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Resumo

RESUMO

Rodrigues MP. Influéncia de polimorfismos genéticos em metaloproteinases na Moléstia
de Dupuytren [Dissertacdo]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao
Paulo; 2019.

INTRODUGCAO: Na Moléstia de Dupuytren, o aumento da expressio tecidual das
metaloproteinases da matriz foi demostrado. Polimorfismos genéticos nas regides
promotoras dos genes codificadores destas enzimas podem influenciar neste aumento.
O objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia dos polimorfismos (-1607) da MMP-1,
(-1306) da MMP-2 e (-77) da MMP-13 na Moléstia de Dupuytren. METODOS:
Avaliamos um grupo de 50 pacientes com diagndstico clinico de Moléstia de
Dupuytren e pareamos, segundo idade e sexo, com um segundo grupo de 100
pacientes sem o diagnostico clinico. O DNA foi obtido atraves de amostras de saliva
de todos os pacientes e 0s genotipos através das técnicas de PCR e RFLP. A anélise
estatistica foi realizada através do teste qui-quadrado com nivel de significancia de
5%. RESULTADOS: Em relacdo ao polimorfismo da MMP-1, encontramos, no
grupo controle o alelo 1G e o gendtipo 1G/1G em 69,5% e 47% respectivamente,
enguanto no grupo teste, 54% e 26% (p=0,011 e 0,024). Na MMP-13, o alelo A em
63,5% no grupo controle e 76% no grupo teste (p=0,040). No grupo teste, 0 genotipo
A/A foi observado em 58% dos casos, enquanto no grupo controle, o genotipo A/G
foi 0 mais observado (61%), com p = 0,011. Ndo houve diferenca estatistica em
relacdo ao polimorfismo estudado da MMP-2. CONCLUSAQ: o polimorfismo das
regibes promotoras dos genes das metaloproteinases MMP-1 (-1607) e MMP-13 (-
77) estdo relacionados a Moléstia de Dupuytren.

Descritores: Contratura de Dupuytren; Metaloproteases; Polimorfismo genético.
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Abstract

ABSTRACT

Rodrigues MP. Influence of genetic polymorphisms on metalloproteinases in Dupuytren's
disease [Dissertation]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo”;
2019.

INTRODUCTION: In Dupuytren's disease, increased tissue expression of matrix
metalloproteinases (MMPs) has been demonstrated. Genetic polymorphisms within
genes promoter regions of these enzymes may influence this increase. The purpose of
this study was to evaluate the influence of the polymorphisms MMP-1 (-1607),
MMP-2 (-1306) and MMP-13 (-77) in Dupuytren's disease. METHODS: A group
of 50 patients were evaluated with a clinical diagnosis of Dupuytren's disease and
matched, according with age and gender, with a second group of 100 patients without
the clinical diagnosis. DNA was obtained through saliva samples from all patients and
genotypes through Polimerase Chain Reaction (PCR) and Restriction Fragment
Length Polymorphism (RFLP) techniques. Statistical analysis was carried out through
the chi-square test with significance level of 5%. RESULTS: In the control group,
allele 1G and genotype 1G/1G were found 69.5% and 47% respectively, while in the
test group 54% and 26% (p=0.011 and 0.024). In MMP-13, allele A was 63.5% in
the control group and 75% in the test group (p=0.040). In the test group, genotype
A/A was observed in 58% of the cases, while in the control group, genotype A/G was
the most observed (61%), with p = 0.011. There was no statistical difference from the
studied on polymorphism MMP-2. CONCLUSION: The polymorphism of the genes
promoter regions of MMP-1 metalloproteinases (-1607) and MMP-13
metalloproteinases (-77) are related to Dupuytren's disease.

Descriptors: Dupuytren contracture; Metalloproteases; Polymorphism, Genetic.
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1 INTRODUCAO

A Moléstia de Dupuytren (MD) é uma fibromatose da fascia palmar mediada por
contracdo de miofibroblastos, levando a uma deformidade progressiva em flexdo das
articulagdes metacarpofalangicas e interfalangicas proximais dos dedos.

A fascia palmar é uma aponeurose com formato triangular na regido palmar e
central da médo. Tem o apice proximal e a base distal e se localiza logo abaixo da pele e
do tecido subcutaneo, estendendo-se até os dedos. Constitui um complexo com fibras
longitudinais, transversais e verticais. A funcdo desse sistema é a fixacdo da pele aos
planos mais profundos, qualidade esta importante para o ato de preensdo dos objetos?.

A apresentagdo clinica inicial da MD geralmente € de um nodulo fibroelastico,
firme, aderido a pele e a fascia palmar e localizado ao redor da prega palmar distal. Com
a progressao da doenca, aparece a contratura causada pelas cordas, levando a deformidade
classica em flexdo das articulacbes metacarpofalangicas e interfalangicas proximais com
0 acometimento mais frequente dos dedos anelar e minimo?.

A MD pode acontecer na forma ectdpica. Nesta, a apresentacdo mais frequente sao
0s nddulos dorsais na articulacdo interfalangica proximal (Garrod), que podem ser a
primeira manifestacdo da doenca e raramente levam a contraturas. Outras formas podem
ser a fibromatose plantar (Moléstia de Ledderhose) e a peniana (Moléstia de Peyronie)?2.

Dois tipos clinicos foram descritos: 0 paciente considerado tipico € um homem
branco, caucasiano, do norte europeu, em torno da sexta década de vida, com
acomentimento bilateral, assimétrico, com aproximadamente 10 anos de evoluc&o,
progressivo e com mais de um dedo envolvido, geralmente com histéria familiar. Por

outro lado, no paciente atipico, os dados de idade, sexo e grupo étnico sao irrelevantes. O

Mauricio Pinto Rodrigues
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paciente pode ter historia de trauma, diabetes, alcoolismo ou epilepsia com uso de
medicacao ainticonvulsivante. Geralmente é uma apresentacdo menos progressiva e sem
histéria familiar?,

A chamada diatese de Dupuytren, inicialmente descrita por Hueston® e depois
revista®, inclui fatores como: inicio precoce da doenca (abaixo dos 50 anos), sexo
masculino, acometimento bilateral, historia familiar e acometimento ectépico (n6dulos
de Garrod). A presenca desses fatores estd relacionada com uma maior gravidade da
doenca e uma maior taxa de recidiva pos-operatoria.

A prevaléncia da MD varia de 0,2 a 56% dependendo da faixa etéria, populagdo
estudada e método de coleta dos dados. A proporcdo homem:mulher ¢é de
aproximadamente 6:1, aproximando-se de 1:1 na nona década de vida. Acomete homens
geralmente uma década mais cedo do que as mulheres (quinta x sexta décadas)’. Mulheres
tém uma maior incidéncia da chamada flare reaction (uma variante da Sindrome Dolorosa
Complexa Regional)®.

A etiologia da MD ainda é incerta. A associacdo com diabetes®'?,
alcoolismo/doenca hepatica'*?, epilepsia®?, trauma®* e tabagismo!®1¢ é demonstrada em
varios trabalhos, com controvérsias'’1°. Alguns relatos isolados de casos de MD em
gémeos idénticos®, e estudos com busca ativa de familiares de pacientes acometidos,
sugeriram uma causa genética para a MD?2,

A contratura da fascia palmar é mediada por uma alteracéo celular encontrada nos
nédulos e cordas, que é a presenca do miofibroblasto??. O fibroblasto normalmente
presente no tecido conectivo possui uma quantidade pequena de fibras de actina dispersas
principalmente proximo da membrana celular e o seu nucleo é arredondado. J& o
miofibroblasto passa a expressar uma quantidade muito maior de fibras de actina, do tipo

alfa, dispostas em feixes, semelhantes as encontradas na fibra muscular lisa vascular??,

Mauricio Pinto Rodrigues
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Seu nucleo passa a ter um formato com identagdes/sulcos, sugerindo um processo de
contragdo®*.

Associada a atividade contratil do miofibroblastos, a remodelacdo da matriz
extracelular (MEC), mediada por enzimas conhecidas como metaloproteinases da matriz
(MMP), é de fundamental participacéo na fisiopatologia da MD?,

As MMPs constituem uma familia de 23 enzimas conhecidas até 0 momento que
sdo capazes de degradar praticamente todos os componentes da MEC, incluindo o
colageno tipo I (que € o principal componente da fascia palmar) e o colageno tipo Il (que
aumenta sua proporc¢ao consideravelmente na fascia acometida pela MD).

A homeostase da MEC é garantida por ritmos iguais de deposicéo e retirada do
colageno, esta ultima atividade mediada pelas MMPs. Um desbalanco pode levar, quando
predomina a retirada, aos quadros de tendinopatias, como por exemplo a do tend&o tibial
posterior?® e a do manguito rotador do ombro?’. Quando predomina a deposicdo, podemos
observar os processos fibroticos como a MD e a capsulite adesiva do ombro?. Um dos
motivos para esse desequilibrio pode ser uma variacdo nos genes responsaveis pela
producdo das MMPs, alterando o grau de atividade dessas enzimas.

O DNA humano, ja mapeado gracas ao Projeto Genoma Humano?*3°, possui em
torno de 3,2 bilhdes de pares de bases (pb) de nucleotideos e, de toda essa sequéncia,
99,9% ¢ exatamente idéntica entre dois individuos. As variacbes genéticas, restritas
geralmente ao 0,1% restante, sdo frequentes, e a mais comum €& o polimorfismo de
nucleotideo Unico (SNP - single nucleotide polymorphism), correpondendo a 90% das
variacoes. O SNP ¢é definido quando existe uma troca ou delecdo/insercdo de uma base
na sequéncia e o alelo de menor frequéncia ocorre em pelo menos 1% da populacéo.
Estima-se a ocorréncia de aproximadamente um SNP a cada 1000 pb, com cerca de trés

milhdes de SNPs conhecidos atualmente que, em sua maioria, sdo funcionalmente

Mauricio Pinto Rodrigues
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neutros3t32,

Entretanto, uma pequena parte pode interferir na regulacéo da expresséo génica ou
na funcdo da proteina codificada, tornando o individuo mais ou menos suscetivel a
doencas®,

Estudos ja demonstraram a expressao tecidual aumentada das MMPs -1, -2 e -13
nos nddulos e cordas obtidos de pacientes operados pela MD3*3%, Outros estudos
demonstraram a participacdo das MMPs na contracdo de fibroblastos in vitro®.

Pela quantidade de SNPs ja conhecidos e pelo papel desempenhado pelas MMPs -
1, -2 e -13 na remodelacdo da MEC e na MD, a associagdo de SNPs das MMPs com a
MD pode ajudar no entendimento da etiologia e abrir novas possibilidades no tratamento

dessa afeccdo.
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2 OBJETIVOS

Investigar a influéncia dos polimorfismos funcionais das regibes promotoras dos
genes das metaloproteinases MMP-1 (-1607) (rs1799750), MMP-2 (-1306) (rs243865) e
MMP-13 (-77) (rs2252070) na Moléstia de Dupuytren e, assim, defini-los como possiveis

marcadores genéticos relacionados.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Moléstia de Dupuytren

Elliot (1999)%78 cita que a primeira referéncia a MD ¢ feita por Felix Plater em
1614, associando a contratura em flex&o ao trauma dos tenddes flexores. Ainda segundo
Elliot, Henry Cline Senior, em 1777, disseca uma médo acometida pela moléstia e observa
a fascia palmar espessada. O autor refere ainda que Sir Astley Cooper (aluno de Cline),
em 1822, atribui a causa da doenca ao espessamento da fascia e sugere que ela pode ser
tratada com a fasciotomia.

Baron Guillaume Dupuytren (1833)*° descreve o padrdo anatdmico da fascia
palmar, com as bandas acometidas e propde a ressec¢do de cada uma delas durante a
liberagdo cirurgica com preservacdo do feixe vasculonervoso.

Luck (1959)* propde uma classificagdo histolégica da doenca:

1.  Fase proliferativa: ¢ o inicio da doenca, com a formacdo dos nddulos.
Tomasek et al. (1986)* observam nessa fase a transformacéo de fibroblastos
em miofibroblastos, com o aparecimento de microfilamentos de actina
organizados em feixes que estdo paralelos ao eixo das células, assemelhando-
se a uma fibra muscular lisa.

2. Fase involucional: ha um alinhamento dos miofibroblastos com as linhas de
estresse do tecido, iniciando a contratura dos microfilamentos. Schultz et al.
(1990)*? afirmam que nessa fase hd uma conexdo das fibras intracelulares
com as fibras de fibronectina da matriz extracelular, causando uma contratura

ainda maior.

Mauricio Pinto Rodrigues
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3. Fase residual: hd uma diminuicdo da celularidade, com predominio de tecido
fibroso formado por fibras colagenas tipo 1 e 1lI.

Ling (1963)?* faz um levantamento de parentes de pacientes com MD e destaca que
o fator genético tem sido amplamente estudado, desde Goyrand em 1833, que é o primeiro
a sugerir que a MD poderia ter uma apresentacdo familiar. O autor comenta que
Stackenberg, em 1932, e Schroder, em 1934, sugerem uma heranca dominante em um
terco das familias investigadas; cita ainda a existéncia de relatos na literatura de
acometimento de gémeos, como Schroder em 1934, Jentsch em 1937, Couch em 19382°
e Then Bergh 1939, reforcando a hip6tese da participacdo do fator genético na génese da
MD.

Brickey-Parsons et al. (1981)* demonstram que o colageno tipo I11 normalmente
esta ausente na fascia normal, mas presente na fascia do paciente com MD, mesmo sem
a contratura.

Hueston (1984)* observa que pacientes com histéria familiar, idade de inicio da
afeccdo abaixo dos 50 anos, acometimento bilateral e em regides ectdpicas, como o dorso
das articulagdes interfalangicas ou a planta do pé, apresentam quadros mais graves e com
uma chance maior de recidiva. O autor denomina esse conjunto de caracteristicas de
diatese e define o tempo ideal para o tratamento cirirgico quando o paciente ndo consegue
apoiar mais por completo a mao espalmada numa mesa (table top test positivo).

Tubiana (1986)* modifica e completa sua classificagdo previamente publicada em
1961. O autor define uma classificacdo que considera a contratura em flexéo de cada raio
da mao, somando-se o0s Vvalores obtidos nas articulagdes metacarpofalangicas,
interfalangicas proximais e distais. Nos casos de hiperextensdo da interfalangica distal,
esse valor também é somado; temos, entdo, quatro estagios: | (quando a somatoria fica

entre 0° e 45°), 11 (45° a 90°); 111 (90° a 135°) e IV (acima de 135°).
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Burge (1999)* formula a hipétese de um traco complexo envolvido na génese da
MD, condicionando isso a quatro fatores: heterogeneidade genética, penetrancia
incompleta, fenocopias e heranca poligénica. O autor ainda exemplifica que doencas
como coronariopatias, diabetes, hipertensdo e cancer possuem o mesmo padrdo de
complexidade.

Lam et al. (2010)*’ propdem a mesma classificacdo de Luck, baseando-se na
relagédo entre os colagenos tipo 111 e I. Assim, na fase proliferativa encontramos colageno
tipo 11 acima de 35%, na involucional entre 20 e 35% e na residual abaixo de 20%.

Shih et al. (2010)* dizem ser incerto se a MD é uma condicdo monogénica
mendeliana ou oligogénica complexa. Outras alteragBes propostas sdo mutacdes

genéticas, rearranjo genémico, polimorfismos ou varia¢fes do numero de copias.

3.2 Metaloproteinases da matriz

Gross e Lapiere (1962)*° sdo os primeiros a descreverem a atividade colagenolitica
durante a metamorfose em girinos. Adicionam células da cauda, branquias e intestino a
um gel de colageno previamente preparado, extraido de cobaias e observa a atividade
litica no gel. Os autores concluem considerando improvavel que uma quantidade
aprecidvel de uma enzima capaz de degradar elementos estruturais importantes seja
amplamente distribuida na forma ativa.

Eisen et al. (1968)%° demonstram atividade colagenolitica em cultura de pele
humana, relatam que essa enzima atua na forma fibrilar nativa do colageno a 37° com pH
otimo de 7,0 a 8,0. Atraveés de eletromicrografia, os autores encontram como resultante

da digestdo dois fragmentos: um maior com 75% do tamanho original e outro de 25%.
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Bauer et al. (1970)%, através de cultura de pele humana, identificam dois tipos de
colagenases através da eletroforese em gel de poliacrilamida, nomeando-as “fast-moving”
e “slow-moving”. Por reagdo imunoldgica, 0S autores encontram semelhanca entre estas
colagenases e aquelas obtidas através de preparacdo de gengiva e sinovial humanas e
concluem se tratar de proteinas muito parecidas.

Goldberg et al. (1986)> identificam a sequéncia de aminoacidos da colagenase
extraida da pele humana (mais tarde nomeada como colagenase 1 ou MMP-1), assim
como do DNA relacionado a essa enzima. Os autores relatam que a presenca de trés
residuos de cisteina e a perda de 81 aminoacidos da porcdo aminoterminal estdo
envolvidos na ativacdo da enzima.

Spurr et al. (1988)° localizam as até entdo conhecidas colagenase (MMP-1) e
estromelisina (MMP-3) no cromossomo 11 (11g21-22.1 e 11922.2-22.3 respectivamente).
Os autores comentam a existéncia de oncogenes ja conhecidos nessa mesma regido
cromossomica, e que 0s seus mapeamentos poderiam ter utilidade futuramente.

Collier et al. (1988)> descrevem a sequéncia de uma enzima secretada na forma
latente com 72 kDa e com acdo preferencial na degradacdo de gelatina, colagenos tipos
IV, V e VIl e fibronectina, nomeando-a de 72kDa colagenase V. Essa enzima possui um
dominio aminoterminal com 192 aminoacidos e um carboxiterminal com 254
aminoacidos, comuns as MMPs até entdo conhecidas, difere na presenca de um dominio
central com trés motivos iguais de 58 aminoacidos cada de ligacao para fibronectina. Os
autores consideram a enzima como uma gelatinase, classificada posteriormente como a
gelatinase A (MMP-2).

Collier et al. (1991)%° localizam o gene da até entdo denominada 72kDa colagenase
IV (MMP-2) no brago longo do cromossomo 16 (16g13). Os autores observam que esse

gene possui 13 exons, 3 a mais que a maioria das MMPs, que estéo relacionados com 0s
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dominios de fibronectina, caracteristicos das gelatinases. Os autores destacam ainda que
0 turnover do colageno é geralmente lento, mas aumenta drasticamente em situacdes de
remodelacdo do tecido conectivo, involucdo uterina, reabsorcdo Gssea e cicatrizacdo de
feridas.

Freije et al. (1994)% codificam a sequéncia de 471 aminoacidos de uma nova
colagenase que identifica como 3 (MMP-13), obtida através de cDNA (complementar)
de células de carcinoma mamario. Os autores ndo observam sua presenca em células
normais da placenta, prostata, glandula mamaria, entre outros tecidos, e concluem que
essa enzima possui um papel fundamental nesse tipo de cancer, podendo ser utilizada
como marcador ou mesmo alvo de inibi¢éo seletiva.

Aimes e Quigley (1995)%” mostram que a MMP-2 (75 kDa gelatinase A) é secretada
no ambiente extracelular e digere os colagenos tipos | ao V, bem como a fibronectina,
elastina e a porcéo central de algumas proteoglicanas, dentre elas a decorina.

Pendas et al. (1997)% isolam e codificam o gene da colagenase 3 (MMP-13),
localizam-no no braco longo do cromossomo 11 (11g22), num agrupamento de genes de
outras MMPs (1, 7 e 12) identificados também até entdo. Este gene possui 10 exons e 9
intros, com uma sequéncia de 12,5 kb. Os autores comentam que essa enzima tem maior
afinidade para a degradacédo do colageno tipo Il, atuando também nos tipos I e I11, além
de alguma atividade de gelatinase.

Nagase e Woessner (1999)69, numa revisdo, atualizam a familia das MMPs,
classificando em 6 subtipos: colagenases (MMP-1, -8 e -13); gelatinases (MMP-2 e -9);
estromelisinas (MMP-3, -10 e -11); matrilinas (MMP-7 e -26); as tipomembranas MT-
MMP (MT-MMP 1 a 6 ou MMP-14, -15, -16, -17, -24 e -25) ¢ o grupo “outros” (MMP-
12, -19, -20, -21, -23, -27 e -28), somando 23 no total.

Brew et al. (2000)® citam que as MMPs possuem inibidoras teciduais, as TIMPs
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(tissue inhibitors of metalloproteinases), que se ligam numa relacdo estequiométrica de
1:1. Quatro TIMPs j& foram identificadas (TIMP-1, -2, -3 e -4). Em condi¢6es patologicas
associadas a uma atividade anormal das MMPs, alteracfes nos niveis das TIMPs sdo
consideradas relevantes pois podem interferir diretamente na atividade das MMPs.

Chang e Werb (2001)% comentam que as MMPs participam em processos
fisiologicos e patoldégicos como remodelacdo tecidual, desenvolvimento dos 6rgéaos,
cicatrizacdo de feridas, neovascularizagdo, invasdo celular inflamatoria, infiltragdo
tumoral e metastases.

Ulrich et al. (2003)% definem que as MMPs sdo endopeptidases dependentes de
zinco produzidas por alguns tipos de células envolvidas na reparacdo tecidual, como
fibroblastos, macréfagos, células endoteliais e queratindcitos.

Visse e Nagase (2003)% definem que a estrutura das MMPs, apesar de conter
pequenas variacdes entre os subtipos, consta de uma sequéncia inicial mais um pré-
dominio, um dominio catalitico, um dominio articulado e um dominio C-terminal de
hemopexina. Sob condices fisioldgicas normais, sua atividade é precisamente regulada
no nivel de transcricdo da proteina, ativacdo de zimdgenos precursores (pro-formas),
interacdo com componentes especificos da MEC e inibi¢do por inibidores endégenos.

Tardif et al. (2004)54 demonstram que a MMP-13 degrada o colageno tipo 1l mais
efetivamente do que os tipos | e IllI, além de ter uma atividade gelatinolitica mais
acentuada que as MMP-1 e -8. Sua forma latente é ativada pela MMP-2, -3, -10, -14 e -
15, tripsina e plasmina. E inibida principalmente pelas TIMP-1 e -3. A MMP-13 ativa a
forma latente da MMP-2.

Amiélinei et al. (2007)% relatam que a MMP-1 atua na digestdo dos colagenos tipos
I, 11 e 111, num ponto especifico com surgimento de dois fragmentos: um C-terminal de %

e 0 outro N-terminal de %, que rapidamente desnaturam para gelatina na temperatura do
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corpo e se tornam suscetiveis a degradacdo por outras MMPs, como as gelatinases 1 e 2
(MMP-2 e -9 respectivamente). Sua ativacdo plena é dependente da acdo de outra MMP,
a estromelisina 1 (MMP-3).

Hadler-Olsen et al. (2011)% observam que a maioria das MMPs é secretada na
forma de pro-enzima e sua ativacdo ocorre no espaco peri e extracelular. Dois
mecanismos estao envolvidos nessa ativacdo: a) uma atividade proteolitica, com clivagem
e remocdo do pro-dominio ou b) uma ativacao alostérica, com um deslocamento do pro-

dominio em relacdo ao sitio catalitico, sem clivagem.

3.3 Metaloproteinases da matriz e moléstia de Dupuytren

Hutchinson et al. (1998)%® descrevem uma série de 24 pacientes com carcinoma
gastrico inoperavel, tratados com um inibidor sintético de amplo espectro das MMPs,
chamado Marismatat. Apés 1 més, 12 pacientes com uma resposta considerada
satisfatoria, continuaram com o tratamento. Apds 4 meses, 3 pacientes desenvolveram
um quadro semelhante a MD associado a capsulite adesiva e outros 3 desenvolveram
apenas capsulite adesiva. Os autores sugerem que uma diminuicdo na relagédo
MMP/TIMP favorece o aparecimento de processos fibroticos, como a capsulite adesiva
e a MD.

Ulrich et al. (2003)%" avaliam o nivel sérico e a presenca tecidual através da
imunohistoguimica das enzimas MMP-1, -2 e -9 e TIMP-1 e -2, comparando 22 pacientes
com MD (5 mulheres e 17 homens) com 20 pacientes (13 mulheres e 7 homens)
submetidos ao tratamento cirdrgico para a sindrome do tunel do carpo. Encontram nivel

sérico elevado nos pacientes com MD apenas da TIMP-1 e presenca tecidual aumentada
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das TIMP-1 e -2 nos pacientes com MD. A razdo MMP/TIMP nos pacientes com MD se
encontra diminuida e eles concluem que a perda neste equilibrio pode representar uma
via importante na fisiopatologia desta doenca.

Augoff et al. (2006)% analisam a razdo da ativacdo da MMP-2 (MMP-2 ativa/pro-
MMP-2), comparando a fascia de 71 pacientes (62 homens: 9 mulheres) operados com
MD, com 16 pacientes (13 mulheres: 3 homens) operados para liberacdo do tinel do carpo.
Através de zimografia em gel, os autores encontram um indice médio de ativacdo no
grupo com MD de 0,51 e no grupo controle de 0,075 e sugerem também que parte da a¢do
da forma ativa da MMP-2 pode ser atraves da ativagdo do TGF-p1, degradando a decorina
que faz parte da forma latente desta proteina.

Johnston et al. (2007)3* tracam um perfil completo da expressdo tecidual das
MMPs, suas inibidoras TIMPs, e ADAMTS (a disintegrin and metalloproteinase domain
with thrombospondin motif). Os autores comparam a fascia de 20 pacientes com MD
operados e retiram amostras dos nédulos e cordas, criando um grupo para cada tipo de
amostra e um terceiro grupo com fascia normal (controle) de 20 pacientes operados para
liberacdo do tanel do carpo. Os autores encontram um aumento da expressdo das MMP-
1, -2, -13 e -14, assim como da TIMP-1 no nédulo comparativamente a fascia normal.
Destacam que, a semelhanca da fibrose hepatica, o processo de deposicao de colageno na
MD ocorre apesar do aumento na expressao de algumas MMPs e correlacionam esse fato
ao aumento proporcionalmente maior na expressdo da TIMP-1, que inibe a atividade
colagenolitica e resulta na perda da homeostase da MEC.

Johnston et al. (2008)%° seguem os pacientes operados no trabalho acima por 14
meses e correlacionam o nivel de expressdo de varias MMPs (entre elas as MMP-2 e -13)
com o desfecho clinico (contratura fixa de dedo). Os autores concluem que niveis maiores

de expressdo estdo relacionados com contraturas mais acentuadas e sugerem que esta
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informacao poderia ser Util no aconselhamento de pacientes quanto ao planejamento
cirurgico e prognastico pos-operatorio.

Townley et al. (2008)° realizam um estudo experimental, obtendo 5 pares (nédulo
e corda) de amostras de fascias de pacientes com MD submetidos a tratamento cirargico
de fasciectomia e, como controle, 5 amostras de fascias de pacientes operados para
liberacdo do tunel do carpo, formando de 3 grupos. Os autores coletam fibroblastos de
todas as pegas e cultivam individualmente numa rede 3D de colageno, para reproduzir a
interacdo entre células e MEC, e observam que, apds 48h, nos trés grupos houve uma
contragdo desta estrutura, estatisticamente maior no grupo dos fibroblastos oriundos dos
nodulos. Numa segunda etapa, repetindo esse mesmo processo, porém com a aplicacao
de um inibidor sintético e ndo seletivo de MMPs, o ilomastat, os autores observam uma
reducdo na contragdo nos trés grupos, sem diferenca estatistica. Nesse mesmo trabalho,
0s autores quantificam a producéo e a atividade de MMP-1, -2 e -14 e encontram que com
o inibidor, a produgéo destas enzimas ndo se altera. Entretanto, ocorre uma diminuigdo
na atividade das MMP-1 e -2 e um aumento na MMP-14. Os autores concluem que estas
enzimas podem regular a contracdo celular e que a inibicdo poderia reduzir a contracéo
observada clinicamente na MD.

Wilkinson et al. (2012)% analisam, através de cultura de fibroblastos extraidos de
fascias palmares ressecadas no tratamento cirurgico de pacientes com MD, que apenas
com a inibicdo das MMP-2 e -14 conseguimos evitar a contracdo dos fibroblastos nesse
modelo. Os autores concluem que as MMP-2 e -14 sdo enzimas chaves nesse processo e
sugerem que a inibicdo seletiva dessas enzimas pode representar uma opc¢ao no tratamento

ndo cirdrgico ou na prevencdo de recidivas pds-operatorias.
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3.4 Single nucleotide polimorphism (SNP)

Crow (2000)"* cita que a sequéncia do DNA (deoxyribonucleic acid) é
aproximadamente 99,9% idéntica entre dois individuos. A outra pequena parte variavel é
responsavel pelas diferencas genéticas entre os individuos. Algumas sequéncias do DNA
ndo tém praticamente nenhum efeito no fendtipo, enquanto outras sdo responsaveis
diretamente na causa de doencas. Portanto, dentre as alteracdes genéticas, transitamos de
um extremo com as doencgas ditas genéticas, passando por alteracdes que podem levar a
suscetibilidade a determinadas doengas e chegando ao outro extremo com alteragdes de
relevancia desconhecida. As variagdes genéticas sdo divididas em genémica (com
alteracdo do nimero de cromossomos), cromossdmica (com alteragdo da estrutura de um
determinado cromossomo) e genética (com altera¢des individuais de genes).

Rutter et al. (1998)"? descrevem o polimorfismo na regido promotora do gene da
MMP-1, na posigéo -1607 e relatam que a incluséo de uma base de guanina cria um local
para a ligacdo da enzima de transcricdo ETS-1. Os autores concluem que o polimorfismo
com a inclusdo (2G) contribui para uma maior transcricdo do gene e, consequentemente,
para uma maior expressao tecidual e atividade da MMP-1, com envolvimento em les6es
irreversiveis de cartilagem, tenddo e osso em artrites e degradacao do colageno I e 111 nos
processos de invasao tumoral e metastase.

Price et al. (2001)"® descrevem o polimorfismo na regido promotora do gene da
MMP-2 na posicdo -1306, com a substituicdo da base citosina pela timina, criando os
alelos C e T e observa que o alelo T possui uma atividade promotora menor, com a
abolicdo de um sitio para ligacdo do fator de transcricdo Spl (stimulating protein 1),
acarretando uma menor expressao desta enzima. Os autores sugerem a enzima como uma

candidata importante na associagdo com processos patogénicos, como aterogénese e
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invasdo tumoral e metastases.

Yoon et al. (2002)(" descrevem o polimorfismo na regido promotora do gene da
MMP-13 na posi¢do- 77, com substituicdo da base adenina (A) pela base guanina (G). Os
autores estudam a associacdo da aterosclerose da aorta abdominal em jovens subdivididos
em quatro grupos (homens e mulheres pretos e homens e mulheres brancos) e encontram
correlagdo apenas no grupo dos homens pretos. Neste mesmo estudo, o0s autores
demonstram que a atividade transcricional com o alelo A ¢é duas vezes maior do que com

o alelo G.

3.5 Single nucleotide polymorphism (SNP) e moléstia de Dupuytren

Bayat et al. (2002)" fazem o primeiro relato de SNP na MD. Este se encontra no
fator de transcricdo Zf9 do gene TGF-f1, uma citocina fibrogénica que estimula a
proliferagdo de fibroblastos e a deposicdo de MEC.

Bayat et al. (2003)’6 estudando o SNP nos receptores do tipos I, Il e 11l do TGF-
S, encontram diferenca estatistica apenas no receptor do tipo I, com uma razao de risco
de 2,11 e 1C95% (0,94 - 4,97), com p 0,048. Os autores concluem também que esse
achado ndo exclui, direta ou indiretamente, outros polimorfismos genéticos relevantes na
MD.

Ojwang et al. (2010)("" analisam o DNA obtido através da saliva de 40 pacientes
com a MD e de 40 controles. Utilizando um programa de computador que permite a
leitura de milhares de SNPs concomitantes, ap6s regressao logaritmica, 0s autores
constatam que os cromossomos 6, 11 e 16 podem ser chaves nas variagdes geneticas na

MD e que estudos futuros poderiam focar nesses 3 cromossomos.
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Dolmans et al. (2011)"® conduzem um estudo de associacdo de genoma amplo
(GWAS — Genome-wide Association Study) para MD em duas etapas: inicialmente
analisam 234.939 SNPs de 960 pacientes e 3117 controles, todos holandeses e
descendentes de europeus. Selecionam os 35 SNPs mais relacionados com a MD. Numa
segunda etapa, reunindo 1365 pacientes e 8445 controles de centros da Holanda,
Alemanha e Reino Unido, os autores testam os mais relacionados e encontram 11 SNPs
de 9 diferentes loci, sendo 4 relacionados com a via sinalizadora Wnt (WNT2, WNT4,
WNT7B e RSPO2). Os autores concluem que essa via pode desempenhar um papel
importante no estimulo para a proliferacao dos fibroblastos da fascia palmar e que fatores
genéticos desempenham um papel fundamental no desenvolvimento da MD.

Dolmans et al. (2012)3 usam os SNPs encontrados no estudo prévio e criam um
score de risco genético para a MD, separando os pacientes em dois grupos: alto e baixo
risco. Os autores encontram correlacdo estatistica entre os pacientes de alto risco e 0s
seguintes fatores de diatese: pacientes com menos de 50 anos, historia familiar positiva e
a presenca de nédulos dorsais nas articulacfes interfalangicas proximais.

Shih et al. (2012)"° conduzem um estudo comparando 0 DNA obtido do nédulo da
fascia de 25 pacientes operados com o sangue desses mesmos pacientes (controle interno)
e com o sangue de 30 controles (controle externo). Os autores analisam um padréo de
variacao genética conhecido como variagdo do nimero de copias (CNV — Copy Number
Variations) e encontram diferencas em dois loci dos cromossomos 7p14.1 e 14q11.2. No
mesmo estudo, através da técnica de sintese de DNA complementar, os autores comparam
0 nddulo acometido com a fascia palmar transversa normal do mesmo paciente e encontra
uma maior expressao do gene da MMP-14 e do gene SFRP4 — secreted frizzled-related
protein 4 (esse uUltimo relacionado com a via Wnt) no nodulo. Concluem que pela

proximidade dos genes da MMP-14 e da SFRP4 respectivamente aos loci 14q11.2 e
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7pl4.1, essas duas proteinas tém um papel importante na MD.

Delbniak et al. (2013)8° encontram dois SNPs no gene EPDR1 (ependymin-related
protein 1) com associacdo a MD. Esse gene é responsavel pela produ¢do de uma proteina
de membrana celular que parece ser moduladora da via sinalizadora Wnt. Os autores
sugerem adicionar esse dado a crescente lista de variagdes genéticas (incluindo os SNPs)
associadas a MD.

Anderson et al. (2014)8! selecionam de um bio-banco de dados, com DNA de mais
de 20.000 pacientes do Marschfield Clinic Personalized Medicine Research Project, o
material genético de 296 pacientes com MD e 919 controles pareados por sexo e idade.
Os autores analisam, numa populacdo americana, os SNPs previamente encontrados por
Dolmans (2011) numa populacédo europeia. Conseguem replicar 5 deles e reforcam o
papel da via sinalizadora Wnt na MD.

Ng et al. (2017)8 em outro estudo multicéntrico de associacdo de genoma amplo,
de um grupo de 3871 casos e 4686 controles, adicionam mais 17 SNPs aos 9 previamente
estabelecidos por Dolmans et al., em 20113, Dentre os trés servigos participantes, em um
deles a obtencdo do DNA se deu através da saliva. Os autores acentuam a participacao da
via sinalizadora Wnt como importante no processo de fibrose, aumentando a expressao
das fibras a-SMA (smooth muscle actin). Também destacam a remodelacdo da MEC,
com mais 5 SNPs envolvidos, com destaque para 0s genes DDR2 (discoidin domain
receptor 2), uma enzima de membrana com afinidade para os colagenos I, 111 e X. Essa
enzima também é modulada pela MMP-13, que faz os autores destacarem a possibilidade
de interacdo da DDR2 com toda via das MMPs. Outro gene destacado é o da MMP-14,
evidenciando sua possivel interagdo com a MMP-2.

Riesmeijer et al. (2019) calculam um risco genético ponderado, utilizando os

SNPs encontrados pelo trabalho acima de Ng et al. (2017)%. Através de regressdo
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logaritmica, os autores constatam que o risco de recorréncia correlaciona-se com um
score de risco genetico maior, independentemente da associacdo com o quadro clinico

mais agressivo (diatese).
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4 METODOS

O projeto de pesquisa foi avaliado e aprovado pela Comissao Cientifica do Instituto
de Ortopedia e Traumatologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de Séo Paulo (IOT-HC-FMUSP) sob o nimero 1.136 (ANEXO A) e pelo
Comité de Etica da FMUSP sob o nimero do parecer 2.071.185 (ANEXO B).

Apos a explicacdo do trabalho e assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (ANEXO C), os pacientes (grupo-teste) foram recrutados no Grupo de Mao
e Microcirurgia do IOT-HCFMUSP dentre os que estdo matriculados no ambulatério de
Moléstia de Dupuytren, desde que apresentassem sinais clinicos (nddulos, cordas) ou
estivessem em pds-operatorio. O grupo-controle foi formado por pacientes em
atendimento no Hospital e sem sinais clinicos de fibromatose palmar, plantar (Moléstia
de Ledderhose) ou peniana (Moléstia de Peyronie) e sem histdria familiar da MD.

Este estudo teve parceria com o Departamento de Biologia Celular da Universidade
Federal do Parang, que realizou a andlise do polimorfismo genético (ANEXO D). O
grupo de pesquisadores envolvidos nesta etapa ndo teve conhecimento a qual grupo
pertencia cada amostra analisada.

No grupo-teste os pacientes foram incluidos e analisados segundo idade, sexo, cor,
descendéncia europeia e associacdo com as Moléstias de Peyronie e Ledderhose. No
grupo-controle os pacientes foram incluidos por conveniéncia e pareados por sexo, idade
e cor ao grupo-teste, na proporcao de 2:1.

Foram considerados critérios de ndo inclusdo as presencas de doengas

reumatoldgicas, imunoldgicas, hepaticas, renais e diabetes.
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4.1 Obtencao do DNA

O DNA dos pacientes foi obtido a partir de células epiteliais da mucosa bucal, por
meio de um bochecho com 3 ml de solu¢éo autoclavada de glicose a 3% (concentracéo
isomolar com a saliva), durante 2 minutos - Trevilatto e Line (2000)84. O bochecho foi
escolhido como a técnica de obtencdo do material de estudo, pois constitui o método
menos invasivo e mais pratico de obtencdo do DNA. Na amostra obtida, foi adicionado 1
ml de solucdo TNE (10 mM Tris pH 8, 150 mM NaCl e 2 mM EDTA) e 1 ml de etanol.

As amostras foram congeladas a -20°C até o0 momento de extracdo do DNA.

4.2 Extracdo do DNA

A extracdo do DNA foi realizada na Universidade Federal do Parand conforme
protocolo de Aidar e Line (2007)%. Apés o descongelamento, as amostras foram
centrifugadas por 10 minutos a 2000 rpm, para coleta da fase celular. Para a suspensao
das células, foi acrescentado 1,3 ml de solucdo de extracdo (Tris-Cla 10 mM, (pH 7,8),
EDTA a5 mM e SDS a 0,5%). As amostras foram incubadas por 16 horas com 20ng/ml
de proteinase K (Sigma Chemical Co. St. Louis, Missouri, EUA) a 56°C. Foram
adicionados 500 pl de solucdo de acetato de aménio 10 mM com EDTA 1mM e vortexado
por 5 segundos. Apos centrifugacdo a 170009 por 10 minutos, foi coletado o sobrenadante
e foram adicionados 540 pl de isopropanol para cada 900 ul da solucéo contendo DNA.
Apos centrifugagdo, o sobrenadante foi submetido a lavagem com etanol a 70% e seco
por 15 minutos a 37 °C. Foi realizada suspensdo do DNA em 100 ul de tampdo TE (Tris-

Cla10 mM (pH 7,8), EDTA a 1 mM) a temperatura ambiente por 3 horas. A concentracéo
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do DNA gendmico de cada amostra foi quantificada com o auxilio de um quantificador
de DNA Nanodrop® (ThermoFisher Scientific Incorporation, Waltham, Massachusetts,

EUA) e sua pureza estimada pela razao de densidade optica (OD) 260/280 maior que 1,9.

4.3 Técnica de PCR (Polimerase Chain Reaction)

Atécnica de PCR (Polimerase Chain Reaction) foi utilizada para amplificacdo dos
fragmentos das regides reguladoras dos genes da MMP-1, MMP-2 e MMP-13. A reacéo
de PCR foi realizada no termociclador Mastercycler Gradient® (Eppendorf®, Hamburgo,
Alemanha) com volume final de 15 pul, sendo: 1 pul de solugdo contendo aproximadamente
200 ng de DNA, 8 ul de Go Taq® Green Master Mix (Promega Corporation, Madison,
Wisconsin, EUA) e 200 nmol de oligonucleotideos iniciadores especificos para cada
fragmento (primers) e quantidade suficiente de agua ultrapura. A mistura com todos 0s
reagentes foi submetida a uma desnaturacdo inicial a 95 °C por 3 minutos; seguida de 35
ciclos com desnaturacdo a 95 °C, anelamento a uma temperatura adequada para cada
fragmento e extensdo a 72 °C , 30 segundos ou 1 minuto em cada temperatura,
dependendo do fragmento estudado e, por fim, 72 °C por 10 minutos.

Os oligonucleotideos iniciadores, a temperatura e o tempo de anelamento

(amplificacdo) estdo descritos na Tabela 1.
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Tabela 1 — Informacdes sobre as condicGes da técnica de PCR

Tempode Temperatura

SNP Oligonucleotideos iniciadores (5’ — 3°) anelamento  de anelamento

'2/'1'\255 F*: TCGTGAGAATGTCTTCCCATT 20¢ e
(si7oo750) RTCTTGGATTGATTTGAGATAAGTGAAATC

'(\/'1'\256? F*: CTTCCTAGGCTGGTCCTTACT - 6oc
(soa386s) R CTGAGACCTGAAGAGCTAAAGAG

Mé\-/l7p7_)13 F*: GATACGTTCTTACAGAAGGC - e
(rs2252070) R**: ACAAATCATCTTCATCACC
*Primer Foward

** Primer Reverse

4.4 Determinacdo do genotipo

Os fragmentos amplificados foram submetidos a digestdo por enzimas de restri¢do
para gerar fragmentos menores, pela técnica de RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism). A digestao foi realizada com volume final de 10 pl, sendo: 5 pl produto
da PCR, 1ul da enzima acrescido de 2 pl de seu respectivo tampao, 2 ul de agua ultrapura
e 10 pl 6leo mineral (para evitar evaporagao) por 16 horas a temperatura adequada para
cada enzima de restricdo em termociclador (marca: Techgene®).

O polimorfismo MMP-1 (rs 1799750) é caracterizado pela insercdo/delecdo de uma
base guanina (G) na regido promotora do gene na posi¢do - 1607, criando dois alelos
diferentes (1G ou 2 G). A enzima de restricdo Xmnl reconhece o alelo 1G, clivando em

duas partes, uma com 89 e outra com 29 pares de bases (pb). O alelo 2G néo é digerido,
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permanecendo com 118 pb.

O polimorfismo MMP-2 (rs 243865) é caracterizado pela substituicdo de uma base
citosina (C) por uma base timina (T) na regido promotora do gene na posicao - 1306,
criando dois alelos diferentes (C ou T). A enzima de restricdo FspBI reconhece a base
timina (alelo T), clivando em duas partes, uma com 162 pb e outra com 26 pb. O alelo C
permanece integro com 188 pb.

O polimorfismo MMP-13 (rs 2252070) é caracterizado pela substituicdo de uma
base adenina (A) por uma guanina (G) na regido promotora - 77, criando dois alelos
diferentes (A ou G). A enzima de restricdo Bsrl reconhece a base guanina e cliva o alelo
G em dois fragmentos, um com 197 pb e outro com 248 pb. O alelo A permanece integro
com 445 pb.

As enzimas de restricdo e temperatura, além do tamanho dos fragmentos gerados

em pares de base (pb), estdo descritos na Tabela 2.

Tabela 2 — Informagdes sobre as enzimas de restri¢des e os alelos obtidos

SNP RFLP Alelo
pb
MMP-1 (-1607) Xmnl 118 (Alelo 1G)
(rs1799750) 37°C 89 + 29 (Alelo 2G)
MMP-2 (-1306) FspBl 188 (Alelo C)
(rs243865) 37°C 162 + 26 (Alelo T)
MMP-13 (-77) Bsrl 445 (Alelo A)
(rs2252070) 65°C 197 + 248 (Alelo G)

RFLP Restriction Fragment Length Polymorphism
pb pares de bases
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45 Eletroforese

As sequéncias amplificadas (PCR) e digeridas (RFLP) foram analisadas por
eletroforese em gel horizontal de agarose 5% e tampdo TBE (89 mM de Tris-Borato, 89
mM de &cido bdrico e 2 mM de EDTA). A preparacdo do gel de agarose 5% foi feita com
0,6 g de agarose (Pronadisa), 30 ml de TBE acrescida de 30 ml de agua destilada, a
mistura foi aquecida em micro-ondas em poténcia alta por 1 minuto com pausas para
misturar.

Para confirmag¢do da amplificagdo (PCR) foi utilizado 4 ul da reagdo de PCR e 1 pul
do reagente Gel Red® (Biotium Incorporation, Fremont, Califérnia EUA). Para a analise
da digestao (RFLP) foi utilizado 10 pl da reacdo de RFLP e 2 pl do mesmo reagente.

A mistura foi aplicada no gel previamente preparado em uma cuba de eletroforese
horizontal (Marca Uniscience — 10x10 cm), e submetida a uma corrente elétrica de 100V;
120mA e 60W durante aproximadamente 30 minutos para confirmagdo de amplificacéo
(PCR) e de 50 minutos para a corrida da reacdo da RFLP para os fragmentos das MMP-
1 e -2 e 100 minutos para o fragmento da MMP-13. A visualizacdo foi feita em
transluminador e a imagem capturada utilizando software Digi Doc GED® (DigiDoc
Solugbes, Uberlandia, Minas Gerais, Brasil). Os padrdes obtidos estdo ilustrados

conforme as Figuras 1, 2 e 3.
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MMP-1 (rs1799750)

Figura 1 — Gendtipos da MMP-1 (-1607)

Figura 2 — Genotipos da MMP-2 (-1306)

MMP-13 (rs2252070)

Figura 3 — Gen6tipos da MMP-13 (-77)
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4.6 Analise estatistica dos resultados

A anélise dos dados epidemioldgicos foi realizada pelo teste de Mann-Whitney para
variaveis quantitativas e pelo teste de Qui-Quadrado para as qualitativas.

A associacdo entre os polimorfismos genéticos estudados e a Moléstia de
Dupuytren foi avaliada pelo teste Qui-Quadrado, ao nivel de significancia de 5%, pelo
programa BioEstat versédo 5.0.

A andlise estatistica do equilibrio de Hardy-Weinberg foi realizada utilizando os
softwares SNPstats de livre acesso no endereco eletrénico:

http://bioinfo.iconcologia.net/snpstats/start.htm.
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5 RESULTADOS

Analisamos 150 pacientes, 50 com MD e 100 controles. A média de idade foi de
61,1 + 10,3 no grupo-teste e 61,5 + 9,1 no grupo controle. Entre 0s casos, encontramos
uma associacdo com a Doenca de Ledderhose em 7/50 pacientes (13,7%), com a Doenca
de Peyronie em 4/35 homens (11,4%) e historia familiar em 15/50 pacientes (30%).

Os demais dados epidemiolégicos podem ser observados na Tabela 3.

Tabela 3 — Dados epidemioldgicos

Grupo-teste Grupo-controle

(n=50) (n =100) P
Idade (média £ dp) 61,1 + 10,3 61,5+9,0 0,492
Sexo, n (%)
Masculino 34 (68) 67 (67) 0,902
Feminino 16 (32) 33 (33)
Raca, n (%)
Branca 46 (92) 90 (90) 0,691
Preta 4 (8) 10 (10)
Descendéncia européia
Sim 35 (68) 52 (52) 0,074
Né&o 16 (31) 48 (48)

Conforme a propria epidemiologia da MD, percebemos uma tendéncia na
descendéncia europeia (principalmente ibéricos e italianos) maior nos pacientes
acometidos pela doenga, porém sem diferencga estatistica. Os pacientes diabéticos e

epilépticos foram excluidos em ambos os grupos.
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N&o houve recusa na participacdo do estudo e ndo houve perda durante
processamento do DNA, com todas as amostras atingindo uma concentracdo adequada,
através da densidade Optica. Todas as distribuicdes dos genotipos estavam em equilibrio

de Hardy-Weinberg.

5.1 MMP-1

A andlise do SNP rs 1799750 na posicao - 1607 teve uma frequéncia do alelo 1G
de 69,5% no grupo controle e 54% no grupo teste (p = 0,011). Em relag&o aos genotipos,
no grupo controle o 1G/1G teve uma frequéncia de 47%, o 1G/2G de 45% e 0 2G/2G de

8%. Respectivamente, no grupo teste, tivemos 26%, 56% e 18% (p = 0,024).

52 MMP-2

A andlise do SNP rs 243865 na posicao - 1306 teve uma frequéncia do alelo C de

73% no grupo controle e 75% no grupo teste (p = 0,81). Em relacdo aos genotipos, no

grupo controle o C/C teve uma frequéncia de 48%, o C/T de 50% e o T/T de 2%.

Respectivamente, no grupo teste, tivemos 52%, 46% e 2% (p = 0,89).

53 MMP-13

A analise do SNP rs 225070 na posi¢do - 77 teve uma frequéncia do alelo A de
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63,5% no grupo controle e 76% no grupo teste (p = 0,040). Em relacdo aos gendtipos, no
grupo controle o A/A teve uma frequéncia de 33%, o A/G de 61% e o G/G de 6%.
Respectivamente, no grupo teste, tivemos 58%, 36% e 6% (p = 0,011).

A Tabela 4 abaixo mostra todos 0s nimeros dos alelos e gendtipos especificos a

cada polimorfismo estudado.

Tabela 4 — Frequéncia dos SNPs dos genes MMP-1 (rs1799750), MMP-2 (rs243865) e

MMP-13 (rs2252070) nos grupos controle e teste

Gene SNPs Grupo-controle  Grupo-teste p
Alelo n =200 n =100
1G 70% (139) 54% (54) p=0.011
2G 30% (61) 46% (46)
MMP-1 Genétipo n =100 n =50
1G/1G 47% (47) 26% (13) p=0.024
1G/2G 45% (45) 56% (28)
2G/2G 08% (08) 18% (9)
Alelo n =200 n =100
C 73% (146) 75% (75) p=081
T 27% (54) 25% (25)
MMP-2 Gen6tipo n =100 n =50
ci/C 48% (48) 52% (26) p=0.89
CIT 50% (50) 46% (23)
TIT 02% (02) 02% (01)
Alelo n =200 n =100
A 63% (127) 76% (76) P =0.040
G 37% (73) 24% (24)
MMP-13 Geno6tipo n = 100 n =50
AJA 33.0% (33) 58% (29) p=0.011
A/G 61.0% (61) 36% (18)
G/G 06.0% (06) 06% (03)

Valores em porcentagem, com numero de participantes (n) em parénteses.
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6 DISCUSSAO

O presente estudo segue uma linha de pesquisa criada em parceria com 0
Departamento de Biologia Celular da Universidade Federal do Parand. O tamanho da
nossa amostra se baseou em estudos realizados previamente em nosso servigo com a
mesma metodologia?’=3,

Obtivemos um banco de DNA de 150 pacientes, numa proporcdo 1 teste: 2
controles, pareados por sexo, idade e cor. A selecdo dos participantes e as coletas de saliva
para ambos 0s grupos (teste e controle) foram realizadas diretamente pelo autor. A
realizacdo apenas da avaliacdo clinica para a inclusdo dos individuos nos respectivos
grupos se mostrou eficaz e sem necessidade de realizagdo de exames complementares,
fato esse confirmado por outros autores®®87,

Optamos pela exclusdo dos pacientes diabéticos, mesmo ndo encontrando critérios
bem estabelecidos de exclusdo/inclusdo nos varios trabalhos que associam expressao
tecidual ou SNPs de MMPs a MD34-36:68-70.788885  Um ponto importante para validar a
associacdo entre SNPs e processos patoldgicos é um estudo com metodologia e desenho
restritos®°%, No presente estudo, observamos um nimero de voluntarios com poder
estatistico estimado confiavel e distribui¢do genotipica em equilibrio de Hardy-Weinberg.
Além disso, com o pareamento de idade e sexo e exclusdo (segundo anamnese apenas)
de salde sisttmica comprometida, tornamos 0s nossos resultados mais robustos e
confidveis. Eles foram estatisticamente significativos, sendo possivel identificar
marcadores moleculares para pacientes de risco a MD.

A descendéncia europeia encontrada, dada a composicdo historica da nossa

populacdo, se restringiu praticamente a portugueses, espanhdis e italianos. Por outra
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caracteristica da nossa populacdo, a miscigenacdo, provavelmente ndo obtivemos
diferenca estatistica entre os dois grupos. A associacdo com a Moléstia de Ledderhose
(13,7%) e com a Moléstia de Peyronie (11,4%) encontradas, foi proxima de séries
epidemiolégicas previamente publicadas® 3,

A proporcéo de pacientes com historia familiar, que em nossa casuistica foi de 30%,
tem o viés de muitas vezes utilizarmos apenas a entrevista para a obtencdo desse dado,
subestimando-0. Ling® demonstrou isso em seu levantamento de pacientes com
familiares acometidos, obtendo uma proporcéo de 16% com a entrevista e de 68% quando
realizou a busca ativa.

A obtencdo e extracdo de DNA da saliva foram adequadas para a anélise de PCR e
RFLP, sendo essa metodologia eficiente para a definicdo dos genotipos, reprodutivel, ndo
invasiva e de baixo custo.

Os alelos dos SNPs estudados nos genes das MMPs-1, -2 e -13 apresentaram
equilibrio de Hardy-Weinberg®. Esse equilibrio garante que a distribuicdo genotipica
ocorreu ao acaso e define que as frequéncias alélicas, em condigdes normais,
permanecerdo constantes ao longo das geracdes.

Este estudo mostra que o SNP na regido promotora do gene da MMP-1 (posicéo -
1607) esta associado a Moléstia de Dupuytren. O alelo 2G parece aumentar a atividade
de transcricéo do gene e, consequentemente, o nivel da expresséo tecidual dessa enzima’?.
Esse resultado confirma os achados de Johnston et al.3*, que encontraram um aumento
na expressdo génica no ndédulo das MMP-1, MMP-13 e MMP-14, bem como da TIMP-1,
comparativamente a fascia normal. Tal aumento concomitante das MMPs e de uma das
enzimas inibidoras teciduais demonstram que o processo de remodelagdo da MEC é
intenso e a relacdo entre essas enzimas tem papel fundamental na fisiopatologia da MD.

Esse fato é demonstrado em trabalhos clinicos que usaram inibidores de amplo espectro
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de MMPs, com ocorréncia da fibromatose palmar como efeito colateral?®°,

Este estudo ndo mostrou diferenca estatistica entre os grupos em relacdo ao SNP do
gene da MMP-2 na posicao - 1306. A acdo das MMPs pode ser regulada, além do nivel
transcricional, pela taxa de conversdo da forma latente para a ativa ou através dos
inibidores especificos (TIMPs) e da a2-macroglobulina. Esta comprovado que a atividade
desta metaloproteinase estd alterada na MD, seja com aumento em sua expressdo
tecidual**3>®°, aumento na forma ativa®® ou em estudos in vitro demonstrando sua
mediacdo na contragdo de fibroblastos®:’°. Estudamos apenas um dos polimorfismos do
gene da MMP-2. Somente na regido promotora desse gene temos outros cinco SNPs
descritos’®%, o que também pode influenciar na transcricdo e consequentemente na
atividade dessa enzima e ndo foram objetos de estudo deste trabalho.

O alelo A e, principalmente, o gendtipo A/A do SNP da MMP-13 na posi¢édo -77
esta relacionado com a MD. Essa configuragdo esta associada com uma atividade de
transcricdo quase duas vezes maior que a com o alelo G™. A expressdo tecidual
aumentada também é demonstrada no perfil completo da MD descrito por Johnston et
al.®,

A associacdo dos SNPs estudados neste trabalho com os mais diversos tipos de
neoplasias malignas estd bem documentada em vasta literatura®-1%. A MD apresenta
algumas caracteristicas comuns as neoplasias, como proliferacdo celular, remodelagdo
acentuada da MEC e tendéncia de recorréncia apds o tratamento. Portanto, a associacao
de SNPs de MMPs pode ser um fator comum em ambas afeccdes. Corroborando com essa
hip6tese, um estudo populacional islandés'®” constatou que pacientes com a contratura de
Dupuytren tiveram uma maior porcentagem de Obitos apds 15 anos de seguimento, com
um risco para mortes por causas neoplasicas duas vezes maior em relagdo ao grupo sem

o0 diagndstico clinico de MD. Considerando o papel ja conhecido das MMPs tanto na
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fisiopatologia da MD como na carcinogénese, invasdo tecidual e producdo de metéastases,
essa associacdo é possivel mas precisa de maiores estudos para confirmacao.

Reforcando a influéncia das MMPs na MD, trabalhos experimentais com culturas
de fibroblastos demonstraram que a capacidade de contracao dessas células foi diminuida
ap6s a administracdo de inibidores sintéticos das MMPs08,  Entretanto, trata-se de um
resultado in vitro que € contrario ao que se observou em situacdes clinicas com o uso de
inibidores sintéticos. O conhecimento da influéncia de cada MMP na MD, pode tornar a
busca por inibicOes seletivas dessas proteinases num futuro promissor, com diminuicao
dos efeitos colaterais e maior eficiéncia de um eventual tratamento conservador.

Pelo grande nimero de alteracbes genéticas ja apontadas na MD, incluindo
inimeros SNPs, podemos caracteriza-la como uma doenga de trato complexo, como
observado nos estudos de genoma amplo’®®. Uma aplicacdo prética desses estudos,
dependendo do nimero de SNPs apresentado pelo paciente, € a possibilidade de calculo
de scores de risco de recidiva® e correlacdo com a diatase®, criando-se parametros
genéticos para progndstico e gravidade, respectivamente. Os SNPs aqui apontados
poderiam ser adicionados nessa crescente lista.

Nosso estudo possui algumas limitagdes, como uma amostra relativamente pequena
comparada aos estudos de genoma amplo, que fazem analises concomitantes de milhares
de SNPs potencialmente envolvidos na MD788%, Entretanto, mesmo com as dificuldades
em nosso pais para a realizacdo de estudos desse porte, obtivemos resultados conclusivos.

Além disso, trata-se de um trabalho inédito na pesquisa de associacdo de SNPs de
MMPs com a MD numa populacdo fora do eixo Europa — EUA. Uma vez que 0s
resultados podem ser diferentes quando analisadas populacdes etnicamente distintas'°®,
por variacdes das frequéncias alélicas, este trabalho ganha maior relevancia pela

populagdo analisada.
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O estudo de SNPs em genes de MMPs associados a MD mostrou-se promissor para
descoberta de marcadores genéticos em pacientes de risco, 0 que pode contribuir na busca

de estratégias para garantir um tratamento adequado e individualizado.
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7 CONCLUSAO

O polimorfismo das regides promotoras dos genes das metaloproteinases MMP-1
(-1607) (rs1799750) e MMP-13 (-77) (rs2252070) estdo relacionados a Moléstia de
Dupuytren.

O polimorfismo da regido promotora do gene da metaloproteinase MMP-2 (-1306)

(rs243865) nao esta relacionado com a Moléstia de Dupuytren.
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8 ANEXOS

Anexo A — Aprovacdo da Comissdo Cientifica do Instituto de Ortopedia e Traumatologia

HC-FMUSP

DEPARTAMENTC DE ORTOPEDIA E TRAUMATOLOGIA
Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo

COMISSAO CIENTIFICA

IDENTIFICACAO Protocolo 10T n® 1136

Pesquisador Responsavel: Prof. Fames Mattar Tinior

Pesquisador Executante: Dr. Mauricio Pinto Rodrigues

Tirulo: Influéncia do polimorfismo genético na expressio de metaloproteases na Moléstia de
Dupuytren.

Gran de Pesquisa: Mestrado

APRECIACAO GERAL DA PROPOSTA

1° PARECER

Proposta bem estruturada.

Metodologia semelhante a outros trabalhos realizados na Instituicdo.
Infroducdo explica muito bem a reacdo das enzimas com a fibromatose. Para
um entendimento mais complexo da metodologia, faltou uma explicacdo sobre
como esse estudo genetico permite obtencdo de dados clinicamente
relevantes.

Aprovado

Relator
Comissao Cientifica
23/06/2015

DECISAQO DA COMISSAO CIENTIFICA EM 24.06.2015: Projeto aprovado

O pesquisador executante deverd entrar em confato com a Pds-Graduagdo do
DOT/FMUSP para efetuar sua inscrigdo no programa de Ortopedia e Traumatologia
De acordo com o fluxo estabelecido pela Comissdo Cientifica do DOT/FMUSP,
devera aguardar a inscrigdo do aluno na pas-graduagdo e o parecer da Comissdo de
Pds-Graduagdo DOT, para enviar o projeto de pesquisa ac CEP/FMUSP (Comité de
Etica da FMUSP), para avaliagéo.
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Anexo B — Aprovagdo do Comité de Etica da FMUSP — Plataforma Brasil

dand USP - HOSPITAL DAS
L CLINICAS DA FACULDADE DE ‘%': —
- MEDICINA DA UNIVERSIDADE

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Influéncia do Polimorfisma na Moléstia de Dupuyiren

Pesquisador: MAURICIO PINTO RODRIGUES

Area Tematica:

Versdo: 3

CAAE: 56890216.0.1001.0065

Instituigio Proponente: HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINADAUSP
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Miumero do Parecer: 2.071.185

Apresentacio do Projeto:

Adequada.

Objetivo da Pesquiza:

Investigar a influéncia dos polimorfismos funcionais das regides promatoras dos genes de metaloproteases
na fisiopatogenia da fibromatose palmar — Moléstia de Dupuytren.
Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

W&o riscos nem beneficios dirstos para o paciente.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Mao ha.

Consideragies sobre os Termos de apresentagio obrigatdria:
Os documentos estdo adequados.

Recomendagies:
Méo ha recomendagies.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Aprovado.

Consideragies Finais a critério do CEP:
Em conformidade com a ResolugBo CHS n® 46612 — cabe ao pesquisador: a) desenvolver o projeto

Enderego:  Fua Owidio Fires de Campos, 225 5° andar

Bairro:  Cergueira Cesar CEP: 05.403-D10
UF: 5P Municipio: SAD PAULD
Telefone:  [11)2851-7525 Fax: (11)2061-7535 E-mail: cappesq admigbhe fm.usp.br
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conforme delineado; b) elaborar e apresentar relatorios parciais e final; c)apresentar dados solicitados pelo

CEP, a qualquer momento; d) manter em arguivo sob sua guarda, por 5 anos da pesquisa, contendo fichas

individuais e todos os demais documentos recomendados pelo CEP; e) encaminhar os resultados para

publicagdo, com os devidos créditos acs pesquisadores associados e ao pessoal técnico participante do

projeto; f) justificar perante ao CEP interrupgéio do projeto ou a ndo publicagio dos resultados.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagio
Informagoes Basicas | PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 11052017 Aceito
do Projeto ROJETO 667584 pdf 10:25:45
TCLE/ Termos de  [termodeconsentimentoMOVissimo.doex | 11/05/2017 |MAURICIO PINTO Aceito
Assentimento / 10:25:05  |RODRIGUES
Justificativa de
Auséncia
Oufros ANUEMCIA, pdf 051V2016 |RAMES MATTAR Aceito

08:00:14 | JUMIOR
Oufros CadastroonlinelOT1136_pdf 19004/20168 | MAURICIO PINTO Aceito

09:19:45 | RODRIGUES
Folha de Rosto Folharostol OT1136. pdf 19004/20168 | MAURICIO PINTO Aceito

09:19:28  |RODRIGUES
Declaragdo de Protocolo1 136 pdf 23022016 | MAURICIO PINTO Aceito
Instituigiic e 12:09:56 |RODRIGUES
Infraestrutura
Projeto Detalhado /| Projetodepesquisa.docx 230212016 |MAURICIO PINTO Aceito
Brochura 11:54:48 |RODRIGUES
Investigador
Situagio do Parecer:
Aprovado
Mecessita Apreciagio da COMEP:
Mo

SADQ PAULD, 18 de Maio de 2017
Assinado por:
ALFREDO JOSE MANSUR
(Coordenador)
Enderego: Rua Owidio Pires de Campos. 225 5° andar
Bairro: Cergueira Cesar CEP: 05.403-010
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Anexo C — Termo de consentimento livre e esclarecido — TCLE

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

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DA PESQUISA

Titulo da pesquisa - Influéncia do polimorfismo genético na expressao de
metaloproteases na moléstia de Dupuytren.

Pesquisador principal — Mauricio Pinto Rodrigues.

Departamento/Instituto — Ortopedia e Traumatologia.

Convidamos o(a) Sr(a).

a participar desta pesquisa com o objetivo de melhorarmos o conhecimento sobre a

doenca de Dupuytren, se existe alguma alteracdo genética na sua causa.

Conhecemos alguns fatores que podem aumentar a chance do aparecimento da doenga de
Dupuytren, como associagdo com diabetes ou uso de alguns medicamentos, bem como as
alteracdes que ocorrem na anatomia do tecido acometido (fascia da méo). Entretanto, a
causa exata para o aparecimento desta doenca até hoje ndo tem uma definicdo. Por esse
motivo, a possibilidade de causas genéticas para essas lesdes precisa ser estudada e o
objetivo desse estudo € investigar a frequéncia dos genes em pacientes com diagnostico
da doenca de Dupuytren, para verificar a possivel relacdo entre o polimorfismo genético

e o desenvolvimento dessa doenga.

Esse estudo sera feito com um Unico exame através de coleta simples de saliva. Os
pacientes selecionados fardo bochecho com agua e aguicar e em seguida cuspirdo em um
recipiente plastico pequeno. A leitura das informacgdes genéticas presentes na saliva € um
exame de alta tecnologia ndo rotineiro no nosso meio. Nao havera outros exames ou

procedimentos invasivos.
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Na&o havera desconfortos ou riscos na coleta e execucao desse exame.

Em relacdo aos beneficios para os participantes, ndo ha beneficio direto para o
participante, trata-se de estudo experimental testando a hipétese de que fatores genéticos
interfiram no aparecimento da doenca

Com esse estudo poderemos concluir a presenca de algum beneficio aos pacientes.

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

eventuais davidas.

Os responsaveis pelo estudo sdo o Professor Rames Mattar Janior e o Dr. Mauricio Pinto
Rodrigues, que podem ser encontrados no endere¢o Rua Ovidio Pires de Campos, n° 333,
3° andar, sala da secretaria de graduacéo, Instituto de Ortopedia e Traumatologia da USP,
Séo Paulo, SP, Brasil, pelo telefone 3081 7882.

Se vocé tiver alguma consideracdo ou divida sobre a ética da pesquisa, entre em contato
com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua Ovidio Pires de Campos, 225 — 5° andar
— tel: 3081 8882 ramais 16, 17, 18 ou 20, FAX: 3081 7882 ramal 26 — E-mail:
cappesg@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 informag@es obtidas no
estudo, as quais serdo analisadas em conjunto com as de outros pacientes, ndo sendo

divulgada a identificacédo de nenhum paciente.

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.
N&o ha despesas pessoais para o participante em qualquer fase do estudo, incluindo
exames e consultas. Também ndo ha compensacdo financeira relacionada a sua
participacdo. Se existir qualquer despesa adicional, ela serd absorvida pelo orgamento da
pesquisa.

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

somente para esta pesquisa.
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Fui suficientemente informado a respeito do estudo “Influéncia do polimorfismo genético

na expressao de metaloproteases na moléstia de Dupuytren”

Eu discuti as informagdes acima com o Prof. Rames Mattar Jr ou o Dr. Mauricio Pinto
Rodrigues sobre a minha decisdo em participar nesse estudo. Ficaram claros para mim os
objetivos, os procedimentos, os potenciais, seus desconfortos e riscos, as garantias de
confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha
participacdo é isenta de despesas e que tenho garantia do acesso a tratamento hospitalar
quando necessario. Concordo voluntariamente em participar deste estudo, assino este

termo de consentimento e recebo uma via rubricada pelo pesquisador.

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).
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DADOS DE IDENTIFICACAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL
LEGAL

1.

N O M E . ettt et h e r e a e e R eh e en et ereen e e ernas
DOCUMENTO DE IDENTIDADE N : ..oooiiiiiiieeeeeee e, SEXO: Mo Fo
DATA NASCIMENTO: ........ ... l.....

ENDEREGCO ..ottt sttt NO ..o

APTO: ..o,

BAIRRO: ..o

CIDADE ..o

CEP: v, TELEFONE: DDD

o ) eeeeeeee e e

2.RESPONSAVEL

NATUREZA (grau de parentesco, tutor, curador
] (o3 RS RS

DATA NASCIMENTO.: ....[.......l......

ENDERECO: ..o NO e

APTO: i

BAIRRO: ...t

CIDADE: ...,

CEP: o TELEFONE: DDD (............ )t e
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Anexo D — Anuéncia do Departamento de Biologia Celular da Universidade Federal do

Parana

2 b . UFPR
Ministério da Ed ; )
LY UNNERSI'[‘)TDEH:EDEERAULC DO PARANA Bioldgicas

U EFP =3 Setor de Ciéncias Biologicas ‘."-._. o
b i\ Departamonlodealologm Celular 00® “r00e® “ane® e

Curitiba, 18 de junho de 2015,
Ao Prof. Dr. Olavo Pires de Camargo
Coordenador do Programa de Pos-Graduagdo em Ortopedia e Traumatologia

Faculdade de Medicina da Universidade de Sio Paulo

Declaro para os devidos fins que o Setor de Ciencias Biologicas da Universidade Federal
do Parani esta de concordo com as etapas previstas para serem realizadas junto ao Depto.
Biologia Celular, sob coordenacdio da Profa. Dra Maria Cristina Leme Godoy dos Santos.
relativas ao Projeto de Pesquisa intitulado “Influéncia do Polimorfismo genético na
expressio de Metaloproteases na Moléstia de Dupuytren™ proposto pelo pesquisador Dr.
Rames Mattar Junior e que 0s respectivos procedimentos sido factiveis nos prazos

exigidos desde que respeitado o cronograma proposto.

O Setor de Ciéncias Biolégica Federal do Parand também

oferecera como recursos de con partida para o desenvolvimente do projeto o espaco

fisico bem como os equipamentos necessirios para a execugdgp da proposta.

Alenciosamente, _
Piof. D Lule Cl3odlo Fornacdes

Prof. Dr. Luiz Cli
iretor do Setor d

7

De acordo; o g
Prof: ﬁm Maria Cristina Leme G dos Santos
Depto. Bilogia Celular - UFPR

Centro Politécnico — Caixa Postal 189031 - CEP: 81 531-980 - Curitiba/PR
Telefones: (41) 3361-1682 — Fax (41) 32662042 — hiocel@ulor br
www.ufpr.br
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. - UFPR
Ministerio da Educagao . = .
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA Biologicas
Setor de Ciéncias Bioldgicas s, g"%, g%, g
Departamento de Biologia Celular P,
- tagd “ra® g

DECLARAGAO

Declaro para os devidos fins que estou ciente e concordo com as
etapas previstas para serem realizadas junto a Universidade Federal
do Parana - Depto. Biologia Celular, relativas ao Projeto de

Fesquisa intitulado " Influéncia do Polimorfismo genético na
expressiao de Metaloproteases na Moléstia de Dupuytren”
proposto pelos pesquisador Dr. Rames Mattar Junior e que os
respectivos procedimentos sdo factiveis nos prazos exigidos desde

que respeitando o cronograma proposto.

Curitiba, 18 de junho de 2015.

Fo

aria Cristina Leme Godoy dos Santos
ral do Parana -UFPR — Depto. Bilogia Celular

Universidade Fe

Centro Politéenico — Caixa Postal 19031 — CEP: 21531890 — Curitiba PR
Telefones: (41) 3361-16882 — Fax (41) 32668-204 2 — biocelfufprbr
waw.ufpr br
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