmente pelo centro da vértebra sacral (O'BRIEN et al., 2008).

O angulo da ultima vértebra da curva é 0 angulo formado por uma linha paralela ao plat6é
inferior da ultima vértebra com uma linha horizontal paralela ao solo (Figura 13). A medida
deste angulo é utilizada como parametro para definir o grau de corregio péos-operatoria (WANG

et al. 2018).
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Figura 13 - Radiografia panoramica de coluna vertebral em anteroposterior para avaliagdo do
angulo da ultima vértebra. Angulo de 24° da ultima vértebra da curva (CHO et al. 2012).

1.4.2 Classificacao radiografica da escoliose idiopdtica para o tratamento cirdrgico

Na era da instrumentagao de Harrington, predominava a classificagao proposta em 1983
por King e colaboradores que era utilizada para avaliar o nivel de artrodese (KING et al., 1983)
(Figura 14). Nesta classificagao, os cinco tipos de curvas associados a escoliose idiopatica sdo
avaliados em radiografias panoramicas em AP da coluna e definidos segundo o0s critérios:
Tipo 1 — Duas curvas em forma de “S” (coronais toracica e lombar) que cruzam a linha média,
presente em 12% dos pacientes;
Tipo 2 — Uma curva em “S” (toracica de maior magnitude e lombar mais flexivel) que cruza a

linha média, presente em 32% dos pacientes;
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Tipo 3 — Curva toracica predominante sendo que a curva lombar nao cruza a linha média,
presente em 32,8 % dos pacientes;

Tipo 4 — Curva toracica longa com a veértebra L4 inclinada na dire¢do da curva, presente em
9,2% dos pacientes;

Tipo 5— Duas curvas toracicas, com a vértebra T1 inclinada para convexidade da curva presente

em 11,6% dos pacientes.

Figura 14 - Classificacdo de King utilizada para selecionar a area de artrodese. Classificacdo de
KING para os cinco tipos de curvas da escoliose idiopatica (KING et al., 1983).

A baixa reprodutibilidade da classificacdo de King levou na modificacdo da
classificacdo da escoliose idiopatica do adolescente para classificacdo descrita por Lenke
(LENKE et al.,1998; LENKE et al., 2001). Nesta classificacdo sdo associados os parametros
em AP com parametros da radiografia panoramica sagital (LENKE et al., 2001; OGON et al.,
2002; LENKE, 2005).

A classificacdo de Lenke define seis tipos de curvas no plano coronal, sendo de 1 a 6
trés modificadores lombares, descritos com A, B e C; e trés modificadores sagitais, segundo o
angulo de cifose toracica medida de T5-T12, descrito pelos sinais positivo (+), quando a cifose
é maior que 40° e negativo (-) quando é menor do que 10° e normal (N), quando a cifose esta

entre 11° a 40° (LENKE et al., 2001). A curva também ¢ classificada segundo a localizagdo em
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torécica proximal (TP), toracica principal (MT) e téraco-lombar / lombar TL/L) e ainda em

estrutural ou nao estrutural. A maior curva sempre ¢ considerada estrutural, mesmo sendo

flexivel (LENKE et al., 2001) (Figura 15).

CURVA TIPO (1-6)

. Tipo 1 Tipo 2 Tipo 3 Tipo 4 Tipo 5 Tipo 6
Modificador (torécica (dupla (dupla (tripla (TL/L)  (TL/L-TP)
lombar principal) tordcica)  principal) principal)
!
B
.
2
A B
(nenhuma ou 5
minima curva)
/ 2A*
B
(curva
moderada)
C S
(curva
grande)
H )
5 6C*
Critérios 5 5 * Modificador do
estruturais ;E 8 alinhamento sagital
sagitais B R+ T%-T12
possiveis para g g
determinacgéio do /5 J Z, - <100
tipo de curva ¢ { N :10 - 40°
Normal Cifose torg- | Cifose tora- + > 40°
cica proximal ' colombar

Figura 15 - Diagrama da classificacdo de Lenke para escoliose. Os seis tipos de curvas sdo definidos

pelos modificadores lombar e pelos critérios estruturais sagitais. TL: toracolombar; L: lombar; TP:
toracica proximal (RISSO-NETO et al., 2006).
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Os critérios de Lenke para uma curva ser considerada estruturada sdo definidos em
radiografias com inclinacéo lateral em supino e em radiografia panordmica da coluna em perfil.
As radiografias de inclinagdo lateral em supino sdo fundamentais na classificacdo de Lenke,
pois se 0 angulo de Cobb permanece superior a 25° no teste de inclinagao a curva é considerada
estruturada. Nas radiografias panoramicas em perfil as curvas com cifose regional superior a
20° (medidas no segmento T2-T5 para curva TP e no segmento T10-L2 para curvas TL/L), séo
consideradas estruturais (LENKE et al., 2001).

A escoliose Lenke tipo 1 ¢ a mais frequente nos pacientes com escoliose cirdrgica,
seguida pelo tipo 2. Um estudo multicéntrico retrospectivo envolvendo cinco centros de
escoliose no Estados Unidos avaliou 606 pacientes e diagnosticou escoliose Lenke tipo 1 e 2

respectivamente em 51% e 20% dos pacientes (LENKE et al., 2002).

1.5 Tratamento cirurgico da escoliose

Em 1911, Russell Hibbs foi pioneiro na utilizacdo da fusdo 6ssea, através da artrodese
da coluna vertebral. A técnica se baseava na utilizando de tragdao no pré-operatério-e uso de
coletes no pos-operatorio, que resultavam na interrupgao da progressao da deformidade apés a
fusao 6ssea. Porém, pela falta de técnicas de fixacao da coluna vertebral, as taxas de pseudatrose
variavam de 29 a 39% (HIBBS, 2007; KOSTUIK, 2015).

A introducdo de novas técnicas de fusdao como a artrodese interfacetaria preconizada por
John Moe, acarretou na diminuicdo dos indices de pseudartrose ap0s a correcdo das
deformidades. Este autor foi o primeiro a se preocupar com a escolha da Gltima vértebra a ser
incluida na &rea de artrodese, utilizando a vértebra neutra sem rotagdo como critério de escolha
(MOE, 1958).

O surgimento da fixacao interna apos a artrodese vertebral, reduziu drasticamente a

perda de corregao da escoliose e as taxas de pseudoartrose (HARRINGTON, 1962). A
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referéncia para definir o ultimo nivel de instrumentacdo era a vértebra que se encontrava na
zona estavel descrita por Harrington (TAMBORNINO et al., 1964; DICKSON et al., 1990). A
incapacidade do instrumental de Harrington em preservar a lordose lombar fisiologica gerou a
necessidade de evolugao do instrumental. Assim, o instrumental conhecido como de terceira
geracao formado por ganchos e parafusos que permitia a fixagdo por segmento vertebral e a
preservacao da lordose fisiologica foi popularizado na década dos anos 80 (RICHARDS, 1992;
DESAI et al. 2013).

O tratamento cirdrgico estd indicado para as curvas toracicas >50° e para as curvas
lombares > 40°, mesmo apds a maturidade esquelética (AGABEGI et al., 2015). As curvas
classificadas como Lenke 1 e 2 e 0s seus subtipos tem indicacdo para instrumentacdo por
artrodese seletiva que exclui a curva lombar da area de artrodese. Esta estratégia se baseia no
fato de que a curva lombar flexivel tera correcdo espontanea, secundaria a correcao da curva

torécica principal (Lenke 1) ou dupla torécica (Lenke 2) (PUNO et al., 2003).

1.6 Etiopatogenia da escoliose

Apesar da etiologia da escoliose idiopatica ser ainda desconhecida, existem algumas
teorias que tentam explicar o surgimento da doenga, como os erros metabolicos, a disfuncdo do
sistema nervoso, as alteracdes biomecanicas, a alteracdo do crescimento 0sseo e as alteracdes
genéticas. Atualmente, o conceito da cascata multifatorial € o mais aceito para tentar explicar a

etiopatogenia da escoliose idiopatica (Figura 16) (BURWELL et al., 2016).
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Figura 16 - Cascata multifatorial sobre a etiopatogenia da escoliose idiopatica. O inicio da
deformidade ocorre na pré-adolescéncia, na presenca de uma baixa massa corporal de gordura,
acarretando na reducdo dos niveis de leptina (teoria metabdlica). Durante a adolescéncia, ha uma
alteracdo biomecénica, impactando na lordotizacdo do 4pice com uma forca de cisalhamento,
provocando uma rotacdo vertebral (teoria biomecénica). Os efeitos metabdlicos como osteopenia e
disfuncdo do estimulo da melatonina provocam crescimento assimétrico anterior (RASO - relative
anterior spinal overgrowth) (BURWELL et al., 2016).

1.6.1 Teoria metabolica

Esta teoria se baseia em estudos prospectivos gque mostram associa¢do entre a
diminuicdo da massa corporal magra e de gordura e maior risco de desenvolvimento de
escoliose (CLARK et al., 2014). A leptina, secretada pelas células adiposas e relacionada com
sistema pituitario hipotalamico e com o metabolismo energético, esta envolvida com o maior
risco de escoliose e sua progressdo (WU et al., 2015; BURWELL et al., 2016). Além disso, 0s
niveis plasmaticos de leptina tem relagdo direta com os indices de massa corporal (IMC), com
os indices de densidade 6ssea (BMD) e com os parametros de crescimento 6sseo (QIU et al.,

2007). A baixa densidade d6ssea ou osteopenia densitométrica (Z-score < -1 desvio padrdo)

33



também esta relacionada com risco de escoliose (CHEUNG et al., 2006). A associagdo entre
deficiéncia de vitamina D e baixo indice de gordura corporal também mostra associagcdo com o
desenvolvimento e risco de progressdo da escoliose idiopatica em adolescentes (NG et al.,

2018).

1.6.2 Teoria neurolégica

As alteracbes neuroldgicas observadas nos adolescentes com escoliose idiopética
envolvem o sistema visual de percepcdo, o sistema vestibular, proprioceptivo e de controle
postural, o envolvimento do tronco cerebral incluindo a integracdo dos hemisférios cerebrais e
0 corpo caloso. A espessura do cortex cerebral avaliada por ressonancia magnetica difere nos
pacientes com escoliose idiopatica do adolescente e individuos sem escoliose. Contudo,
existem davidas na literatura se estas alteracdes sé@o primarias ou secundarias a deformidade da
coluna (WANG et al., 2012).

Os pacientes com escoliose idiopatica do adolescente possuem razdo reduzida de
comprimento da medula espinhal em relacdo ao crescimento do corpo vertebral. Esta alteracao
resulta em uma medula ancorada funcional, que reforca a teoria do assincronismo do
crescimento neuro-0sseo (CHU et al., 2008). Outro achado neuroldgico nesses pacientes é a
assimetria entre o sistema vestibular direito e esquerdo e a conexdo anormal entre 0s canais

semi-circulares do ouvido interno  (CHENG et al., 2015).

1.6.3 Teoria biomecénica

Esta teoria foi descrita a partir do estudo das forgcas biomecanicas que agem durante a
fase de crescimento da coluna vertebral, obedecendo a forca gravitacional. Na postura bipede
dos humanos, a posicédo sagital do corpo vertebral determina a forca de cisalhamento posterior

que, por sua vez, reduz a estabilidade rotacional da vértebra. Durante o desenvolvimento normal
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da coluna vertebral existe uma forga de conversdo rotacional da esquerda para direita. Esta
rotacdo preexistente pode ter sua magnitude influenciada pela posi¢do da coluna em relagdo a
forca de gravidade. Nas meninas é observada uma &rea da coluna mais inclinada posteriormente
mais instdvel pela acdo da gravidade e que constitui fator adicional para explicar o
acometimento maior da escoliose em meninas (DICKSON et al., 1994; BURWELL et al.,
2016).

A teoria mecanicista explicada pela lei de Huert-Volkmann define que a maior forca de
compresséo retarda o crescimento no lado concavo da curvatura e a sua diminuicdo aumenta
0 crescimento do lado convexo. Este ciclo vicioso descrito por Stokes resulta em uma vértebra
em cunha identificada principalmente no apice da curva (FADZAN e BETTANY-SALTIKQOV,

2017).

1.6.4 Teoria genética

A heranca genética da escoliose foi descrita por Garland, em 1934, que descreveu em
uma mesma familia a presenca de escoliose ao longo de cinco geracBes (GRAUERS et al.,
2016). Em 1973, Wynne-Davis evidenciou prevaléncia significativamente maior de escoliose,
quando comparada a populacdo geral, entre as familias que apresentavam um parente de
primeiro grau afetado com a doenca (7%), reduzindo para 3,9% em familias que apresentavam
um parente de segundo grau com escoliose e 1,5% em familias com parentes de terceiro grau
afetados (WYNNE-DAVIES, 1973). Esta mesma observacdo foi descrita por Ward e
colaboradores, em 2010, sugerindo a importancia dos fatores hereditarios no desenvolvimento
da doenca, jA que parentes de individuos com escoliose idiopatica apresentaram maior
prevaléncia da doenca do que a populacdo em geral (WARD et al., 2010).

Estudos anteriores envolvendo gémeos com escoliose idiopatica relataram maior

frequéncia da doenca entre gémeos monozigéticos comparados aos dizigoticos (KESLING e
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REINKER, 1997; INOUE et al., 1998, ANDERSEN et al., 2007). Em 2012, Grauers e
colaboradores estimaram a hereditariedade da escoliose entre 64.578 gémeos suecos, e
descreveram que 38% do risco de desenvolver escoliose é em funcdo de fatores genéticos e
62% devido a fatores ambientais (GRAUERS et al., 2012). Os estudos realizados com gémeos
sdo extremamente importantes para determinar os fatores hereditarios e ambientais envolvidos
com o desenvolvimento de doencas ja que os gémeos monozigoticos compartilham 100% do
genoma (ANDERSEN et al., 2007).

Em 2010, um estudo envolvendo 69 familias americanas, com historico de escoliose
idiopética do adolescente, apos avaliar quatro geragcoes, confirmou o diagndstico da doenca em
247 individuos. Além disso, estimou um risco para o desenvolvimento da escoliose de até 29%
quando o individuo possui pelo menos um dos genitores afetados, assumindo um padréo de
heranca autossémica dominante. O risco de desenvolvimento da escoliose diminui a medida
gue o parentesco se torna mais distante. Contudo, 0 menor risco de recorréncia calculado, para
parentes de terceiro grau, foi de 9%, muito acima do risco da populagéo geral. Além disso, foi
sugerido que a localizacao da curva escolidtica significativamente associada a hereditariedade
geneética, independentemente da gravidade ou do padrdo de curva da coluna (WARD et al.,
2010).

Os estudos de associacao que avaliam amplamente todo o genoma (GWAS - genome-
wide association study) e que fazem o mapeamento genético de individuos, constituem uma
ferramenta altamente relevante para identificar regides do genoma e processos bioldgicos
associados as doencas (ALTSHULER et al., 2008). Uma meta-andlise envolvendo estudos de
GWAS avaliou 7.956 casos de escoliose e 88.459 controles. Apos analisar seis estudos foram
identificados 18 locus associados com o desenvolvimento da escoliose idiopatica do
adolescente, sendo quatro dentro ou préximo aos genes GPR126 (adhesion G protein-coupled

receptor G6) no cromossomo 6, BNC2 (basonuclin 2) no cromossomo 9, LBX1 (ladybird
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homeobox 1) no cromossomo 10 e PAX-1 (paired box 1) no cromossomo 20 (KHANSHOUR
et al., 2018). Esses mesmos genes ja haviam sido associados com a escoliose idiopética do
adolescente em quatro estudos anteriores (TAKAHASHI et al., 2011; KOU et al., 2013;
OGURA et al., 2015; SHARMA et al., 2015). Na meta-analise realizada apenas com o grupo
do género feminino, que correspondia a 90,7% dos casos, 0s genes LBX1, GPR126 e PAX-1
mantiveram-se significativamente associados com a escoliose idiopatica do adolescente.
Contudo, o gene CDH13 (cadherin 13), no cromossomo 16, tornou-se significativamente
associado com a doenca entre as mulheres, ao invés do gene BNC2, que havia sido observado
na andlise incluindo os individuos do sexo masculino (KHANSHOUR et al., 2018).

Diversos genes candidatos associados ao desenvolvimento da escoliose idiopatica do
adolescente participam na formacao do disco intervertebral (WALLIN et al., 1994; HENRY et
al., 2012; DY et al., 2012; KARNER et al., 2015), dentre eles o gene PAX-1 (WALLIN et al.,

1994; HENRY et al., 2012; KARNER et al., 2015; SHARMA et al., 2015).

1.7 PAX-1 no desenvolvimento da coluna vertebral

Durante a embriogénese, a coluna vertebral, é formada pelos somitos, que séo estruturas
oriundas do tecido mesodérmico. Os somitos inicialmente possuem um aspecto epitelial, mas
as células ventrais se transformam em células mesenquimais, formando o esclerétomo. As
células dorsais formam uma bainha epitelial ou dermatomiétomo, que originara a pele e os
musculos do dorso. A expressdo do PAX-1 nas células ventrais dos somitos sdo estimuladas
por mediadores produzidos pela notocorda e pela placa neural, tornando esta molécula um
marcador da somitogénesis (ADHAM et al., 2005; SCAAL, 2016). A presenca do PAX-1 é
crucial para a formacdo dos corpos vertebrais e regula a transformacédo da notocorda no nucleo

pulposo do disco intervertebral (WALLIN et al., 1994).

37



Em torno da notocorda, os esclerétomos se organizam frouxamente em sentido cefalico
e densamente em sentido caudal. Das células organizadas densamente, algumas migram em
direcdo cefalica dando origem ao disco intervertebral, e as remanescentes se fundem nas células
frouxamente dispostas do esclerotomo imediatamente caudal para formar o centro
mensenquimal da vértebra, sendo que cada vértebra é formada a partir de dois escler6tomos
(SCAAL, 2016).

A diferenciag¢do do escler6tomo é controlada por um numero de moléculas e vias de
sinalizagdo, conforme modelo proposto por Rodrigo e colaboradores em 2003 (Figura 17).
Depois que os somitos sdo formados, o Shh (sonic hedgehog signaling molecule), localizado
no cromossomo 7, desempenha um papel essencial na inducéo, diferenciacdo e sobrevivéncia
de células do esclerotomo, ativando fatores de transcrigéo, incluindo os genes PAX-1, PAX-9,
NKX3-1 (NK3 homeobox 1) e BAPX1 (também conhecido como NKX3-2 - NK3 homeobox 2),

que desempenham um importante papel no desenvolvimento do esqueleto.

Neural tube Sclerotome

Meox2—» ?

-
chondrogenesis and

axial skeleton
Floor plate ~ - development
Notochord O@ - /

Nkx3-1—> ?

Lateral plate
mesoderm

Figura 17 - Modelo para as vias regulatorias envolvidas na diferenciagdo do esclerotomo. O tubo
neural e base da placa notocordial s&o regulados pelas moléculas mediadoras da expressdo do gene PAX-
1 nos escler6tomos, estimulando a condrogénese e o desenvolvimento axial do esqueleto. Os genes PAX-
1 e PAX-9 regulam sinergicamente o desenvolvimento da coluna vertebral (RODRIGO et al., 2003).
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1.8 Gene PAX-1

O gene PAX-1 pertence a familia PAX (paired box), formado por nove membros em
mamiferos, caracterizados pela presenca de um dominio conservado de ligagdo ao DNA. E um
fator de transcricdo, localizado no cromossomo 20p11, possuindo cinco éxons e 12.828 pares
de bases de comprimento (UNDERHILL, 2000).

A expressdo do PAX-1 é observada predominantemente na regido dos corpos vertebrais
e discos intervertebrais (NEUBUSER et al., 1995), sendo crucial para a formagio adequada de
estruturas da coluna vertebral (WILM et al., 1998). Diversos estudos ja demonstraram um
importante papel do gene PAX-1 na esqueletogénese axial, incluindo a condrogénese (WALLIN
et al.,, 1994), no desenvolvimento do corpo vertebral derivado do esclerétomo, no
desenvolvimento do disco intervertebral (NEUBUSER et al., 1995) e na maturacio
condrocitica (TAKIMOTO et al., 2013).

Estudos em modelos experimentais ja mostraram haver relacdo do gene PAX-1 com a
malformacéo vertebral em camundongos, impactando na auséncia de corpos vertebrais e discos
intervertebrais (WALLIN et al., 1994; ADHAM et al., 2005). As mutacdes que levam a
deficiéncia de PAX-1 estdo associadas a presenca de doencas que envolvem as malformacdes
vertebrais, incluindo a escoliose (BANNYKH et al., 2003; MCGAUGHRAN et al., 2003;

GIAMPIETRO et al., 2005).

1.8.1 Polimorfismos no gene PAX-1 e o desenvolvimento da escoliose

O polimorfismo genético é caracterizado pela substituicdo, delecdo ou insercdo de
nucleotideos na fita de DNA. Quando ocorre a troca de um Unico nucleotideo é denominado
SNP (single nucleotide polymorphism). Um alelo é considerado um polimorfismo quando
ocorre em mais de 1% da populagdo e o alelo mais frequente € considerado selvagem (Figura

18). As combinacdes possiveis de dois alelos que caracterizam um SNP podem formar trés
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possibilidades de genotipos (homozigoto selvagem, heterozigoto e homozigoto variante), que
podem ou ndo diferir em fendtipos. As variacGes alélicas podem resultar em alteracdo da

expressdo ou da funcionalidade dos produtos génicos (ALTSHULER et al., 2008).

Polimorfismo
‘Poli’ = muitas ‘Morfismo’ = formas

1

Populagdo geral

Figura 18 - Polimorfismo de um Unico nucleotideo. Exemplo da troca do nucleotideo guanina (G),
que ocorre em 94% da populagdo, considerado selvagem, pelo nucleotideo timina (T), considerado o
polimorfismo variante, que ocorre em 6% da populacdo (RODRIGO, 2003).

Considerando os polimorfismos descritos no gene PAX-1, que ja foram associados ao
desenvolvimento da escoliose, destacam-se 0s SNPs rs6137473 e rs169311, que ja foram
analisados em estudos anteriores e/ou que afetam a expressdo do PAX-1 (SHARMA et al.,
2015; XU et al., 2018; LIU et al., 2019).

O SNP rs6137473 é caracterizado pela troca de uma guanina por uma alanina (G>A),
localizado downstream do gene PAX-1, e que esta em desequilibrio de ligacdo com outros SNPs
nesta regido (SHARMA et al., 2015). O SNP rs6137473 G foi associado com o risco aumentado

para o desenvolvimento da escoliose idiopatica em mulheres japonesas, americanas (SHARMA
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etal., 2015) e chinesas (XU et al., 2018; LIU et al., 2019). Além disso, utilizando a classificacdo
do Peking Union Medical College (PUMC), que estratifica em trés grupos de fendtipos
escolidticos - tipo I, curva Unica; tipo Il, dupla curva; e tipo 111 curva tripla (QIU et al., 2008),
foi observado que o SNP rs6137473 G aumenta o risco do desenvolvimento da escoliose
idiopatica tipo Il de PUMC. Este estudo foi o primeiro a associar polimorfismos do gene PAX-
1 com o fendtipo do tipo de curva (LIU et al., 2019), porém a classificacdo de PUMC € pouco
utilizada na pratica clinica (LENKE et al., 2005). A presenca do SNP rs6137473 nao
influenciou na diferenca de expressdo de PAX-1 entre os trés grupos genotipicos (GG, GA e
AA), apos analise do mRNA extraidos dos musculos paravertebrais bilaterais (lado concavo e
convexo do apice) de 84 pacientes com curva toracica principal durante a intervencao cirdrgica
para tratamento da escoliose (XU et al., 2018).

O SNP rs169311 e caracterizado pela troca de uma alanina por uma citosina na posi¢éo
591 (591A>C) do gene PAX-1. Estudos anteriores sugerem que a presenca do SNP pode abolir
o sitio ativo de enhancer, afetando a ligacdo dos fatores de transcricdo e, consequentemente,
influenciando significativamente na expressdo de PAX-1 (WARD et al., 2010; SHARMA et al.,
2015; XU et al., 2018). Além disso, ja foi descrito que individuos com o gendtipo rs169311 AA
apresentam reducdo significativa da expressdo de PAX-1 em relacdo aos pacientes com
gendtipo rs169311 CC, apds analise do mRNA de 84 pacientes com escoliose idiopatica do
adolescente (XU et al., 2018). O SNP rs169311 A também foi associado com o risco aumentado
para o desenvolvimento da escoliose idiopatica em mulheres chinesas, apo6s analisar 2.914
pacientes com escoliose com variacdo de magnitude da curva de 21.2° a 62.7° de angulo de
Cobb e 3.924 controles (XU et al., 2018).

A literatura sugere que ambos os polimorfismos do gene PAX-1 (rs6137473 e rs169311)
podem influenciar no desenvolvimento da escoliose (SHARMA et al., 2015; XU et al., 2018;

LIU et al., 2019). Nesse contexto, torna-se relevante investigar a etiologia das escolioses
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idiopaticas do adolescente na populagdo brasileira, com o intuito de formular politicas de

prevencdo, diagndstico e tratamento da doenga.
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2 JUSTIFICATIVA E HIPOTESE

O Instituto Nacional de Traumatologia e Ortopedia Jamil Haddad (INTO/MS) é um
6rgdo do Ministério da Saude, referéncia na assisténcia de pacientes com afec¢des de alta
complexidade. O Centro de Atendimento Especializado (CAES) da Cirurgia da Coluna
Vertebral do INTO ¢é especializado no tratamento de deformidades estruturais da coluna, onde
sdo tratados anualmente um numero elevado de adolescentes com escoliose idiopética.

Embora a etiologia da escoliose idiopéatica do adolescente seja desconhecida, diversos
fatores extrinsecos e intrinsecos foram apontados como estando associados ao seu
desenvolvimento. Dentre os fatores intrinsecos destaca-se o componente hereditario, ja que
parentes de individuos com escoliose idiopatica apresentaram maior prevaléncia da doenca do
que a populacéo em geral. Diversos genes que participam do controle do desenvolvimento da
coluna vertebral ja foram associados com a escoliose, dentre eles o fator transcricional PAX-1.
O gene PAX-1 apresenta polimorfismos que afetam o nivel de expressdo da proteina, podendo
influenciar no desenvolvimento da escoliose. Apenas trés estudos avaliaram a influéncia de
polimorfismos no gene PAX-1 com o desenvolvimento da escoliose, entretanto ndo existem
dados que avaliaram pacientes brasileiros ou que replicaram esta associa¢do com a gravidade
da doenca.

Nossa hipdtese é de que exista associacdo entre alguns polimorfismos genéticos e 0s
diferentes fendtipos da escoliose idiopatica. Assim, acreditamos que a nossa investigacao
podera contribuir (i) na avaliacdo da influéncia do componente genético no desenvolvimento e
na gravidade da doenca, (ii) para desvendar possiveis mecanismos etioldgicos e (iii) para

sugerir politicas de prevencao, diagndstico e tratamento das escolioses idiopaticas.

43



3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Principal

Descrever o perfil radiografico dos pacientes com escoliose idiopatica do adolescente,
classificada como Lenke 1 e 2 e avaliar a possibilidade de associacdo dos polimorfismos do

gene PAX-1 com o desenvolvimento e com a gravidade da doenca.

3.2 Objetivos Especificos

Determinar os parametros radiograficos para classificacdo da escoliose idiopatica do

adolescente em Lenke 1 e 2;

e Descrever os dados demogréaficos e clinicos de pacientes com escoliose idiopatica do
adolescente com indicacdo de tratamento cirdrgico;

e Determinar a frequéncia alélica e genotipica dos polimorfismos rs6137473 e rs169311
do gene PAX-1 em pacientes com escoliose idiopatica e em individuos sem doenca na
coluna vertebral;

e Avaliar a magnitude de associacdo dos polimorfismos estudados e o desenvolvimento

da escoliose idiopatica e dos diferentes fenétipos da doenca.
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4 METODOLOGIA

4.1 Desenho do estudo e aspectos éticos

Trata-se de um estudo analitico retrospectivo do tipo caso controle, que avaliou a
associacao de polimorfismos no gene PAX-1 com o desenvolvimento e o fenétipo classificados
como Lenke 1 e 2 da escoliose idiopéatica do adolescente.

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Instituto Nacional de
Traumatologia e Ortopedia Jamil Haddad (INTO), em 12 de julho de 2018 (CAAE:
73527617.4.0000.5273, Anexo A). Todos os individuos convidados para participar do estudo
receberam o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e concordaram em participar

do estudo mediante assinatura do termo (Apéndice A).

4.2 Participantes

Foi realizada uma busca no registro de pacientes atendidos pelo Centro de Doencas da
Coluna Vertebral do INTO no periodo de janeiro de 2010 a janeiro de 2019 para identificacdo
dos pacientes com diagnostico de escoliose e indicacdo para tratamento cirurgico. Foram
identificados 235 pacientes que ja haviam realizado o procedimento cirurgico e 261 pacientes
que aguardavam a realizacdo da cirurgia.

Foram considerados para inclusdo no estudo pacientes com idade acima de 10 anos e
diagnostico clinico de escoliose idiopatica do adolescente classificadas como Lenke 1 e 2 com
angulo de Cobb >40° e descompensac¢do coronal. Ndo foram incluidos pacientes com qualquer
doenca de base que pudesse justificar um quadro de escoliose ndo idiopatica, tais como
alteracdes neurolodgicas, doencas neuromusculares e sindrébmica, pacientes com dados
radiograficos incompletos e impossibilidade de coleta e/ou analise genética das amostras. No

grupo controle foram incluidos voluntarios sauddveis e sem doenca na coluna vertebral,
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recrutados no banco de doadores de sangue do INTO (HEMOINTO). Os participantes do grupo
controle foram pareados por género com o grupo de pacientes.

Apos assinatura do TCLE as amostras foram coletadas com auxilio de um swab estéril
para posterior analise genética (extragdo DNA gendmico e andlise dos polimorfismos do gene
PAX-1). Apos a coleta o material era encaminhado para o Laboratério de Biologia Molecular

do INTO, onde foram realizados os ensaios para genotipagem dos polimorfismos de interesse.

4.3 Metodologia para coleta de dados clinicos e radiograficos

A coleta de dados demograficos (sexo, idade, peso e altura) e clinicos (Apéndice B).
foi realizada por busca ativa nos prontuarios. Uma vez confirmado o diagnostico de escoliose
idiopética do adolescente era realizada uma avaliacdo de radiografias panoramicas da coluna
vertebral em AP (Figura 19A), perfil (Figura 19B) e testes de inclinacdo em supino (Figura
20) para definir o angulo de Cobb e identificar os pacientes classificados como Lenke 1 e 2,
Esta selecdo teve como intuito homogeneizar o fenotipo da escoliose uma vez que ambas as

formas possuem curva lombar flexivel.
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Figura 19 — Par@metros radiograficos da classificacdo de Lenke para a escoliose idiopética. (A)
Radiografia panoramica de coluna vertebral em incidéncia antero-posterior com o valor do angulo de
Cobb das curvas torécica proximal, toracica principal e lombar. (B) Radiografia panoramica em
incidéncia em perfil com as medidas pelo método de Cobb da cifose regional T2- T5 (vermelho), cifose
toracica global T5-T12 (amarelo) e cifose regional T10-L2 (azul) (Arquivo pessoal).
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Bio de Cobb Lombar

Figura 20 — Teste de flexibilidade da curvas escoli6ticas. (A) Radiografia panoramica de coluna
vertebral em incidéncia antero-posterior em supino com inclinac¢do esquerda, mostrando a flexibilidade
da curva toréacica proximal pelo método de Cobb (vermelho) e flexibilidade da curva lombar (amarelo).
(B) Radiografia panoramica em incidéncia antero-posterior em supino com inclinagdo direita com
medida da flexibilidade da curva toracica principal pelo método de Cobb (amarelo). (Arquivo pessoal).

4.4 Analise radiogréfica

A avaliacdo das radiografias panoramicas de coluna vertebral foi realizada utilizando
o software Surgimap Spine (Nemaris Inc. New York, USA), versdo 2.2.15.5. A analise dos
dados compreendeu a avaliacdo da extensdo da curva, a definicdo do angulo de Cobb, a
maturidade esquelética, a determinacéo da vertebra apical toracica e lombar e o grau de rotacao,
o equilibrio coronal, a identificacdo da Gltima vértebra da curva, da vértebra neutra e da vértebra
estavel e o angulo da ultima vértebra da curva. As curvas lombares foram classificadas de
acordo com os modificadores lombares e os parametros sagitais foram definidos em
radiografias panoramicas em perfil. A classificacdo de Lenke foi utilizada para definir o padréo

da curva em todos 0s pacientes.

4.4.1  Angulo de Cobb e extensdo da curva
O angulo de Cobb foi calculado em radiografias panoramicas da coluna vertebral em
anteroposterior utilizando como referéncia a vértebra final superior e a vértebra inferior da
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curva. O angulo de Cobb é definido pelo &ngulo formado pelo cruzamento de uma linha
perpendicular a placa vertebral da vértebra superior da curva com uma linha perpendicular a
placa vertebral da vertebra inferior da curva. As vértebras superior e inferior da cuva delimitam

a sua extenséo.

4.4.2 Maturidade esquelética

A avaliacdo da maturidade esquelética foi feita pelo método de Risser (RISSER, 2010),
através da visualizacdo da apdfise do iliaco em radiografia panoramica de coluna em AP
(Figura 21). O método classifica a idade 6ssea em cinco tipos, de zero a 5, sendo os tipos 4 e

5 indicativos de maturidade esquelética.

Figura 21 - Avaliacao da maturidade esquelética pelo método de Risser. No exemplo toda a extenséo
da apofise do iliaco esta ossificada (Risser 1V) (Arquivo pessoal). SV=vértebra estavel.

4.4.3 Determinacdo do apice da curva e do grau de rotacéo

A definicdo da vértebra ou disco apice da curva toracica e lombar mais transladado em
relacdo a linha centro sacral vertical (CSVL) foi realizada em radiografia panoramica de coluna
em AP (Figura 22) (O’BRIEN, 2008). O grau de rotacéo (de zero a 4) foi avaliado pelo método

de Nash-Moe (NASH e MOE, 1969).
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Figura 22 — Avaliacao do 4pice da curva toracica e do grau de rotacdo. Radiografia panoramica de
coluna vertebral em incidéncia antero-posterior com localizacéo da vértebra apice em T9 (seta branca)
e medida do grau de rotacdo pelo método de Nash-Moe, utilizando posicionamento do pediculo da
convexidade da vértebra em T9 (circulo branco). A medida do desvio coronal de 7,3 mm é obtida pela
distancia da linha centro sacral vertical a linha de prumo de C7 (verde). A linha vermelha define a
medida do angulo de inclinacdo da end vertebra (EV). (Arquivo pessoal).

4.4.4  Equilibrio coronal
O equilibrio coronal foi definido em milimetros pela medida da distancia entre as linhas

centro sacral vertical e linha centro da sétima vertebra de C7 (C7PL).

4.45  Ultima vértebra da curva, vértebra neutra e vértebra estavel.
A ultima vértebra da curva (EV) foi definida como a vértebra mais caudal da curva; a
vértebra neutra (NV) como a mais cefalica situada inferiormente ao apice e que apresenta 0s

pediculos simétricos. A vértebra estavel (SV) foi definida como a vértebra inferior ao apice da
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curva bissectada pela linha centro sacral vertical. Estas vértebras foram identificadas em

radiografias panoramicas da coluna vertebral em AP (O’BRIEN, 2008).

4.4.6 Vértebra sagital estavel
Foi considerada a vértebra estavel a vértebra mais superior, tocada pela linha vertical

sacral posterior (PSVL) (CHO et al., 2009) (Figura 23).

Figura 23 - Método de escolha da vértebra sagital estavel. A vértebra estavel sagital foi considerada
L2, a vértebra mais superior tocada pela linha sacral vertical posterior (LSVP) em verde (Arquivo
pessoal).
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4.4.7 Angulo da ultima vértebra da curva
Em radiografias panoramicas da coluna vertebral foram realizadas medidas do angulo
da dltima vértebra da curva (EV), definido pelo angulo formado pela linha paralela a placa

inferior da EV com uma linha horizontal (Figura 24).

Figura 24 — Magnificacdo da regido lombar da radiografia panoréamica de coluna. Em verde a linha
centro sacral vertical, a vértebra superior (L3) mais estavel (SV), a vértebra neutra (NV) em L1 e aend
vértebra (EV). Em vermelho a medida do angulo de inclinagcdo da ultima vértebra da curva (EV)
(Arquivo pessoal).

4.4.8 Avaliacédo dos modificadores lombares

Os modificadores lombares foram classificados conforme os critérios de Lenke, em
tipo A, quando a linha centro sacral vertical esta entre os pediculos da curva lombar; tipo B
qguando a LCSV toca no pediculo da vértebra apice da curva lombar; e tipo C quando o apice
da curva lombar esta transladado, com a LCSV sem contato com pediculo vertebral (Figura

25).

51



Figura 25 - Método de avaliagcdo do modificador lombar pelo critério de Lenke. O critério utilizado
foi a relacdo da vértebra apical lombar com a linha vertical sacral central (LVSC) em verde. Exemplo
de radiografia de um paciente classificado com o tipo de modificador lombar A, segundo critério de
Lenke (Arquivo pessoal).

4.4.9 Parametros radiograficos sagitais

Foram realizadas medidas radiograficas do angulo de cifose nos segmentos T2-T5, T5-
T12 e T10-L2, fundamentais para classificacdo de Lenke. A lordose lombar foi medida

utilizando o platd superior de T12 e o platd superior em S1 pelo método de Cobb (Figura 26).
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Figura 26 - Radiografia panoramica de coluna vertebral em perfil para avaliacdo dos parametros
sagitais. Método de Cobb para medir a cifose toracica T5-T12 (amarelo) e lordose lombar T12-S1
(verde) (Arquivo Pessoal).

4.5 Analise dos polimorfismos de PAX-1

O DNA genomico foi extraido de uma amostra de mucosa oral, coletada com swab
estéril, utilizando o kit de extracio DNA Invisorb® Spin (Qiagen, Alemanha), conforme
procedimentos recomendados pelo fabricante. Em resumo, a extracdo de DNA foi realizada
pela lise das células, juntamente com a incubacdo com Proteinase K. Foram utilizados colunas
e tampdes especificos para purificacdo e isolamento do DNA. Apl6s as lavagens e
centrifugacdes necessarias, 0 DNA foi isolado com um tampdo de elui¢do. A quantidade e a
pureza do DNA foram determinadas em espectrofotdmetro Nanodrop® (Thermo Scientific,

Wilmington, EUA), nos comprimentos de onda de 230, 260 e 280nm.
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A andlise dos polimorfismos do gene PAX-1 rs6137473 e rs169311 foi realizada pela
técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real utilizando o sistema rhAmp,
(Figura 27). A especificidade dos ensaios de genotipagem rhAmp se baseia no uso de

iniciadores (primers) ativados por RNase-H2, com controle enzimatico.

\—0-'@@?
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Figura 27 - Representacdo esquematica da metodologia rhAmp® para genotipagem de
polimorfismos. (1) Os iniciadores especificos se anelam a sequéncia correspondente no local do
polimorfismo. (2) A enzima RNase H2 cliva os iniciadores que estdo anelados a sequéncia alvo,
permitindo que a enzima Tag Polimerase faca a extensdo da fita de DNA. (3) Durante os 2 primeiros
ciclos de amplificacdo, uma cauda é incorporada ao fragmento de interesse amplificado, para que seja
reconhecido por um sistema universal baseado em sondas marcadas com fluorescéncia. (4) Durante a
extensdo da fita de DNA a enzima Tag Polimerase degrada a sonda permitindo que o sinal de
fluorescéncia emitido seja capturado pelo sistema optico (Qiagen).

As reacOes de PCR para genotipagem dos polimorfismos de interesse foram realizadas
em um volume final de 10 pL, com 10 ng de DNA, RhAmp Master Mix de genotipagem e o
rhAmp Reporter Mix (Integrated DNA Technologies, lowa, EUA), além do ensaio especifico
rhAmp SNP de oligonucleotideo e sonda (Integrated DNA Technologies, lowa, EUA), com
H2>0 qg.s.p. As condigdes da PCR foram: 95°C por 10 minutos para ativagdo enzimaética,
acompanhados de 40 ciclos de desnaturacdo a 95°C por 10 segundos, anelamento a 60°C por

30 segundos e extensdo a 68°C por 20 segundos. A deteccdo dos genotipos foi realizada no

aparelho 7500 Real-Time System (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) (Figura 28).
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Figura 28 - Determinacéo dos diferentes gendtipos dos polimorfismos do gene PAX-1 utilizando a
técnica de genotipagem por PCR em tempo real. (A) Exemplo da analise do polimorfismo rs6137473
e (B) rs169311. O quadrado em preto representa o controle negativo e o X indica a amostra que ndo
amplificou. Os circulos em vermelho sdo 0s gen6tipos homozigotos selvagem; em azul os homozigotos
variantes e, em verde, os individuos com gendtipo heterozigoto (Arquivo pessoal).

4.6 Analise estatistica

Todas as informac6es utilizadas no estudo foram extraidas dos questionarios e tiveram
entrada dupla no banco de dados (Excel). Foi realizada avaliagdo qualitativa da coleta das
informacBes e revisdo criteriosa de todas as informacGes importadas dos respectivos
questionarios.

As variaveis continuas foram apresentadas como média £ desvio padrdo (DP) e as
diferencas entre as médias foram avaliadas utilizando o teste t de Student. Os dados categdricos
foram expressos em porcentagem e avaliados pelo teste Qui-quadrado de Person (X?) ou teste
exato de Fisher, quando necessario.

A frequéncia alélica e genotipica dos polimorfismos do gene PAX-1 (rs6137473 e
rs169311) foi determinada por contagem direta dos alelos, e foi calculado o equilibrio de Hardy-

Weinberg (HWE). As frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos estudados entre 0s
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grupos (casos de escoliose e controles, assim como entre os subgrupos de escoliose, de acordo
com a gravidade/fendtipo da doenga), foram comparadas pelo teste ¥2 ou, quando fosse 0 caso,
pelo teste exato de Fisher. Para avaliar a magnitude de associagéo entre a exposicéo de interesse
(polimorfismos do gene PAX-1) e o desenvolvimento da escoliose foi realizada uma analise
univariada, sendo obtidas razdes de chance (odds ratio - OR) e seus respectivos intervalos de
confianga (IC 95%). Todas as andlises estatisticas foram realizadas utilizando o pacote
estatistico SPSS, versao 20.0 e um valor de P menor que 0,05 foi considerado estatisticamente

significativo.
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5 RESULTADOS

5.1 Demografia da populacéo de estudo

No periodo de janeiro de 2010 a janeiro de 2019 foram atendidos no INTO 496 pacientes
com diagnostico de escoliose, com indicacdo para tratamento cirurgico. Deste total, 180 foram
diagnosticados com escoliose idiopatica do adolescente Lenke 1 e 2. Dos 180, 60 (33,3%)
retornaram ao contato da pesquisa e aceitaram participar do presente estudo. Entretanto, uma
paciente foi excluida por auséncia dos exames radiograficos. Assim, a amostra do grupo com
escoliose idiopética do adolescente foi constituida de 59 individuos com indicagdo cirurgica .
O grupo controle, sem doenga na coluna vertebral, foi constituido por 119 voluntarios saudaveis

(Figura 29).

Centro de Doencgas da Coluna Vertebral - INTO
01/2010 a 01/2019

Escoliose idiopatica do adolescente (n = 496)

(235 realizaram cirurgia e 261 aguardavam)

Inclusao: Indicagao cirargica,

Lenke 1 e 2, Idade >10 anos

Lenke 1e 2
(n=180)
Retorno Pesquisa

(n =60)

HEMOINTO

Excluséo: Alteragdes neurologicas, neuromusculares e

sindrémica. Auséncia RX (n = 1) e material biolégico.

Casos (n = 59) Controles (n = 119)

Figura 29 - Fluxograma de recrutamento do estudo.
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Os dados demograficos dos 178 individuos incluidos no estudo estdo reunidos na
Tabela 2. A média de idade do grupo controle (29 + 7 anos) foi significativamente maior que
dos casos de escoliose, com maior concentracdo de individuos acima dos 21 anos (87%), ja que
os voluntarios foram recrutados no banco de doadores de sangue do INTO (HEMOINTO). No
grupo de pacientes com escoliose idiopética, a média de idade no momento do recrutamento foi
de 23 + 6 anos, com maior concentracdo (85%) na faixa etaria entre 16 a 30 anos.
Aproximadamente 90% dos casos e dos controles sdo do género feminino. A média do IMC foi
significativamente diferente entre os casos e os controles (P<0,0001). Cerca de 80% dos casos
de escoliose apresentaram baixo peso ou IMC normal, enquanto que no grupo controle houve

um predominio (84%) de sobrepeso e de peso normal.
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Tabela 2 - Demografia dos participantes do estudo (n = 178).

Controles

Escoliose

Variaveis (n = 119) (n = 59) P-valor
Média + DP (faixa)

- 28,6 + 6,6 22,8+57 a

Idade média (anos) (18-40) (12-40) <0,0001
25,744 21,5+5,2 a

IMC (18.4-43,3) (14-39,9) <0,0001
Idade (anos) N (%)
10 - 15 0 (0) 4 (6,8)
16 — 20 16 (13,4) 21 (35,6)
21-25 28 (23,5) 19 (32,2) b
26— 30 29 (24.4) 10 (16.9) 0,0004
31-35 20 (16,8) 3(5,1)
36 —40 26 (21,9) 2(3,4)
Sexo
Feminino 108 (90,8) 53 (89,8) 0.794
Masculino 11 (9,2) 6 (10,2) ’
IMC
<18,5 2 (1,7) 15 (25,4)
18,5 <BMI <24,9 59 (49,6) 32 (54,2)
25 <BMI <299 41 (34,5) 8 (13,6) <0,0001°
30 <BMI <40 16 (13,4) 4 (6,8)
> 40 1(0,8) 0(0)

“Teste t de Student. "Teste Qui-quadrado de Pearson (X?) ou teste exato de Fisher, quando necessario.

DP: desvio padrdo. Faixa: valor minimo e maximo. ldade expressa em anos. IMC: indice de massa
corporal, expresso em kg/m?.

5.2 Avaliacéo da extensao das curvas toracica principal

A curva principal tordcica apresentou extensdo de segmentos com a seguinte

distribuicdo: T6-T12 em 22,0% (n=13), T5-T11 em 18,6% (n=11), T5-T12 em 11,9% (n=7),

T6-T11 em 11,9% (n=7), T5-T10 e T6-L1 em 6,8% (n=4) cada e T4-T11 em 5,0% (n=3). Os

segmentos T4-T12, T6-L2 e T6-T10 foram observados em 3,4% (n=2) dos casos. Em 1,7%

(n=1) dos casos apresentaram os segmentos T4-T10, T7-T11, T7-T12 e T8-L2 (Figura 30).
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Figura 30 - Distribuicdo dos 59 pacientes segundo a curva toracica principal (extenséo).

5.3 Medidas do angulo de Cobb

Os resultados das medidas do angulo de Cobb nas curvas toracica proximal, toracica

principal e lombar e os respectivos angulos do teste de inclinacéo estdo apresentados na Tabela

3.

O valor angular médio da curva toracica proximal foi 30,8° (variacdo 13,4° - 52°) e
14,6° (variacdo 0° - 41,7°) noteste de inclinacdo. Para a curva toracica principal o valor médio
do angulo de Cobb foi 58,7° (variacdo 40° - 92°) e 40,7° no teste de inclinacdo (variagdo 16,9°
- 75°). O valor angular médio da curva lombar foi 30,4° (variacdo 2,3° - 54,2°) e 11° no teste

de inclinacédo (variacdo 0° - 24,8°).
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Tabela 3 — Distribuicdo dos 59 pacientes segundo os angulos das curvas toracica proximal,
torécica principal e lombar e os respectivos angulos de inclinagéo.

Variaveis das curvas Escoliose (n = 59)

Média + DP Faixa
Toracica proximal
Angulo Cobb 30,8 +9,2 13,4 a 52
Angulo de inclinago 14,6 + 10,2 0a4l,7

Torécica principal

Angulo Cobb 58,7 + 10,3 40a92,9

Angulo de inclinagéo 40,7 + 13,5 16,9 a 75
Lombar

Angulo Cobb 30,4+126 2,3a54,2

Angulo de inclinagéo 11,0 £ 8,0 0a24,8

DP: desvio padrdo. Faixa: valor minimo e maximo.

5.4  Avaliacdo da maturidade esquelética

Todos os 59 pacientes apresentavam a cartilagem trirradiada fechada. Considerando o
método descrito por Risser, que utiliza como parametro para avaliar a maturidade esquelética a
avaliacdo gradual, de anterolateral para postero-lateral da ossificacao da apofise da crista iliaca,
78,0% (n=46) dos pacientes foram classificados no estagio 5 (quando ha fusdo completa da
apofise ao 0sso iliaco), 20,3% (n=12) no estagio 4 (quando 100% da crista iliaca esta coberta
pela ossificacdo) e 1,7% (n=1) no estagio 3, (quando a ossificacdo atinge 75% da crista iliaca)

(Figura 31).
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Figura 31 - Distribuicdo dos 59 pacientes segundo a maturidade esquelética definida pelo método

de Risser.

5.5 Avaliagdo da vértebra do apice da curva lombar
A vértebra do apice da curva lombar mais frequente foi L3 (n=29 ou 49,2%), seguida
do disco L2-L3 (n=17 ou 28,8%) e da vértebra L2 (n=6 ou 10,2%). Os discos L1-L.2 e L3-L4

corresponderam, respectivamente, a 5,1% (n=3) e 6,7% (n=4) dos casos (Figura 32).

Vértebra do &pice da curva lombar
60

40
| I
| .

L1-L2 L2 L2-L.3 L3 L3-L4

Frequéncia (%)

o

Figura 32 - Distribuicéo dos 59 pacientes segundo a vértebra do apice da curva lombar.

5.6 Avaliacéo do grau de rotacdo da vértebra do apice da curva toracica
Segundo o método de Nash-Moe, 76,3% (n=45) dos pacientes apresentaram rotagédo da
vértebra apical toracica grau Il, 13,5% (n=8) grau | e 10,2% (n=6) grau Il (Figura 33).
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Figura 33 - Distribuicdo dos 59 pacientes segundo o grau de rotacédo da vértebra apical toracica.

Tambeém de acordo com os critérios de Nash-Moe, na curva lombar compensatoria o
grau de rotacdo da vertebra apical foi zero em 37,3% (n=22), | em 42,4% (n=25), 1l em 18,6%

(n=11) e 11l em um caso (1,7%) (Figura 34).

Grau de rotacdo da vértebra apical
(curva lombar compensatdria)
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Figura 34 - Distribui¢cdo dos 59 pacientes segundo o grau de rotacio da vértebra apical da curva
lombar compensatoria.
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Em 30,5% (n=18) dos pacientes a vértebra T9 foi a vértebra localizada no apice da curva

toréacia principal. As vértebras T8-T9 corresponderam a 18,6% (n=11), T9-T10 a 16,9% (n=10),
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T8 a 13,6% (n=8), T10 a 11,9% (n=7), T7-T8 a 5,1% (n=3), 1,7% (n=1) para a localizagéo do

disco T7 e 1,7% (n=1) para T1 (Figura 35).
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Figura 35 - Distribuicao dos 59 pacientes segundo a vértebra do apice da curva toracica principal.

5.7 Avaliacao do grau de descompensacao coronal

Os resultados da descompensacdo coronal medida pela distancia da linha vertical do
centro de C7 e da linha centro sacal vertical foi de 13,6 mm, variando entre zero e 50,7mm. O
angulo médio da ultima vértebra da curva foi de 27°, com uma variacéo entre 13 e 50° (Tabela

4).

Tabela 4 - Dados radiogréaficos coronais adicionais dos casos de escoliose idiopatica.

Variaveis Escoliose (n = 59)
Média + DP Faixa
Desvio coronal C7 — LVSC (mm) 13,6 £10,1 0a50,7
Angulo ultima vertebra da curva 27 +6,4 13a50

DP: desvio padrdo. Faixa: valor minimo e maximo. C7 = centro da sétima vértebra cervical; LVSC =
linha vertical sacral central.
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5.8 Avaliacdo da vértebra neutra

Segundo o método de Nash-Moe, 42,4% (n=25) dos pacientes apresentaram a vértebra
neutra em T12, 20,3% (n=12) em L1, 11,8% (n=7) em L2, 10,2% (n=6) em T11 e 8,5% (n=5)
em L4. As vértebras L3 e T10 corresponderam a 5,1% (n=3) e 1,7% (n=1) dos casos,
respectivamente (Figura 36).

Vértebra neutra (Nash-Moe)

50 ~
40 -
g
8
g 30 -
@D
=3
g
o 20 -
) ] I
0 - . I L I
L1 L2 L3 L4 T10 T11 T12

Figura 36 - Distribuicdo dos 59 pacientes segundo a vértebra neutra.

5.9 Avaliacéo da vértebra final da curva

Em 40,7% (n=24) dos pacientes a vértebra T12 foi a vértebra final da curva (end-
vertebra) para medir o angulo de Cobb, seguida em 38,9% (n=23) dos pacientes por T11. As
vertebras T10, L1 e L2 corresponderam, respectivamente, a 6,8% (n=4), 8,5% (n=5) e 5,1% (n

=3) dos casos (Figura 37).
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Figura 37 - Distribuicédo dos 59 pacientes segundo a vértebra final da curva utilizada para medir
0 angulo de Cobb.

5.10 Avaliagdo da vértebra sagital estavel
L1 foi a vertebra sagital estavel em 54,2% (n=32) dos pacientes, L2 em 28,8% (n=17) e

L3 em 3,4% (n=2). A vertebra T12 foi observada em 13,6% (n=8) dos casos (Figura 38).
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Figura 38 - Distribuicéo dos 59 pacientes segundo a vértebra sagital estavel.

Frequéncia (%)

Os angulos sagitais obtidos nas radiografias em perfil na avaliacdo da cifose segmentar,

global e lordose dos 59 pacientes estdo discriminados na Tabela 5.
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Tabela 5 - Pardmetros da radiografia em perfil para avaliacio de cifose segmentar, global
e lordose.

Angulos sagitais Escoliose (n = 59)

Média + DP Faixa
T2-T5 (segmentar) 57+44 0,5a17,6
T5-T12 (global) 34 +14,8 7,8a70,1
T10-L12 (segmentar) 8,2+6,0 0aZ28,8
T12-S1 (lordose lombar) -54,8 + 11,5 -90,2 a-30,4

DP: desvio padrdo. Faixa: valor minimo e maximo.

Dos 59 pacientes, 89,8% (n=53) foram diagnosticados com escoliose Lenke 1 e 10,2% (n=6)
como Lenke 2. O modificador lombar A foi observado em 67,8% (n=40) dos pacientes, seguido
pelos modificadores B (n=6, 27 ou 1%) e C (n=3 ou 5,1%). Para o modificador sagital houve
predominio do tipo normal (n=44 ou 74,6%) com valores da cifose entre 10,1° a 40°. Cifose
<10° (hipo ou negativo) e >40° (hiper ou positivo) foi identificada respectivamente em 1,7%
(n=1) e 23,7% (n=14) dos casos. Considerando o modificador lombar e sagital (T5-T12) a
forma mais frequente de escoliose foi do tipo Lenke 1A normal (n=25 ou 42,4%), seguido de
Lenke 1B normal (n=13 ou 22%) e Lenke 1A positivo (n=8 ou 13,5%). Apenas um paciente
(1,7%) teve o diagndstico de escoliose Lenke 1A negativo e outro Lenke 1C positivo (n=1 ou
1,7%). Trés pacientes (5,1%) foram classificados como Lenke 1B positivo e outros dois (3,4%)
como 1C normal. Dos casos Lenke 2, quatro pacientes (6,8%) foram classificados como A

(normal) e dois (3,4%) como A positivo.
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Figura 39 - Distribuicéo dos 59 pacientes segundo a classificacao final da escoliose.

5.11 Polimorfismos do gene PAX-1

A frequéncia dos polimorfismos PAX-1 rs6137473 e rs169311 nos casos de escoliose
estdo em equilibrio de Hardy-Weinberg. A distribuicdo da frequéncia alélica e genotipica de
ambos os polimorfismos na populacdo estudada (casos de escoliose e no grupo controle) esta
descrita na Figura 40. Os alelos variantes dos polimorfismos rs6137473 G e rs169311 A de
PAX-1 estdo presentes, respectivamente, em 44,1% (n=52) e 50,8% (n=60) dos pacientes. Ja no
grupo controle a frequéncia foi de 33,2% (n =79) para o alelo G (rs6137473) e 36,6% (n=87)
para o alelo A (rs169311). Foi observada diferenca significativa na frequéncia dos alelos e
gendtipos do polimorfismo rs169311 e dos alelos do rs6137473 comparando 0s casos de
escoliose e os controles (Figura 40).

Apds analise univariada foi observada associacdo positiva com o desenvolvimento da
escoliose na presenca de ambos os polimorfismos do gene PAX-1, considerando os alelos
(rs6137473 G e rs169311 A) e genotipos homozigotos variantes (rs6137473 GG e rs169311
AA), conforme descrito na Tabela 6. O gen6tipo PAX-1rs6137473 GG confere risco aumentado
de aproximadamente 3,6 vezes de desenvolver a doenga comparada aos individuos com
gendtipo rs6137473 AA. Considerando o polimorfismo rs169311, nenhum individuo do grupo
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controle apresentou o genotipo rs169311 AA, conferindo risco de até 70 vezes do

desenvolvimento da escoliose, comparado aos individuos que apresentam o genétipo rs169311

CC.
A
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Figura 40 - Distribuicéo da frequéncia dos genoétipos e alelos dos polimorfismos do gene PAX-1
nos casos de escoliose (n = 59) e no grupo controle (n = 119). (A) Polimorfismo PAX-1 rs6137473.
(B) Polimorfismo PAX-1 rs169311. Valor de P apds teste Qui-quadrado de Pearson (%) ou teste exato
de Fisher.
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Tabela 6 - Andlise de associac¢ao dos polimorfismos do gene PAX-1 com o desenvolvimento
da escoliose (n = 178).

Controles Escoliose

a
SNPs PAX-1 (n = 119) (n = 59) P OR (IC 95%)
N (%)
rs6137473 (A>G)
AA 47 (39,5) 15 (25,4) 1P
AG 65 (54,6) 36 (61,0) 0,126 1,74 (0,85 — 3,53)
GG 7(5,9) 8 (13,6) 0,027 3,58 (1,11 —11,5)
A 159 (66,8) 66 (55,9) 1P
G 79 (33,2) 52 (44,1) 0,045 1,59 (1,01 — 2,49)
rs169311 (C>A)
cC 32 (26,9) 12 (20,4) 1°
CA 87 (73,1) 34 (57,6) 0,917 1,04 (0,48 — 2,26)
AA 0 (0,0 13 (22,0) <0,0001 70,2 (3,87 —1273)
C 151 (63,4) 58 (49,2) 1°
A 87 (36,6) 60 (50,8) 0,009 1,80 (1,15 - 2,81)

*Teste Qui-quadrado de Pearson (X?) ou teste exato de Fisher, quando necessario. °Grupo de referéncia.
OR = odds ratio; IC = intervalo de confianca 95%.

A presenca dos polimorfismos do gene PAX-1 também foi avaliada quanto a gravidade
da escoliose atribuida pelo modificador lombar e sagital e pelo valor do angulo da curva e
(Tabelas 7 a 9). Considerando que o modificador lombar B e C sdo feno6tipos mais grave do
que o fendtipo com modificador lombar A, foi realizada comparacédo entre os dois grupos (A
versus B+C). Devido ao nimero reduzido de pacientes estratificados nos grupos a comparagéo
foi feita entre pacientes com a forma clinica mais agressiva (B+C) e o0s pacientes com a forma
menos grave (A). Na comparacdo foi observado que na presenca do alelo variante rs6137473
G ha um risco aumentado de cerca de duas vezes para o fenotipo mais grave de escoliose Lenke
1 e 2 com modificador lombar B e C (OR=2,29; IC 95% =1,04 — 5,04) em relacdo aos individuos

que apresentam o alelo rs6137473 A (Tabela 7).
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Tabela 7 - Analise de associagdo dos polimorfimos do gene PAX-1 com a gravidade da
escoliose Lenke 1 e 2, considerando o modificador lombar (n = 59).

Modificador lombar

A BeC a
SNPs PAX-1 (n = 40) (n = 19) P
N (%)
rs6137473 (A>G)
AA 14 (35,0) 1(5,3)
AG 22 (55,0) 14 (73,7) 0,041
GG 4 (10,0) 4 (21,0)
A 50 (62,5) 16 (42,1)
G 30 (37,5) 22 (57,9) 0,047°
rs169311 (C>A)
CC 11 (27,5) 1(5,3)
CA 21 (52,5) 13 (68,4) 0,141
AA 8 (20,0) 5 (26,3)
C 43 (53,8) 15 (39,5) 0,171
A 37 (46,2) 23 (60,5)

*Teste Qui-quadrado de Pearson (X?) ou teste exato de Fisher, quando necessério. "OR = 2,29 (IC 95%
=1,04 — 5,04).

Considerando a gravidade da escoliose idiopatica Lenke 1 e 2, segundo a gravidade da
cifose toracica medida de T5-T12, ndo foi observada diferenca significativa na presenca de
ambos os polimorfismos do gene PAX-1 (rs6137473 e rs169311) entre os casos de escoliose
que apresentaram modificador sagital normal (angulo da cifose entre 10,1° a 40°) comparado
aos que apresentaram cifose maior que 40° (Tabela 8). Apenas um caso de escoliose apresentou
0 angulo da cifose toracica menor ou igual a 10° (hipo ou negativo) ndo permitindo a

comparagcao entre os subgrupos.
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Tabela 8 - Distribuicdo dos polimorfimos do gene PAX-1 de acordo com a gravidade da
escoliose Lenke 1 e 2, considerando a gravidade da cifose torécica (n = 58).

Modificador sagital T5-T12
Normal Positivo

a
SNPs PAX-1 (n = 44) (n = 14) P
N (%)
rs6137473 (A>G)
AA 11 (25,0) 4 (28,6)
AG 28 (63,6) 7 (50,0) 0,561
GG 5(11,4) 3(21,4)
A 50 (56,8) 15 (53,6) 0.829
G 38 (43,2) 13 (46,4) ’
rs169311 (C>A)
CcC 9 (20,5) 3(21,4)
CA 25 (56,8) 8 (57,2) 0,994
AA 10 (22,7) 3(21,4)
C 43 (48,9) 14 (50,0) 0.999
A 45 (51,1) 14 (50,0) ’

*Teste Qui-quadrado de Pearson (X?) ou teste exato de Fisher, quando necessario. Normal = ao angulo
da cifose entre 10,1° a 40°. Positivo = ao angulo da cifose maior que 40° (hiper).

Por fim, ndo foi observada diferenca significativa entre a distribui¢do dos polimorfismos
do gene PAX-1 (rs6137473 e rs169311) entre os casos de escoliose que apresentaram angulo

da curva torocolombar menor e maior de 40° (Tabela 9).
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Tabela 9 - Distribuicdo dos polimorfimos do gene PAX-1 de acordo com a gravidade da
escoliose Lenke 1 e 2, considerando o angulo da curva toracolombar (n = 59).

Angulo da curva toracolombar

0-39

>40

- a
SNPs PAX-1 o o 5
N (%)
rs6137473 (A>G)
AA 11 (24,4) 4 (28.6)
AG 29 (64,5) 7 (50.0) 0,529
GG 5 (11,1) 3 (21.4)
A 51 (56,7) 15 (53,6)
G 39 (43.3) 13 (46.4) 0,829
rs169311 (C>A)
cc 10 (22,2) 2 (14,3)
CA 24 (53.3) 10 (71,4) 0,487
AA 11 (24.5) 2 (14,3)
C 44 (48.9) 14 (50,0) 0.999
A 46 (51.1) 14 (50,0)
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6 DISCUSSAO

A escoliose, em particular as formas decorrentes de distdrbios hereditarios do
desenvolvimento neuromuscular e do tecido conjuntivo, em geral se associa a diversas
comorbidades clinicas. Ja a forma isolada da doenca ou escoliose idiopatica tem origem
indeterminada, correspondendo a mais de 80% dos casos diagnosticados e atinge
aproximadamente 3% das criancgas e 2% dos adolescentes (HRESKO, 2013; EL-HAWARY e
CHUKWUNYERENWA, 2014). As formas mais raras e mais graves da escoliose idiopética
do adolescente, caracterizadas por curvas com angulo de Cobb maior do que 40° apresentam
uma prevaléncia de 0,1% (KONIECZNY et al., 2013).

De uma forma geral, o diagndstico clinico da escoliose idiopatica € feito com base no
exame fisico e pelos achados de imagem em radiografias panoramicas da coluna vertebral. As
radiografias realizadas nas incidéncias em anteroposterior e em perfil ortostatico, incluindo a
coluna cervical e a pelve com visualizacdo das cabecas femorais, permitem definir as
caracteristicas das curvas escolidticas (WANG et al., 2018). Nesse contexto, a classificacao
proposta por Lenke e colaboradores (2001), que inclui a avaliacao das curvas nos planos coronal
e sagital, permitiu um melhor planejamento cirurgico com superior reprodutibilidade
comparado com as classificacdes anteriores (SLATTERY & VERMA, 2018).

Em 2002, Lenke e colaboradores realizaram um estudo com 606 pacientes com
escoliose idiopatica do adolescente e observaram que 71% dos casos correspondiam aos tipos
Lenke 1 (51%) e 2 (20%). Para a definicdo dos tipos 1 e 2 foi adotado o sistema de classificacao
em triade que contempla o tipo de curva, os modificadores lombares e o modificador sagital
toracico. Na avaliacdo da nossa casuistica, utilizando o mesmo critério, identificamos que
36,3% de todos os pacientes diagnosticados com escoliose idiopatica no INTO, no periodo de

janeiro de 2010 a janeiro de 2019, foram classificados como Lenke 1 e 2. Da mesma forma

74



que Lenke e colaboradores (2002) confirmamos a prevaléncia do tipo 1 sobre o tipo 2 e
observamos que 0s tipos 1 e 2 predominaram nos pacientes com indicacdo de tratamento
cirdrgico.

A nossa casuistica, constituida por 90,8% de pacientes do género feminino esta de
acordo com os relatos da literatura que confirmam a alta prevaléncia da doenga em mulheres
(KAROL et al., 1993; KONIECZNY, SENYURT & KRAUSPE, 2013; HRESKO, 2013). Elas
séo afetadas na proporcéao de 7,2:1 (KONIECZNY, SENYURT & KRAUSPE, 2013), tem risco
cinco vezes maior do que os homens de evoluir com deformidade progressiva e risco dez vezes
maior de desenvolver as formas mais graves da doenga (KAROL et al., 1993, RAGGIO, 2006).

Em relacdo a gravidade da curva é possivel que nossa amostra tenha um vies de selecédo
pelas caracteristicas assistenciais do INTO. O perfil classico do paciente com escoliose
idiopatica encaminhado para tratamento na instituicdo, em geral, tem curvas com angulo de
Cobb >40° e descompensacdo do equilibrio coronal. Além disso, considerando que a curva
escoliotica tem uma dindmica propria de progressdo que depende diretamente de fatores como a
idade esquelética, da magnitude e do tipo da curva (KAROL et al., 1993; KONIECZNY,
SENYURT & KRAUSPE, 2013; KIKANLOO, TARPADA & CHO, 2019).

Alguns relatos da literatura indicam que 27-38% das meninas com escoliose sdo
osteopénicas (CHUNG e GUO, 1997; ROACH, 1999; CHENG et al., 2000; CHEUNG et al,
2006) e que a osteopenia pode, inclusive, ser utilizada como fator prognéstico de progressao da
curva (HUNG et al., 2005). O baixo indice de IMC é outro fator de risco ja bem estabelecido
para osteopenia ou osteoporose, inclusive em homens (SHORR et al., 2019). Embora ndo tenha
sido objeto do nosso estudo avaliar o perfil densitométrico dos pacientes, observamos na
avaliacdo nutricional através do IMC, que 80% dos pacientes tinham baixo peso ou peso
corporal normal. A semelhanca das altera¢Bes do metabolismo Gsseo presentes na escoliose

também sdo relatadas altera¢cbes no metabolismo energético, particularmente da leptina. Os
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niveis seéricos desta proteina além de ter relagdo direta com o IMC estdo constitutivamente
reduzidos na escoliose idiopatica (QIU et al., 2007). Assim, se considerarmos a possibilidade
de que o paciente com escoliose tenha o risco para desenvolver osteopenia potencializado pela
etiologia nutricional e/ou metabdlica, ele deve ser acompanhado durante a vida adulta pelo
maior risco em potencial para desenvolver fraturas por fragilidade dssea.

Como o0 nosso estudo teve como principal objetivo avaliar a associagdo entre
caracteristicas genéticas e o fenétipo da escoliose idiopatica com valores angulares graves,
utilizamos a classificacdo de Lenke como forma de homogeneizar o grupo dos casos de
escoliose. Utilizamos como parédmetros de referéncia nas imagens radiograficas o apice da
curva, o grau de corregéo no teste de flexibilidade e posi¢cdo do apice lombar em relagéo a linha
centro sacral vertical e os parametros de cifose toracica. Outros parametros radiogréaficos,
classicamente utilizados para individualizar o tipo de curva tais como extensdo das curvas
proximais, principal e lombar, identificacdo da vértebra neutra, vértebra estavel e vértebra final
da curva e angulo de inclinacdo também foram medidos. Contudo, ao classificar as curvas
aplicando esses parametros a amostra ficou estratificada em diversos pequenos grupos
dificultando, sob o ponto de vista estatistico, a avaliacdo da associacdo dos polimorfismos do
gene PAX-1 e as diferentes formas de expressdo fenotipica da escoliose. Assim, optamos por
estratificar nossos pacientes em grupos segundo a classificacdo de Lenke 1 e 2, curva toracica
principal direita, tendo como critério comum uma curva lombar flexivel no teste de
inclinacdo. Esta decisdo levou em consideracdo o fato de que estas curvas sdo mais comuns
nos pacientes com indicacdo para tratamento cirargico (LENKE et al., 1998), como é o caso do
perfil do paciente da nossa casuistica.

Apesar da etiologia da escoliose ainda ser desconhecida, na literatura ja existe
unanimidade sobre a sua origem multifatorial envolvendo fatores extrinsecos e intrinsecos

(BURWELL et al., 2016). Os fatores genéticos em particular influenciam significativamente
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na determinacdo das caracteristicas clinicas, anatdmicas e biomecénicas da escoliose
(GRAUERS et al., 2016; KIKANLOO et al., 2019). Além disso, 0 componente genético pode
ser confirmado através da observacdo de que os parentes de individuos com escoliose idiopatica
tém maior prevaléncia da doenca do que a populacéo em geral (WARD et al., 2010; GRAUERS
et al., 2016).

Os estudos com foco na definicdo da arquitetura genética das doencas sdo cada vez mais
frequentes na literatura médica e, dentre as doencas hereditarias do sistema musculoesquelético,
a escoliose tem posicdo de destaque. Dentre os fatores genéticos, destacam-se os polimorfismos
no gene PAX-1, descritos em uma meta-analise envolvendo estudos de GWAS que avaliou
7.956 casos de escoliose e 88.459 controles (KHANSHOUR et al., 2018). Os polimorfismos
rs6137473 e rs169311 do gene PAX-1ja foram analisados em trés estudos anteriores e
mostraram associacdo com o desenvolvimento da escoliose em geral (XU et al., 2018; LIU et
al., 2019) e com maior susceptibilidade em mulheres (SHARMA et al., 2015).

Na nossa casuistica observamos maior frequéncia dos polimorfismos rs6137473 G e
rs169311 A de PAX-1 nos pacientes com escoliose e associacdo positiva do gendtipo PAX-
1 rs6137473 GG com risco 3,6 maior de desenvolver a doenca. Um resultado adicional da nossa
investigacdo foi a identificacdo de que a presenca do alelo rs169311 AA confere um risco
aumentado em até 70 vezes para desenvolver escoliose. Resultados semelhantes foram descritos
em dois estudos realizados com pacientes chineses. No primeiro estudo XU e colaboradores
(2017) avaliaram a expressdo tecidual (musculo paraespinhal) dos mesmos polimorfismos do
gene PAX-1 investigados no nosso estudo e confirmaram a sua associagdo com escoliose
idiopética. Pouco depois LIU e colaboradores (2019) confirmaram, também em uma populacédo
chinesa, a associacdo entre o polimorfismo rs6137473 e a escoliose. Apesar da diversidade

ancestral, nossos resultados replicaram os resultados obtidos em pacientes chineses, o que
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reforca a hipotese de que individuos com as caracteristicas genéticas descritas nos trés estudos
sd0 mais susceptiveis para desenvolver escoliose.

Para avaliar a associacdo dos polimorfismos com os diferentes fen6tipos da doenca
estratificamos os casos de escoliose segundo (i) a gravidade da escoliose atribuida pelo
modificador lombar e sagital e pelo valor do angulo da curva; (ii) pela gravidade da cifose
toracica medida de T5-T12 e (iii) pelo angulo da curva torocolombar. Observamos que a
presenca do alelo variante rs6137473 G aumenta em duas vezes o risco para o fenotipo mais
grave (Lenke 1 e 2 com modificadores lombar B e C) da doenca em rela¢do aos individuos com
o0 alelo rs6137473 A. Embora utilizando um sistema de avaliacdo de gravidade da curva
diferente do que foi adotado no nosso estudo, LIU e colaboradores (2019), confirmaram a
associagao entre o SNP PAX-1 rs6137473 G com o fenotipo mais grave da doenga (tipo 1l de
PUMC). A distribuicdo dos dois polimorfismos estudados do gene PAX-1 (rs6137473 e
rs169311) nao foi significativamente diferente entre os outros dois fenétipos definidos na nossa
casuistica pela gravidade da cifose toracica e pelo angulo da curva toracolombar.

Identificamos como limitacGes do nosso estudo o pequeno tamanho amostral que ndo
permitiu avaliar a associacdo dos polimorfismos com as diferentes formas de expressdo
fenotipica da doenca e o fato do grupo controle ndo ter sido pareado por idade, ja que foram
recrutados individuos do banco de sangue do INTO, sem doenca na coluna vertebral, com idade
superior a 18 anos. Em estudos futuros, com um maior nimero de pacientes com curvas menos
graves, sera possivel avaliar a influéncia de polimorfismos no gene PAX-1 na evolucdo da
doenca.

Apesar da etiologia da escoliose idiopatica ainda permanecer indefinida e em grande
parte desconhecida, acreditamos ter contribuido com os resultados do presente estudo para a
definicdo da sua arquitetura genética ao mostrar a associacao entre polimorfismos do gene PAX-

1 (rs6137473 e rs169311) com o desenvolvimento e gravidade da escoliose idiopéatica. A
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utilizacdo desses SNPs como marcadores clinicos para o diagndstico precoce de escoliose pode

ser aplicada no INTO, visando nortear o tratamento clinico e cirurgico dos pacientes.
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7

CONCLUSAO

Apesar da uniformidade da amostra foi observado predominio da classificacdo Lenke 1
em relagéo ao Lenke tipo 2.

Os parametros radiograficos determinados estdo de acordo com o descrito na literatura
e podem ser utilizados para subdividir os fenotipos de escoliose na classificacdo de
Lenke.

Os pacientes com escoliose idiopatica do adolescente, com indicacdo de tratamento
cirurgico, séo em sua maioria mulheres e com baixo IMC.

A frequéncia alélica e genotipica dos polimorfismos do gene PAX-1 (rs6137473 e
rs169311) foi significativamente maior em pacientes com escoliose idiopatica do que
em individuos sem doenca na coluna vertebral;

Os polimorfismos do gene PAX-1 (rs6137473 e rs169311) foram associados com maior
risco de desenvolvimento da escoliose idiopatica do adolescente classificados como

Lenke 1 e 2, e com o modificador lombar mais grave da doenca.
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Titulo da Pesquisa: Comparacéo dos resultados radiograficos no tratamento das escolioses idiopaticas
Lenke 1 e 2, utilizando a linha centro sacral com parametro de escolha da ultima
véterbra instrumentada
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Area Tematica:
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Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.767.503

Apresentacao do Projeto:

Trata-se de emenda a projeto de pesquisa de aluno do Mestrado Profissional do INTO que propde a analise
dos resultados radiograficos do tratamento da escoliose idiopatica Lenke 1 e 2. A escoliose idiopatica do
adolescente acomete 2 A 3% da populagado, sendo que o tratamento cirtrgico da escoliose esta indicado em
curvas maiores de 45° As escolioses classificadas por Lenke como 1 e 2 sdo as que geram mais
contradi¢do entre cirurgides em relagédo a ultima vértebra a ser instrumentada, sendo esta escolha podendo
ser baseada em varios parametros radiograficos. Sera realizado um estudo para avaliar os parametros
radiograficos correlacionados com descompensacéo coronal nas curvas Lenke 1 e 2, e avaliar se existe
alguma alteracdo genética associada a sua doenca.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Avaliar os parametros radiograficos correlacionados com descompensagao coronal nas curvas Lenke 1 e 2,
e avaliar a associagao de polimorfismos

genéticos com o desenvolvimento da escoliose.

Objetivo Secundario:

Avaliar a real necessidade das radiografias em inclinagéo nas curvas 1 e 2, como parametro de escolha , se
a flexibilidade da curva interfere na
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Apéndice A. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (tcle)

MINISTERIO DA SAUDE

‘">  SECRETARIA DE ATENCAO A SAUDE

oo INSTITUTO NACIONAL DE TRAUMATOLOGIA E ORTOPEDIA JAMIL HADDAD

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(De acordo com as normas da Resolugdo do CNS n° 466 de 12/12/2012)

Vocé esta sendo convidado para participar da pesquisa: Comparagéo dos resultados
radiograficos no tratamento das escolioses idiopaticas Lenke 1 e 2, utilizando a linha centro
sacral com parametro de escolha da ultima vértebra instrumentada. Vocé foi selecionado por
apresentar o padrao cirurgico de escoliose idiopatica Lenke 1 ou 2 e sua participagao nao é
obrigatéria. A qualquer momento vocé pode desistir de participar e retirar seu consentimento.
Sua recusa ndo trara nenhum prejuizo em sua relagdo com o pesquisador ou com a instituicao
e nem com a conduta do tratamento que vocé esta recebendo no INTO.

O objetivo deste estudo é avaliar os parametros radiograficos correlacionados com
descompensacdo coronal nas curvas Lenke 1 e 2, e avaliar se existe alguma alteragdo
genética associada a sua doenca.

Sua participagdo nesta pesquisa consistira em uma colheita de saliva para a
identificacdo de alteracdes genéticas que possam estar associadas as escolioses idiopaticas
Lenke 1 e 2, e também ira permitir a coleta de dados do seu prontuario. Para a colheita de
saliva é utilizado um cotonete estéril na parte interna da bochecha. A colheita da saliva sera
realizada na Unidade de pesquisa Clinica do INTO. N&o ha risco adicional se vocé participar
desta pesquisa. Todas as etapas do tratamento serdo as mesmas com ou sem a sua
participagao na pesquisa.

Esta pesquisa ndo oferece beneficios diretos a vocé. O bheneficio principal da sua
participacdo & que no futuro podera ajudar a melhorar o diagnéstico e/ou tratamento de outras
pessoas com escoliose. O teste que sera realizado vai identificar as alteragbes genéticas que
podem ou nao estar associados ao desenvolvimento da escoliose. No futuro, quando o estudo
for concluido, o que pode demorar até um ano, o pesquisador responsavel entrara em contato
para agendar uma nova consulta para orientagdo quanto ao resultado do exame realizado no
INTO. As amostras coletadas serao utilizadas apenas para realizacao deste estudo, sendo
devidamente descartadas para o encerramento do projeto. As informacdes obtidas através
dessa pesquisa serdo confidenciais e asseguramos o sigilo sobre sua participacdo. Os dados
da pesquisa serao divulgados de forma a nao possibilitar sua identificagdo. Os resultados
quando forem divulgados serdo identificados com siglas que ndo permitirdo conhecer a sua
identidade.

Este Termo foi redigido em trés vias, sendo uma para o participante, outra para o
pesquisador e uma para ser anexada ao prontuario do participante, onde consta o telefone e o
enderego do pesquisador principal e do Comité de Etica em Pesquisa — CEP. Vocé podera
esclarecer suas duvidas sobre o projeto e sua participacdo, agora ou a qualquer momento
através dos numeros dos telefones ou endereco de e-mail disponivel neste Termo.

Rio de Janeiro, de de

Pesquisador responsavel: Antonio Eulalio Pedrosa Araujo Junior
Contato com o pesquisador responsavel:

Endereco: Avenida Brasil, 500, 5° andar. Telefone: 2134-5499

e-mail: eulaliojunior@superig.com.br

Responsavel pela aplicagao do termo
Assinatura e carimbo

Em caso de duvida quanto a conducgao ética do estudo, entre em contato com o Comité
de Etica em Pesquisa do INTO/MS.

Endereco: Avenida Brasil n°® 500, 9° andar — sala n® 4 — S&o Cristovao — Rio de Janeiro — RJ
CEP: 20940-070 Tel.: (21) 2134-5000/(21) 2134-5061 e-mail: cep.into@into.saude.gov.br

Declaro que entendi os objetivos e condicbes de minha participagéo na pesquisa e concordo
em participar.
Participante da pesquisa:

Assinatura do participante da pesquisa
Folha 1del
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APENDICE B. INSTRUMENTO DE COLETA DE DADOS

ID: ESCO-
Material Biolégico ( ) Swab ( ) Sangue
ESTUDO RETROSPECTIVO DA ESCOLIOSE IDIOPATICA DO ADOLESCENTE

Nome:

Prontuario: Sexo: () feminino ( ) masculino
Data de nascimento: / / Peso: kg Altura: cm
Data cirurgia: Idade na cirurgia:

Procedimento: Artrodese ( ) Seletivo ( ) Nao-Seletivo

Risser: ( Jzero( )I( )II( )II( )IV( )V Cartilagem trirradiada aberta ? ( )sim ( ) ndo

Vértebra neutra (p Nas —Moe) : Vértebra final curva (end —vertebra) :
Vértebra apice da curva:  Toracico Principal: Lombar:
Nash Moe: Apice toracico: Apice lombar

Classificacio de Lenke: Tipo de curva: () I (HI(HIO(HIVe()V() VI

Modificador Lombar (CSVL): ( YA( ) B () C
Modificador Sagital T5-T12: ( ) Hipo ( )normal ( ) hiper

Classificacio final:

LSTV : LTV:

Vértebra Sagital Estavel :
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Data:

Rx Pré-op

Radiografia panoramica

em AP

Angulo

Extensao

Teste

inclinacdo

Curva toracica proximal

Curva toracica principal

Curva lombar

Coronal C7- CSVL (cm)

Angulo ultima vértebra curva

Angulag¢do Ombro T1

Radiografia panoramica em

perfil

Angulo

Extensao

Teste

inclinacéo

Angulo T2-T5

Angulo T5-T12

Angulo T10-L2

Lordose lombar (Angulo
T12-S1)




