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“...E que realmente a vida tem valor
E que vocé tem valor diante da vida!
Nossas dadivas sao traidoras

E nos fazem perder

O bem que poderiamos conquistar

Se nao fosse o medo de tentar...”

William Shakespeare



“ndés vos pedimos com insisténcia,

nao digam nunca: isto é natural !
Diante dos acontecimentos de cada dia,
numa época em que reina a confusao.
Em que corre sangue,

em que o arbitrio tem forga de lei.

Em que a humanidade se desumaniza,
nao diga nunca : isto é natural !

Para que nada passe a ser imutavel ! “

Bertold Brecht



DEDICATORIA



Aos meus pais José e Aparecida
e a tia Luzia Carolina Gallo

a quem eu devo tudo o que sou,
por todo amor, paciéncia,

carinho e incentivo.



A minha esposa Romana,
companheira e amiga,
sem cuja ajuda eu jamais teria

conseguido concluir este trabalho.



Aos meus filhos,

Bruno, Vitor, Ana Luisa e José,

“que este trabalho, fruto de grande
esforco pessoal, sirva como referéncia
para suas vidas e para lembrarem
sempre que o maior patriménio de uma
pessoa é constituido pelo
conhecimento somado aos vinculos de
afeto que construimos durante nossa
breve passagem pela vida, pois serdo
eles que determinarao o nosso legado

para o mundo.”



AGRADECIMENTOS



Agradecimentos

A Deus pelo dom da vida, pelas inumeras gragas a mim concedidas e
principalmente pelos mais valiosos presentes que me deu: meus pais, meus

filhos, minha mulher, meus irmdos Jane e Leandro, familiares e amigos;

Aos pacientes, sem a colaboracao dos quais seria impossivel executar este

estudo;
A minha orientadora Prof* Dr* Consuelo Junqueira Rodrigues pela
percepcao, oportunidade, paciéncia e maturidade com que conduziu o

processo de construcio deste trabalho;

Ao Prof. Dr. Aldo Junqueira Rodrigues Junior pela percepg¢éo, oportunidade

e visao;

Ao Doutor Adérson Omar Mouréo Cintra Dami&o pelo incentivo e preciosa

ajuda na elaboragao deste trabalho;

Ao Doutor José Guilherme Nogueira da Silva pela realizacdo das

colonoscopias nos pacientes do presente estudo;

A Doutora Karla Melo pelas importantes observacdes e ajuda;

Ao Prof. Doutor Ruy Geraldo Bevilacqua pelas valiosas sugestdes e

colaboracéo no tratamento estatistico dos resultados deste estudo;



Agradecimentos

Aos funcionario(a)(s) Alexandre, Andre, Gina, Maria das Gracas e Marilda
do Laboratoério de Anatomia Médico-Cirurgica (LIM 02) da FMUSP, Séao
Paulo, sem ajuda dos quais ndo teria sido possivel a realizagao deste

estudo;

As funcionarias Leide, Mariliza e Shirley da Disciplina de Topografia

Estrutural Humana da FMUSP — SP, pela amizade e carinho;

Ao idealista e lutador Jorge Curbelo e a Rogéria Cristina Dias pela grande

dedicacéo, amizade e carinho;

A amiga Maria Laura Lacava Lordello pela ajuda;

A minha Professora do Jardim de Infancia Maria de Lourdes Novaes

Carvalho (in memoriam);

A minha alfabetizadora Professora Ivana Ceribelli Martelli;

Ao Professor Darcy Améancio (in memoriam) representando os professores

da escola estadual de 1° e 2° graus “Anisio José Moreira” da cidade de

Mirassol, SP;



Agradecimentos

Ao professor Lincoln Etchebehere Junior representando os professores da
escola estadual de 1° e 2° graus “José Felicio Miziara” de S&o José do Rio

Preto, SP;

Ao amigo-irméao Doutor José Eduardo de Nogueira Forni pelos anos de

convivéncia e companherismo;

Aos Professores Doutores Carlos Solé-Vernin, José de Carvalho Sombra e
Newton Antbénio Bordin Junior pela deferéncia de suas amizades e
representando os professores da Faculdade Regional de Medicina de Séo

José do Rio Preto, SP;

Aos amigos da XVI turma da Faculdade Regional de Medicina e do Hospital

de Base de Sao José do Rio Preto, SP;

Ao Prof. Doutor Dioclécio Campos Junior, Professor Titular da Disciplina de
Pediatria da Universidade de Brasilia, DF, atual Presidente da Sociedade

Brasileira de Pediatria e sua esposa Eda pela amizade, carinho e referéncia;

Ao Prof. Doutor Dario Birolini, Prof. Titular da Disciplina de Cirurgia do
Trauma da FMUSP — SP, Sao Paulo, e sua esposa Marilda pela amizade,

carinho, confianga, ajuda e pelo que pudemos construir;



Agradecimentos

Ao Prof. Doutor Gyérgy Miklos B6hn pela visao futurista, percepg¢ao
evolucionista e pelos relevantes servigos prestados a divulgagédo do ensino

médico no Brasil;

A Doutora Regina Christina Wielenska pelas observacdes e amizade;

Aos Doutores Ricardo Tavares e Su Chao e ao Prof. Doutor Eduardo Luis

Rachid Cangado, pela amizade e ajuda;

Ao meu Professor de Cirurgia, Doutor Celso de Oliveira Bernini e sua

esposa Elizabete pela amizade, ajuda, dedicagéo, confianga e paciéncia;

Ao Doutor Claudio Augusto Viana Birolini e ao Doutor Edivaldo Mitio
Utiyama pela amizade, carinho, ajuda, confianga e ensinamentos cirurgicos

durante todo o tempo;

As funcionarias Angela, Deise e Rosangela, da Disciplina de Cirurgia do

Trauma da FMUSP-SP, pela amizade e carinho;
A todos amigos e funcionarios do Complexo Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo e da

Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, SP;

Ao Sr. José Maria de Pereira Rio representando os amigos do Luzita;



Agradecimentos

A todos aqueles que, direta ou indiretamente, estiveram envolvidos nesta
pesquisa, possibilitando sua conclusdo e cujos nomes involuntariamente

nao figuram nesta lista, meus agradecimentos.



SUMARIO



SUMARIO

Lista de figuras

Lista de siglas

Lista de tabelas e grafico

Resumo
Summary
1 INTRODUGAO ...,
2 REVISAO DE LITERATURA .........cooooiiieeeeeeeen
2.1 HIStOMICO ooviiiiiiiiie e
2.2  Etiopatogenia............ooooiiiiiiiiiiiiii
2.3 MOrfolOgia ....ueveeeeeiiiiiiieiieeeeee
2.4  Estudos sobre a Atividade Motora do Cdlon e Relagao
com as Fibras Vegetais ...........ccccomiiiiiiiiiiiii
2.5 Sistema de Fibras EI&sticas .........cccccveeeieei.
26 OGenedaElasting ........cccccociiiiiiiiiiiiis
3 OBUETIVO ...
4 CASUISTICAE METODOS .........c.cooveveeeeeeeeeeeeee
4.1 CASUISHICA ..ot
4.2 MEIOO ..o
4.2.1 Extragdo do DNA gendmiCo ..........ceeeeeeeiiiiiiiiiininiiiiians
4.2.2 Determinagao por espectrofotometria ............cccccceeennnn.
4.3 Amplificagdo dODNA ...
4.4  Analise de polimorfismo por SSCP ...,
4.5 Sequenciamento do exon 20 .........cccceeiiiieieeeeeiiieieeeeeiaes

17

20

26

41

42

42

43

43

44

45

47

48



4.6

5.1

5.2

5.2

Analise estatistica ......coooveiee e,

RESULTADOS ...

Grupos estudados: pacientes com DDC e controles .....

Analise de polimorfismo do exon 20

Analise de sequéncia do exon 20 ....
DISCUSSAOD ...,

CONCLUSOES ........cocoovieeeeeeeeeeeeeee e

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

48

50

53

54

57

70

71



LISTA DE SIGLAS



Lista de Siglas

AGCC — Acido graxo de cadeia curta
AGT — Adenina-Guanina_Timina

Ca. — Califérnia

cDNA — Acido Dexorribonucleico complementar
CDD — Colonic Diverticular Disease
dATP — Oligo A

dCTP —Oligo C

DDC — Doenca Diverticular do Célon
dGTP —Oligo G

DMSO — Dimethylsulfoid

DNA — Acido Dexorribonucleico
DNTPs — Conjunto dos oligos

dTTP —Oligo T

EASV — Estenose adrtica supravalvar
EDTA — Acido etilendiaminotetracético
ELN — Elastina

FBLN5 — Fibulina 5

FBN — Fibrilina

FBN1 — Fibrilina1

GGT — Guanina-Guanina-Timina
GIBCO BRL — Fabricante

HC-FMUSP — Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de

da Universidade de Sao Paulo



KHCO3
kb

kda
LIM 02
Milli Q

min

MJ research

ml
mg/ml
M- MOL
mRNA
NaCl
NaCl 6M
NH4CI
nm

nM

PCR

pH

PTC - 100
RNA

rpm

SDS

SSCP

— Bicarbonato de sodio

— Kilobases

— Kilodalton

— Laboratério de Investigacdo Médica 02

— Agua pura ultrapura

— Minutos

— Fabricante

— Mililitro

— Miligrama por mililitro

— Milimol

— Acido ribonucleico mensageiro

— Cloreto de sodio

— Cloreto de Sédio com concentragao de 6 molar

— Cloreto de aménio

— Nandmetros

— Nanomolar

— Polimerase Chain Reaction (Reagao em Cadeia de
Polimerase)

— Potencial hidrogeniénico

— Aparelho (MJ research)

— Acido ribonucleico

— Rotagdes por minuto

— Sadio dodecil sulfato

— Single Strand Conformation Polymorphism



SW
Taq
TCA
TCC
TE
TGFp1

Tris-HCI
TTA

TTT

US.A.

— Sindrome de Williams

— Enzima

— Timina-Citosina-Adenina

— Timina-Citosina-Citosina

— Conservante do DNA

— Fator de crescimento beta 1

— Reagente

— Timina-Timina-Adenina
— Timina-Timina-Timina
— Voltagem

— MICROLITROS

— Estados Unidos da América



LISTA DE FIGURAS



Figura
Figura
Figura
Figura
Figura
Figura
Figura
Figura
Figura
Figura

Figura

Lista de Figuras

1 — Esquema da deposigao de elastina ......................... 21
2 — Organizacgao das fibras elasticas a nivel molecular ........ 23
3 — Cortes histologicos do colon .............ccoovvvvivviviinnnnen. 25
4 — Imagem tridimensional da elastina ......................... 32
5 — CromMOSSOMO 7 ...ooviiiiiiiiiiieee e 34
6 — Mapeamento do cromoSSOmMO 7 .......ccccceevvveieieeennnns 35
7 — Polimorfismo conformacional de simples fita .......... 46
8 — Eletroforese de poliacrilamida ................cccccceveenenne. 53
9 — Resultado do sequenciamento ...........cc.cceevevivnnnnnnn. 54
10 — Diagrama tradicional da DDC ..............ccevveviinnnnn. 68

11 — Diagrama dos conceitos atuais e futuros da DDC .. 69



LISTA DE TABELAS



Tabela

Tabela

Tabela

Tabela

Tabela

Tabela

Tabela

Tabela

Tabela

Tabela

Tabela

Tabela

Lista de Tabelas

1 — Reviséo historica da DDC..............ccooiiiiiiiie
2 — Evolucgao histoérica do conceito de DDC .............
3 — Classificacdo da DDC por Ryan .............ccccoo....
4 — Evolugao histérica da fisiopatologia da DDC ......
5 — Estudos historicos de presséo intracolbnica .......
6 — Sumario dos estudos da pressao intracolbnica ..
7 — Fibras elasticas, componentes e constituicéo ....
8 — Estudo dos casos controles .............cccccuvvviieeneen.
9 — Estudo dos pacientes com DDC .............ceeuueenn.
10 — Analise Estatistica Comparativa .........................
11 — Estatistica pelo Teste Exato de Fisher ...............

12 —RISCOREIAtIVO ..o

11

14

16

18

22

51

52

55

56

56



RESUMO



RICCI Jr., J. Polimorfismo do exon 20 do gene da elastina em
individuos portadores de doenga diverticular dos célons. Sao Paulo,
2004. 98p. Tese (Doutorado) — Faculdade de Medicina, Universidade de
Sao Paulo.

A doenga diverticular dos colons (DDC) é relacionada a civilizagéo,
industrializacdo e a dieta. Estudos fisiolégicos demonstraram que uma
pressao intraluminal elevada, bem como alteracbes estruturais adquiridas
da parede intestinal parecem ser fator decisivo, que se intensificam com o
envelhecimento. Estas alteracbes podem ser causadas por alteragdes no
tecido muscular e tecido conjuntivo relacionados ao metabolismo do
colageno e elastina, que presumivelmente pode ser geneticamente
determinada. Sabe-se que pacientes com desordens genéticas do gene da
elastina (ELN), como a estenose adrtica supravalvar e a cutis laxa, podem
manifestar hérnia, diverticulose e disfungdo urinaria. Recentemente, foi
demonstrado mutacéo pontual no exon 20 do ELN em pacientes com hérnia
inguinal. No presente estudo investigamos o polimorfismo do exon 20 do
ELN em 14 pacientes com DDC e 26 controles. A presenca de mutacgao foi
verificada por eletroforese conformacional de fita simples e sequenciamento
automatico. Demonstramos bandas anormais em alguns pacientes, que
representaram uma mutacdo nao conservativa: substituicdo de um
nucleotideo (AGT—GGT) no cédon 422 do gene da ELN em cinco pacientes
com DDC. Nenhum individuo controle estudado apresentou este tipo de
mutacdo. Observamos uma associagao significante (P=0,003) desta

mutacao com o desenvolvimento da DDC e risco relativo 3,89 vezes maior



(intervalo de confianga de 95%: 2,21-6,83) dos individuos com esta mutagao
desenvolver DDC. Esta mutagao troca Serina, um aminoacido nao polar, por
glicina, um aminoacido neutro, alterando a estrutura hidrofébica da elastina
e secundariamente a estrutura da fibra elastica. Esta alteracido pode
promover perda da complacéncia da parede intestinal e o desenvolvimento

de diverticulo.



SUMMARY



RICCI Jr., J. Polymorphism of exon 20 of elastin gene in individuals
with colonic diverticular disease. Sado Paulo, 2004. 98p. PhD Thesis —

Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo.

Colonic diverticular disease (CDD) is related to civilization, industrialization
and diet. Physiological studies demonstrated that increased intraluminal
pressures as well as acquired structural changes of the intestinal wall seem
to be decisive factors, which intensify during ageing. These changes may be
due to alterations of the musculare and connective tissues and are related to
collagen and elastin metabolism, which presumably can be genetically
determined. It is known that patients with genetic disorders of elastin gene
(ELN), such as supravalvular aortic stenosis and cutis laxa, may also
manifest hernias, diverticulosis and bladder dysfunction. Recently, punctual
mutations were demonstrated in ELN exon 20 of inguinal hernia patients. In
the the present study, the polymorphism ELN exon 20 was tested in 14
patients with CDD and in 26 controls. Mutations were sought by single-
strand conformation polymorphism and by automatical sequence. An
abnormal band was demonstrated in some patients, representing a
missense mutation: a single nucleotide substitution (AGT—GGT) was
detected in codon 422 in five patients with CDD. There is a substituion of
serine, a nonpolar amino acid, by glycine, na uncharged one. No controls
showed this punctual mutation(P=0,003), and the odds ratio for development
of CDD was 3.33 (95% confidence interval:1,98-5,62). As a consequence of

this substitution, the hydrophobic structure of elastin and of elastic fiber may



promote a loss of compliance of the intestinal wall and development of

diverticula.



INTRODUCAO



Introdugéo 2

1 INTRODUGAO

O estudo de doengas com evidente componente genético foram
historicamente realizados em sua maioria segundo a visdo Mendeliana,
limitando-se ao estudo de doencas com clara etiologia genética ou a
tentativa de identificar relagcbes de causa-efeito em doencas malignas. O
surgimento da Genémica em 1987 imp6s uma nova necessidade e visao
para a pesquisa cientifica no campo da genética abrindo perspectivas para
a investigacdo de possivel envolvimento genético em doengas de alta
prevaléncia, consideradas benignas e de alto custo so6cio-econémico. O
estudo epidemiolégico e morfoldégico destas doencas, até o presente
momento, da como alternativas a terapia medicamentosa e/ou cirurgica. A
visdo que se delineia para o futuro vem de uma nova ciéncia — a Genémica
— que redireciona para outra terapia: a terapia génica.

Neste contexto, encontramos a Doenca Diverticular dos Codlons
(DDC), enfermidade de grande prevaléncia, com altos indices de morbidade
e mortalidade e com elevada repercussdao socioeconbmica. Sua
etiopatogenia ndo é completamente conhecida, mas parece envolver
fendmenos primarios ou genéticos e secundarios ou ambientais (ex. dieta

pobre em fibras).
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Chama a atencdo o fato de que a DDC apresenta-se de forma
predominante no lado direito do célon nos orientais e que a incidéncia
aumenta quando esse grupo adota a dieta ocidental, pobre em fibras. Por
outro lado a DDC quase inexiste entre os africanos de etnia negra e a
incidéncia neste grupo aumenta quando adota a dieta ocidental. Nos
ocidentais a DDC predomina no colon sigmdide, e em menor numero com
distribuicdo universal. Tal fato é creditado ao estilo de vida ocidental, tendo
como maior fator desencadeante a dieta pobre em fibras. Entretanto na
india, apesar da dieta rica em fibras, a DDC é relativamente frequente,
sugerindo que outros fatores participem, inclusive genéticos.

Os termos Doenca Diverticular ou Doenca Diverticular dos Célons,
por serem mais abrangentes, tém sido preferidos pela grande maioria dos
autores, reservando-se as denominacgdes diverticulose para a presenca dos
diverticulos sem manifestacbes clinicas e diverticulite quando da
coexisténcia de um processo inflamatorio geralmente associado a infec¢ao
e suas complicagdes.

Nos ultimos 20 anos sua prevaléncia aumentou, pela maior
expectativa de vida do ser humano e pela adocédo de dieta industrializada,
que é de forma geral, pobre em fibras.

A presenca de DDC é relativamente incomum antes dos 40 anos
(5%) e aumenta para cerca de 30% acima dos 50 anos, para 50% além dos
70 anos, chegando a 70% apos os 80 anos (CASTRO e COELHO, 2004).

E sabido que os diverticulos apresentam-se no intestino grosso de

duas formas: congénitos e adquiridos. Os congénitos, geralmente unicos,
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chamados de diverticulos verdadeiros por serem constituidos pelas trés
camadas da parede do colon e os adquiridos, mais frequentes, chamados
de falsos ou pseudodiverticulos que sao herniacbes da mucosa que
ocorrem nos pontos de entrada dos vasos sanguineos através da camada
muscular circular do intestino. Existem dois pontos vulneraveis a
herniagdes: o primeiro fica entre as jungdes longitudinais dos musculos, as
ténias colbnicas; o segundo na regiao entre os anéis do musculo circular do
célon. Na estrutura participam apenas a mucosa e a submucosa.

A DDC foi citada pela primeira vez no inicio do século XVIII por
LITTRE (apud FINNEY, 1928), e teve ressaltada sua importancia clinica em
1899 descrita por GRASER, que também chamou a atencédo para o fato
dela ser rara. A primeira tentativa de classificacdo so foi feita em 1963 por
CHIFLLET e, mais recentemente, uma segunda classificagdo proposta em
1983 por RYAN, passou a servir de referéncia para os estudos genéticos.

A pesquisa sobre a etiopatogenia da DDC fundamenta-se até hoje
nos estudos da associagao das alteragdes estruturais da parede do colon a
fatores relacionados com o envelhecimento, entendido como maturacao
fisiolégica e progressiva das estruturas sem ocasionar a perda total da
funcao, e a dieta pobre em fibras, que levaria a alteragdes no bolo fecal e no
transito intestinal, aumento da pressdo intracolénica e formacdo de
diverticulos através da parede do colon nos locais de menor resisténcia.

Em estudos anteriores, verificou-se que esta doenca parece estar
relacionada a modificagcbes na composi¢cdo qualitativa e quantitativa dos

componentes estruturais da parede dos colons e do sistema de fibras
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elasticas da parede intestinal, uma vez que a fibra elastica € o componente
estrutural que da elasticidade e resisténcia ao tecido, influindo na
complacéncia tecidual.

O envolvimento de um possivel defeito genético do tecido conjuntivo
€ sugerido pelo achado de diverticulos em criangas e adultos jovens com
sindromes de Marfans, e de Ehlers-Danlos. Existe também uma forte
relagdo entre a doencga renal policistica e diverticulos perfurados, (SCHEFF
et al., 1979). Embora a predisposigdo genética ainda deva ser totalmente
explorada, sabe-se que a etnia é fator predisponente para os diverticulos
colénicos localizados a direita, condicdo comumente encontrada nas
populagdes do Oriente, (CHIA et al., 1991). E possivel que os pacientes que
desenvolvem diverticulos colénicos localizados a esquerda tenham uma
anomalia genética ainda ndo detectada nos seus tecidos, ou que estejam

mais predispostos ao processo natural de envelhecimento.

Muito embora os estudos relativos a etiopatogenia da DDC sejam
extensos e abrangentes, diversas questdes n&o foram elucidadas,

suscitando indagag¢des importantes, tais como :

e Por que alguns individuos desenvolvem diverticulos em idades
mais jovens?

e Por que em alguns pacientes os diverticulos localizam-se no célon
direito e em outros no sigmoéide e/ou de maneira universal nos colons?
e A doencga diverticular dos colons, que se revela por morfologia e

manifestagdes clinicas diferentes, configuraria uma sindrome com
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varios espectros de apresentagao e com base genética?

Em 1975, PAINTER e BURKITT descreveram esta doenga como “um
problema do século 20” e, em 1999, a American Society of Colon and Rectal
Surgeons celebrou o centésimo aniversario da DDC. Conquanto seja uma
doenga antiga e frequente, a DDC continua envolta numa incompleta

elucidacao de sua etiopatogenia, em pleno século 21.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Histoérico

A DDC teve sua primeira descricdo no inicio do século XVIII por
LITTRE (Tabela 1) como sendo uma expansédo sacular do colon, citado em
1793 na edicadco de MATHEW BAILLIE de “Modrbida Anatomia”.
CRUVEILHIER (1849) descreveu os diverticulos como entidade morfologica,
avaliando os riscos das sequelas infecciosas. GRASER (1899) introduziu o
termo peridiverticulite e foi o primeiro a descrever uma diverticulite que levou
a perfuracao e a fistula entérica.

BEER (1904) prop6s que a diverticulite era devida a impactagao das
fezes no colo do diverticulo e CASE e QUERVAIN (1914) propuseram o
termo diverticulose e descreveram as primeiras imagens radiolégicas.

Varios trabalhos se seguiram estudando enemas baritados e exames
post morten que identificaram um aumento na prevaléncia da DDC em anos

subsequentes (SPRIGGS e MARXER, 1925) (FIFIELD, 1927) (PARKS,
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1969 e 1975) (PETRIE, 1972). PAINTER e BURKITT (1971, 1972),

propuseram a hipétese da DDC ser causada por dieta pobre em fibras com

Tabela 1 — Revisao histérica e do aumento da prevaléncia ao longo
do tempo da diverticulose colénica. Mimura, T. et al., 2002.

Ano Autor

Informes e eventos

1700 Littre*
1849 Cruveilhier
1880

1899 Graser

1904 Beer

1917 Drummond
1925 Spriggs e Marxer

1927 Fifield
1968 Parks
1972 Petrie

1960-1980 Painter et al.

Primeira descricdo como “quisto externo sacular
do colon”

Apreciou o risco de sequelas infecciosas
Desenvolvimento do moinho de farinha por rolos

Introduziu o termo “peridiverticulite” e sugeriu a
herniagdo da mucosa através das areas de
penetracao da “vasa recta” como patogénica

Propos que a diverticulite era devido a
impactagao das fezes no colo do diverticulo

Assemelhou o diverticulo a hérnia inguinal
10% em 1.000 enemas baritados, RU

9% em mais de 10.000 séries post-morten
30% em 300 post-morten

29% em 1.170 enemas baritados, RU

Propos a hipétese de doenca por deficiéncia de
fibra e elevada prisao intraluminal

* Citado em Finney, J. M. T., 1928.

com o consequente aumento da pressao intraluminal do intestino, que

levaria a uma excessiva segmentacdo do coélon. Especularam que a

possivel causa da doenga, estaria ligada a mudanga na dieta relacionada ao

desenvolvimento do moinho de rolos para farinha em 1880.

Apesar dos diversos trabalhos sobre o assunto persistem ainda

muitas duvidas quanto ao mecanismo de formacgao dos pseudodiverticulos

(GOLIGHER, 1990).
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2.2 Etiopatogenia

Os estudos dos habitos alimentares mostraram existir relagao entre a
incidéncia da DDC e consumo de fibras vegetais; assim, a redugdo da
ingestdo de fibras vegetais, situagdo preponderante entre as populagdes
dos paises industrializados, quando associada as condi¢cdes individuais
predisponentes, podera levar ao aparecimento da doenga, com
caracteristicas clinicas e evolugéo peculiares (PAINTER e BURKITT, 1971 e
1975) (ALMY e HOWELL, 1980) (GUO-ZONG 1984) (FISHER et al., 1985).

As evidéncias atuais sobre a etiologia da DDC incluem estudos das
alteragdes morfolégicas da parede do colon, da dieta pobre em fibras, do
envelhecimento, das alteragdes da pressao intraluminal assim como do

colageno e da elastina, componentes da matriz extracelular (KAMM, 2002).

2.3 Estudos morfolégicos

O estudo dos elementos estruturais da parede colénica e da sua
funcionalidade, demonstrou alteragdes nos componentes da parede nos
casos de DDC, permitindo a elaboragdo de algumas teorias a respeito da
sua etiopatogenia. GRASER (apud GOLIGHER, 1990) em estudos de
necropsia, sugeriu que os diverticulos possam ser consequéncia da
fraqueza da parede intestinal, correspondente aos pontos de penetracao

dos vasos sanguineos na camada muscular para irrigagao tanto do musculo
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como da submucosa e mucosa, desde que haja pressado intraluminal
suficiente. Introduziu o termo “peri-diverticulitis” para explicar as alteracoes
anatébmicas que observou.

HABERSCHON em 1857 e Sir ARBUTHNOT LANE em 1885 (Tabela
2) notaram que os diverticulos ocorriam quando havia espessamento da
parede intestinal e associaram a sua formagdo a possiveis contragdes
vigorosas da musculatura colica (apud WHITEWAY e MORSON, 1985b).

DRUMOND (1917) estudou a correlacdo dos diverticulos com os
vasos sanguineos da parede do colon e os assemelhou a formagéo da
hérnia inguinal.

TELLENG e GRUNER em 1917 (apud WHITEWAY e MORSON,
1985b) postularam que a inflamagao dos diverticulos seria responsavel pelo
espessamento das camadas musculares do intestino grosso.

KEITH (1910), EDWARDS (1939) e CELIO (1952) verificaram a
presenca de espessamento da camada muscular do colon e
correlacionaram a ocorréncia dos diverticulos com possivel fraqueza da
parede intestinal e aumento da presséo intracolénica.

Utilizando meétodos radiolégicos e angiograficos, NOER (1955) e
SLACK (1960), verificaram correlacdo entre as alteragbes da camada
muscular e os vasos sanguineos da parede do célon com os diverticulos.

As alteragbes morfolégicas e funcionais do colon nos portadores de
DDC e suas manifestagbes clinico-patologicas caracteristicas serviram
como base para classifcar a doenga com objetivos clinicos, didaticos e

fisiopatoldgicos, conforme propdéem alguns autores.
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Tabela 2 — Evolugao histérica do conceito de DDC

Ano Autor Informes e eventos

1857 Haberschon Diverticulos derivados do espessamento da

1885 Arbuthnot Lane parede |~ntest|nal, associando anfo_rmagao a
contracdes da musculatura colénica
Correlacao do espessamento da camada

. muscular do célon a ocorréncia de diverticulos

1910 Keith . ~
com a factivel fraqueza da parede e a elevacgao
da presséo intracolonica
Correlacéo dos diverticulos com os vasos

1917 Drumond sanguineos da parede do célon e os
assemelhou com a hérnia inguinal

1917 Telleng e Gruner Infliamagao do diverticulo responsavel'pelas
lesdes das camadas musculares do célon

1939 Edwards Idem ano 1910

1952 Celio Idem anos 1910 e 1939
Com métodos radiolégicos e angiograficos
correlacéo das alteracbes das camadas

1955 Noer . .
musculares e dos vasos sanguineos do célon
com os diverticulos

1960 Slack Idem ano 1955

1963 Chifflet C_IassAlflgagao como congénita, hipertbnica e
hipoténica

1983 Ryan Classificou como Tipo Classico (caucasiano) e

Tipo Novo (asiatico)

Fonte: Mimura, T., 2002

CHIFFLET (1963) classificou a doenca diverticular em trés tipos:

a) Congénita ou por ma formagao da parede intestinal;

b) Colopatia Diverticular

por Hipertonia — o0s portadores desta

modalidade da doenga apresentariam alteragbes dinamicas do

intestino, com hipertonia ou distonia. Seria a forma limitada ao célon

sigmaide, ocorrendo mais frequentemente em individuos jovens (40 a
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60 anos), cujas complicagdes mais frequentes variam de dores
espasticas a processos infecciosos;

c) Colopatia Diverticular por Hipotonia — forma que habitualmente
acomete pacientes idosos, nos quais ha atrofia muscular, e os
diverticulos estdo por todo o célon, sdo numerosos e apresentam
ostio diverticular largo com ampla comunicagdo com a luz intestinal.
O quadro clinico esta muito mais relacionado a alteragcbes vasculares

como hemorragia ou isquemia.

As diferengas na parede colénica entre os africanos de etnia negra e
os ocidentais podem ajudar a explicar alguns dos fatores etioldgicos desta
condicdo. WATTERS et al. (1985) compararam as propriedades mecanicas
do célon em séries de necropsias de pacientes falecidos em Edinburgo, no
Reino Unido e Kampala, em Uganda. Um total de 32 espécimes foram
obtidos em Edinburgo, inclusive 5 com diverticulose. Nenhum dos 20
espéecimes de Kampala apresentava DDC, em razao de sua raridade. A
resisténcia a tragdo, largura, espessura e tensao de ruptura foram medidas.
Em ambas populagdes, a resisténcia a tracdo declinou com a idade.
Quando o colon esquerdo e colon direito foram comparados, o primeiro era
mais estreito, débil, menos distensivel, e tinha menor resisténcia a tracao
que o direito. Quando espécimes destes paises foram comparados, aqueles
de Kampala eram mais fortes, mais largos em didametro e tinham paredes
mais finas. Esses achados sugerem que o célon da populagéo africana de

etnia negra & mais forte e, em consequéncia, mais resistente a deformacao
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do que o célon dos demais. Nenhuma diferenga foi encontrada no grupo de
Edinburgo entre os colons com e sem diverticulose em relagdo a suas
propriedades mecanicas.

Diferencas na distensibilidade dos segmentos colénicos foram
apresentadas em estudos in vivo e in vitro. A distensibilidade € menor no
célon sigmoide e descendente e maior no ascendente e transverso.

Com base numa eventual alteragdo do tecido conjuntivo do intestino
grosso, RYAN (1983) (Tabela 3) sugeriu a existéncia de dois tipos de DDC;
o primeiro, com espessamento muscular, associado a complicacdes
infecciosas, com diverticulos localizados principalmente no célon esquerdo;
e o segundo, sem anomalias musculares, com diverticulos ao longo do
célon, com raras complicacdes inflamatorias e perfuragbes mas, com
sangramento como complicagdo comum, possivelmente devido as
anomalias do tecido conjuntivo. Este conceito pode explicar a diferenga nas
caracteristicas da doenga nos paises ocidentais e asiaticos, como é o caso
das anomalias musculares e as complicacbes inflamatérias que sao
incomuns no Japao. Neste pais, a diverticulose do lado direito consiste
frequentemente de um unico ou poucos diverticulos, e se desenvolve numa

idade mais jovem do que a doenga do lado esquerdo.
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Tabela 3 — Classificagao da DDC elaborada por Ryan (1983).

Tipo Classico Tipo Novo

(Caucasiano) (Asiatico)
Local do diverticulo Lado esquerdo Bilateral
Anomalia muscular Notavel Ausente
Presséo intraluminal Anormalmente alta Normal
Tecido conjuntivo Normal Anormal
Complicagdes inflamatérias Frequentes Incomuns
Hemorragia Rara Comum

Fonte: Mimura, T., 2002.

A pesquisa sobre a etiopatogenia da DDC fundamentada na
associacao das alteragdes estruturais € um fato que continua através da
investigacao das alteragdes morfologicas da parede do colon.

HALSTED (apud GOLIGHER 1990) (Tabela 4 ) observou que a
submucosa do colon permanecia integra mesmo apos a destruicdo das
demais camadas por esmagamentos sucessivos com pinga cirurgica.
Evidenciou, dessa maneira, que a submucosa do colon é a mais resistente
das camadas que constituem a parede do intestino grosso. THOMSON et al.
(1987) estudaram a parede do colon e verificaram que a camada
submucosa é composta quase que inteiramente por uma rede de fibras
colagenas que se altera estruturalmente com o aumento da idade nos
cbélons normais, e também nos que apresentam DDC. Esses estudos
sugerem que o envelhecimento seja outro fator envolvido no
desenvolvimento da DDC.

A literatura documenta bem o aumento da incidéncia da DDC com a
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idade, assim como a progressiva mudanca de estruturas da parede
colénica, como a taenia coli e musculatura circular do cdélon, com
encurtamento propiciado pela elastose, descrito por PACE (1969) e
WHITEWAY e MORSON (1985a). Esta condicéo, associada a uma dieta
preponderantemente constipante, seria o mecanismo que estimularia o
desenvolvimento da DDC.

WHITEWAY e MORSON (1985a) em estudo morfométrico e de
microscopia eletrbnica da parede do cdélon sigmoéide com DDC,
demonstraram que as camadas circular e longitudinal, representadas pelas
ténias do célon, estdo espessadas por diferentes razbes: a ténia, como
resultado de contratura seguida da deposicéo de elastina, e a musculatura
circular, pela prolongada compressao e enrugamento provocado pelo
encurtamento da ténia. Demonstraram também que a elastina estava
aumentada em 200% na ténia do sigmdide com diverticulose, ndo se
registrando alteragdo na quantidade de elastina da camada muscular
interna comparativamente ao grupo controle.

BARROS (1999) em sua tese de doutorado, demonstrou que
individuos com DDC hipotdnica apresentam menor quantidade de fibras
elasticas na parede do célon, quando comparados aos individuos normais.
Demonstrou também a presencga de grande quantidade de fibras elasticas
jovens —responsaveis pela resisténcia elastica— na parede do colon de
individuos com DDC localizada ou hipertdnica.

A degradacdo tecidual depende da atividade de proteinases

secretadas pelas células do tecido conjuntivo, incluindo as
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metaloproteinases da matriz; o equilibrio entre a sintese e degradacéo da

matriz € importante para a integridade tecidual, pois sua remodelagao

ocorre continuadamente (JACKSON et al., 1996).

Tabela 4 — Evolugao histérica da fisiopatologia da DDC.

Ano

Autor

Estudos

1891

1955

1966

1982

1985a

1985a

1985b
1987

1996

1999

2000

Halsted

Wess et al.

Pace e Whithway

Eastwood et al.

Morson

Whithway e Morson

Whithway e Morson

Thonson et al.

Jackson et al.

Barros

Bode et al.

A submucosa é a camada mais resistente da parede
do colon

Estrutura da parede em rede de fibras colagenas.
Suscetibilidade a alteragdes por envelhecimento e
moléstia diverticular

Mudangas na taenia coli e camada muscular circular,
com encurtamento por elastose e dieta constipante

DDC, condigdo normal do envelhecimento associada
a processo degenerativo do colageno.

Idem 1966

Espessamento das camadas musculares circular e
longitudinal. Taenia coli contraida com deposicao de
elastina. Camada muscular circular comprimida e
enrugada pelo encurtamento da taenia coli

Mudangas na parede sao de carater dindmico
associadas as alteragdes do conteudo intraluminal

Idem ano 1955

Degradacao tecidual dependente da atividade das
metaloproteinase secretadas pelas células do tecido
conjuntivo. Equilibrio entre sintese e degradacao
importante para a integridade tecidual. Remodelacéo
constante

Menor quantidade de fibras na parede coldnica na
DD difusa ou hipoténica. Presenca de grande
quantidade fibras elasticas jovens

Aumento da sintese do colageno tipo III, porém nao
no tipo I, sem esclarecimento do mecanismo nem a
patogénese da diverticulose

Fonte: Mimura, T., 2002.

Esta familia de endopeptidases degrada todos os componentes da

matriz extracelular, tais como colagenos, elastina e glicoproteinas. Elas sao

secretadas por uma variedade de células, inclusive macrofagos, células T e

miofibroblastos, apds a estimulacdo por ocitocinas e outros fatores. Entre
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esses outros fatores pode estar incluida a flora bacteriana (MACDONALD e

PENDER, 1998).

2.4 Estudos sobre a atividade motora do célon e sua relagao com as

fibras vegetais

ARFWIDSSON et al. (1964) e HUGHES (1969) (Tabela 5) em
estudos morfométricos (Tabela 6) demonstraram a presenga de hipertrofia
em portadores de DDC incipiente e sem sinais de inflamacéo.

WHITEWAY e MORSON (1985b) demonstraram, em estudos
ultraestruturais do colon sigmoide com DDC nao complicada, que as células
musculares da parede do célon sdo normais e ndo mostram evidéncias de
hipertrofia ou hiperplasia como responsaveis pelo espessamento da camada
muscular. Concluiram que ha indicios de mudanga em outros elementos
estruturais da parede intestinal.

Trés estudos de WESS et al. (1995) examinaram em necropsias o
possivel papel da dieta e dos fatores dietético-parentais nas mudancas
observadas no colageno da parede colbnica. Concluiram que ocorrem
alteragdes importantes no colageno para a manutengdo da integridade da
parede coldnica.

O substrato principal para a fermentagdo microbiana € a fibra
alimenticia. Os AGCC sao o principal produto final da fermentagao

microbiana de carboidratos e constituem a fonte de energia necessaria para
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o crescimento e manutencdo das fungdes das células coldnicas

(MORTENSEN e CLAUSEN, 1996).

WESS et al. (1996) trabalhando com ratos, constataram a presenca

de diverticulos em 42% dos animais submetidos a uma dieta deficiente em

fibras, e em nenhum dos ratos alimentados com dieta rica em fibras. A

concentracao

intestinal

de 4&cidos graxos de cadeia curta (AGCC),

especialmente o butirato, foi menor nos animais com dieta pobre em fibras .

Tabela 5 — Estudos historicos de Pressao Coldnica elevada vs. Dieta de

Fibras.
Ano Autor Estudos
1963  Painter et al. Identificag&o por cinerradiografia de areas de
1964 Arfwidsson et al. pressao elevada com aumento da segmentacéao
célica
1964 Attisha e Smith Atlylda(j_e da _pre_ssao_dq_colon e do reto antes e
apos miotomia sigmoidéia
Inexisténcia de diferenga pressérica em
1964 Painter e Truelove individuos normais vs doenga diverticular na
auséncia de estimulo do célon
Identificacdo de zonas associadas ao aumento
1971 Painter e Burkitt da presséo intracolbnica devido a ingesta
deficiente de fibras vegetais
Srivastva, Smith e Uso de relaxantes da musculatura lisa vs farelo,
1976 . L
Painter na doenga diverticular
1976 Weinreich e Presséo intraluminal no cdélon sigmdide
Anderson
Ultraestrutura do colon sigmoéide com doencga
1985 Whiteway e Morson diverticular ndo complicada. Indicios de
mudancgas em outros elementos da parede
intestinal
Aumento das ligagbes cruzadas do colageno em
1995 Wess et al. razao do envelhecimento, demonstrou ser maior
na presenca de doenga divertiular
1996 Wess et al. Comparacao da presenca de AGCC,

especialmente butirato
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Os AGCC (ex. butirato, propionato e acetato) constituem a principal

fonte energética dos colondcitos e sdo fundamentais na manutengédo da

integridade do epitélio intestinal, no metabolismo e fun¢des celulares.

Assim, os autores concluiram que a deficiéncia de AGCC poderia influenciar

a natureza da ligagéo cruzada no colageno intestinal.

Tabela 6 — Sumario dos estudos sobre a pressao intracolénica.
Simpson, J. et al., 2002.

Ano Autor Método Principais Achados
: Pressdo intracolénica aumentada em repouso e apos
. Manometria o
1964 Arfwidsson . sid refeicdes quando comparada com os controles. Resposta
sigmoiae excessiva apds prostigmina.
Presséo intracoldnica basal semelhante em controles e os
Painter e Manometria com DDC. Aqmer]to excessivo na pressao |n_tragolon|ca fja
1964 Truelove siamoide regido com diverticulos apds o uso de prostigmina, porém
u g sem diferengas de pressédo nos segmentos normais do colon
diverticular.
Radiografia e A segmentagdo do colon produz aumento da presséo
1965 i . i . A . .
Painter et al manqmetrla intracolénica em areas localizadas.
sigmoide
Attisha e Manometria Pre§sao intracolénica basgl semelhant(_a em con}rqles e
1969 Smith tosiamoid pacientes. Aumento excessivo na pressao intracolénica do
mi retosigmoiae célon diverticular apds prostigmina.
Parks e Manometria Resposta exagerada' de mo“tllldade' coIor’uca apos rejelgoes,
1969 c I tosi id detectada com catéteres “open-tipped’, porém nao com
onne retosigmoide baldes em miniatura.
Correlagéao significativa entre a dor de coélica abdominal baixa
1976 Weinreich e Manometria e atividade da pressao alta apds neostigmina. Atividade de
Andersen sigmoide pressdo alta ndo relacionada com a presenga ou auséncia
de diverticulos.
_— Enema baritado, Correlagdo entre um padrdo haustral aumentado e a
Weinreich et . o= N g
1977 I manometria presenca de diverticulos. Sem relagdo entre a atividade da
al. sigmoide presséo e o padréo haustral.
1988 Trotman e Manometria Pressdo intracolbnica aumentada em repouso e apos
Misiewicz sigmoide refeicdes quando comparada com os controles.
Cortesini e Manometria Aument.o S|gr’1|.f|cat|vo do indice de motllldgde mais alto na
1991 . "y DDC sintomatica do que na doenga assintomatica e nos
Pantaleone sigmoide

controles, antes e apos as refeigdes.
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2.5 Estudos sobre o sistema de fibras elasticas

A integridade estrutural de um tecido ou 6rgdo € mantida pela matriz
extracelular. Embora as proteinas da matriz participem ativamente em
numerosos aspectos da regulagdo celular, elas tém sido definidas
historicamente por suas propriedades fisicas e adesivas.

As fibras elasticas sao componentes extracelulares estruturais do
tecido conjuntivo responsaveis pela elasticidade fisiolégica dos tecidos.
Estdo presentes em todos os tecidos, sendo sintetizadas por diversas
células como fibroblastos, condrécitos e células musculares lisas. Em sua
constituicdo apresentam dois componentes: as microfibras e a elastina
interligadas pelo fendbmeno da elastogénese (ROSS, 1973) (JUNQUEIRA e
CARNEIRO, 1979). A elastogénese comega perto da metade da gestacao
na maior parte dos tecidos dos mamiferos, continua com uma taxa alta até
os estagios finais do feto e o periodo neonatal e é quase completamente
reprimida na maturidade (DAVIDSON, 1986). A formacé&o de fibras elasticas
€ precedida pelo aparecimento de microfibrilas, e sendo assim, pensa-se
que as microfibrilas sirvam como esqueleto sobre o qual a elastina é
montada (Figura 1).

As propriedades elastica e de resisténcia dos tecidos dos mamiferos
constatadas no parénquima pulmonar, grandes vasos e pele, advém da
presenca de uma rede rica em fibras elasticas da matriz extracelular

(ROSENBLOOM, 1984).
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Figura 1 — Descrigdao esquematica da deposicao de elastina (ELN).
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Fonte: Adaptado de Hinek, A., 1997.

O sistema de fibras elasticas € composto por trés tipos de fibras
(Tabela 7):

1 — As oxitalanicas, constituidas apenas por microfibrilas que se
dispéem em feixes paralelos com fungdo de resisténcia. Seu componente
microfibrilar esta constituido por microfibrilas de 10-12 nm, e é constituido
por sete glicoproteinas diferentes, incluindo a fibrilina (LEE et al., 1991);

2 — As fibras elauninicas, compostas por um arcabougo microfibrilar
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com deposicao de pequena quantidade de substancia amorfa, a elastina;

3 - As fibras elasticas maduras ou propriamente ditas, formadas pela
deposigado progressiva de elastina sobre o arcabougo microfibrilar, que sao
altamente insoluveis, pois apresentam grande quantidade de ligagbes
cruzadas polipeptidicas. Estas duas ultimas fibras sdo responsaveis pela
distensibilidade reversivel dos tecidos (FULLMER e LILLIE, 1958) (ROSS,

1973) (ROSS et al., 1977).

Tabela 7 — Fibras elasticas, componentes e constituigao.

Fibras Elasticas Componentes Constituicao
Oxitalanicas Microfibrilas 10 - 12 nm 7 proteinas, inclusive fibrilina
Eulaninicas Arcaboucgo microfibrilar  Pouca substancia amorfa e elastina
Fibras Elasticas Deposigao progressiva da elastina

Arcaboucgo microfibrilar

Maduras sobre o arcabougo microfibrilar

Os primeiros elementos que se formam durante o desenvolvimento
sao as microfibrilas que sao estruturas proteicas tubulares langadas ao meio
extracelular, onde se agrupam formando feixes. Neste agregado de
microfibrilas €& depositado progressivamente o componente amorfo, a
elastina. Essa estrutura basica indica a forma e a direcdo da futura fibra
elastica (ROSS e BORNSTEIN, 1969) (ROSS et al., 1977) (Figura 2).

A elastina é uma escleroproteina de composi¢cdo semelhante ao
colageno, também rica em prolina e glicina, possuindo maior quantidade de
valina e alanina. E uma proteina funcional, sendo o componente da fibra
elastica mais resistente aos processos extrativos que o colageno. Na sua

constituicdo molecular apresenta cadeias de aminoacidos que promovem
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interacoes hidrofébicas que sao necessarias para a propriedade elastica da
fibra. Por ser um produto insoluvel de monémeros de tropoelastina ligados
de forma cruzada assemelha-se a borracha. Sua estrutura basica constitui-
se de um polipeptidio linear com 72.000 daltons de peso molecular,
conhecida também como tropoelastina, ou elastina soluvel (ROSS e
BORNSTEIN, 1969) (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 1979) (SANDBERG et al.,

1981).

Figura 2 — Organizacgao das fibras elasticas a nivel molecular. A
sintese das fibras elasticas comeca pela sintese e
organizagao no espaco extracelular das glicoproteinas
estruturais: fibrilinas, glicoproteinas associadas as
microfibrilas, que sao produtos dos genes FBN 1, FNB 2,
MFAP 1 e MFAP 2.
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Fonte: Adaptado de Jacob, M. P., 2003.

A fibra elastica madura é formada por grande quantidade de elastina,
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que progressivamente se deposita sobre a fibra pré-madura, até atingir um
conteudo de aproximadamente 90% da fibra. (FULLMER e LILIE, 1958)
(GAWLIK, 1965) (FULLMER et al., 1974) (COTTA-PEREIRA, 1976) (ROSS
et al., 1977) (PANIAGUA et al., 1983).

A microscopia de luz, as fibras elasticas maduras sdo fibras
espessas, reconhecidas seletivamente apenas pelo método de hematoxilina
férrica (VERHOEFF, 1908). As fibras eulaninicas, menos espessas do que
as primeiras, sao reconhecidas pelas coloracbes de aldeido-fucsina,
resorsina-fucsina (WEIGERT, 1898) ou orceina. Com a oxidagdo pela
oxona, antes da aplicagdo dos trés ultimos corantes, puderam ser
detectadas fibras mais finas do que as eulaninicas, as fibras oxitalanicas
que precederiam as fibras elasticas. (FULLMER e LILLIE, 1958) (GAWLIK,
1965) (FULLMER et al.,1974 (COTTA-PEREIRA et al.,1976) (RODRIGUES,
1994).

As alteragdes do sistema de fibras elasticas tém sido relacionadas ao
envelhecimento, exposigao solar e varias outras doencas (SANDBERG,
1981). Em estudo histomorfométrico do sistema de fibras elasticas na fascia
transversalis, RODRIGUES JR. (1988) demonstrou que, no envelhecimento,
ha diminuicao de elastina nas fibras elasticas. Conclui que a reducao das
fibras oxitalanicas com o avancar da idade pode ser responsavel por
alteragdes na resisténcia dos tecidos.

Alteracdes do sistema de fibras elasticas com o envelhecimento tém
sido demonstradas no ligamento interfoveolar da regido inguinal

(DANIELSEN e KOBAYASI, 1972) (BRAVERMAN e FONFERKO, 1982)
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(QUINTAS, et al., 2000), na pele, no tecido muscular esquelético
(RODRIGUES, et al., 1996) (RODRIGUES e RODRIGUES JR., 2000), na
capsula esplénica (RODRIGUES et al., 1999), no ligamento interespinhoso
(BARROS et al., 2002). O que se observa sdo alteragdes quantitativas e
qualitativas com a reducgao de fibras oxitalanicas e aumento da quantidade
de fibras elasticas que contém elastina. Entretanto, estas fibras apresentam
distorcdo da sua estrutura, mostrando-se espessas, fragmentadas e
tortuosas. Esta alteracdo arquitetural reduz sua elasticidade original,
porquanto sua forga original vé-se comprometida pela reducao das ligacoes
hidrofébicas, responsaveis pela estocagem de energia elastica. Tal
alteracdo estrutural pode ser também devida a deposicdo ordenada de
colageno que comprime as fibras elasticas ou a acédo da elastase tecidual,
que promove a degeneracéao das fibras elasticas (Figura 3).

Figura 3 — Cortes histolégicos do colon de idosos com DDC

hipotonica. As setas indicam fibras elastica alteradas.
Barros — Tese Doutorado, 1999.
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Além do envelhecimento, outras causas podem promover a alteragao
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da matriz extracelular e desta forma comprometer o bom funcionamento dos
orgaos/tecidos. Assim, a perda da complacéncia pulmonar ocorre nos casos
de hérnia diafragmatica congénita, comprovada por estudos clinicos e
experimentais (TANNURI et al., 1998). A redugdo da complacéncia é
atribuida a elevada tensdo de superficie causada por deficiéncia de
surfactante, por aumento da concentracdo de colageno e redugédo da
densidade das fibras elasticas (LOTZE et al., 1994).

WHITEWAY e MORSON (1985) sugeriram que a elastose nas ténias
pode ser a mudanca inicial na DDC, embora os mecanismos responsaveis

ainda ndo tenham sido comprovados.

2.6 O gene da elastina

Genes sdo segmentos de acido desoxirribonucléico (DNA) que
codificam a sequéncia de aminoacidos das proteinas, especificando as suas
formas e fungdes.

A primeira referéncia a possivel relacao direta entre uma alteragao
genética e uma determinada mudanga na sequéncia de aminoacidos de
uma proteina data de 1957, quando INGRAN et al. observaram que
individuos portadores de anemia falciforme apresentavam moléculas de
hemoglobina que diferiam das normais por uma simples substituigdo de
aminoacidos.

A partir da década de 80 (Grafico 1), novas metodologias da biologia
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molecular trouxeram a possibilidade de examinar os genes que controlam
as fungdes dos seres vivos, responsaveis pelo fenétipo dos mesmos. Assim,
o conhecimento da estrutura gendmica permite realizar uma completa
detecgcdo de mutacdes, que podem estar relacionadas a determinadas

doencas.

Grafico 1 — Evolugao do mapeamento genético. NCBI, 2004
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A Reacado da Polimerase em Cadeia (PCR), introduzida por MULLIS
e FALOONA em 1987 dinamizou significativamente o estudo da genética,

entendida como ciéncia que estuda genes isolados e suas fungdes. Por sua
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vez a GenOmica € uma area do conhecimento cientifico surgido em 1987
com o propésito de reunir o estudo das fungdes e interagdes de todos os
genes de um determinado organismo (GUTTMACHER e COLLINS, 2002).

Os dados atuais indicam que o genoma inclui aproximadamente
35.000 genes identificados dos 70.000 possiveis de acordo com o
GenBank—NCBI-NIH (2003), distribuidos de maneira n&o uniforme nos
cromossomos nucleares e mitocondriais. Somente metade desses genes
tem padrdes de sequéncia de DNA sugestivos de possiveis fungbes, sendo
que um mesmo gene pode ser responsavel pela formacdo de varias
proteinas distintas. Mutacbes conhecidas por causar doencas foram
identificadas em cerca de 1.000 genes, embora qualquer gene tenha
potencial para causar doenca, se alterado substancialmente
(GUTTMACHER e COLLINS, 2002).

A localizagdo especifica de um gene ao longo do cromossomo,
denominada “locus”, pode ser mapeada. Convencionou-se indicar sua
posicao em relagcdo ao centrbmero, ponto de constricdo primaria que divide

0s cromossomos em duas por¢des, denominadas de bracgo curto “p” e brago
longo “q”.

Para que ocorra a formacdo protéica, o DNA que contém a
informagéo codificada sobre os elementos constitutivos da proteina a ser
sintetizada serve de molde para a sintese de uma molécula de acido
ribonucléico mensageiro (MRNA), num processo denominado “transcri¢ao”;

em seguida, ao levar essa informacdo genética do nucleo a zona

citoplasmatica de sintese proteica, € o0 mRNA que serve de molde para a
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sintese da cadeia polipeptidica codificada, fendmeno designado como
“traducao” .

Na estrutura génica, os “exons” correspondem a regido codificadora
da proteina, ou seja, a regido que é transcrita, dando origem a proteina,
enquanto os “introns”, sdo eliminados no processo de transcricdo e nao
fazem parte do RNA maduro. As unidades compostas de trés bases
nitrogenadas dispostas numa sequéncia especifica na fita de DNA ou RNA
€ denominada cédon. No processo de tradugdo cada coédon determina a
agregacao de um determinado aminoacido no processo de sintese proteica,
ou sinaliza o ponto de inicio ou término desse mesmo processo; assim, ao
cédon TCA (Timina-Citosina-Adenina ) corresponde o aminoacido Serina,
enquanto que TTA (Timina-Timina-Adenina) implica adicdo de leucina a
proteina em formacgéo.

O carater de absoluta especificidade da informacéo a ser transmitida,
€ fundamental para a compreensdao do conceito de “mutagao”“ e sua
importancia. Isto, porque qualquer que seja a causa que leve a distor¢édo da
informagédo contida no codigo original, pode ter como consequéncia a
substituicdo ou a nado incorporacdo de aminoacido(s) na proteina em
formacéao, resultando em possiveis alteragdes estruturais e funcionais nos
tecidos onde houver expressdo desta proteina. Embora as mutacdes
possam causar doengas por varios mecanismos, 0 mais comum € a perda
da fungdo, que modifica o fendtipo do individuo por diminuicdo da
quantidade ou da qualidade funcional de uma determinada proteina

(GUTTMACHER e COLLINS, 2002).



Revisdo de Literatura 30

Em termos puramente estruturais, cerca de 59% de todas as
mutagdes responsaveis por doengas genéticas no homem, sdo as
chamadas “mutagdes pontuais”, que envolvem a troca de uma unica base
nitrogenada na sequéncia de um cdédon, podendo acarretar resultados
diferentes, entre os quais, a substituicdo do aminoacido, originariamente
previsto por outro e continuando com o processo normal de leitura
(“‘missense mutation”). A substituicdo do codon original por um cédon de
parada prematura, interrompera, naquele ponto, a sintese proteica
(“‘nonsense mutations”).

Outras mutagdes, estimadas em 16%, responsaveis por doencas
genéticas humanas, ocorrem por “microdele¢cdo”, mecanismo mediante o
qual se verifica a perda de um fragmento do DNA, contendo um ou mais
pares de bases que codificariam determinada(s) proteina(s); o restante das
mutagdes conhecidas se expressam sob a forma de inser¢des, duplicagdes,
inversdes, expansdes e rearranjos complexos da sequéncia génica
(COOPER, 2002) .

Considerando a repercussido funcional no individuo acometido de
doenga genética, com alteragdo ou ndo do seu “fendtipo”, muitas das
variantes aleatoriamente introduzidas na sequéncia do genoma humano,
nao tém qualquer efeito pois pode ocorrer a substituicdo de um cdédon por
outro que codifica o mesmo aminoacido (“silent mutations”), ou a
substituicido do aminoacido por outro com propriedades fisico-quimicas
semelhantes, que induz pouca modificagcdo na fungdo da proteina, sendo

ambas as situagdes designadas como “mutagbes conservativas®. Ao
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contrario, as “mutacdes nao conservativas” levam a troca de um aminoacido
por outro de propriedades diferentes, acarretando alteracdo na funcao da
proteina e consequentemente do fendtipo.

Para evitar a alta frequéncia de mutagdes e a instabilidade geral do
genoma, existem mecanismos bloqueadores de determinadas fases do ciclo
de reproducgao celular dos mamiferos, até a ocorréncia de reparagao do
DNA danificado, num processo chamado nucleotideo “excision repair”. O
mecanismo envolve a ativagao da proteina p53, considerada por essa razao
‘guardida do genoma humano”. A capacidade de corrigir as distor¢ées do
DNA é fundamental por sua capacidade de suprimir o desenvolvimento de
tumores. A capacidade de correcdo diminui com o envelhecimento, o que
explicaria o aumento da taxa de mutacbdes induzidas por radiagao ultra-
violeta com o consequente aumento na prevaléncia de cancer da pele nos
idosos (GOUKASSIAN et al., 2000).

Os genes contém multiplos introns ou sequéncias ndo codificadoras,
que correspondem a dez vezes a quantidade dos exons constituintes do
mMRNA. Um processo chamado “splicing” forma uma alg¢a da regido intrénica,
gue aproxima dois exons contidos na mesma fita do mRNA com a posterior
eliminagdo do fragmento da fita contido na regiao intermediaria. O “splicing
alternativo” representa uma maneira importante de regulagdo génica tecido-
especifica, uma vez que a possibilidade de formar sequéncias distintas a
partir de pontos alternativos de “splicing” de um mesmo gene, pode induzir a
producédo de diferentes isoformas de uma mesma proteina (COOPER, 2001)

(Figura 4).
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Figura 4 — A estrutura da elastina é dindmica. A imagem apresenta a
estrutura tridimensional da molécula de elastina, em
especial a ligagao cruzada (ponteado). Imagem cedida por
Debelle e Tamburro, 1998.
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A determinacdo da estrutura primaria das fibras elasticas so6 foi
possivel apds o isolamento, em tecido de porcos deficientes em cobre, de
uma substancia intermediaria soluvel, a tropoelastina (SANDBERG et al.,
1969, FOSTER et al., 1973). O acido desoxirribonucléico complementar
(cDNA ) da elastina, como é chamado o DNA obtido in vitro a partir do
MRNA, foi isolado por INDIK et al. (1987). A partir do cDNA, foi deduzida a
sequéncia completa dos aminoacidos da tropoelastina humana (FAZIO et
al.,1988).

Os primeiros estudos mapearam o gene da elastina (ELN) no
cromossomo 2 (EMANUEL et al., 1985). Estudos posteriores demonstraram

que o gene da ELN encontra-se na regido proximal do brago longo do
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cromossomo 7 no locus 7911.23 (Figura 5), apresentando 34 exons que
ocupam 47Kb do DNA e estdo separados por extensas regides intrénicas
(FAZIO et al.,, 1991; FOSTER et al., 1993; TASSABEHJI et al., 1997).
Consequentemente, a relagcdo intron:exon, de aproximadamente 19:1, é
elevada (BASHIR et al., 1989) (Figura 6) .

Até a presente data, trés genes estdo reconhecidamente envolvidos
na produgdo das fibras elasticas: o gene da ELN no cromossomo 7
(TASSABEHJI et al.,, 1997), o gene da fibrilina (FBN) alojado no
cromossomo 15 (MAGENIS et al.,, 1991) e o gene da fibulina-5 (FBLNS)
mapeado no cromossomo 14 (KOWAL et al., 1999). A partir da definicdo da
estrutura de tais genes, mutagdes pontuais, haploinsuficiéncia ou mudangas
na transcricdo do mRNA tém sido identificadas como causas de sindromes
bem definidas, ou de alteracbes teciduais isoladas, fornecendo as bases
para a investigacdo do envolvimento do gene da ELN em diversas afecgdes.

A sindrome de Marfan € uma desordem autossémica dominante,
caracterizada por manifestacdes nos sistemas cardiovascular, esquelético e
ocular. As principais complicagdes cardiovasculares sdo a formagao de
aneurismas e a disseccdo da aorta toracica, preferencialmente na porgao
ascendente. O substrato genético da sindrome de Marfan é a ocorréncia de
mutagdes ao longo do gene da FBN-1, caracterizadas principalmente por
troca de aminoacidos, resultando em prejuizo da elastogénese (MILEWICZ

et al., 1996).
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Figura 5 — O cromossomo 7 contém aproximadamente 1.800 genes e
acima de 150.000 milhdes de pares de bases, dos quais 95%
ja foram sequenciados. A figura sinaliza a localizagao de

alguns genes responsaveis pelas patologias apontadas.
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Acessado em 5 de janeiro de 2004.
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Figura 6 — Mapeamento do cromossomo 7.
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A cutis laxa hereditaria compreende um grupo heterogéneo de
desordens do tecido conjuntivo, caracterizadas por frouxiddo cutédnea, com
envolvimento variavel dos érgéos internos e decorre da deficiéncia de fibras
elasticas que apresentam marcante desorganizagdo. A homozigose para
uma mutagao no gene da FBLNS resulta numa severa forma da doenga em
ratos (YANAGISAWA et al., 2002) e em humanos (LOEYS et al., 2002).

A elastina estda constituida por um complexo de proteinas
hidrofébicas com ligagdes cruzadas, sintetizadas a partir de uma unica copia
do gene da ELN mediante a utilizacdo alternada de diversos exons (PIERCE
et al., 1990). O produto inicial da elastina € a tropoelastina, um polipeptideo
de 72Kda com estrutura que alterna dominios hidrofébicos e ligagdes
cruzadas derivadas da oxidagdo de residuos de lisina por uma enzima
dependente de cobre, a “peptidil-lisil oxidase” (PARTRIDGE et al., 1966;
MILLER et al., 1965). Este dominio hidrofobico forma uma estrutura frouxa
responsavel pela resisténcia da proteina. Apds a secregdo, as cadeias
individuais de tropoelastina sédo ligadas de forma covalente para formar uma
rede de fibras elasticas altamente insoluvel. Estudos tém sugerido que as
ligagbes cruzadas distintas e os dominios hidrofobicos da elastina s&o
codificados em exons separados. Os dominios que sado apontados como
determinantes dessas ligagbes cruzadas encontram-se nos exons 4, 6, 8,
10, 12, 15, 17, 19, 20. 21, 23, 27, 29 e 31 (TASSABEHJI et al., 1997).

Na cutis laxa foi identificada uma mutagdo no exon 32 do gene da
ELN que determinou a substituicdo de 37 aminoacidos da cadeia proteica

por uma nova sequéncia com 62 aminoacidos (TASSABEHJI et al., 1998).
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Neste estudo, os autores verificaram uma fragmentacao da elastina através
da microscopia eletrébnica e uma redugcdo na deposicdo da elastina na
derme dos pacientes. A tropoelastina depositada apresentava modificagao
em suas ligag¢des cruzadas que reduzia sua capacidade de recolhimento e
como resultado a pele apresenta caracteristicas de lassidao. ZHANG et al.,
(1999) demonstraram mutacao no exon 30 do gene da ELN na sindrome de
cutis laxa congénita, sendo responsavel pelas alteragdes quantitativas e
qualitativas da elastina nos tecidos.

Uma outra forma de verificar a expressdo do gene da ELN é através
do estudo da concentracdo de mRNA. Assim, € possivel sugerir que a
bexiga fibrética ndo complacente dos pacientes com mielomeningocele é
resultado da grande deposi¢do de colageno no musculo detrusor, devido a
pequena quantidade de fibras elasticas, decorrente da baixa concentracao
de mRNA da elastina e a baixa regulagao transcricional (DJAVAN et al.,
1998).

A expressao de cada um dos exons de um gene pode ter agao
diferenciada. Foi verificada a presenca de macréfagos na neointima das
artérias atingidas pela hipertensao pulmonar (LIPTAY et al., 1993). A
migragcao destas células para a neointima pode ser decorrente da atividade
do exon 26 do gene da ELN (BISACCIA et al., 1998).

O exon 26 codifica um dominio hidrofébico e outro altamente
hidrofilico, e a auséncia do segundo determinaria moléculas de
tropoelastina menos sujeitas a acao da lisiloxidase dificultando a

elastogénese. Alguns autores sugerem que a expressao do exon 26 pode
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estar aumentada na elastolise, no processo de envelhecimento e em
doencgas da fibra elastica, representando um marcador de dano tissular
(WEISS e VRHOVSKI, 2001).

Como a elastina é o principal componente da aorta e das grandes
artérias, a delecdo de grande parte ou de todo o gene da ELN tem sido
descrita em pacientes com estenose aortica supravalvar (EASV) (MORRIS,
1998). Esta doenga é caracterizada pelo estreitamento congénito da aorta
ascendente, que progressivamente leva a faléncia do coracdo e morte
precoce, o0 que justifica a correcdo cirdrgica na infancia. Ela ocorre
esporadicamente ou como condicdo familiar em virtude de heranca
autossOmica dominante (MENG et al., 1998; EISENBERG et al., 1964).

Os mecanismos que regulam a expressdo do gene da ELN nos
fibroblastos nao estdo completamente esclarecidos. Um dos agentes
estimuladores da expressdo do mRNA da elastina em humanos ¢é o fator de
crescimento beta 1 (TGF-$ 1), encontrado em quantidade 4 ou 5 vezes
maior em neonatos do que em adultos (MCGOWAN et al., 1997). Por outro
lado, a interleucina-1 diminui a transcricdo do mRNA da elastina nos
fibroblastos do pulméao de ratos (BERK et al., 1991). Foi demonstrado que o
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) tem agcdo semelhante nos fibroblastos
da derme humana (KAHARI et al., 1992).

A elastina é o componente principal das grandes artérias
correspondendo a 28-32% do peso seco da aorta. Entretanto, como
constatado em outros genes, a regulagao transcricional do gene da ELN

pode variar nos diferentes tecidos e até mesmo entre diferentes artérias. Em
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cultura de células da musculatura lisa de jovens portadores da rara doenca
de Moyamoya, de causa desconhecida que induz a progressiva oclusao
bilateral do leito distal das artérias carétidas internas, foram detectados
niveis aumentados de mMRNA do gene da ELN e maior resposta ao TGF-p1
exdégeno, indicando maior transcricio do gene da ELN e,
consequentemente, maior produgao proteica e o espessamento gradativo da
intima (YAMAMOTO et al., 1997).

A sindrome de Williams (SW) é uma doenga onde ocorre delegdo de
genes contiguos, causada pela haploinsuficiéncia dos genes localizados na
posicdo 7q11.23 (MENG et al., 1998). A SW é decorrente de delecédo de
gene contiguo ao ELN em 7q11.23. Quando afetado o gene da ELN da
origem a alteragdes que causam EASV (EAWART et al. 1993). Pacientes
com SW sdo hemizigotos para o gene da elastina, sao individuos
retardados, tem face dismorfica, anomalias cardiacas, baixa estatura e
hipercalcemia infantii (MORRIS et al.,, 1988). Outros fendtipos incluem
hérnia, voz rouca, anomalias das articulagdes e envelhecimento precoce da
pele.

NICKERSON et al. (1995) relataram que aproximadamente 90% dos
pacientes com SW tém delecdo do gene da elastina e somente 5% tem
EASV severa. Ndo esta claro se as anomalias faciais e outras caracteristicas
da SW podem também ser atribuidas a haploinsuficiéncia do gene da ELN
mais do que a delegdo ou siléncio de outros genes contiguos ao lécus da
elastina.

N&o se conhece a proporgdao de EASV que tem anomalias no locus
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do gene da ELN, nem que tipo de mutacdo do gene da ELN causa EASV,
nem que categorias de mutagdo causam os diferentes problemas do tecido
conjuntivo. Com o objetivo de identificar estas questdes TASSABEHJI et al.
(1997) realizaram uma varredura do DNA genbmico, identificando a
completa estrutura do gene da ELN. Definiram toda a toda a estrutura exon-
intron do Gene da ELN e verificaram que mutacdes pontuais no gene da
ELN podem causar EASV.

Recentemente foi descrita alta prevaléncia de mutagdes pontuais no
exon 20 do gene da ELN em individuos com hérnia inguinal, caracterizadas
por dupla troca no cédon 404 que, de fenilalanina (TTT) passou a codificar
serina (TCC) e no codon 422 substituiu serina (AGT) por glicina (GGT);
postulou-se que, por estar o exon 20 relacionado ao dominio hidrofébico da
molécula da ELN (TASSABEHJI et al., 1997), essas alteragdes poderiam
tornar a proteina mais hidrofilica, favorecendo a agdo de enzimas
proteoliticas e contribuindo para o enfraquecimento tecidual e o

desenvolvimento de hérnia (YOO, 2003).



OBJETIVO



Objetivo 41

3 OBJETIVO

Estudar e analisar a ocorréncia de mutagdées no exon 20 do gene da
elastina localizado no cromossomo 7 do DNA genbmico de individuos

adultos com doenca diverticular dos colons.
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4 CASUISTICA E METODO

4.1 Casuistica

Foi estudado o acido desoxirribonucléico (DNA) genbmico de 40
individuos, de ambos os sexos, distribuidos em 02 grupos distintos a saber:
14 individuos portadores de DDC, com idade entre 35 e 77 anos (59,28 +

11,06) e 26 individuos controles com idade entre 39 e 62 anos (47,26 +
11,55).

Foram excluidos individuos que apresentavam diagnostico prévio de
hérnia inguinal, aneurisma ou qualquer doencga do tecido conjuntivo. Todos
os individuos do estudo fizeram colonocospia para diagnostico ou excluséo

de DDC.
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4.2 Método

4.2.1 Extragao do DNA genémico

Apods o consentimento autorizado dos pacientes (protocolo CAPPesq.
n° 222/03), foram colhidos aproximadamente 10 ml de sangue venoso
periférico de cada individuo, com auxilio de dois tubos a vacuo contendo 5%
de acido etilendiaminotetracético (EDTA). O sangue foi entdo
homogeneizado e as amostras foram identificadas por cddigos compostos
pela letra (R) e numeros, e prontamente enviadas ao laboratorio (Laboratorio
de Anatomia Médico-Cirurgica LIM02 HC-FMUSP).

De cada amostra foi extraido o DNA gendmico, conforme protocolo
descrito por Miller et al. (1988), a saber:

1. O sangue foi homogeneizado e colocado em tubo com fundo cénico,
completando-se até 50 ml com tampdo de lise de hemaceas e
plaquetas “Bloodlysis” (NH4Cl 1550 mM; KHCO3; 100 mM; EDTA 10
mM; pH 7,4). Os tubos foram agitados e deixados em banho de gelo
por 30 minutos para romper a membrana das células contidas na
amostra.

2. Em seguida as amostras foram centrifugadas a 1800 rotagcbes por
minuto (rpm) por 15 minutos. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado foi ressuspendido em 10 ml do tamp&o “Bloodlysis” e

centrifugado novamente por 5 minutos a 1800 rpm.
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3. O sobrenadante foi novamente descartado e o precipitado
ressuspendido em 3 ml de tampé&o de lise de nucleos dos leucdcitos
“Nucleolysis” (Tris-HCI 100 mM; NaCl 4M; EDTA 20 mM; pH 8,2),
contendo 100 pl de proteinase K (10 mg/ml) e 300ul de dodecyl
sulfato de sddio (SDS) a 10%.

4. O material foi entdo incubado por aproximadamente 14 a 16 horas
“over-night’ a 37°C. Este procedimento auxilia a quebra dos ntcleos
das células e a exposicado do DNA. Apds a incubacgao foi
acrescentado 1 ml de NaCl 6M e o material foi centrifugado por 20
minutos a 2500 rpm.

5. ApoOs este procedimento, o DNA foi precipitado com etanol absoluto
e resgatado com o auxilio de um capilar de vidro. O DNA foi
transferido para um tubo “eppendorf’ de 1ml, onde foi lavado com
etanol 70% e dissolvido em 100ul de TE (Tris-HCI 10mM; EDTA 1
mM; pH 8,0). O DNA foi entdo incubado por 30 minutos a 65°C e

guardado em geladeira a 8-10° C.

4.2.2 Determinagao espectrofotométrica do DNA

Apos a extracdo, aliquota diluida 1:1000 em H20O foi quantificada

através da Densidade Otica (OD) em espectrofotdmetro Génesis 5

(Spectronic) em comprimento de onda de OD260/0D280 nm.
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A razado de leitura entre 260nm e 280nm forneceu uma estimativa da

pureza do DNA que variou entre 1,8 a 2,0 (MILLER et al. 1988).

4.3 Amplificagcdo do DNA gendomico pelo PCR (Polymerase Chain

Reaction, reagao em cadeia da polimerase)

A amplificacdo do exon 20 do gene da ELN, localizado no
cromossomo 7q11.23, que ocupa 47 kb do DNA gendmico, foi obtida através
da reacao de PCR utilizando-se fragmentos de RNA iniciadores ou “primers”
para amplificacdo do exon. Os “primers” foram sintetizados pela Life
Technologies do Brasil LTDA, utilizando-se oligonucleotideos das extensdes

5’- 3’ segundo a descricdo de Tassabehiji et al. (1997).

Exon 20
Primer Foward 5 —CTC TTT CCC AAT CCA TCA GCA TC-3

Primer Reverse 5 — CCC ATC CCT TCT CAA CCC ATG TC-3

Para cada reagédo de PCR foi preparada a seguinte solugéo: solugao
de DNTPs (4 ul dATP, 4 ul dCTP, 4 wl dGTP, 4 ul dTTP). Solugdo PCR: 2,5
wl de Buffer (Gibco BRL), 1,0 ul da solugao de DNTPs, 2,5 ul de DMSO
(Dimetilsulfoxido) puro; 0,3 ul de cada primer (F e R); 0,3 ul de Taq ( Taq
DNA polimerase); 2,0 ul do DNA a ser examinado; 16,1 ul de agua Milli Q.

Todo o procedimento foi realizado em banho de gelo. O tubo “eppendorf”’
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contendo a mistura foi colocado no termociclador PTC 100 (MJ Research)
perfazendo 27 ciclos padronizados (95° C; 94° C/ 63° C/ 72° C; 72° C). Ao
término dos ciclos, o termociclador resfriou-se e manteve a temperatura de
4° C. A seguir o produto de PCR foi armazenado em geladeira a 8-10° C.

O sucesso da amplificagédo do produto de PCR foi verificado através
de visualizagdo do produto em eletroforese de gel de agarose. Para tal, uma
amostra do produto de amplificacao foi aplicada em gel de agarose 2%,
submetida a corrente de 80V por 40 minutos. Apos o tempo de corrida, o gel
foi corado com brometo de etideo e a banda do produto foi visualizada sob

luz ultra-violeta (Figura 7).

Figura 7 — Polimorfismo conformacional de simples fita.
Eletroforese em gel de agarose 2%. A seta
indica a localizagao do gene.

R90 R91 CN LD 50pb
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4.4 Analise do polimorfismo do gene da Elastina pelo SSCP (SINGLE
STRAND CONFORMATION POLYMORFISM, polimorfismo

conformacional de simples fita)

O experimento foi realizado conforme o método descrito por ORITA
et al. (1989). Para a deteccdo de alteragbes de um par de bases em um
fragmento de DNA devido a mutagbes ou polimorfismos, através da
alteracdo na mobilidade da simples fita de DNA, o material foi aplicado em
gel de poliacrilamida 10%. A corrida eletroforética foi realizada por 16 horas
em corrente constante de 25V & 4°C.

Apoés a corrida o gel foi submetido a coloragéo pela prata. O gel foi
mergulhado em etanol durante 8 minutos, depois em acido nitrico 1%
durante 3 minutos. O gel foi lavado em agua destilada ultra-pura “Milli Q”.
Em seguida mergulhou-se o gel em solugdo de nitrato de prata por 20
minutos. Novamente o gel foi lavado em agua Milli Q. A seguir, o gel foi
mergulhado em Developer | e Developer Il, até que as bandas surgissem
coradas. Para finalizar o processo, o gel é mergulhado em acido acético a
10% durante 5 minutos e lavado em agua Milli Q e deixado a secar. Os géis
foram fotografados para documentacéo.

ApoOs a coloracdo do gel as bandas presentes foram analisadas
comparando-se as bandas de individuos controles com pacientes com DDC.
As amostras que demonstraram diferengas na posicdo das bandas foram

submetidas ao sequenciamento.
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4.5 Sequenciamento do exon 20 do gene da elastina

Apos a purificacdo do produto de PCR, utilizando-se “kit’ de
purificacdo para produtos de PCR aplicados em gel de agarose (Concert
Nucleic Acid Purification System - Life Tecnologies). A reagao de
sequenciamento foi preparada com a seguinte solugao: 2ul de produto de
PCR purificado; 1ul de primers; 2ul de BigDye (Applied Biosystems); 1 ul de
tampao. A PCR foi realizada em termociclador PTC-100 com 24 ciclos de
96° C por 10 seg, 50° C por 5 seg e 60° C por 4 minutos. Apds a reagao o
produto de sequenciamento foi precipitado. O produto foi entdo submetido a
lavagens com etanol e ressuspendido em 1,5ul da solugao: formamida 95%,
EDTA 20mM, bromofenol azul 0,05%, xilenocianol 0,05% e aplicado no gel
de poliacrilamida e submetido a eletroforese no sequenciador automatico

ABI-377 (Perkin Elmer).

4.6 Analise Estatistica

A andlise estatistica das frequéncias genotipicas do exon 20 do gene
da ELN foi determinada para os individuos em estudo. Estes resultados
foram analisados através do Teste Exato de Fisher e pelo calculo da razéo
de chance (odds ratio). O erro do tipo I foi limitado a 5% e o intervalo de

confianga para o “odds ratio” foi calculado para 95%. A analise estatistica foi
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realizada em programa SPSS, versao 9.0 (SPSS Incorporation, Chicago, II.,

U.S.A., 1999).
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5 RESULTADOS

5.1 Grupos estudados: pacientes com DDC e grupo controle

Antecedentes clinicos e resultado dos estudos com os pacientes e

com o grupo controle (Tabela 8) (Tabela 9):
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Tabela 8 — Estudo dos controles para inclusao no Protocolo de
Estudo (CAPPesq — N° 222/03)

Paciente | S c Laudo . Doen_gas C|rgrg|a Mutagao
olonoscopia Associadas prévia
R52 59 M Polipos Colbnicos Tabagismo Ndo  Ausente
Etilismo
R55 61 F Colon Normal — COL**  Ausente
R56 59 M Colon Normal Tabagismo Nao Ausente
R58 37 M Colon Normal — Nao Ausente
R59 32 M RCUI * Tabagismo Nao Ausente
R60 27 F RCUI Higst‘i’rae%isd’g‘r’no Ndo  Ausente
R61 48 F RCUI — Nao Ausente
R63 23 F Colon Normal Osteomaléacia Nao Ausente
R64 47 F RCUI — Nao Ausente
R65 61 F Colon Normal OOF*** Nao Ausente
R66 44 F RCUI Hemorrdidas Nao Ausente
R67 56 F Colon Normal Hemorrdéidas Nao Ausente
R68 60 F Doenga de Crohn Tabagismo Nao Ausente
R69 39 F Colon Normal Hemorrdidas Nao Ausente
R70 38 F Doencga de Crohn Tabagismo COoL Ausente
R72 38 F RCUI — Nao Ausente
R73 62 F Célon Normal Tabagismo Ndo  Ausente
Hipotireoidismo
Angiodisplasia
R74 49 F Pdlipos no Transverso — Néo  Ausente
Varizes no Reto
R75 56 F Polipos Colbnicos — Nao Ausente
R76 41 F Colon Normal — Nao Ausente
R78 54 F Colon Normal H|penepséo Nao Ausente
Arterial
R79 60 M RCUI Tabagismo Ndo  Ausente
Etilismo
R81 60 M Colon Normal Tabagismo Nao Ausente
R82 31 M Colon Normal Tabagismo Nao Ausente
R83 50 F Colon Normal H"fr't'fr?aﬁao Nao  Ausente
R84 45 F RCUI — Nao Ausente

| = Idade, S = Sexo, * RCUI — Retocolite Ulcerativa Inespecifica,
** COL = colecistectomia, *** OOF = Gravidez ectdpica.
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Tabela 9 — Estudo dos pacientes com DDC para inclusao no Protocolo
de Estudo (CAPPesq — N° 222/03)

Paciente | Laudo . Doenlgas ClrL’lrgla Mutagsio
Colonoscopia associadas Prévia
R51 55 DDC em Sigmoide Hlpertensao Nao Presente
arterial
R53 55 DDC em Sigmoéide Varizes MMIls  HIST* Ausente
DDC em Sigméide Hipertensao
R54 70 Espasticidade Colbnica arterial GAST** Presente
Universal Tabagismo
DDC em Sigmoide e
Coélon Descendente . ~
R57 46 Espasticidade Colonica Tabagismo Nao Presente
Universal
R62 53 DDC em Sigméide ~ emorroidas . Ausente
Arritmia
. . Hipertensao
R77 57 DDC'UnlversaI e Pdlipo arterial Nao Presente
Colon Ascendente :
Tabagismo
R85 72 DDC Universal — Nao Ausente
. . GAST*
R86 77 DDC Universal Tabagismo COL*** Ausente
Hipertensao
DDC em Sigmoide e arterial ~
R87 52 Colon Descendente Tabagismo Néo Ausente
e Angina
DDC em Sigmoide e
R88 71 COIO[.] Descendeptg H|pertensao Nao Ausente
Espasticidade Colbnica arterial
Universal
R8O 67 DDC Universal Tabagismoe s, Ausente
Etilismo
R90 42 DD,C em Sigmoide & — Nao Presente
Célon Descendente
R91 47 DDC Universal — Nao Ausente
RO2 66 DDC em Sigméide ' PeMeNsa0 0 Ausente
arterial

* HIST = Histerectomia ** GAST = Gastrectomia *** COL = Colecistectomia
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5.2 Anadlise do polimorfismo do exon 20 do gene da elastina pelo

SSCP

Os 40 individuos adultos foram analisados para a verificagdo de
mutagdes no exon 20 do gene da ELN. O grupo de pacientes com DDC foi
confrontado com os controles. O DNA gendmico destes pacientes foi
amplificado para o exon 20 do gene da ELN utilizando-se primers
especificos, conforme sequéncias descritas por TASSABEHJI et al. (1997).

A analise dos géis de poliacrilamida revelou a possibilidade da
presenca de mutagcdes no exon em questdo, pelo fato de terem sido
observadas distribuicdo de bandas diferentes entre o grupo de pacientes e
os individuos controles (Figura 8).

Figura 8 — Eletroforese de poliacrilamida para analise do polimorfismo

conformacional de fita simples do exon 20 do gene da
elastina. A seta indica o sitio provavel de mutagao.

R60 R51* R63 R64 R53* R54*LD 50pb R58 R62* R77*
cont DDC cont cont DDC DDC cont DDC DDC

/'

Este resultado corresponde a ocorréncia de polimorfismo
conformacional do exon 20 do gene da ELN nos individuos estudados.
Diante deste fato, para confirmacido da ocorréncia de mutacdes realizou-se

o sequenciamento do exon 20 do gene da ELN.
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5.3 Analise do sequenciamento do exon 20 do gene da elastina

O sequenciamento do produto de amplificagdo do exon 20 do gene
da ELN revelou a presencga de um tipo de mutagao neste exon. A mutagao
observada esta representada por uma troca simples no cédon 422 AGT,
onde a primeira base A foi trocada pela base G, ficando o cédon GGT

(Figura 9).

Figura 9 — Resultado do sequenciamento do produto de amplificagao
do exon 20 do gene da elastina. Seta apontando o local da

mutacgao (simples troca AGT — GGT) no cédon 422,

IR
igtgtccctggtgtcggagga
AGGT GTCCCTGGT GTCGGAGGT
@ 140 150

ptotccctagtgtoggagg
AREERN

A analise da frequéncia desta mutacido revelou que esta troca no

cddon 422 AGT — GGT, estava presente apenas nos individuos com DDC.
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Esta mudanca estava presente em 05 de 14 pacientes (35,7%) com DDC.

A analise estatistica pelo Teste Exato de Fisher revelou que a
proporcao desta observacdo em diferentes categorias é significativamente
diferente em relacdo as proporcdes esperadas de ocorréncias aleatorias
(Tabela 10) (Tabela 11) (Tabela 12).

O Teste Exato de Fisher mostrou associagao estatisticamente

significativa entre a ocorréncia desta mutacao e a DDC.

Tabela 10 — Analise Estatistica Comparativa dos grupos controle

e portadores de DDC, com ou sem mutagao.

Mutacao
Grupo vs. Mutagio Total
Presente Ausente

Contagem 5 9 14
Diverticulose

% no Grupo 35,7% 64,3% 100,0%

Grupos
Contagem 26 26
Controle
% no Grupo 100,0% 100,0%
Contagem 5 35 40
Totais

% no Grupo 16,7% 83,3% 100,0%
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Tabela 11 — Analise Estatistica pelo Teste Exato de Fisher para todos
os grupos estudados (A, B e C) em relagao ao cédon 422
(AGT—GGT) no exon 20 do gene da elastina.

x GRUPOS
*
MUTACAO GRUPO A B**[CH* TOTAIS
Cédon 422 Controle DDC
Presenca de Mutagéao 0 5** 5
Auséncia de Mutacao 26* * Jea 35
TOTAIS 26 14 40

* A — Grupo Controle
** B — Pacientes DDC com presenca de mutagao
*** C — Pacientes DDC com auséncia de mutacgao

P<0,003

Tabela 12 — Risco Relativo dos individuos que apresentam mutagao no
cédon 422 de apresentarem DDC, considerando todos os

grupos estudados (A, B e C).

95% de Intervalo de Confianga
VALOR

Inferior Superior

Presenca de DDC 3,89 2,21 6,83

Teste Exato de Fisher p = 0,003 (portanto p < 0,003).

Risco Relativo: RR= 3,89 intervalo de confianga 95% (2,21:6,89).

O risco relativo calculado foi de 3,89 (intervalo de confianca de 95%:
2,21-6,83) vezes maior para individuos que apresentavam esta mutacao

pontual no cédon 422 em relacéo aos individuos controles.
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6 DISCUSSAO

Partindo das evidéncias anteriormente apresentadas € possivel
pensar que a rigidez e a segmentacado da parede colbnica, provavelmente
relacionada ao habito prolongado e crénico de uma dieta pobre em fibras e
resultante de uma alta presséo intraluminal, assim como o envelhecimento e
possiveis alteragdbes na matriz extracelular, conduzem a formagao dos
diverticulos colbnicos. Este parece ser o caso pelo menos no tipo de
diverticulose classica do lado esquerdo, com associagao do espessamento
muscular, mais comumente observada nos paises ocidentais.

As pesquisas sobre o envolvimento do tecido conjuntivo tém sido
direcionadas para as alteragdes na sintese, deposi¢cdo ou composi¢cao do
colageno nos seus diferentes tipos e em tecidos de diferentes 6rgaos e
estruturas, correlacionando suas alteragdes com o envelhecimento.

Os componentes da matriz extracelular, como o colageno, a elastina e
as glicoproteinas, parecem ser importantes na manutencao da firmeza e
integridade da parede colénica (THOMSON et al., 1986). E possivel que a
degradacgao do colageno maduro, seguida da sintese de novo colageno, leve

a fraqueza da parede colonica.
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WHITEWAY e MORSON (1985) demostraram que o espessamento
das musculaturas longitudinal e circular observado na DDC nao era devido a
hiperplasia ou hipertrofia, aparentando estar relacionado ao estado de
contratiidade da parede colénica. O aumento da quantidade das fibras
elasticas ou elastose foi observada unicamente na musculatura longitudinal.
Foi sugerido que a elastose da musculatura longitudinal era responsavel
pela contragcdo longitudinal, com consequente espessamento de ambas
camadas musculares.

A proteina elastina (ELN) € um componente importante dos tenddes,
fascias e ligamentos, pois confere distensibilidade reversivel e resisténcia
aos tecidos, permitindo que retornem a sua forma original quando
submetidos a estresse mecanico. Varias doencgas hereditarias e adquiridas
decorrem de anomalias das fibras elasticas (ROSENBLOOM, 1984) (UITTO
et al.,2001 ). Com relagao a etiologia da DDC, pouco se sabe sobre o papel
das fibras elasticas, mas os dados fisiopatolégicos desta doenca sugerem
que alteragoes estruturais do tecido conjuntivo promovam o enfraquecimento
da parede colbnica, acarretando a formacao de diverticulos.

A elastina € sintetizada principalmente nos tecidos em
desenvolvimento e ndo se sabe se o desarranjo estrutural das fibras
elasticas observado em varias doencas e no envelhecimento é decorrente
de alteragbes no processo de elastogénese ou do aumento da atividade
elastolitica, pois apds a destruicdo das fibras elasticas as células
elastogénicas sao frequentemente reativadas e comegam a sintetizar alguns

dos componentes das fibras elasticas, mas na maioria das vezes, o produto
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€ aberrante e ndo cumpre com sua fungdo normal no tecido (ROBB et
al.,1999 ).

A idéia de que a DDC possa decorrer de alteragdes difusas do tecido
conjuntivo encontra respaldo na observacdo de que tais condigdes,
frequentemente, cursam em associagdo com outras afecgdes atribuidas ao
comprometimento desse tecido, como varizes (ULMSTEN et al., 1987) e
estrias cutaneas (SAYER et al., 1990).

O comprometimento do gene da ELN, localizado no brago longo do
cromossomo 7, através de variados graus de mutagdo, tem sido
demonstrado na génese de varias afecgoes como a sindrome de Williams
(delecado), EASV (delecdo ou mutagdes pontuais do exon 21 ou 26) e a
sindrome da cutis laxa (mutagdes pontuais do exon 30 ou 32).

No presente estudo, para testarmos a hipdtese de que mutacgdes
pontuais no gene da ELN pudessem acarretar o enfraquecimento do tecido
conjuntivo do célon, estudamos o exon 20 do gene da ELN num grupo de 14
pacientes com diagndstico colonoscépico de DDC, comparando-os com
outro grupo de 26 controles sem a presenca de DDC a colonoscopia. Foi
demonstrada uma associagcao significativa desta mutacdo com o
desenvolvimento da DDC e um risco relativo 3,89 vezes maior (intervalo de
confianga de 95%: 2,21-6,83) dos individuos com esta mutagao
desenvolverem DDC, quando comparados aos individuos que néao
apresentaram esta mutacao.

A existéncia de outro trabalho sobre o tema é desconhecida e,

sabendo-se que o gene da ELN é constituido de 34 exons (TASSABEHJI et
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al.,1997), a opcao para a pesquisa poderia ter sido por qualquer um dos

exons apontados, entretanto, a escolha pelo exon 20 nao foi aleatdria, mas

pelas razdes expostas a seguir:

1.

O exon 20, assim como os exons 2, 3, 5,7, 9, 11, 13, 14, 16, 18, 22, 24,
26, 28, 30, 32, 33 (TASSABEHJI et al., 1997), codifica propriedade
hidrofébica da elastina (SANDBERG et al., 1989), responsaveis pela

funcao de distensibilidade reversivel dos tecidos (ROSENBLOOM, 1984);

. O produto final do gene da ELN é resultado do fenbmeno de splicing

alternativo, com correlacdo tecido-especifica (VRHOVSKI e WEISS,
1998) (INDIK et al., 1989) (GROND-GINSBACH et al., 2000). O exon 20
do gene da ELN nao sofre este tipo de fendbmeno;

Foram descritas mutag¢des pontuais nos codons 404 e 422 do exon 20 do
gene da ELN em pacientes portadores de hérnia inguinal (YOO, 2003). A
substituicdo de um aminoacido nao polar por outro de carga neutra altera
o dominio hidrofébico e pode modificar a elasticidade da molécula
tornando a proteina hidrofilica, o que favoreceria a agdo das enzimas
proteoliticas, contribuindo dessa forma para o enfraquecimento tecidual e
o consequente desenvolvimento de hérnia inguinal. Individuos com
hérnia inguinal apresentam alteragdes estruturais e quantitativas de fibras
elasticas na fascia transversal (RODRIGUES JUNIOR et al.,, 1990;
QUINTAS et al., 2000).

Dois estudos independentes, ndo encontraram associacao entre alelos
polimdrficos do coédon 422 glicina/serina e a prevaléncia de defeitos

cardiovasculares na sindrome de Williams (WANG et al., 1999).
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O estudo proposto pode ser metodologicamente definido como de
“associagao genética” , no qual a pesquisa € orientada para determinar se
ha relacdo entre um “marcador genético”, no presente caso algum padrao de
mutacado do exon 20 do gene da ELN, e a frequéncia ou variedade de um
determinado fenétipo, na DDC; embora por vezes referido como um teste de
tentativa e erro, esse tipo de investigagao contribui para o entendimento de
processos biolégicos basicos e para a compreensao e tratamento da
patologia humana (LOCKHART e WINZELER, 2000). Entretanto, ¢
necessario pensar que outros mecanismos de regulagdo tecidual podem
também estar envolvidos, independentes da agcdo do gene da ELN. Ou
ainda, o mecanismo de regulagdo da atividade das metaloproteinases da
matriz pode ser importante nesse processo, pois esta familia de
endopeptidases degrada todo tipo de matriz extracelular, tais como
colageno, elastina e glicoproteinas. Por serem secretadas por uma
variedade de células, inclusive por macrofagos, células T e miofibroblastos
apo6s a estimulacao por ocitocinas, além de outros fatores dentre os quais é
possivel destacar a flora bacteriana que se apresenta alterada na dieta
pobre em fibras.

LEUNG et al. (1976) demonstraram que a distensdo repetida e
intermitente in vitro pode resultar em aumento na sintese dos componentes
do tecido conjuntivo. E possivel levantar a hipétese de que uma carga fecal
reduzida como resultado da dieta Ocidental, distenderia o cdlon
intermitentemente, iniciando um processo de deposi¢ao de tecido conjuntivo

na parede colbnica. Esta hipétese encontra apoio nos achados de
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espécimes ressecados, onde observaram fibras elasticas em varios estagios
de maturacdo, sugerindo uma sintese continua de matriz extracelular
(WHITEWAY e MORSON, 1985a). De forma interessante, esse argumento
pode ter validade porque o padrao de elastose ou de deposi¢cao de fibras
elasticas presente na DDC é semelhante ao encontrado na hipertensao
pulmonar, na qual a artéria pulmonar deve suportar intermitentemente
aumentos da pressao.

Por outro lado, SMITH (1986) sugere que uma alteracao da dieta tem
efeito sobre as propriedades fisicas do coélon levando a elastogénese. O
colon apresenta uma propriedade mecanica chamada pré-tensao
(WAINWRIGHT, 1986). Esse fenbmeno ocorre em muitos tecidos vivos que
sao mantidos sobre diversas condigdes de alongamento e pode ser
demonstrada pelo encurtamento do colon ou dos vasos sanguineos quando
sdo extirpados. Essa propriedade fisica permite a manutengao da forma e
assim permite a expansdao dos tecidos em uma direcdo sem alterar o
comprimento da outra. SMITH (1986) sugeriu que o aumento da elastina nas
ténias pode ser uma compensacao pela redugao da pré-tensdo, secundaria
a uma dieta pobre em fibras. As ondas lentas ao longo do colon sao geradas
por esta parte da parede e sua frequéncia esta alterada em alguns pacientes
com DDC. Se essas duas mudancas estao relacionadas e se as alteragdes
na frequéncia das ondas lentas sdo mecanicamente significativas,
permanecem sem esclarecimento.

No cdélon normal o colageno e a elastina formam uma malha de

espacos abertos distribuidas ao longo da parede, representando os



Discussao 63

componentes mais importantes para suportar a tensdo da pressao
intracoldnica. Indiferentemente da presenga ou nao da pressao intracolbnica,
a debilidade estrutural do tecido conjuntivo faria o célon mais suscetivel a
herniacdo da mucosa através da parede. Em estudos in vivo PARKS e
CONNELL (1969) e em experiéncias adicionais in vivo de SMITH et al.
(1976), mostraram um aumento na tendéncia desse processo estar presente
no colon diverticular, indicando uma redugdo na integridade estrutural da
parede intestinal. Ndo esta claro se essas alteracbes séo localizadas ou
afetam a totalidade do célon. Como PARKS (1968), SMITH e SHEPHERDS
(1976) encontraram que essas alteragdes persistiam na parte nao afetada do
colon apds a ressecgao e concluiram que pode existir uma redugao
disseminada da integridade estrutural, o que levaria a uma predisposi¢cao

geral para a formacao de diverticulos.

A evidéncia epidemiologica demonstra um aumento na incidéncia de
DDC com o aumento da idade; talvez o achado mais importante a esse
respeito € a reducado da resisténcia a tracdo da parede do coélon com o
aumento da idade (DRUMMOND, 1916) (SLACK, 1960). O mecanismo
subjacente ainda permanece incerto. O maior componente estrutural da
submucosa € o colageno (LORD et al., 1977), cujas fibras estdo dispostas
numa rede descontinuada que, junto com as fibras elasticas, fornecem
dureza e expansibilidade e permitem a manutencéo da forma (WHITEWAY e
MORSON, 1985b) (WATTERS et al.,, 1985). As fibrilas de colageno
apresentam um aumento das ligagées cruzadas (ROBINS et al.,, 1973;

WESS et al., 1995) com a idade e, no cdlon esquerdo, tornam-se menores,
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mais numerosas e mais intimamente reunidas; essa tendéncia € mais
pronunciada na DDC (THOMSON et al., 1987). PACE (1966) demonstrou
que a camada de tecido de colageno entre as camadas musculares
longitudinal e circular do célon normal fica reduzida com o aumento da

idade.

O conteudo de elastina aumenta ao longo da vida em todas as
camadas do célon (SMITH, 1986), embora sua deposicdo predomine nas
ténias de pacientes com DDC e suas fibras se tornam mais curtas, mais
grossas e mais onduladas, o que pode facilitar o aumento da distensibilidade
do colon diverticular (PARKS e CONNELL, 1969) (SMITH e SHEPHERD,
1976). Ha também um firme aumento na espessura da parede do intestino
com a idade, afetando ambas camadas musculares, longitudinal e circular.
Consideragoes sobre esses achados, em relacdo a estudos mecanicos que
indicam uma reducéao da resisténcia a tracao (IWASAKI e OKATOMO, 1953)
(WATTERS et al., 1985), sugerem que o aumento da espessura muscular
com a idade, ndo é uma compensacgdo pela reducdo qualitativa da
integridade mecanica da parede colbnica.

Qual seria a repercussao da mutagdo do gene da elastina na DDC ?
Reportando-se ao gene da ELN, constata-se que o exon 20 esta
relacionado ao dominio hidrofébico da mesma. Esta mutacido codifica um
aminoacido diferente do original, o cédon 422 que codifica serina (AGT)
passa a codificar a glicina (GGT). A substituicdo de um aminoacido nao polar
por outro de carga neutra altera o dominio hidrofébico e pode alterar a

elasticidade da molécula bem como sua resisténcia a protedlise, sendo
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possivel que esta mutacao resulte em alteragdes na fungao da proteina ELN,
tornando o polipepitideo mutante mais susceptivel a degradacgao proteolitica.
Os efeitos das mutacbes do gene da ELN sao tecido-especifica pois
dependem das diferengcas na biosintese da elastina, na interagdo célula-
matriz e na fisiologia tecidual (MILEWICZ et al., 1996). Assim, & correto
supor que a mutacdo no codon 422 do gene da ELN poderia explicar em
parte a etiopatogenia da DDC.

A favor desta hipotese existem diversos estudos demonstrando que
mutag¢des ou delegdes do gene da ELN sao responsaveis pelo surgimento
de doengas que afetam o tecido conjuntivo, promovendo alteracoes
disfuncionais em 6rgaos dependentes de elasticidade. Individuos com
sindrome de Williams (SW), causada por delecdao hemizigética no
cromossomo 7q11.23, que alberga o gene da ELN, apresentam alteragao da
elasticidade e resisténcia dos tecidos (DRIDI et al., 1999).

A sindrome de cutis laxa congénita caracteriza-se por grande lassidao
da pele e comprometimento pulmonar e cardiovascular, decorrente de
formacgao defeituosa de fibras elasticas (ZHANG et al., 1999).

Na EASV ocorrem grandes delegcdes do gene da ELN, que se
expressa com alteracbes cardiacas e estenose de multiplas artérias
(EWART et al., 1994; OLSON et al., 1995).

Como explicar o fato que apenas alguns tecidos ou melhor, tecidos
especificos apresentem alteracdes estruturais dependentes de mutagdes do
gene da ELN? Neste entendimento temos BASHIR et al. (1989), que

revelaram que o gene da ELN tem sitios multiplos de iniciagdo que sugerem
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a complexidade do controle da expressao. Desta forma, a expressao da ELN
€ regulada tanto pelo tipo de tecido, periodo de desenvolvimento, bem como
pelo nivel de mRNA da elastina (DAVIDSON e GIRO, 1986). Os
mecanismos que regulam a expressao do gene da ELN nos fibroblastos néo
estdo completamente definidos, tanto os mecanismos transcricionais e pos-
transcricionais parecem estar envolvidos. Os efeitos de varios peptideos,
como os fatores de crescimento, foram estudados em relagdo a expressao
do gene da ELN. A interleucina —1 e o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a.)
parecem diminuir a transcricdo em fibroblastos da derme humana e células
de musculo liso de vasos de rato (BERK et al., 1991) (KAHARI et al., 1992).
O fator de crescimento tumoral beta (TGF-B) aumenta a produgao de
elastina em cultura de fibroblastos de pulmao. O TGF-B1 exdgeno aumenta
a meia-vida, ou a estabilidade, do mRNA da tropoelastina e nao altera a
transcricdo do gene da ELN. Verificou-se que a quantidade de TGF-fs no
periodo pos-natal € de 4 a 5 vezes maior do que na idade adulta. A
existéncia de diferengas de quantidades de TGF-fBs biologicamente ativos
relacionada a idade pode explicar a diferenca na estabilidade do mRNA de
tropoelastina (MCGOWAN et al., 1997).

A mutagdo germinativa é aquela que existe desde o nascimento e
pode ser identificada através do DNA do sangue periférico, ja a mutagéo
somatica é identificada somente nos tecidos, como as provocadas por
radiacdes.

O conceito de polimorfismo ou variante alélica se faz presente quando

uma mutagao atinge mais de 2% da populagdo. Como o estudo de 52 alelos
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do grupo controle nao identificou a mutagao, fica sugerindo que nao se trata
de um polimorfismo e sim de uma mutagao que pode ser uma das causas da
DDC.

A troca de serina (AGT) por glicina (GGT) € uma mutacdo nao
conservativa (LEWIN, 1997), sendo possivel que desencadeie uma
elastinopatia. Se esta mutagdo realmente for a causadora do fenétipo, o
portador da mutacao tera um risco 3,89 vezes maior de desenvolver DDC.

Além de estudos de outras alteracbes genéticas da DDC, as
pesquisas devem seguir na busca dos fatores envolvidos na modulagéo da
transcricdo da expressdo do gene da ELN, quando devera surgir a
possibilidade da descoberta de agentes farmacolégicos, como os retindides
(UITTO et al., 2001) e corticéides (MECHAM et al., 1984) ou por moléculas
efetoras imunolégicas como as citocinas (GIRO et al., 1988), para serem
empregados como alternativas terapéuticas ou preventivas das doengas que

envolvem o sistema de fibras elasticas.
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Figura 10 — Diagrama mostrando o conceito tradicional do mecanismo
envolvido na diverticulose colénica. O envelhecimento
estaria associado com o enfraquecimento da parede
colénica. A dieta pobre em fibras pode levar a diminuigao
da quantidade de fezes, resultando na segmentagao
colonica. A pressao intraluminal tende a ser alta no célon
segmentado e causa a herniagdo da mucosa e submucosa
através da camada muscular enfraquecida, desenvolvendo

em consequéncia a diverticulose colénica.

Envelhecimento —< Enfraquecimento da parece colbnica >>

Doenca Diverticular do Célon

Dieta pobre em fibras

<<Segmentagao do coloD < Pressao intraluminal alta >>
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Figura 11 — Diagrama apresentando os conceitos atual e futuro da
patofisiologia da Diverticulose Colonica. O habito
prolongado de dieta pobre em fibras leva a hipertrofia da
musculatura do célon e a sua segmentagdo, fatos
relacionados entre si. Esses fenémenos podem ser
mediados por alteracao da matriz extracelular e pela
atividade do 6xido nitrico. Os fatores genéticos e étnicos
sao importantes em relagao ao local de predominancia
dos diverticulos e na sua génese. MMP, matriz de
metaloproteinase; AGCC, acidos graxos de cadeia curta.

ipertrofia da camada muscular
Alteraggo da matriz colénica, associada com parede
extracelular; elastose, aumento intestinal menos flexivel
do acoplamento transversal do /

colageno; degeneracgao e
regeneracao do colageno?;
AGCC?; alteragao da flora
bacteriana luminal?

Dieta pobre em fibras

Fezes menores e mais duras.
Oxido Nitrico?

/ Fatores
genéticos
Doenga (mutagido exon
Diverticular 20 do gene da
ELN?)
e étnicos
(local da

predominéncia)

do Célon

<<Segmentagéo do cc')lon>> —— < Presséo intraluminal alta>>
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7 Conclusoes

Foi identificada a substituicdo de A (adenina) por G (guanina) no
codon 422, localizado no exon 20 do gene da ELN, substituindo uma serina
(AGT) por glicina (GGT), em 5 dos 14 portadores de DDC.

A substituicdo de uma serina por glicina no cédon 422 do gene da
ELN nao foi identificada em nenhum dos 52 alelos de individuos sem DDC.

A mutacdo pode ser responsavel pela etiologia da DDC, mas ha
necessidade de estudos da expressao da proteina mutada nos tecidos para

avaliar a participagao da mutacao sobre o fendétipo.
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