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RESUMO




Godoy-Santos AL. Papel do polimorfismo genético dos genes que expressam as
metaloproteases na tendinopatia primdria do tenddo tibial posterior [tese]. Sao

Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2011.

Este trabalho investiga a influéncia de polimorfismos na regido promotora do gene
das metaloproteases 1, 3 e 8 na fisiopatogenia da insuficiéncia primaria do tendao
tibial posterior. A amostra de 150 pacientes selecionados ¢ dividida em grupo-teste:
50 pacientes com diagndstico clinico e anatomopatoldgico de tendinopatia do tendao
tibial posterior e grupo-controle: 100 pacientes com tendao tibial posterior integro. O
DNA dos voluntarios ¢ obtido a partir de células epiteliais da mucosa bucal mediante
a extracdo com acetato de amonia. As técnicas de PCR e RFLP sdo utilizadas para
andlise dos gendtipos. A andlise estatistica dos resultados ¢ realizada pelo teste do
qui-quadrado com nivel de significAncia de 5%. Os resultados mostram que os
polimorfismos -1607 da MMP-1 e -799 da MMP-8 estdo relacionados com risco
maior para tendinopatia primaria do tenddo tibial posterior, enquanto o polimorfismo

-1612 da MMP-3 parece nao influenciar essa tendinopatia.

DESCRITORES: 1.Tendinopatia 2.Tenddo tibial posterior 3.Metaloprotease 4.

Polimorfismo genético



SUMMARY




Godoy-Santos AL. Role of genetic polymorphism of the genes that express the
metalloprotease in tendinopathy primary posterior tibial tendon [tese]. Sdo Paulo:

Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2011.

The aim of this study was to investigate the influence of polymorphisms in the
promoter region of the gene of metalloproteinases 1, 3 and 8 in physiopatology of
primary posterior tibial tendon insufficiency. The sample of 150 selected patients was
divided into test group: 50 patients undergoing surgical procedures and pathological
diagnosis of degenerative lesions of the posterior tibial tendon, and control group: 100
patients with posterior tibial tendon intact and no signs of degeneration. The DNA of
the volunteers was obtained from oral mucosa epithelial cells, by extraction with
ammonium acetate. PCR and RFLP were used for analysis of genotypes. Statistical
analysis of results was performed by Chi-squared test with significance level of 5%.
The results show that polymorphisms -1607 of MMP-1 and -799 of the MMP-8 are
associated with increased risk for primary tendinopathy of the posterior tibial tendon,

while the -1612 polymorphism of MMP-3 does not influence this tendinopathy.

DESCRIPTORS: 1.Tendinophaty 2. Tibial posterior tendon 3.Metalloprotease 4.

Genetic polymorphism
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1 INTRODUCAO




Introducdo 2

O musculo tibial posterior tem origem proximal na regido posterior da tibia,
fibula e membrana interdssea, sendo ele o mais profundo do compartimento posterior
da perna. O tenddo tibial posterior emerge da por¢do medial do musculo no terco
médio da perna e recebe fibras até atingir o tiinel osteofibroso na regido posterior do
maléolo medial, onde se apresenta anterior ao tenddo flexor longo dos dedos, ao
feixe neurovascular tibial posterior e ao tendao flexor longo do halux. Ele passa sob
o ligamento deltoide no tornozelo e plantar ao ligamento calcaneonavicular no
retropé, para se inserir nas por¢des medial e plantar da tuberosidade do navicular e
da cunha medial, com expansdes para as cunhas intermédia e lateral e para as bases
do segundo ao quarto metatarsos (Sarrafian, 1983).

O tenddo tibial posterior ¢ o inversor primario do retropé e do complexo
articular subtalar, no inicio do despreendimento do pé do solo, durante a fase de
apoio do ciclo da marcha. Participa ainda da flexdo plantar do tornozelo, ¢ o
antagonista primario dos tenddes fibulares e o estabilizador dindmico do arco
longitudinal medial do pé (Mann, 1993).

A insuficiéncia do tenddo tibial posterior ¢ reconhecida como principal
etiologia do pé plano adquirido do adulto, causando significativa perda funcional,
dor e osteoartrose secundaria das articulagdes do retropé. O maior entendimento
desta condi¢do, durante os ultimos 25 anos, resulta do aumento expressivo dos
estudos focados nas ciéncias basicas e no conhecimento da fisiopatogenia dessa
sindrome clinica (Pomeroy et. al., 1999).

A primeira publicagdo a respeito dessa doenca ¢ do autor norte-americano

Kulowski, que, em 1936, descreve a tenossinovite do tendao tibial posterior.
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Vinte anos mais tarde, Fowler (1955) publica uma série de casos submetidos
a tratamento cirrgico, seguido de Williams (1963) e Kettelkamp e Alexander
(1969), com resultados funcionais limitados.

Nas décadas seguintes, novas ferramentas para diagnostico precoce,
protocolos de tratamento e técnicas cirurgicas sdo desenvolvidas (Jahss, 1982; Mann,
1982; Johnson, 1983, 1989). Porém, algumas questdes a cerca da fisiopatogenia e do
tratamento da tendinopatia primaria do tenddo tibial posterior permanecem, ainda,
ndo solucionadas.

A insuficiéncia do tenddo tibial posterior ¢ trés vezes mais frequente no
género feminino, a média de idade para inicio dos sintomas ¢ 40 anos, apresentando
pico de incidéncia aos 55 anos, ¢ mais comum em caucasianas, obesas e hipertensas
(Deland et. al., 2005). O unico estudo de prevaléncia publicado na literatura mostra
indice de 3,3% na populagdo feminina inglesa (Kohls-Gatzoulis ez. al., 2009).

Diversos fatores etioldgicos sdo propostos para explicar a sindrome: a
presenca de pé plano congénito (Kettelkamp; Alexander 1969, Dyal et. al., 1978;
Jahss, 1982; Mann, 1982; Johnson 1983, 1989; Funk et. al., 1986), o impacto no
tunel osteofibroso (Jahss, 1991), a presenca do osso navicular acessorio (Kidner,
1933), a regido hipovascular do tendao (Frey et. al., 1990, Holmes;Mann, 1992) e a
demanda mecanica aumentada (Pomeroy et. al., 1999).

Investigagcdes bioquimicas revelam que o tenddo tibial posterior ¢
caracteristicamente composto por mais de 95% de fibras de colageno tipo I e
quantidades relativamente pequenas de fibras de coldgeno tipos III, IV e V

(Gongalves et. al., 2002; Satomi et. al., 2008).
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Collins e Raleigh (2009) revelam que caracteristicas individuais podem
predispor a lesdes do aparelho locomotor, sugerindo que fatores intrinsecos do
paciente desempenham papel etiologico importante.

Desde que a diferenciacdo e funcdo das células sdo dependentes de
mediadores inflamatorios, torna-se importante estudar os fatores genéticos que
determinam a expressao desses elementos bioldgicos, dentre eles, as metaloproteases
da matriz (MMPs). Estas desempenham papel fundamental na destruigdo tecidual e
podem exercer fungao significativa na patogénese das tendinopatias.

As alteragdes genéticas mais estudas sao nos genes que expressam as enzimas
tenascina-C (7NC), fator transformador de crescimento beta 1 (TGF- 1), fator 5 de
diferenciagdo de crescimento (GDF-5), colageno tipo V e metaloproteases 2, 3 ¢ 8
(Mokone et. al., 2006; September et. al., 2007, 2009; Magra; Maffulli, 2008;
Skittone et. al., 2008; Taylor et. al., 2009; Posthumus et. al., 2009; Posthumus et. al.,
2010; Scott; Khan, 2010).

Uma vez que as MMP-1, MMP-3 e MMP-8 sdo capazes de modificar uma
grande quantidade de proteinas extracelulares e gerar degradacdo e remodelacdo de
tecidos lesados, o estudo dos genes que expressam essas metaloproteases pode ser
importante para melhor compreensdo do processo de degeneragao tendinosa.

A determinagdo desses padrdes genéticos, em pacientes com tendinopatias
primarias do tenddo tibial posterior, possibilita a identificagdo de individuos com
maior risco de desenvolver essa doenca, bem como aqueles suscetiveis a falha na

regeneragao.
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Dessa forma, marcadores genéticos podem ser identificados, contribuindo
para elaboragdo de estratégias de prevengdo e terapéutica individualizadas, visando

modular os marcadores genéticos e aumentar a taxa de sucesso dos tratamentos.



2 OBJETIVO




Objetivo 7

Investigar a influéncia dos polimorfismos funcionais nas regides promotoras
dos genes da MMP-1(-1612), MMP-3 (-1612) e MMP-8 (-799) na fisiopatogenia da

degeneracgdo primdria do tendao tibial posterior.



3 REVISAO DA LITERATURA
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Degeneracdes dos tenddes sdo comuns e constituem problema frequente na
pratica médica. Alguns tenddes sdo particularmente vulneraveis e usualmente
apresentam alteracdo degenerativa primdria, como o patelar, o calcaneo, os do
manguito rotador, o do biceps do brago, o tibial posterior e os fibulares (Riley, 2004).

Avangos significativos dos estudos histopatologicos e das técnicas de
investigagdo por imagem contribuem para o melhor entendimento da fisiopatogenia
das degeneracgdes tendineas (James et. al., 1978; Johnson et. al., 1983; Satomi et. al.,
2008). Entretanto, os conhecimentos dos fatores mecanicos, vasculares e
neurologicos apresentam alcance limitado na explicagdo etioldgica de muitos casos
(Rolf; Movin, 1997; McLauchlan; Handoll , 2001; Riley, 2004).

Caracteristicas individuais podem influenciar o desenvolvimento de
tendinopatias, entre elas, a heranca genética (Mokone et. al., 2005). Assim, parece
existir um grupo de individuos com carga genética que lhes confere maior
suscetibilidade para desenvolver doencas do tenddo (Posthumus et. al., 2009q;

Collins; Raleigh, 2009).

3.1 Metaloproteases da Matriz

Elas s3o um grupo de enzimas endopeptidases que t€ém capacidade de
degradar praticamente toda a matriz extracelular, membrana basal e seus
componentes (Birkedal-Hansen et. al., 1993).

As MMPs sdo secretadas na forma de zimdégeno e como um complexo
enzima-inibidor (Stricklin ez. al., 1983; Emonard; Grimaud, 1990). Sua ativacdo

ocorre em duas etapas:
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Inicialmente, o zimogeno sofre clivagem proteolitica, que resulta na remog¢ao da
porcdo amino-terminal. A clivagem pode ser feita por varias enzimas, como a
tripsina, plasmina, catepsina B e elastase.

Na segunda etapa, a enzima sofre autodigestdo, que resulta na sua forma ativada.
Acredita-se que a ativacao ¢ causada pela ruptura da ponte existente entre o
aminodcido cisteina e o ion zinco, que bloqueia o sitio ativo da molécula (Van Wart;
Birkedal-Hansen, 1990).

Outra caracteristica comum entre as MMPs ¢ a dependéncia dos ions zinco e
calcio. A interagdo do zinco com trés residuos de histidina, presentes no dominio
catalitico da molécula, ¢ imprescindivel para o funcionamento adequado das MMPs
(Hadler-Oslen et. al., 2011). Os dois atomos de calcio conferem estabilidade a
estrutura tercidria da proteina (Dioszegi et. al., 1995).

O grupo das MMPs em humanos ¢ composto por 24 tipos e apresentam
similaridades estruturais e funcionais. Para ser classificada como uma
metaloprotease, a proteina deve ter, pelo menos, um pré-dominio e um dominio
catalitico, ligado a um sitio de zinco. Adicionalmente, as MMPs possuem regides
ricas em prolinas € um dominio C-terminal hemopexin (Hadler-Oslen et. al., 2011).
Todas elas possuem um arranjo génico similar, sugerindo que foram duplicadas de
um gene ancestral comum.

Dos genes das MMPs humanas, oito estdo no cromossomo 11, entre elas:
MMP-1, 3 e 8. Outros genes que as sintetizam estdo distribuidos entre os

cromossomos 1, 8, 12, 14, 16, 20 e 22 (Shapiro, 1998).
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As metaloproteases desempenham papel relevante em varios processos de
remodelacdo fisiologica, como no desenvolvimento embriondrio, na involugdo
uterina pds-parto, remodelacdo Ossea e cicatrizagdo de feridas (Woessner, 1991).

Alteragdes nas atividades das MMPs sdo relatadas em diversos processos
patologicos, como na inflamagdo por meio da migragdo leucocitria (Knauper et. al.,
1993), destruicao de cartilagem e osso na artrite reumatoide (Ye et. al., 2007), infarto
agudo do miocardio (Koh et. al., 2007), osteoartrite (Barlas ez. al., 2008), colite
(Madisch et. al., 2011), fibrilagdo atrial persistente (Lombardi et. al., 2011), no
crescimento e expansdo de tumores benignos e metastases (Basset er. al., 1997,
Johnsen et. al., 1998; Egeblad; Werb, 2002), nas neoplasias primdrias (Zhou et. al.,
2010; Park et. al., 2011; Wu et. al., 2011), na surdez (Nam et. al., 2011), na doenca

periodontal (Souza et. al., 2003) e na reabsor¢do dssea (Okada et. al., 1995).

3.1.1 MMP-1

Também chamada de colagenase-1, a MMP-1 apresenta um proeminente
papel na degradacdo especifica do colageno tipo I, o maior componente da matriz
extracelular, bem como outros tipos de colagenos: 11, III, V, IX (Ziober et. al., 2000;
Kerkela; Saarialho Kere, 2003) e o coldgeno tipo X em pH neutro (Vincenti et. al.,
1996). Como eles sdo os mais abundantes componentes da matriz extracelular, a
MMP-1 ¢ critica para a degradagdo e remodelagem dos tecidos (Vincenti et. al.,
1996).

Ela ¢ expressa em uma ampla variedade de células normais, como

fibroblastos, queratinocitos, células endoteliais, macrdéfagos, condrocitos,
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osteoblastos ¢ osteoclastos ¢ em varias células tumorais (Brinckerhoff ez. al., 2000).
Em condigdes fisioldgicas normais, a MMP-1 ¢ expressa em baixos niveis (Birkedal-
Hanssen et. al. 1993 ), no entanto, sua expressao pode aumentar significativamente
em condic¢des patoldgicas.

O aumento da expressdo de MMP-1 ¢ associado a um prognostico reservado
em varios tipos de neoplasias, como: cancer colorretal (Woo et. al., 2007), cancer de
bexiga (Tasci et. al., 2008), carcinoma oral (Shimizu et. al., 2008; Nishizawa et. al.,
2007), carcinoma de nasofaringe (Nasr et. al., 2007) e também em outros processos
patoldgicos, como: doenca arterial coronariana (Horne et. al., 2008), doenca arterial
obstrutiva periférica (Flex et. al., 2007) e soltura precoce de prétese do quadril.

(Godoy-Santos et. al., 2009).

3.1.2 MMP-3

Também chamada de estromelisina-1, a MMP-3 ¢ capaz de degradar
coldgeno tipos II, IV e IX, elastina, proteoglicanos e fibronectina, entre outras
proteinas extracelulares, além de ativar outras MMPs (Birkedal-Hansen et. al.,
1993). Essa estromelisina esta associada a cicatriza¢ao de feridas (Di Colandrea et.
al., 1998, Bullard et. al., 1999) e, em conjunto com outras MMPs, ¢ amplamente
expressa na lesdo aterosclerotica (Henney et. al., 1991).

A metaloprotease 3 também estd associada a infarto do miocardio
(Siminelakis et. al., 2009; Ghaderian et. al., 2010), risco de estenose da artéria
coronaria (Fallah et. al., 2010), obesidade (Sookoian et. al., 2005), doenga vascular

do sistema nervoso central (doenga de Moyamoya) (Li et. al., 2010), tlcera duodenal
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(Yeh et. al., 2010), desenvolvimento de aneurisma (Newman et. al., 1994, Knox et.
al., 1997), carcinoma epidermodide e fibrose submucosa oral (Chaudharry et. al.,
2010).

Essa enzima ¢ produzida por varios tipos de células, como: fibroblastos,
células musculares lisas, macréfagos, células sinoviais e condrocitos (Constantin et.
al., 2002), mas também pode ser observada nas lesdes marginais de processos
invasivos (Kusukawa et. al., 1995) e em células epiteliais durante o processo de
reparacao tecidual (Madlener et. al., 1998).

A expressao da MMP-3 ¢ primariamente regulada no nivel da transcrigdo,
onde o promotor do gene responde a varios estimulos, incluindo fatores de
crescimento, citocinas, promotores de tumor e oncogenes, entre outros (Buttice et.
al., 1991). Sua expressdo também pode ser induzida em resposta as condi¢des locais,
como a carga mecanica (Leong et. al., 2010) e inflamagdo (Ito et. al., 1996). Sua
producdo ¢ de extrema importancia para a ativacdo da cascata latente de pro-MMPs,

como a pro-MMP-1, 8, 9, e 13 (Kahari; Saarialho-Kere, 1999).

3.1.3 MMP-8

A MMP-8, também conhecida como colagenase-2, foi anteriormente
descoberta como sendo um produto exclusivo de neutréfilos, mas,
subsequentemente, mostrou ser expressa por uma variedade de outros tipos de
células, como: as endoteliais, musculares lisas, macrdéfagos, polimorfonucleares,
fibroblastos gengivais, queratindcitos, condrécitos e odontoblastos (Cole et. al.,

1996; Palosaari et. al., 2000; Herman et. al., 2001; Prikk et. al., 2001; Wahlgren et.
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al., 2001; Pirild et. al., 2003), bem como células de neoplasia bucal (Moilanen et. al.,
2002).

Potencialmente, a MMP-8 degrada coldgeno tipo I, contribuindo para
degradacdo e remodelacao tecidual (Galis et. al., 1994) e alguns componentes fora da
matriz, como a angiotensina I (Laxton et. al., 2009). Ela ¢ um importante mediador
de destruicdo em diversas doengas inflamatoérias e esta relacionada a doengas
cardiovasculares (Herman etz. al., 2001), arteriosclerose (Laxton et. al, 2009),
bronquiectasia (Lee et. al., 2007), insuficiéncia pulmonar (Roderfeld ez. al., 2009),
periodontite (Chen et. al., 2000), melanomas (Vihinen et. al., 2008), neoplasias do
sistema nervoso central (Kohrmann et. al., 2009) e cicatrizagdo em diabéticos
(Kumar et. al., 2006).

Gutiérrez-Fernandez et. al. (2008) demonstraram que ratos que nao produzem
MMP-8 apresentam um atraso significativo na cicatrizacdo de feridas e alteracdo na
resposta inflamatoria, com atraso da infiltracdo neutrofilica inicial e persisténcia do
processo inflamatdrio em momentos posteriores. Estas alteracdes sdo acompanhadas
por outras na sinalizagdo via TGF-A1. Além disso, os autores verificaram que esses
ratos tiveram um aumento significativo na expressdo de MMP-9, sugerindo que as

metaloproteases poderiam agir coordenadamente no processo.



Revisdo da literatura 15

3.2 Polimorfismo Genético e Metaloproteases

Polimorfismos sdo pequenas variagdes genéticas nas quais um ou mais alelos
tém frequéncia génica maior que 1% (Thompson et. al., 1991). Aproximadamente
90% dos polimorfismos de DNA sdo polimorfismos de nucleotideo unico (SNPs-
Single Nucleotide Polymorphisms), devido a uma troca ou inser¢ao/delecao de uma
unica base (Ra; Park, 2007). Embora os polimorfismos de DNA, em sua maioria,
sejam funcionalmente neutros, uma parte deles pode exercer efeito alelo especifico
na regulacdo da expressdo génica ou funcdo das proteinas codificadas e, assim, tornar
um individuo mais ou menos suscetivel a uma determinada doenca (Ye, 2000).
Polimorfismos em regido promotora podem influenciar a regulagdo transcricional de
proteinas, como as metaloproteases (Cargill et. al., 1999).

Polimorfismos em genes que expressam metaloproteases sao associados com
muitas doencas, dentre elas: cirrose hepatica (Hung et. al., 2009), fibrilacdo atrial
(Gai et. al., 2009), glaucoma (Cong et. al., 2009), esclerose multipla (Fernandes et.
al., 2009), infarto do miocardio (Romén-Garcia et. al, 2009) e mudangas na
mineralizagdo dentaria (Souza et. al., 2003).

O nivel de expressio das MMPs pode ser influenciado por diferentes
polimorfismos na regido promotora. O gene da MMP-1 esta localizado no
cromossomo 11 (11g22.3); uma inser¢do/delecdo de uma guanina na posi¢do -1607
do gene da MMP-1 cria dois alelos diferentes: um com uma tnica guanina (1G) e
outro com duas (2G) (Rutter et. al., 1998). Rutter et. al. (2009) indicam que este ¢

um polimorfismo funcional.
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O mesmo autor demonstra que em fibroblastos normais e células de
melanoma, o alelo 2G liga quantidades substancialmente maiores de fator de
transcri¢do recombinante Ets-1 e tem atividade significantemente maior do que o
promotor com o alelo 1G (Rutter et. al., 1998). Este polimorfismo ¢ associado a
suscetibilidade para diversas doencas e alteragdes fisiologicas, como neoplasias (Ye,
2000; Cao; L1, 2006; Nishizawa et. al., 2007; Tasci et. al., 2007; Woo et. al., 2007,
Chaudhary et. al., 2010; Altas et. al., 2010; Liu et. al., 2011), doenca degenerativa do
disco intervertebral (Song et. al., 2008), tuberculose endobronquica (Kuo et. al.,
2008), artrite reumatoide (Massarotti et. al., 2002), arteriosclerose (Orbe et. al.,
2003), surdez subita (Nam et. al., 2011), glioblastoma multiforme (Malik et. al.,
2011), periodontite (Souza et. al., 2003), falha na osseointegracdo de implantes
(Santos et. al., 2004; Leite et. al., 2008), doenga coronaria (Drzewoski et. al., 2008) ¢
fibrose pulmonar (Wang et. al., 2010).

O promotor do gene da MMP-3, localizado no cromossomo 11 (11q22.3),
apresenta um polimorfismo na posi¢do -1612 (Ye et. al., 1995), o qual mostra uma
variagdo na sequéncia de adenina no sitio inicial de transcri¢do. Apds uma sequéncia
de cinco adeninas, pode haver adicdo de mais uma, resultando no alelo 5A e 6A. O
primeiro parece aumentar a atividade e transcrigdo da MMP-3 e segundo diminuir
(Yeet. al., 1996).

Esse polimorfismo ¢ associado a artrite reumatoide (Scherer et. al., 2010),
degeneracdo de disco lombar (Yuan et. al., 2010), infarto do miocardio (Terashima
et. al., 1999), doencas cardiovasculares (Ye et. al., 2006; Ozkok et. al., 2008; Chen
et. al., 2009), progressdo da doenca arterial coronariana (Beyzade et. al, 2003,

Hirashiki et. al., 2003), aneurisma do sistema nervoso central (YOON et. al., 1999),
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neoplasias (Bramhall et. al., 1997; Zinzindohoué et. al., 2005; Vairaktaris et. al.,
2007; Srivastava et. al., 2010), hipertensdo arterial sist€émica (Djuri¢ et. al., 2005),
doenga periodontal (Astolfi et. al., 2006), doengca pulmonar (Santus et. al., 2009),
miopia (Hall ez. al., 2009), enxaqueca (Kara et. al., 2007), aterosclerose de artéria
cardtida (Djuri¢ et. al, 2008), ulcera duodenal (Yeh et. al., 2010), carcinoma
epidermoide e fibrose submucosa oral (Chaudharry et. al., 2010).

O gene da MMP-8, localizado no cromossomo 11, apresenta um polimorfismo
funcional na regido promotora -799, caracterizado por uma substitui¢do de uma
citosina por uma timina - C-799T (rs11225395) (Wang et. al., 2004). Tal
polimorfismo esta associado a dilatagdo cronica dos bronquios (LEE et. al., 2007) e

neoplasia mamadria (Decock et. al., 2007).

3.3 Polimorfismo Genético e Tendinopatias

Os polimorfismos genéticos provavelmente influenciam a degeneragao
tendinea por meio do efeito acumulado de multiplos polimorfismos, envolvendo
interagdes complexas entre multiplos genes (Adamo et. al., 2001). Para entender a
importancia de cada alelo polimodrfico, ¢ necessario avaliar a contribui¢do de cada
polimorfismo no fenétipo da doenga (Magra; Mafulli, 2008).

Mokone et. al. (2005) demonstram que o polimorfismo no gene alfa 1 do
colageno tipo V (COL5A1I) esta associado com sintomas de patologias do tendao
calcaneo, onde o alelo A2 parece exercer um papel protetor.

O mesmo grupo comprova também o papel da tenascina-C nesse processo

(Mokone et. al., 2006). A analise do polimorfismo no gene da tenascina-C
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caracterizado pela repeticao de guanina-timina (GT) indica que os individuos com 12
e 14 repeticdes GT no gene tenascina-C apresentam um risco seis vezes maior de
desenvolver lesdes no tendao calcaneo.

Um polimorfismo na cadeia alfa 1 do colageno tipo I (GT) estd associado a
rupturas do ligamento cruzado anterior (Posthumus et. al., 2009a), mas ndo com
lesdes de tendao calcaneo (Posthumus et. al., 2009b).

Collins e Raleigh (2009) relatam que o polimorfismo do gene COL5A41 esta
associado as doencas cronicas do tendao calcaneo.

Posthumus e Collins (2010) notam a comparagdo dos gendtipos em pacientes
com patologia do tenddo de calcaneo versus pacientes normais; o principal achado
revela que individuos que carregam polimorfismo do gene que expressa o fator
transformador de crescimento beta 1 (TGF- S1), variante rs1800469 e o fator 5 de
diferenciagdo de crescimento (GDF-5) variante rs143383 apresentam o dobro de

risco para desenvolver a lesdo.
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O protocolo foi avaliado e aprovado pela Comissdao Cientifica do Instituto de
Ortopedia e Traumatologia da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo
(USP) sob o numero 708, pela Comissio de Etica para Anélise de Projetos de
Pesquisa (CAPPESQ) do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo sob o numero 0901/09 e pela Comissdo Cientifica da
Universidade Federal do Parand sob o numero 200923474.

Esse estudo foi realizado mediante parceria do Departamento de Biologia
Celular da Universidade Federal do Parana (UFPR) e o Departamento de Ortopedia e
Traumatologia da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo (FMUSP).

Ap6s explicagdo do trabalho e assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (Anexo II), os voluntarios foram recrutados entre os pacientes do Grupo
de P¢ e Tornozelo do Departamento de Ortopedia e Traumatologia do Hospital das
Clinicas da Universidade de Sao Paulo. Estes pacientes foram identificados segundo
idade, género, indice de massa corporea, diagnostico da doenga, uso de
medicamentos, antecedentes pessoais de doengas sistémicas e infecciosas,
antecedentes familiares de doencas inflamatorias e informagdo sobre a presenga
prévia de pé plano.

Foram divididos em dois grupos:

> Grupo-Teste: 50 mulheres com diagnéstico clinico e anatomopatologico de
lesdo degenerativa primdria do tenddo tibial posterior.
> Grupo-Controle: 100 mulheres assintomadticas e com tendao tibial posterior

integro na ressonincia magnética.
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Pacientes de ambos os grupos apresentaram boas condigdes sistémicas e

auséncia dos critérios de nao inclusao descritos na Tabela 1.

Tabela 1: Critérios de nao inclusao

Doengas reumatolégicas

Doencas imunologicas

Diabetes

Doengcas hepaticas e renais

Infecgdo ou lesdo prévia ou atual na topografia do pé e tornozelo
Obesidade superior ao grau |

Género masculino

O estudo do polimorfismo genético foi realizado no Departamento de
Biologia Celular da Universidade Federal do Parand. O grupo de pesquisadores de
processamento do material celular ndo teve conhecimento do grupo ao qual fazia

parte o voluntario.

4.1 Obtenciao de DNA

O DNA dos pacientes foi obtido a partir de células epiteliais da mucosa bucal,
por meio de um bochecho com 3 ml de solucdo autoclavada de glicose a 3%
(concentracdo isomolar com a saliva) durante 2 minutos (Trevilatto; Line, 2000). O
bochecho foi escolhido como a técnica de obtengdo do material de estudo, pois
constitui 0 método menos invasivo e mais pratico de obtencdo do DNA. Nesta
solugdo, foi adicionado 1 ml de solu¢ao 7NE (10 MM Tris pH 8, 150 MM NaCl e 2
mM EDTA) e entdo centrifugado por 10 minutos a 2000 rpm, para coleta da fase

celular. Para a suspensao das células, foi acrescendo 1,3 ml de solugdo de extracdo
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(Tris-Cl a 10 mM, (pH 7,8), EDTA a 5 mM e SDS a 0,5%) e as amostras foram
congeladas a -20°C até o momento de extragdo do DNA.
O material foi transportado por empresa credenciada, conforme o

Procedimento Operacional Padrao da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria.

4.2 Extracao de DNA

A extragdo do DNA foi realizada na Universidade Federal do Parana
conforme protocolo de Aidar e Line (2007). As amostras foram incubadas overnight
(ON) com 20 mg/ml de proteinase K (Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA) a 56
°C. Foram adicionados 500 ul de solu¢do de acetato de amdnio 10mM com EDTA
ImM e vortexado por 5 segundos. Apos centrifugagdo a 170000g por 10 minutos, o
sobrenadando foi coletado e foram adicionados 540 ul de isopropanol para cada 900
ul da solugdo contendo DNA. Apos centrifugacdo, o sobrenadante foi submetido a
lavagem com etanol a 70% e seco por 15 minutos a 37 °C. O DNA foi realizada
suspensdao em 100 ul de tampao TE (Tris-Cl a 10 mM (pH 7,8), EDTA a 1 mM) a

temperatura ambiente por trés horas.

4.3 Técnica de “Polimerase Chain Reaction “

A técnica de “Polimerase Chain Reaction” (PCR) foi utilizada para
amplificacdo dos fragmentos das regides reguladoras dos genes da MMP-1, MMP-3
e MMP-8. Os oligonucleotidios iniciadores (“primers”) de fragmento da MMP-1

foram usados conforme Rutter et. al. (1998). O “primer” reverso do fragmento da
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MMP-3 foi empregado conforme descrito por Dunleavey et. al. (2000). Os primers
do fragmento da MMP-8 foram desenhados para este estudo.

A técnica de PCR teve um volume final de 10 ul, contendo aproximadamente
400 ng de DNA, taq Green (Amersham Pharmacia-Biotech, Uppsala, Sweden) e
primers especificos para cada fragmento. A mistura com os reagentes foi submetida a
desnaturagdo inicial por 3 minutos, seguida de 35 ciclos com desnaturagdo a 95°C,
anelamento a temperatura adequada para cada fragmento e extensdo a 72°C. Os
primers, a temperatura ¢ o tempo de anelamento (amplifica¢do) estdo descritos na

Tabela 2.

4.4 Determinac¢io do Genotipo

Os fragmentos amplificados foram submetidos a digestdo por enzimas de
restrigdo para gerar fragmentos menores, técnica de “Restriction Fragment Length
Polymorphism (RFLP)”. A digestao foi realizada com volume final de 10 ul, por 16
horas a 37°C. A Tabela 2 mostra as enzimas de restrigdo que foram utilizadas para

analise de cada sitio polimorfico, além do tamanho dos fragmentos gerados (pb).

Tabela 2: Informacgoes sobre condi¢des da técnica de PCR e de RFLP

SNP Primer (5’ -3°) Anelamento RFLP pb PCR
pb RFLP

MMP-1  F*: TCGTGAGAATGTCTTCCCATT 55°C Xmnl 118
(-1607) R**: TCTTGGATTGATTTGAGATAAGTGAAATC 30 segundos 37°C 89 +29
MMP-3  F*: GGTTCTCCATTCCTTTGATGGGGGGAAAGA 63°C Psyl 129
(-1612) R**: CTTCCTATTCACATCACTGCCACCACT 1 minuto 37°C 97 +32
MMP-8 F*: CAGAGACTCAAGTGGGA 51°C Bfml 106
(-799) R**: TTTCATTTGTGGAGGGGC 1 minuto 37°C 74 + 32

* Primer Foward.
** Primer Reverse.
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4.5 Eletroforese

As sequéncias amplificadas (PCR) e digeridas (RFLP) foram analisadas por
eletroforese em géis verticais de poliacrilamida a 10% em TBE 1x (89 mM de Tris-
Borato, 89 mM de 4cido boérico e 2 mM de EDTA). Os géis foram submetidos a uma
corrente elétrica de 15 mA, sendo o tempo de corrida varidvel de acordo com o

tamanho do fragmento.

4.6 Analise Estatistica dos Resultados

A associagdo entre os polimorfismos genéticos estudados e a tendinopatia
primaria do tendao tibial posterior foi avaliada pelo teste Qui-Quadrado, ao nivel de
significancia de 5%.

O programa ARLEQUIN (v. 2.0 — Schneider et al., 2000) foi utilizado para

verificar o equilibrio de Hardy-Weinberg na amostra estudada.

4.7 Analise da Amostra

Respeitados os critérios de inclusdo e ndo inclusdo, a amostra foi obtida por
conveniéncia e composta por 150 mulheres, 50 individuos no grupo-teste submetidos
a procedimento cirargico e com diagndstico clinico e anatomopatologico de lesdo
degenerativa primaria do tenddo tibial posterior e 100 individuos no grupo-controle
com tenddo tibial posterior integro e sem sinais de degeneragdo na ressonancia
magnética, realizada como investigagdo diagnostica de queixa em outra topografia

do tornozelo e pé.
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Quanto ao estagio da Insuficiéncia do Tendao Tibial Posterior, o grupo-teste
apresenta 23 pacientes no estagio Il e 27 pacientes no estagio III, conforme Sistema
de Classificagdo descrito no Quadro 1 (Anexo I) (Johnson; Strom, 1989).

Quanto aos procedimentos cirtrgicos realizados no grupo-teste, os pacientes
em estdgio II foram submetidos a resseccdo da por¢do distal do tenddo tibial
posterior e tenodese da porcdo proximal no tenddo flexor longo dos dedos,
transferéncia do tenddo flexor longo dos dedos para o osso navicular e osteotomia
varizante do calcaneo; aqueles classificados no estagio III foram submetidos a
ressec¢do do tenddo tibial posterior e artrodese tripla modelante com corre¢do do
valgismo do retropé.

A idade dos pacientes dos grupos da amostra, considerada como variavel
independente, continua e com distribuicdo ndo normal, foi analisada através do teste
U de Mann Whitney, que ndo identificou diferencga estatistica (p=0,0839) entre os

dois grupos estudados.

Os dados de indice de massa corporea de ambos os grupos foram
identificados conforme o sistema de classificagdo em individuo normal (de 18,5 a
24.9) ou individuo com obesidade grau I ( de 25,0 a 29,9). Considerados como
variavel independente, categdrica e com distribui¢do nao normal, foram analisados
através do teste exato de Fisher, que ndo identificou diferenca estatistica (p=0,721)

entre os dois grupos estudados.

A média de idade e a distribui¢do do indice de massa corpdrea (IMC) da

amostra estudada estdo representadas na Tabela 3.
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Tabela 3: Média de idade e distribuicio por faixa de IMC da amostra nos grupos de estudo

Parametros Controle (n =100) Teste (n = 50)
Meédia de idade 51,76 anos (47-56) 53,06 anos (48-56)
MC 61(normal)/ 39(obesidade grau I) ~ 33(normal)/ 17(obesidade grau I)

Em relagdo ao questionamento sobre a presencga de pé plano desde a
maturidade esquelética — fim da adolescéncia — a resposta foi positiva em 30% dos

individuos do grupo-teste e em 32% dos individuos do grupo-controle.



S RESULTADOS
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5.1 MMP-1

O polimorfismo do gene da MMP-1 na posi¢do -1607 ¢é caracterizado pela
inser¢do de uma base guanina (G), criando dois alelos diferentes (1G ou 2G). O alelo
2@ esta relacionado com o aumento da expressdo desse gene (Rutter et. al., 1998). A
enzima de restricdo Xmnl reconhece o alelo 1G e na presenca deste o produto de PCR
(118 pares de bases) ¢ digerido em duas partes (89 e 29 pares de bases). Na
eletroforese, o alelo 2G foi representado por uma banda de DNA de 118 pares de
bases, o alelo 1G por uma banda de DNA de 89 pares de bases, enquanto o
heterozigoto apresentou uma combinacdo de ambos os alelos (118 e 89 pares de
bases). Durante a eletroforese, a banda com 29 pares de bases saia do gel. A Figura 1
mostra os fragmentos amplificados e digeridos da MMP-1 (-1607), caracterizando os

diferentes genotipos.

1G/1G 2G/2G 1G/2G

118pb

89pb

Figura 1: Genétipos da MMP-1 (-1607)

A andlise do polimorfismo -1607 do gene da MMP-1 indica diferenca

estatistica significante entre os grupos estudados.
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Enquanto no grupo-controle 75% dos voluntarios apresentaram alelo 1G, no
grupo-teste o alelo 2G apareceu em 78% dos pacientes. O gendtipo 1G/1G foi o mais
frequente no grupo-controle (62%), enquanto o gendtipo 2G/2G foi o mais frequente

no grupo-teste (72%), como demonstra a Tabela 4.

Tabela 4: Frequéncia dos alelos e genétipos do polimorfismo -1607 do gene da MMP-1

MMP-1 Grupo-Controle Grupo-Teste Qui-Quadrado
(-1607) n % n %
Alelos N =200 n=100 p <0,001
1G 150 75 22 22
2G 50 25 78 78
Genotipos N=100 n=50 p <0,001
1G/1G 62 62 08 16
2G/2G 12 12 36 72
1G/2G 07 07 06 12
5.2 MMP-3

O polimorfismo estudado no gene da MMP-3 caracteriza-se por apresentar
uma varia¢do na sequéncia de adenina na posi¢ao -1612, resultando no alelo 5A ou

6A (rs3025058). O 5A parece aumentar a atividade e transcricio da MMP-3 e o0 6A
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diminuir (YE et. al., 1996). A enzima de restricdo Tth111 reconhece o alelo 5A e na
presenga deste o produto de PCR (129 pares de bases) ¢ digerido em duas partes (97
e 32 pares de bases). Na eletroforese, o 6A foi representado por uma banda de DNA
de 129 pares de bases, o SA foi representado por uma banda de DNA de 97 pares de
bases, enquanto o heterozigoto apresentou uma combinacdo de ambos os alelos (129
e 97 pares de bases). Durante a eletroforese, a banda com 32 pares de bases saia do
gel. A Figura 2 assinala os fragmentos amplificados e digeridos da MMP-3 (-1612),

caracterizando os diferentes gen6tipos.

6A6A 6AHA SABA
A A A

129pb

97pb

Figura 2: Genétipos da MMP-3 (-1612)

Nao foi observada diferenga estatistica significativa na frequéncia genotipica
(p = 0,425) e na frequéncia alélica (p = 0,366) do polimorfismo MMP-3
(-1612) entre SA e 6A.

O resultado evidencia que em ambos os grupos a maior frequéncia foi do
alelo 6A (57,5% dos pacientes que compuseram o grupo-controle e 52% dos
pacientes do grupo-teste) e do genotipo SA/6A (61% do grupo-controle e 56% do
grupo-teste), sugerindo que esse polimorfismo ndo influencia o processo de

tendinopatia primaria do tendao tibial posterior na populagdo analisada.
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A frequéncia alélica e genotipica do polimorfismo -1612 do gene da MMP-3

esta indicada na Tabela 5.

Tabela 5: Frequéncia dos alelos e genotipos do polimorfismo -1612 do gene da MMP-3

MMP-3 Grupo-Controle Grupo-Teste Qui-Quadrado

(-1612) n % n %

Alelos n=200 n=100 p=0,366
6A 115 57,5 52 52
5% 85 425 48 48

Gendtipos n=100 n=>50 p =0,425
6A/6A 27 27 12 24
S5A/5A 12 12 10 20
6A/SA 61 ol 28 56

A andlise do polimorfismo -1612 do gene da MMP-3 indica ndo haver diferenca

estatistica significante entre os grupos estudados.

5.3 MMP-8

Na posicao -799 do gene da MMP-8, o polimorfismo caracteriza-se por uma
troca de citosina por timina (rs11225395), apresentando dois alelos diferentes (C ou

T). Os oligonucleotideos iniciadores desenhados durante esse trabalho foram
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eficientes na amplificagdo dos fragmentos. Na eletroforese, o alelo T foi
representado por uma banda de DNA de 106 pares de bases e o alelo C por uma
banda de DNA de 74 pares de bases, enquanto o heterozigoto apresentou uma
combinac¢do de ambos os alelos (106 e 74 pares de bases).

A Figura 3 mostra os fragmentos amplificados e digeridos da MMP-8 (-799),

caracterizando cada gendtipo.

T CIC TIC TIC

106pb

74pb

Figura 3: Genétipos da MMP-8 (-799)

A andlise do polimorfismo -799 do gene da MMP-8 assinalou que no grupo-
controle 72% dos voluntarios apresentaram alelo C, enquanto no grupo-teste, este
alelo apareceu apenas em 46% dos individuos. O genétipo C/C foi o mais frequente
no grupo-controle (67%), enquanto o gendtipo T/T foi o mais frequente no grupo-

teste (46%), como mostra a Tabela 6.
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Tabela 6: Frequéncia dos alelos e gen6tipos do polimorfismo -799 do gene da MMP-8

MMP-8
(-799)
Alelos
C

T

Gendtipos
Cc/C
T/T

C/T

Grupo-Controle

n %
n=200
144 72
56 28
n=100
67 67
23 23
10 10

Grupo-Teste

n %
n=100
46 46
54 54
n=50
19 38
23 46
08 16

Qui-Quadrado

p < 0,001

p=0,003

A andlise do polimorfismo -799 do gene da MMP-8 indica diferenca

estatistica significante entre os grupos estudados.
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Esse estudo faz parte de uma linha de pesquisa genética ampla que envolve a
analise de diversos genes e ¢ realizado pela parceria entre o Departamento de
Ortopedia e Traumatologia da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo
e o Departamento de Biologia Celular da Universidade Federal do Parana (UFPR).

Os resultados demonstram que o método de extracdo de DNA utilizado foi
adequado para obtencdo de quantidades suficientes de DNA. As técnicas de PCR e
RFLP foram eficientes para identifica¢do dos genotipos da MMP-1, MMP-3 e MMP-
8.

A amplificacdo dos fragmentos por técnica de PCR teve suas condigdes
otimizadas e a escolha das enzimas de restricdes para a técnica de RFLP foi
adequada para a andlise dos polimorfismos estudados.

Assim, com metodologia reprodutivel, de baixo custo e pouco invasiva, foi
possivel identificar marcadores moleculares para pacientes com tendinopatia
primaria do tenddo tibial posterior.

O presente estudo obteve um banco de DNA de 150 individuos, sendo 50
pacientes com lesdo degenerativa do tendao tibial posterior € 100 com tendao tibial
posterior integro. Esse banco ¢ resultado de critérios rigidos na obtencdo da amostra,
visando diminuir a influéncia de fatores sistémicos que podem mascarar ou acentuar
o real papel dos polimorfismos genéticos na fisiopatogenia dessa tendinopatia.

O interesse do grupo envolvido nessa linha de pesquisa ¢ catalogar diferentes
polimorfismos relacionados a tendinopatia primdria, uma vez que o perfil gendmico
permite definir um banco de marcadores genéticos para suscetibilidade a

tendinopatia primaria do tendao tibial posterior.
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O equilibrio de Hardy-Weinberg ¢ a base da genética de populagdes e define
que em uma populacdo mendeliana dentro de condi¢des normais, as frequéncias
alélicas permanecerdo constantes ao passar das geragdes. A teoria de que alelos raros
se tornam cada vez mais raros e que alelos frequentes aumentem cada vez mais sua
frequéncia, simplesmente por ja serem raros ou comuns, ¢ matematicamente refutada
pelo principio de Hardy-Weinberg.

Os polimorfismos nos genes da MMP-1, MMP-3 e MMP-8 apresentaram
equilibrio de Hardy-Weinberg, garantindo, assim, que a distribuicdo genotipica
ocorreu ao acaso.

Esse estudo nota que o polimorfismo na regido promotora do gene da MMP-1
(posicdo —1607) esta fortemente associado a tendinopatia primaria do tenddo tibial
posterior. O alelo 2G foi observado em uma frequéncia significativamente maior nos
pacientes com diagnostico anatomopatoldgico de lesdo degenerativa do tendao tibial
posterior (78% no grupo-teste versus 25% no controle). Esse alelo aumenta a
transcri¢do do gene e potencializa o nivel da expressdo dessa proteina (Rutter et. al.,
1998), fornecendo a base molecular para explicar a intensa degradacdo da matriz
extracelular na tendinopatia.

Em relacdio ao polimorfismo C-799T do gene da MMP-8, os
oligonucleotideos iniciadores desenhados durante esse estudo foram eficientes na
amplificagdo do fragmento que contém o sitio polimorfico. Dessa forma, essa nova
técnica de PCR e RFLP revelaram-se eficazes para o estudo desse polimorfismo.

Os resultados indicam que o polimorfismo na regido promotora da MMP-8 na
posicdo C-799T (Wang et. al., 2004) é funcional e esta associado a tendinopatia

priméria do tenddo tibial posterior. O alelo T (54%) e o gendtipo T/T (46%) sdo
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observados em uma frequéncia significativamente maior no grupo-teste, enquanto o
alelo C (72%) e o genotipo C/C (67%) prevalecem no grupo-controle. Portanto, esse
polimorfismo pode ser usado com marcador para avaliar pacientes em relacdo ao
risco de desenvolver tendinopatia primaria do tenddo tibial posterior, onde a presenca
do alelo T indica um risco maior.

A andlise relacionada ao polimorfismo -1612 do gene da MMP-3 constata
que em ambos os grupos o alelo 6A e o genotipo SA/6A sdo os mais frequentes,
sugerindo que, apesar de modificar a expressdo da respectiva proteina, esse
polimorfismo parece nao influenciar o processo dessa tendinopatia.

E importante considerar que a transcricio de genes de MMPs pode ser
regulada por diversos fatores locais, como: citocinas, hormonios e fatores de
crescimento, metabolitos de bactérias e moléculas de adesdo. Além disso, Zhou et.
al. (2000) mostram em camundongos knockout que para diferentes MMPs, inclusive
MMP-3, ndao ocorre qualquer disturbio aparente, o que remete a fungdes
compartilhadas de algumas metaloproteases e que o polimorfismo de um Unico gene
de MMP pode nao ter efeito suficiente na suscetibilidade a doenga.

O polimorfismo -1612 do gene da MMP-3 pode ter seus efeitos mascarados
por polimorfismos em diferentes regides do mesmo gene ou em outros genes que
participam da complexa rede de mediadores inflamatérios dos tenddes. Dessa
maneira, somente a presen¢a do polimorfismo -1612 da MMP-3 ndo ¢ um fator de
risco genético para tendinopatia primaria do tendao tibial posterior.

Uma vez que o colageno tipo I ¢ o componente principal da matriz
extracelular do tendao tibial posterior e a degradacdo deste tecido ¢ considerada um

dos fatores-chave nas lesdes degenerativas, as colagenases 1 e 2 (MMP-1 e MMP-8)
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estdo fortemente associadas, ja que pontuam eficiéncia para iniciar a degradacao do
colageno tipo I (Sorsa et. al., 2006). Embora estas MMPs exer¢am seu papel
principal na degradacdo da matriz, elas também podem modular a resposta
inflamatoria e imune (Kuula et. al., 2009, Korpi et. al., 2009). O desequilibrio na
producdo das MMP-1 e MMP-8 fornece a base molecular para explicar uma intensa
degradacdo do colageno tipo I, criando condi¢des que acentuam a tendinopatia.

E importante salientar que os resultados aqui reportados podem ser diferentes
quando analisados em populagdes etnicamente distintas, uma vez que a origem étnica
pode influenciar a frequéncia alélica (Mourant et. al., 1976).

Na degeneracdo tendinea, como em qualquer processo multifatorial
(Michalowicz et. al., 2000), a combinacdo de varios polimorfismos de risco
significativo agem sinergicamente para elevar a suscetibilidade e a alteragdo
fisiologica. Alguns sitios polimorficos podem ser herdados em combinagdo, sdo os
chamados haplotipos, os quais fornecem informagdes mais completas e confiaveis da
influéncia dos polimorfismos no genétipo do processo.

Nesse sentido, a andlise das frequéncias de hapldtipos e os resultados de
desequilibrio de ligacdo entre os polimorfismos das MMP-1, MMP-3 ¢ MMP-§,
localizados no cromossomo 11g22.3 adjacente um ao outro, parecem ser de grande
valor para compreensdo da tendinopatia e dos mecanismos de compensagdo
funcional do individuo.

Os estudos genéticos relacionados a tendinopatias publicados na literatura
apresentam analise da correlacdo de polimorfismos nos genes que expressam o
colageno tipo V (COL5AI), a tenascina-C, o colageno tipo I (GT), o fator

transformador de crescimento beta 1 (T7GF- f1) variante rs1800469 e o fator 5 de
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diferenciagdo de crescimento (GDF-5) variante rs143383, com alteragdes do tendao
calcaneo, mas ndo em relacdo ao tenddo tibial posterior (Mokone et. al., 2005;
Mokone et. al., 2006; Posthumus et. al., 2009b; Collins; Raleigh, 2009; Posthumus;
Collins, 2010).

O conhecimento de marcadores genéticos relacionados a tendinopatia
primaria do tenddo tibial posterior possibilita a identificacdo de individuos
suscetiveis e a andlise de polimorfismos em MMPs relacionados tem valor clinico
significativo, aumentando o entendimento da fisiopatogenia da degeneracdo desse
tendao.

No futuro, a investigacdo de outros marcadores genéticos podera definir e
padronizar todos os genes de risco para essa doenca e, assim, criar condigdes
adequadas para o desenvolvimento de estratégias preventivas e terapéuticas
individualizadas, como, por exemplo, o uso dos inibidores de MMPs de baixo peso

molecular para pacientes suscetiveis a insuficiéncia do tendao tibial posterior.
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» O polimorfismo na posi¢ao -1607 do gene da MMP-1 estd associado a
tendinopatia primaria do tenddo tibial posterior na populacdo estudada.
Os resultados apresentados sugerem que individuos com o alelo 2G tém
maior risco de desenvolver a tendinopatia.

» O polimorfismo na posi¢do -799 do gene da MMP-8 estd associado a
tendinopatia primaria do tenddo tibial posterior na populacdo estudada.
Os resultados apresentados sugerem que individuos com o alelo T tém
risco maior de desenvolver a tendinopatia.

» O polimorfismo estudado no gene da MMP-3 (-1612) ndo esta associado

a tendinopatia primaria do tenddo tibial posterior na populagdo estudada.
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ANEXO I

Quadro 1: Estagios da insuficiéncia do tendao tibial posterior

Estagio Tendao/Deformidade
I tendinopatia/ sem deformidade
II tendinopatia/ deformidade pé plano flexivel

I tendinopatia/ deformidade pé plano rigido
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ANEXO II: Termo de consentimento livre e esclarecido

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE
MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO-
HCFMUSP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DE IDENTIFICAGAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL

LEGAL
T NOME: et £ ees ettt
DOCUMENTO DE IDENTIDADE N°: ....oiiiiiiiieiiee e SExOo: MO F O
DATA DE NASCIMENTO.: ........ i, [....
ENDEREGO: ... it e s N° ....... APTO: .......
BAIRRO: ..., CIDADE .....cccociieeennee
CEP:iii TELEFONE: (............ ) USRI
2. RESPONSAVEL LEGAL........oouioieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e
Grau de ParenteSCO ...coceviiiiiiiieieee e
DOCUMENTO DE IDENTIDADE :......cccveieiiiiieeenee SEXO: MO rO
DATA DE NASCIMENTO.: ...... - l....
ENDEREGCO: .....oiiiiiiiei e NO e, APTO: (e
BAIRRO: ... CIDADE: ...ttt
CEP: e TELEFONE: (........... Yot

DADOS SOBRE A PESQUISA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA: Papel do polimorfismo dos genes que expressam
as metaloproteases na tendinopatia primaria do tend&o tibial posterior.

PESQUISADOR: Tulio Diniz Fernandes
CARGO/FUNCAO:Professor-Doutor. INSCRICAO CONSELHO REGIONAL N° 48089
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UNIDADE DO HCFMUSP: IOT
3. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:

RISCO MINIMO X RISCO MEDIO [J

RISCOBAIXO O RISCO MAIOR [

4. DURACAO DA PESQUISA : 3 anos.....

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA
DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO-HCFMUSP

> As lesdes dos tenddes por degeneracdo tém explicagdes ligadas a traumatismos, a
problemas de circulacdo sanguinea e problemas dos nervos, mas muitas doengas que
levam a degeneracdo dos tenddes ainda permanecem sem uma explicacdo médica
adequada. Essas informagdes estdo sendo fornecidas para sua participacdo
voluntaria neste estudo, que visa esclarecer os motivos que causam as degeneracdes
dos tenddes do pé. Por esse motivo, a possibilidade de causas genéticas para essas
lesdes precisam ser estudadas e o objetivo desse estudo ¢ investigar a frequéncia dos
genes em pacientes com diagnostico de lesdo do tenddo tibial posterior, para
verificar a possivel relagdo entre o polimorfismo genético e o desenvolvimento

dessa doenca.

> Esse estudo serd feito com um unico exame mediante coleta simples de saliva. Os
pacientes selecionados fardo bochecho com 4gua e agucar e, em seguida, cuspirdo
em um recipiente plastico pequeno. A leitura das informacdes genéticas presentes
na saliva é exame de alta tecnologia ndo rotineiro no nosso meio. Nao havera outros

exames ou procedimentos invasivos.
> Nao havera desconfortos ou riscos na coleta e execucdo desse exame.

> Em relagcdo aos beneficios para os participantes, ndo hd beneficio direto para o
participante; trata-se de estudo experimental testando a hipotese de que fatores

genéticos interfiram na degeneracdo dos tenddes.
> Com esse estudo, poderemos concluir a presenca de algum beneficio aos pacientes.

> Est4 garantido o acesso, em qualquer etapa do estudo, aos achados da pesquisa, ao
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seu prontudrio e aos profissionais responsaveis pela pesquisa para esclarecimento de

eventuais duvidas.

Os responsaveis pelo estudo sd@o o professor Tulio Diniz Fernandes e o doutor
Alexandre Leme Godoy dos Santos, que podem ser encontrados no endereco Rua Ovidio
Pires de Campos, n° 333, 3° andar, sala da Secretaria de Graduacao, Instituto de Ortopedia e

Traumatologia da USP, Sao Paulo, Capital, Brasil, pelo telefone3069 6888.

Se vocé tiver alguma considera¢do ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em
contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) & Rua Ovidio Pires de Campos, 225 — 5°
andar, telefone 3069 6442, ramais 16, 17, 18 ou 20. FAX: 3069 6442, ramal 26. E-mail:
cappesq@hcnet.usp.br

E garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento e deixar

de participar do estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu tratamento na

Instituicao.

E garantido aos participantes o direito de confidencialidade das informagdes obtidas
no estudo, as quais serdo analisadas em conjunto com as de outros pacientes, ndo sendo

divulgada a identificagdo de nenhum deles.

E garantido o direito aos participantes de serem mantidos atualizados sobre os
resultados parciais das pesquisas ou de resultados que sejam do conhecimento dos

pesquisadores.

Nao hé despesas pessoais para o participante em qualquer fase do estudo, incluindo
exames e consultas, nem compensacao financeira relacionada a sua participagdo. Se existir

qualquer despesa adicional, ela serd absorvida pelo or¢gamento da pesquisa.

Hé compromisso absoluto do pesquisador de utilizar os dados e o material coletado

somente para esta pesquisa.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informacdes que li ou que
foram lidas para mim, descrevendo o estudo “Papel do polimorfismo dos genes que

expressam as metaloproteases na tendinopatia primaria do tenddo tibial posterior”.

Eu discuti com o Dr. Tulio Diniz Fernandes sobre a minha decisdo em participar
desse estudo. Ficaram claros para mim quais sdo os propdsitos do estudo, os procedimentos a
serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de

esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha participacdo ¢ isenta de
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despesas e que tenho garantia do acesso a tratamento hospitalar, quando necessario.
Concordo, voluntariamente, em participar deste estudo e poderei retirar o meu
consentimento a qualquer momento, antes ou durante o mesmo, sem penalidades ou prejuizo

ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento neste

Servigo.
Assinatura do paciente/representante legal Data / /
Assinatura da testemunha Data / /

para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semianalfabetos ou portadores

de deficiéncia auditiva ou visual.
(Somente para o responsavel do projeto)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido

deste paciente ou representante legal para a participacdo neste estudo.

Assinatura do responsavel pelo estudo Data / /
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