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Resumo

RESUMO

Pinto GMR. Associacao entre o polimorfismo genético das metaloproteinases da
matriz 1 e 13 e a rigidez articular pds-traumética do cotovelo [dissertacdo]. S&o
Paulo: Faculdade de Medicina; Universidade de S&o Paulo; 2020.

INTRODUGCAO: A rigidez articular do cotovelo ap6s o trauma é uma complicacéo
desafiadora na pratica ortopédica. Sabemos que o processo inflamatério iniciado
apos o trauma pode resultar na contratura da cpsula devido a acao de
miofibroblastos e das metaloproteinases da matriz 1 e 13 (MMP-1 e MMP-13)
causando excesso de colageno na matriz extracelular, e que fatores genéticos
também podem estar envolvidos na etiologia da rigidez do cotovelo pos-
traumatica. Recentemente, estudo histoquimicos demonstraram elevacdo na
guantidade de metaloproteinases e miofibroblastos nas capsulas contraturadas
do cotovelo, porém ndo sabemos se esse aumento da celularidade local ocorre
devido ao trauma ou a influéncia genética. O objetivo desse estudo foi avaliar a
relacdo do polimorfismo genético na regido promotora dos genes das
metaloproteinases de matriz 1 e 13 com a rigidez articular pos-traumatica do
cotovelo. O objetivo secundario, foi relacionar outros fatores de risco que possam
influenciar na ocorréncia da doenca. METODOS: Avaliamos 20 cotovelos com
rigidez articular e 12 cotovelos sem rigidez. Foram incluidos pacientes com
maturidade esquelética com historia de trauma no cotovelo ha mais de 6 meses
evoluindo com rigidez articular e sem melhora com fisioterapia por no minimo
guatro meses. O acido desoxirribonucleico (DNA) dos voluntarios foi obtido a
partir de células epiteliais da mucosa bucal. Os genotipos das MMP-1 e MMP-
13 foram determinados utilizando as técnicas de Reacdo em Cadeia de
Polimerase (PCR e RFLP). RESULTADOS: N&ao encontramos diferenca
significativa na frequéncia dos genotipos e alelos entre 0s grupos controle e teste
no polimorfismo da MMP-1 na posicéo -1607 G>2G (rs1799750) e da MMP-13
na posicéo -77 A>G (rs2252070). A imobilizagdo prolongada se correlacionou
positivamente com a ocorréncia de rigidez do cotovelo ja que o tempo que estes
pacientes permaneceram imobilizados foi cerca de duas vezes maior do que no
grupo sem rigidez do cotovelo (p=0,017). CONCLUSAO: O polimorfismo
genético das MMP-1 e -13 ndo esteve associado a rigidez articular pOs-
traumatica do cotovelo. Dentre os fatores de risco para o a ocorréncia da doenca,
a imobilizacdo prolongada demonstrou exercer maior influéncia na rigidez
articular apos o trauma.

Descritores: Rigidez articular; Cotovelo; Contratura capsular; Trauma;
Metaloproteinases; Polimorfismo genético.
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Abstract

ABSTRACT

Pinto GMR. The associaton between genetic polymorphism of the matrix
metalloproteinases 1 e 13 and the posttraumatic elbow stiffness [dissertation].
Sao Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo”; 2020.

INTRODUCTION: The posttraumatic elbow stiffness is a challenging
complication in orthopedics practice. It is known that the inflammatory process
initiated after the trauma may cause the contraction of capsules due to an action
of myofibroblasts and metalloproteinases of matrix 1 and 13 (MMP-1 and MMP-
13), resulting in a excess of collagen in the extracelullar matrix and that genetic
factors also may be involved in the etiology of post-traumatic elbow stiffness.
Recently, a histochemical study showed an increase in the amount of
metalloproteinases and myofibroblasts in contracted elbow capsules, but we do
not know if this increase in local cellularity occurs due to trauma or genetic
influence. The aim of this study was to evaluate the relationship between genetic
polymorphism in the promoter region of the genes of matrix metalloproteinases 1
and 13 with post-traumatic joint stiffness of the elbow. The secondary objective
was to list other risk factors that occurred in the occurrence of the disease.
METHODS: We evaluate 20 elbows with articular stiffness and 12 elbows without
contracture. We selected patients with skeletal maturity with a history of elbow
trauma for more than 6 months, evolving with joint stiffness and without
improvement with physical therapy for at least four months. The
Desoxyribonucleic acid (DNA) from volunteers was obtained from buccal mucosa
epithelial cells. The MMP-1 and MMP-13 genotypes were used as polymerase
chain reaction (PCR) and restriction fragment length polymorphism (RFLP)
techniques. RESULTS: We did not find any significant difference in the frequency
of genotypes and alleles between the control and test groups in the MMP-1
polymorphism at position -1607 G> 2G (rs1799750) and MMP-13 at position -77
A> G (rs2252070). Prolonged immobilization was positively correlated with the
occurrence of elbow stiffness since the time these patients remained immobilized
was about twice as long as in the group without elbow stiffness (p = 0.017).
CONCLUSIONS: The genetic polymorphism of MMP-1 and -13 was not
associated with post-traumatic joint stiffness of the elbow. Among the risk factors
for the occurrence of the disease, prolonged immobilization has shown to have a
greater influence on joint stiffness after trauma.

Descriptors: Articular rigidity; Elbow; Capsule contracture; Trauma,
Metalloproteinases; Genetic polymorphism.
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1 INTRODUCAO

A mobilidade do cotovelo é fundamental para o bom funcionamento do
membro superior e para o posicionamento da méo no espacol. Um arco de
movimento de aproximadamente 100° (flexoextensao de 130° a 30°) é essencial
para a maioria das atividades diarias, sendo que a perda de 50° na mobilidade
do cotovelo pode acarretar até 80% de perda funcional®3

A rigidez articular do cotovelo pode ocorrer apdés traumatismo da
articulacdo, que pode envolver desde lesGes de partes moles (pele, cdpsula,
ligamentos, musculos e tenddes) a lesGes 6sseas*. Essas causas sdo divididas
em intrinsecas e extrinsecas a articulacdo. Acredita-se que a contratura de
partes moles, principalmente da capsula articular, seja o principal fato para a
rigidez, uma vez que, mesmo apoés a correta reducao e estabilizacdo da fratura,
o cotovelo pode ficar rigido. Outra condicdo que também desempenha papel
importante na rigidez do cotovelo é a imobilizacdo articular prolongada®.

Com a intencdo de prevenir a rigidez pos-traumatica no tratamento das
fraturas e luxacfes do cotovelo, apds correta estabilizacdo da lesao inicia-se a
mobilizagcdo precoce da articulacdo. Porém, cerca de 10 a 15% dos cotovelos
precisardo de algum tipo de liberac&o cirdrgica ao longo do tratamento®.

Apoés o trauma, iniciam-se eventos para o reparo tecidual. A sequéncia
desses eventos pode ser dividida em trés fases: inflamatoria, proliferativa e de
remodelac&o. Na primeira fase, células inflamatdrias estimulam o desbridamento
do local lesionado e, em seguida, fibroblastos migram para iniciar a proxima fase

com deposicdo de coladgeno para uma nova matriz extracelular (MEC)"8. Os

Gustavo de Mello Ribeiro Pinto



2

Introducéo

fibroblastos, além do colageno, também produzem melastina, fibronectina,
glicosaminoglicanas e metaloproteinases®. Alguns desses fibroblastos, ao serem
estimulados por fator de crescimento (TGF-31) e fibronectina ED-A,expressam
a-actina de musculo liso (a-SMA), sendo denominados miofibroblastos que se
ligam as fibrilas de colageno causando encurtamento da matriz local>1%!, A fase
de remodelacdo é controlada pelas metaloproteinases (MMPS) que regulam a
remocdo de moléculas da matriz extracelular antiga formando uma nova matriz
colagenosa®?.

As MMPs sdo uma familia de 24 endopeptidases zincodependentes
capazes de degradar praticamente todos elementos da matriz extracelular. As
MMPs séo subdivididas de acordo com a sua principal atividade degradativa,
como as colagenases (MMP-1, MMP-8 e MMP-13) que séao capazes de degradar
praticamente todos os subtipos de colageno. A atividade dessas enzimas é
controlada, principalmente, através de inibidores proteicos teciduais
denominados TIMPs. As MMPs e seus inibidores determinam a arquitetura da
MEC13,

A expressdo das MMPs é regulada em diferentes niveis incluindo a
transcricdo genética. O polimorfismo genético é uma variacdo na sequéncia dos
nucleotideos do DNA e esta presente em mais de 1% da populagédo'“. Dentre
essas variagdes a mais comum é o polimorfismo de nucleotideo Unico (SNP)®.
Os SNPs afetam somente uma base (adenina (A), timina (T), citosina (C) ou
guanina (G) na sequéncia génica. Alguns SNPs na regidao promotora dos genes
das MMPs estéo correlacionados a um aumento da atividade e producao dessas

enzimas16.17,
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Recentemente, alguns estudos histoquimicos da capsula articular do
cotovelo demonstraram aumento das MMPs, miofibroblastos, fator de
transformacéo do crescimento- 31 e colagenos do tipo 1 e 3 nas cépsulas dos
cotovelos com rigidez. No entanto, ndo sabemos se a elevacao dessas enzimas
nas capsulas contraturadas ocorre por influéncia do trauma ou de um fator
genético, como ja demonstrado na fisiopatologia da capsulite adesiva e da
doenca de Dupuytren.

Logo, o estudo dos genes que expressam as metaloproteinases pode ser
importante para a melhor compreensao do processo de contratura da capsula
articular do cotovelo, assim como pode ajudar a identificar individuos
susceptiveis a evoluirem com essa afeccao e permitir a prevencao e intervencao

precoce bem como a melhor compreenséao da fisiopatologia da doenca
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2 OBJETIVOS

O objetivo primario do estudo foi avaliar a relacéo do polimorfismo genético
na regido promotora dos genes das metaloproteinases de matriz 1 e 13 com a
rigidez articular pos-traumatica do cotovelo.

O objetivo secundério foi relacionar outros fatores de risco que possam

influenciar na ocorréncia da doenca.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Epidemiologia e anatomia aplicada a rigidez do cotovelo apés o

trauma

Cooney®®, em 1993, relata que a completa perda do arco de movimento do
cotovelo ocorre em 5% das lesbes traumaticas.

Cohen et al.'®, em 2007, em um estudo sobre a avaliacdo biomecanica e
estrutural da capsula articular anterior contraturada, afirmam que dentre as 37
capsulas estudadas nao foi encontrada diferenca nas caracteristicas celulares
em relagdo ao sexo.

Keschner et al.?°, em 2007, em um artigo de revisdo, descrevem a etiologia
da rigidez do cotovelo separando-a em fatores intrinsecos (incongruéncia
articular, corpos livres, anquiloses, aderéncias, sinovite e ostedfitos) e
extrinsecos (ossificacdo heterotdpica, contratura capsular, muscular).

Myden e Hildebrand?!, em 2011, estudam 25 pacientes com lesdes do
cotovelo, incluindo fraturas, luxacao e rotura do biceps distal. Essas lesGes séo
mais incidentes no sexo masculino com média de idade de 46,8 anos. A taxa de
rigidez articular apos lesdo traumatica do cotovelo que precisou de liberacdo
cirrgica é de aproximadamente 12%.

Hildebrand®, em 2013, publica um levantamento epidemiolégico realizado
com a populagédo canadense. Por ano, sdo registradas 12.000 fraturas ou

luxac@es, diante desse registro, no mesmo periodo, sdo feitas 1.500 liberacdes
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cirdrgicas do cotovelo. O autor ainda acrescenta que a faixa etaria dos pacientes

varia de 20 a 60 anos.

3.2 Alterag8es articulares pos-traumaticas no cotovelo

3.2.1 Alteragbes macroscoépicas e anatbmicas darigidez

Akeson et al.?2, em 1961, explicam que as articulacdes do Umero distal
com a ulna e radio proximais sdo a base éssea do cotovelo, e que o limite dos
tecidos moles da articulagcdo do cotovelo é a cépsula articular, mais fraca
anteriormente e posteriormente.

Gallay et al.?®, em 1993, relatam que a capsula articular dos cotovelos
rigidos tem a complacéncia de um sexto das capsulas de cotovelos normais
devido a alteragbes estruturais e biomecanicas tais como modificagdes no
colageno e hipertrofia capsular.

Cohen et al.’®, em 2007, avaliam trinta e sete capsulas anteriores de
cotovelos rigidos e comparam com cotovelos nao rigidos de cadaveres. Do ponto
de vista morfologico, a espessura da capsula variou de 0,5 mm para o grupo
controle a 8 mm no grupo de casos. Todas as capsulas contraturadas
demonstraram espessamento tecidual com desorganizacdo das fibras de
colageno.

Lindenhovius et al.?4, em 2007, afirmam que a etiologia da rigidez articular

do cotovelo pos-traumatica € multifatorial e inclui artrose, ossificacdo
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heterotopica e falha de consolidagcéo da fratura juntamente com a contratura dos
tecidos moles ao redor do cotovelo.

Nandi et al.?>, em 2009, mencionam que o cotovelo é uma articulacdo
sinovial altamente estavel, intolerante ao trauma, muito propensa a rigidez e a

degeneracéo.

3.2.2 Alteragdes microscopicas

Tomasek et al.’°, em 2002, em uma revisdo sobre a funcdo dos
miofibroblastos no processo de cicatrizagdo tecidual afirmam que essas células
caracterizam-se pela expressao da a-actina de musculo liso (a-SMA) e colageno
tipo | coordenadas pelo TGF-R1, o que significa que possuem papel na sintese
da matriz extracelular e contracao da ferida.

Hildebrand et al.?6, em 2004, ratificam o achado de Tomasek et al.%, ao
avaliarem a capsula anterior do cotovelo de seis pacientes submetidos a
liberacao articular por rigidez pés-trauméatica e compararem com cotovelos de
outros 6 pacientes sem contratura capsular. Ainda, acrescentam que alguns
fatores de crescimento (TGF-R, decorina, e fibronectina ED-A) e células da
matriz extracelular modulam a expressao da alfa-actina do musculo liso e a
formacéo de miofibroblastos.

Hildebrand et al.?’, em 2005, descrevem as alteragdes que ocorrem na
capsula articular anterior em pacientes com rigidez pos-traumatica cronica do
cotovelo, comparando-as com pares de doadores sem contratura. Observam

gue, no processo de rigidez, a capsula torna-se espessa e ha aumento na
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guantidade de fibras de colageno do tipo I, lll e V, proteoglicanos e MMP 1, 2, 9,
13 e 15. Por outro lado, havia a diminuicdo na expressdo normal do mRNA do
TIMP-1, -2, e -4. O numero proporcional de miofibroblastos estava aumentado
na cdpsula articular dos cotovelos que precisaram de liberacao cirdrgica.

Germscheid e Hildebrand?®, em 2006, comparam a expressdo de mRNA
a-SMA e o numero de miofibroblastos na c4psula articular posterior do cotovelo
com rigidez pos-traumatica em relacao aos cotovelos sem rigidez de cadaveres
doadores. Observam que a amplitude de flexoextensdo dos cotovelos rigidos é
inversamente proporcional ao numero de miofibroblastos encontrados na
capsula, e também que a quantidade de miofibroblastos encontrados na cipsula
anterior era maior do que na regiao posterior.

Hildebrand et al.?°, em 2008, realizam um estudo experimental utilizando
joelhos de coelhos que possuem a capsula articular semelhante ao cotovelo
humano. Séo avaliadas as capsulas articulares do joelho de 18 coelhos com
contratura, e comparadas com o joelho contralateral sem contratura do mesmo
espécime. Os autores descrevem o inicio da fisiopatologia da contratura capsular
pés-trauméatica e observam que as alteracdes celulares iniciam-se dentro das
duas primeiras semanas ap6s o trauma com o aumento de colageno tipo I, Il e
IIl, das metaloproteinases 1 e 13, e TGF- 31; quando também ja h& reducao dos
inibidores de MMP 1, 2 e 3.

Hildebrand®, em 2013, comparam as alteragées celulares encontradas na
capsula articular de cotovelos com rigidez pos-traumatica submetidos a liberacéo
cirdrgica, com a de doadores pareados sem contratura. Identificam aumento de
até 5 vezes no numero de miofibroblastos, assim como elevacédo de colageno

tipo | e lll e metaloproteinases 1 e 13.
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3.3 Metaloproteinases da matriz

Gross e Lapierre®, em 1962, descrevem um fator colagenolitico no tecido
anfibio vivo, capaz de degradar o colageno em pH neutro e temperatura até
27°C, o que sugere que verdadeiros sistemas enzimaticos capazes de degradar
0 colageno estejam presentes em determinados tecidos animais.

Bauer et al.3!, em 1970, afirmam que as colagenases humanas s&o
capazes de degradar o colageno na forma fibrilar em pH e temperatura
fisiolégica. Essas enzimas séo caracterizadas por sua capacidade de clivar a
molécula de coladgeno nativa sem romper sua estrutura helicoidal.

Goldberg et al.®?, em 1986, codificam por completo a sequéncia do RNA
de uma colagenase na pele humana.

Shapiro®, em 1998, relata que as metaloproteinases da matriz
compreendem uma familia de enzimas extracelulares importantes no
desenvolvimento embrionario e crescimento, assim como no reparo e
remodelamento tecidual.

Nagase e Woessner34, em 1999, em um artigo de reviséo, afirmam que a
ativacao das MMPs é regulada por fatores e crescimento, hormdnios e citocinas,
e a atividade proteolitica é controlada por alfamacroglobulinas e inibidores de
metaloproteinases. Os TIMPs (-1, -2, -3, -4) sd@o os principais inibidores
endogenos das MMPs.

Visse e Nagase?®, em 2003, descrevem as MMPs como proteinases
zincodependentes que participam da degradacdo da matriz extracelular e
funcionam como reserva bioldégica de fatores de crescimento. Os autores

dividem as metaloproteinases da matriz em seis grupos de acordo o substrato
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especifico, sequéncia e dominio estrutural: colagenases (1, 8, 13 e 18),
gelatinases (2 e 9), estromolisinas (3, 10 e 11), matrilisinas (7 e 26),
metaloproteinases de membrana (14, 15, 16, 17, 24 e 25) e outras (12, 19, 20,

21, 22, 23, 27, 28).

3.3.1 Metaloproteinase da matriz 1

Jeffrey et al.*5, em 1970, descrevem a MMP-1 como a primeira enzima de
vertebrados capaz de degradar o coldgeno nativo, obtida do Utero de ratos no
pds-parto. A enzima tem sua atividade maxima em pH neutro e irreversivelmente
inibido pelo EDTA.

Brinckerhoff e Matrisian®’, em 2002, relatam que no tecido adulto normal
0s niveis de MMP-1 sdo geralmente baixos. Porém, quando 0 nosso corpo
enfrenta uma situagédo adversa como cicatrizagédo de ferida ou remodelamento
tecidual a expressao de MMP-1 torna-se elevada.

Brinckerhoff e Vicenti®®, em 2002, discutem a relagdo da MMP-1 com a
degradacdo do colageno intersticial. Demonstram que na artrite reumatoide, as
citocinas presentes na sinovia articular, estimulam o aumento de MMP, que
participam da destruicdo do colageno presente no tecido conjuntivo articular.

Zuo et al.?°, em 2002, em um estudo sobre fibrose pulmonar em humanos
e ratos demonstram aumento da atividade de MMP-1, miofibroblastos e de genes
codificadores dos colagenos | e 1.

Pardo e Selman4, em 2005, relatam que a expressado da colagenase-1 é

regulada por fatores de crescimento, horménios e citocinas, e a atividade
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proteolitica é precisamente controlada através de ativadores e inibidores como
macroglobulinas e inibidores teciduais de metaloproteinases (TIMPS).

Zeng et al.*!, em 2005, relatam que a trama de colageno da cartilagem
articular é feita principalmente de colageno tipo Il, que fornece elasticidade e
deformabilidade a essa regido, e que a MMP-1 pode degradar esse colageno e

exercer uma influéncia importante na fisiopatologia da osteoatrtrite.

3.3.2 Metaloproteinase da matriz 13

Freije et al.*?, em 1994, identificam e clonam o gene de uma nova
metaloproteinase que tinha caracteristica estrutural de uma colagenase, dando
0 nome de MMP-13 ou colagenase-3.

Reboul et al.*3, em 1996, demonstram a participacdo da MMP-13 na
fisiopatologia da osteoartrite, uma vez que essa colagenase tem altissimo poder
de degradacao do colageno tipo Il, que esta presente em maior quantidade na
cartilagem hialina.

Gomez et al.**, em 1997, relatam que a atividade da metaloproteinase 13
€ controlada por varios inibidores fisiolégicos como a2-macroglobulinas e os
inibidores teciduais de metaloproteinases.

Knauper et al.*°, em 1997, chamam a atencdo para o poder catalitico da
MMP-13 também sobre a fibronectina e colagenos do tipo IV, IX, X e XIV.

Fernandes et al.*®, em 1998, em um estudo experimental em cées com

osteoartrite, mostram que, nas articulacbes, a MMP-13 esta localizada
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principalmente nas camadas intermediaria e profunda da cartilagem, onde se
tem maior quantidade de fibras colagenas do tipo Il.

Tardif et al.*’, em 2004, afimam que a quantidade basal de
metaloproteinase 13 no tecido normal é baixa, mas que sua expressdo aumenta

com a necessidade de remodelamento tecidual.

3.3.3 Metaloproteinases de matriz e arigidez do cotovelo

Hildebrand et at.?’, em 2005, avaliam a capsula anterior do cotovelo de
onze pacientes com contratura cronica e comparam com 9 cotovelos sem
rigidez. Concluem que, nas capsulas contraturadas, os niveis de mRNA estavam
aumentados para colageno do tipo I, Il e V, biglicano e MMP-1, -2, -9, -13 e -15.

Cohen et al.'®, em 2007, colhem 37 céapsulas anteriores rigidas no
momento da liberacao cirargica e comparam com 7 cotovelos de cadaveres sem
rigidez. Os autores encontram aumento das MMP-1, -2 e -3 nos cotovelos com
contratura. Acrescentam, ainda, que as MMP-1 foram encontradas nos
fibroblastos da membrana celular, nas células sinoviais e nos vasos sanguineos.

Hildebrand®, em 2013, compara os achados na capsula articular de
cotovelos rigidos, em modelo animal, apds trauma e imobilizacdo prolongada,
com cotovelos sem rigidez. Foram verificados niveis aumentados de mRNA para

colageno do tipo | e Il e MMP-1 e -13 no grupo rigidez.
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3.4 Polimorfismo genético

Thompson et al.*4, em 1991, no livro “Genetics in Medicine”, afirmam que
o polimorfismo genético € uma variagdo na sequéncia dos nucleotideos do DNA,
presente em pelo menos 1% da populacédo, considerado biologicamente normal.

Collins et al.*®, em 1998, reiteram que aproximadamente 90% dos
polimorfismos do DNA séo alteracdes isoladas de nucleotideos que ndo alteram
a funcdo genética. Acrescentam que polimorfismos nas regides codificadoras ou
regulatdrias dos genes teriam maior propensao a causar uma mutacgao funcional.

Shapiro®, em 1998, afirma que as metaloproteinases da matriz
apresentam padrdo genético similar, uma vez que 0s genes das colagenases, e
de outra metaloproteinases (estromolisinas 1 e 2, matrilisinas e metaloelastase
dos macrofagos), estao localizados no cromossomo 11g22.

Sherry et al.*?, em 1999, relatam que o polimorfismo ocorre naturalmente
na molécula de DNA na frequéncia média de um em cada 1.000 pares de bases
em todo o genoma humano.

Ye et al.’°, em 2000, informam que o polimorfismo exerce efeitos
especificos na expressao génica do alelo, influenciando em diferencas
individuais dos tracos biolégicos e na susceptibilidade de determinadas doencas.

Stoneking®!, em 2001, relata que o genoma humano tem cerca de 3,2
bilhdes de nucleotideos e estima que, ao comparar duas sequéncias de DNA
humano, encontra-se um polimorfismo a cada 1000 a 2000 nucleotideos. Logo,
0 numero total de polimorfismos seria em torno de 1,6 a 3,2 milhdes.

Yan e Boyd®, em 2007, em um artigo de revisdo, reiteram que o0s

polimorfismos do DNA ocorrem de forma natural e estdo distribuidos pelo
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genoma humano, e quando presentes na regido promotora podem alterar a
expressdo génica. Alguns polimorfismos podem acontecer em regifes

reguladoras das metaloproteinases.

3.4.1 Polimorfismo genético e as metaloproteinases

3.4.1.1 Polimorfismo genético e MMP-1

Rutter et al.'’, em 1998, reportam o polimorfismo Unico de um nucleotideo
na posicdo -1607 da regido promotora da MMP-1, onde uma guanina €
adicionada a sequéncia. O alelo 2G (duas guaninas) esta associado a um
aumento da atividade de transcricdo desse gene e da degradacdo da matriz
extracelular.

Jurajda et al.3, em 2002, identificam um novo polimorfismo genético da
colagenase 1 na regiao promotora do gene na posi¢ao -519 que consiste na
substituicdo da guanina por adenosina, em pacientes com cancer colorretal.

Massarotti et al.>*, em 2002, acham associa¢do entre o polimorfismo da
regido promotora da MMP-1 e a gravidade da artrite reumatoide. Os autores
diagnosticam a forma erosiva da doenca em 7 pacientes e todos apresentam o
alelo 2G. Além disso, o numero de articulacbes acometidas era maior nos
pacientes com genotipo 2G/2G e 1G/2G, em comparagao com os portadores do

genotipo 1G/1G.
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Godoy-Santos et al.’®, em 2009, demonstram que o polimorfismo na
regido promotora do gene da MMP-1 pode ser um fator de risco para a faléncia
precoce do implante da artroplastia total do quadril.

Planello et al.®¢, em 2011, relatam ligacéo entre o polimorfismo do gene da
metaloproteinase 1 e a degeneracéo da articulagado temporomandibular em uma
populacdo de 23 individuos.

Godoy-Santos et al.>’, em 2013, encontram forte associacdo entre o
polimorfismo genético e a ocorréncia de tendinite do tibial posterior. Os autores
avaliam 150 pacientes e encontram relacéo entre a doenga e o polimorfismo da
MMP-1 na posi¢éo -1607.

Assuncdo et al.’® em 2017, relatam associagdo entre o polimorfismo
genético da MMP-1 e a rotura completa do manguito rotador. Os autores
demonstram que individuos com genétipo 1G/2G e 2G/2G foram mais

suscetiveis a rotura do manguito rotador.

3.4.1.2 Polimorfismo genético e MMP-13

Yoon et al.%°, em 2002, identificam duas variantes no gene da MMP-13,
uma na posicdo -291 (insercdo/delecdo 11A/12A), e outra na posicao -77
(substituicdo de adenina por guanina), que foram qualificadas como polimorfismo
genético. Os autores relatam que a atividade transcricional do alelo A é duas
vezes maior que do alelo G no SNP da MMP-13 na posicéo -77, e dessa forma,

esse alelo intensifica a degradacao da matriz extracelular com excessiva quebra
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das fibras de colageno tornando-se um fator de risco genético para a ocorréncia
de aterosclerose da aorta abdominal em negros jovens.

Tannure et al.5%, em 2012, encontram uma correlacéo entre o polimorfismo
genético da regido promotora da metaloproteinase 13 com a ocorréncia de cérie
dentaria.

Vaskua et al.®', em 2012, associam o polimorfismo da MMP-13 com o
diagnostico de doenca arterial coronariana e uma respectiva gravidade. Na
avaliacao de 1071 pacientes, os autores encontram associa¢cdo da mutacao com
0 numero de estenoses e artérias afetadas confirmadas por coronariografia.

Gao et al.??, em 2014, em uma metanalise, concluem que o polimorfismo
da regido promotora -77 com a substituicdo de adenina por guanina é um fator
de risco importante para o desenvolvimento e progressao de diversos tipos de
cancer humano, especialmente o de pulméo.

Munhoz et al.®, em 2014, afirmam que os polimorfismos rs2252070 na
regido promotora do gene da MMP-13 (-77) estdo associados a tendinopatia
primaria do tibial posterior e podem ser utilizados como fatores genéticos de risco

para desenvolvimento de insuficiéncia no tendao.

3.5 Genética em associacao com retracao e rigidez articular

3.5.1 Articulacéo do cotovelo

Colomer et al.?4, em 2002, descrevem o caso de uma familia com distrofia

muscular de Emery-Dreifuss autossémica dominante geneticamente confirmada.
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A doenca é caracterizada pela triade clinica de inicio precoce de contraturas dos
cotovelos, tenddes de calcaneos e coluna vertebral, debilitacdo e fraqueza com
uma distribuicdo predominantemente umeroperoneal e defeitos de conducgao
cardiaca e cardiomiopatia.

Nesterenko et al.®®, em 2009, revisam 116 casos de rigidez refrataria do
cotovelo, e identificam um subgrupo de quatro pacientes que apoOs trauma
inespecifico, mesmo de baixa intensidade, desenvolvem contratura grave dos
cotovelos resistente aos tratamentos propostos, o que poderia estar relacionado

a uma predisposicao genética.

3.5.2 Outras articulacdes

Hu et al.’6, em 2005, mostram que a doenca de Dupuytren (DD) estava
presente em cinco geracfes de uma familia sueca que foi herdada de maneira
autossémica dominante apresentando relacdo com os cromossomos 16.

Laneuville et al.®’, em 2007, imobilizam o joelho de 40 ratos em flexdo
durante 4 semanas com o objetivo de provar que os fatores intrinsecos, mais do
gue a causa mecanica, seriam determinantes para a contratura. Os ratos eram
de quatro racas diferentes com peso e idade semelhantes. Dentre o0s
exemplares, duas racas apresentaram maior contratura indicando que fatores
genéticos determinam a susceptibilidade ou resisténcia a contratura articular

apos estimulo ambiental.
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Ojwang et al.®®, em 2010, demonstram associacdo genética da doenca de
Dupuytren com os cromossomos 6, 11 e 16 em um estudo com quarenta
pacientes de origem caucasiana com diagndéstico da doenca.

Michou et al.®°, em 2012, em um artigo de revisdo sobre a genética na DD,
relatam que as variacbes gendmicas observadas na patologia incluem
alteracdes no numero de cépias de genes nas regides 100922, 16p12.1 e 17p12
dos cromossomos, associagdes com o alelo HLA-DRB1 * 15 e uma mutagao no
rRNA 16s.

Capstick et al.”?, em 2013, mostram que a doenca de Dupuytren é mais
comum em irmas na faixa etaria de 60 a 90 anos. Os autores concluem que 0s
loci genéticos, atualmente conhecidos que predispdem ao Dupuytren, sao
responsaveis por 12,1% da hereditariedade total da doenca.

Xu et al.”t, em 2016, afirmam que o polimorfismo genético da MMP-3
aumenta a chance de desenvolver capsulite adesiva na populagdo chinesa
estudada, tornando-se um fator de risco genético importante.

Prodromidis e Charalambous’?, em 2016, em uma revisdo sistematica
discutem a predisposicéo genética na capsulite adesiva. Os autores identificam
a historia familiar, raca branca e presenca do antigeno HLA-B27 como
marcadores de predisposicdo genética para a doenca.

Chen et al.”®, em 2017, avaliam quarenta e dois ombros com diagndstico
de capsulite adesiva primaria e encontram associacao entre o polimorfismo
genético da IL-B1 com o0 aumento da ocorréncia da doenca.

Malavolta et al.”, em 2018, descrevem a etnia asiatica como fator de risco
independente para o desenvolvimento de capsulite adesiva com razdo de

chance de 3,6.
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Cohen et al.’”®, em 2019, identificam que o polimorfismo genético das
MMP-13 e -2 estdo associados ao risco aumentado de desenvolver a capsulite
adesiva. Os autores também afirmam que os polimorfismos que afetam o padrao
de metilagdo do DNA, como 0s que ocorrem na regido de ligagao do fator de
trasncricdo Spl, aumentam a susceptibilidade a doenca.

Mann et al.”®, em 2019, provam que fatores biolégicos como as MMPs,
TIMPs e ADAMTs podem contribuir com a rigidez apés artroplastia total do
joelho. Os achados do estudo sugerem que a atividade das MMPs nédo é
suficientemente balanceada pelos seus respectivos inibidores, estabelecendo
um estado pro-fibrético nesses pacientes com rigidez.

Rodrigues et al.”’, em 2019, demonstram associacdo do polimorfismo
genético da metaloproteinase da MMP-1 (posicéo - 1607) e da MMP-13 (posi¢ao

-77) com a Moléstia de Dupuytren.
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4  METODOS

4.1 Desenho do estudo

Foi realizado um estudo caso-controle. Foram selecionados pacientes com
afeccdes traumaticas no cotovelo do Grupo de Ombro e Cotovelo do Instituto de
Ortopedia e Traumatologia do Hospital das Clinicas da Universidade de S&o

Paulo, durante o atendimento ambulatorial.

4.2 Participantes e elegibilidade

Avaliamos pacientes com maturidade esquelética e trauma inicial no
cotovelo ha mais de 6 meses que evoluiram com rigidez articular mesmo apos
terem realizado fisioterapia por no minimo 4 meses. Consideramos, também, os
pacientes com histéria de fratura prévia do cotovelo consolidada (incluindo o
terco distal do umero, extremidade proximal da ulna, extremidade proximal do
radio) e/ou luxacdo do cotovelo tratados tanto de modo cirirgico como nao
cirargico. O grupo controle foi formado por pacientes com arco de movimento
minimo funcional (flexoextensdo de 30° a 130°) e o grupo de casos por aqueles
com arco de movimento de flexoextenséo < 100°.

N&o foram incluidos os pacientes com bloqueio articular (arco de
movimento igual a 0°), pseudoartrose de fratura prévia, incongruéncia da

articulacdo umeroulnar, presenca de material de sintese intra-articular,
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ossificacdo heterotdpica e osteoartrose moderada ou grave do cotovelo (Tipo Il
e Il segundo a classificacdo de Rettig et al.’®). Além disso, ndo incluimos
pacientes com infeccdo prévia ou em atividade no cotovelo e pacientes com
antecedente de traumatismo cranioencefélico, lesdo neurolégica no membro,
doencas sistémicas autoimunes (lUpus, artrite reumatoide, artrite psoriatica etc)
ou doenca mental com dificuldade para compreender os termos do trabalho e,
por ultimo, ndo foram incluidos pacientes com uso de imobilizacdo no cotovelo

por tempo maior que 1 més.

4.3 Aprovacdo na comissao de ética e termo de consentimento

O estudo foi aprovado pela Comiss&o de Etica para Anélise de Projetos de
Pesquisa, do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade
de S&o Paulo, em 15 de dezembro de 2016, como protocolo de pesquisa
1.867.709 (Anexo A).

A todos os pacientes selecionados foi explicado do que se trata a pesquisa
por uma assistente de pesquisa nao envolvida com o tratamento e oferecida a
opcdo de participacdo ou ndao. Todos 0s participantes ou seus responsaveis
legais assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido, que explica
detalhadamente em termos leigos, os objetivos do trabalho, sendo assegurada
a opcao de abandonar a participacdo na pesquisa, sem prejuizo da assisténcia
médica (Apéndice 1).

Este estudo foi realizado mediante parceria do Departamento de Biologia

Celular da Universidade Federal do Parana e o Departamento de Ortopedia e
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Traumatologia da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo (Anexo

B).

4.4 Custos

O estudo ndo contou com auxilio financeiro de nenhum 6rgédo de fomento
a pesquisa. O tratamento dos pacientes foi custeado com verba propria do
hospital, proveniente do SUS. O material necessario para obtencdo do DNA e
determinacao dos gendtipos da populacao estudada foi pago com verba regular
do Departamento de Biologia Celular da Universidade Federal do Parana. Os

pesquisadores nao apresentam conflito de interesses.

45 Riscos

N&o houve risco para a saude dos pacientes ou pesquisadores relativos a

pesquisa cientifica.

4.6 Variaveis analisadas

Foram coletados apos a assinatura do termo de consentimento informado,

por meio de um guia padronizado pelos pesquisadores, 0s seguintes dados dos

pacientes (Anexo C):
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4.7

Idade;

Sexo;

Raca conforme a orientagdo do Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE), exposta no sitio http://www.ibge.gov.br;

Lado dominante;

Lado acometido;

Comorbidades clinicas;

Mecanismo de trauma e tipo de trauma (baixa’® e alta energia®°);
Tempo de imobilizacdo total do cotovelo, se realizada;

Tipo de tratamento realizado, cirdrgico ou ndo cirdrgico;

Duracao do tratamento fisioterapico;

Se houver fratura: simples x cominutiva®.

Obtencao de DNA

O DNA dos pacientes foi obtido a partir de células epiteliais da mucosa

bucal, através de um bochecho com 3 ml de solugcéo autoclavada de glicose a

3% (concentracdo isomolar com a saliva) durante 2 minutos. Nessa solucao

foram adicionados 1 ml de solugdo TNE (10 MM Tris pH 8, 150 MM NaCl e 2 mM

EDTA). Para a suspensdo das células, foi acrescido 1,3 ml de solucédo de

extracao (Tris-Cla 10 mM, (pH 7,8), EDTA a5 mM e SDS a 0,5%) e as amostras

foram congeladas a -20°C até o momento de extragdo do DNA.
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4.8 Extracdo de DNA

O estudo do polimorfismo genético foi realizado no Departamento de
Biologia Celular da Universidade do Parand conforme protocolo de Aidar e
Line®. O grupo de pesquisadores que fez a andlise genética do material
coletado néo tinha conhecimento de qual grupo o paciente fazia parte.

Depois de descongeladas, as amostras foram incubadas por 16 horas com
20 mg/mL de proteinase K (Sigma Chemical Co., St Louis, USA) a 56°C. Foi
adicionado 500 ul de solucdo de Acetato de Amoénio 10mM com EDTA 1mM e
turbilhonado por 5 segundos. ApGs centrifugacdo a 170000 g por 10 minutos, o
sobrenadante foi coletado e adicionado 540 ul de isopropanol para cada 900 ul
da solucdo contendo DNA. Apds nova centrifugacdo, o sobrenadante foi
submetido a lavagem com etanol a 70% e seco por 15 minutos a 37°C. O DNA
foi ressuspenso em 100 ul de tampéo TE (Tris-Cl a 10 mM (pH 7,8), EDTAa 1
mM) em temperatura ambiente por 3 horas. A concentragdo do DNA gendémico
de cada amostra foi mensurada com o auxilio de um quantificador de DNA
Nanodrop® (ThermoFisher Scientific Incorporation, Waltham, Massachusetts,

USA) e sua pureza estimada pela razao de densidade 6ptica 260/280.

4.9 Reacdo de PCR

PCR (Polimerase Chain Reaction) foi utilizada para amplificacdo dos
fragmentos das regides reguladoras dos genes da MMP-1 e MMP-13. Os

fragmentos amplificados foram submetidos a digestéo por enzimas de restricdo
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para gerar fragmentos menores (RFLP - Restriction Fragment Length
Polymorphism). 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 acido borico e 2 mM de EDTA). Os géis
foram submetidos a uma corrente elétrica de 15 mA, sendo o tempo de corrida
variavel de acordo com o tamanho do fragmento. Os oligonucleotideos
iniciadores, a temperatura e o tempo de anelamento (amplificagdo) estao

descritos na Tabela 1.

Tabela 1 — Informacgdes sobre as condi¢cbes da técnica de Reacdo em Cadeia
de Polimerase

Temperatura
SNP Oligonucleotideos Iniciadores e Tempo de
Anelamento
MMP-1 F*: TCGTGAGAATGTCTTCCCATT 55°C
(rs1799750) R**: TCTTGGATTGATTTGAGATAAGTGAAATC 30s
MMP-13 F*: GATACGTTCTTACAGAAGGC 50°C
(rs2252070) R**: ACAAATCATCTTCATCACC Im

°C: graus Celsius; s: segundos; m: minuto; F: oligonucleotideo iniciador direto; MMP-1.
metaloproteinase da matriz-1; MMP-13: metaloproteinase da matriz-13;
R: oligonucleotideo iniciador reverso; SNP: polimorfismo de nucleotideo Unico.

4.10 Determinagdo do genotipo

Os fragmentos amplificados foram submetidos a digestao por enzimas de
restricdo para gerar fragmentos menores pela técnica de Polimorfismo no
Comprimento de Fragmentos de Restricdo. A digestdo foi realizada com o

volume final de 15 pl, por 16 horas a 37°C.
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O polimorfismo do gene da MMP-1 na posi¢éo -1607 foi caracterizado pela
insercéo de uma base guanina (G), criando dois alelos diferentes (1G ou 2G). O
alelo 2G esta relacionado com o aumento da expressao desse gene. A enzima
de restricdo Xmnl reconheceu o alelo 1G e na presenca deste o produto de PCR
(118 pares de bases) e digeriu em duas partes (89 e 29 pares de bases). O alelo
2G néo foi digerido por essa enzima de restricdo, permanecendo como uma
banda de DNA de 118 pares de bases. O polimorfismo do gene da MMP-13 na
posicao -77 foi caracterizado por uma troca de adenina (A) por guanina (G),
criando dois alelos diferentes (A ou G). Esse polimorfismo esteve associado a
uma alteracéo da atividade de transcricao: o alelo A tem aproximadamente duas

vezes mais atividade de transcri¢cdo, do que o alelo G (Tabela 2).

Tabela 2 — Informacgdes sobre a representacao dos alelos

SNP RFLP Pb PCR - RFLP
MMP-1 Xmnl/Pdml 118 (Alelo 2G)
(rs1799750) 37° 89 + 29 (Alelo G)
MMP-13 Bsrl 445 (Alelo A)
(rs2252070) 65°C 197 + 248 (Alelo G)

SNP: polimorfismo de nucleotideo Unico; MMP-1: metaloproteinase da matriz-1; MMP-
13: metaloproteinase da matriz-13; RFLP: polimorfismo do comprimento do fragmento
de restricdo; Pb PCR - RFLP: pares de base das sequéncias amplificadas e digeridas
em reacdo de cadeia da polimerase; Xmnl/Pdml/Bsrl: enzimas.

4.11 Eletroforese

As sequéncias amplificadas (PCR) e digeridas (RFLP) foram analisadas

por eletroforese em gel horizontal de agarose 5% e tampéo TBE (89 mM de Tris-
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Borato, 89 mM de &cido bdrico e 2 mM de EDTA), colocadas no interior de uma
cuba de 10 X 10 cm (Uniscience Corporation, Miami, Flérida, USA) e submetidas
a uma corrente elétrica de 100 V; 120 mA e 60 W durante aproximadamente 30
minutos para confirmacgéo da amplificacao (PCR) e de 50 minutos para a corrida
dos produtos da digestdo (RFLP). Foram utilizados, respectivamente, o volume
total de 5 pl dareagcao de PCR e 8 pl da reacédo de RFLP com 1,5 pl do reagente
GelRed® (Biotium Incorporation, Fremont, Califérnia, USA). A visualizagéo foi
feita com transiluminador e a imagem foi capturada utilizando o programa

DigiDoc GED® (DigiDoc Solugdes, Uberlandia, Minas Gerais, Brasil).

412 Céalculo da amostra

O célculo da amostra utilizou um nivel de significancia de 5% e um poder
de 80%. Até o presente momento, ndo h& estudos sobre a relacdo do
polimorfismo genético das MMPs e a rigidez pds-traumética do cotovelo.
Utilizando a taxa de 25% do alelo 2G da MMP-1 no grupo controle e uma
diferenca esperada de 53% entre os grupos, foram necessarios 32 individuos na
amostra total. Esses numeros basearam-se em uma publicacdo de Godoy-
Santos et al.%’, que estudaram a associacdo do polimorfismo genético da MMP-
1 com a tendinopatia do tendao tibial posterior e encontraram no grupo controle
25% do alelo 2G, enquanto no grupo de casos esse alelo esteve presente em

78% dos pacientes.
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4.13 Anéalise estatistica

Submetemos as variaveis continuas a avaliagdo da normalidade, através
do teste de Kolmogorov-Smirnov, e da homogeneidade, através do teste de
Levene. As variaveis continuas estédo apresentadas por médias e desvio padrao,
enguanto as categoéricas em valor absoluto e percentual.

A comparacao entre 0os casos e controles, no que diz respeito as diferentes
variaveis, foi realizada pelos testes de Chi-quadrado ou exato de Fisher, nas
variaveis categoricas. Nas variaveis continuas, pelo teste T de Student, foi
verificado se ha distribuicdo paramétrica dos dados ou Wilcoxon se ndo
paramétrica.

Foi avaliada a diferenca da frequéncia dos alelos e genoétipos das MMP-1
e 13 nos individuos com rigidez pés-traumética do cotovelo e controles pelo teste
Chi-quadrado.

O programa ARLEQUIN v. 2.083 foi utilizado para a analise do equilibrio de
Hardy-Weinberg na populacdo estudada.

Utilizamos para andlise dos dados o programa SPSS versao 21.0 (SPSS

Inc, Chicago, lllinois) e nivel de significancia de 5%.
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5 RESULTADOS

Avaliamos 32 pacientes, sendo 20 com rigidez pés-trauméatica do cotovelo
e 12 sem rigidez. N&o tivemos perdas de amostra durante a extracdo e
genotipagem do DNA. Os casos e controles tinham média de idade de 39,3 + 11
e 47,4 + 12,6, respectivamente (p = 0,068). Quanto ao género, o grupo de casos
foi formado por 14 pacientes (70%) do sexo masculino, enquanto no grupo
controle tivemos seis homens e seis mulheres (p = 0,258). Em relacao a etnia, a
raca branca teve maior incidéncia no grupo caso e controle (p = 0,566).

Observamos, também, que o lado dominante foi afetado em metade dos
pacientes do grupo de casos e 58,3% dos controles (p = 0,647).

No grupo controle, oito pacientes tiveram traumas de baixa energia e 4
pacientes de alta energia que se dividram em quedas (7), acidentes
motociclisticos (2), acidente de bicicleta (1), acidente com skate (1) e acidente
de carro (1). E no grupo de casos, foram 8 pacientes com acidentes de baixa
energia, e doze pacientes com acidentes de alta energia (p = 0,273) que se
distribuiram entre quedas (13), acidentes motociclisticos (3), acidentes de
bicicleta (2), acidentes com skate (2) e atropelamento (1).

Também identificamos a presenca ou nédo de fraturas associadas ao
trauma, e dividimos estas em simples e cominutiva. No grupo que evoluiu com
rigidez foram diagnosticadas seis fraturas cominutivas e nove fraturas com trago
simples. Cinco pacientes sofreram luxacdo simples do cotovelo sem fratura
associada. Ja no grupo sem rigidez, obtivemos oito fraturas com traco simples,

trés fraturas cominutivas e uma luxacao simples do cotovelo.
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Quanto & imobilizacdo, o periodo médio que os pacientes permaneceram
imobilizados foi de 15,7 + 10,7 dias nos casos e 7 + 6,9 dias no grupo sem rigidez
do cotovelo (p = 0,017).

Apenas cinco pacientes do grupo com rigidez pés-traumatica do cotovelo
tinham doencas associadas como diabetes mellitus, hipotireoidismo e
hipertensdo arterial. No grupo dos controles, quatro pacientes tinham
comorbidades como hipertensao arterial, diabetes mellitus, cancer de tireoide
tratado e fibromialgia (p = 0,695). As caracteristicas gerais da amostra podem
ser observadas na Tabela 3.

A distribuicdo dos genotipos dos participantes do estudo estava em

equilibrio de Hardy—Weinberg®“.
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Tabela 3 — Caracteristicas gerais dos pacientes

Casos Controle p -valor

(n =20) (n=12)
Sexo, n (%)
Masculino 14 (70) 6 (50) 0,258
Feminino 6 (30) 6 (50)
Idade, anos (média + DP) 39,3+11 474+126 0,068
Raca, n (%)
Branca 10 (50) 6 (50)
Parda 9 (45) 3 (25) 0,566
Negra 1(5) 1(8,3)
Amarela 0 2 (16,7)
Lado dominante acometido, n (%)
Sim 10 (50) 7 (58,3) 0,647
N&o 10 (50) 5(41,7)
Lado acometido, n (%)
Esquerdo 10 (50) 5141,7) 0,798
Direito 9 (45) 7 (58,3)
Bilateral 1(5) 0
Tempo de imobilizagdo, dias (média + DP) 15,7 £ 10,7 6,9+7 0,017
Tipo de trauma, n (%)
Baixa energia 8 (40) 8 (66,7) 0,273
Alta energia 12 (60) 4(33,3)
Fraturas simples 9 (45) 8 (66,7) 0,398
Fraturas cominutivas 6 (30) 3 (25)
Luxacgbes 5 (25) 1(8,3)
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Tipo de tratamento, n (%)
N&o cirtrgico 11 (55) 8 (66,7) 0,713
Ciruargico 9 (45) 4 (33,3)
Reabilitacdo, semanas (média + DP) 38,8+ 32,6 16 £+ 21 0,04
Comorbidades, n (%)
Sim 5 (25) 4 (33,3) 0,695

N&o 15 (75) 8 (66,7)

DP: desvio padrao; n: nUmero de pacientes; p: nivel de significancia

5.1 Eletroforese

Na eletroforese, o alelo 2G da MMP-1 foi representado por uma banda de
DNA de 118 pares de bases, o0 alelo 1G por uma banda de DNA de 89 pares de
bases, enquanto o heterozigoto apresentou uma combinacéo de ambos os alelos
(118 e 89 pares de bases) (Figura 1). Durante a eletroforese, a banda com 29

pares de bases do alelo 1G saia do gel.
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Figura 1 — Imagem do gel de eletroforese com os padrbes de banda dos genétipos,
apos digestdo enzimatica, corados com GelRed® para MMP-1 na posi¢céao
-1607 1G>2G (rs1799750)

Por sua vez, o alelo A da MMP-13 foi representado por uma banda de DNA
de 445 pares de bases, e 0 alelo G foi representado pelas bandas de DNA de
248 e 197 pares de bases, enquanto o heterozigoto apresentou uma combinacao

de ambos os alelos (bandas de 445, 248 e 197 pares de bases) (Figura 2).

Figura 2 — Imagem do gel de eletroforese com os padrdes de banda dos gendtipos,
apos digestédo enziméatica, corados com GelRed® para MMP-13 na posi¢ao
-77 A>G (rs2252070)

5.2 MMP-1

Para o polimorfismo genético da MMP-1 na posicdo -1607 G>2G
(rs1799750), observamos que o alelo 1G foi mais frequente nos dois grupos com

taxa de 79,2% e 65%, respectivamente (p = 0,497) (Tabela 4).
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Em relag@o aos gendtipos, observamos que os genotipos 1G/2G e 2G/2G,
estiveram presentes em 65% dos pacientes no grupo com rigidez (p = 0,599).
Contudo, ndo encontramos diferenca significativa na frequéncia dos genétipos e

alelos entre os grupos de casos e controles.

5.3 MMP-13

Observamos que no polimorfismo genético da MMP-13 na posicéo -77 A>G
(rs2252070), que os alelos A e G também ndo demonstraram diferenca
significativa na frequéncia (p = 0,289). O alelo A esteve mais frequente em
ambos os grupos na taxa de 75% nos casos e 62,5% nos controles (Tabela 4).

Também ndo houve diferenca significativa na frequéncia dos genétipos (p
= 0,491). No grupo controle, o genétipo A/A foi achado com uma frequéncia de
33,3%, 0 A/G de 58,3% e 0 G/G de 8,3%. E no grupo de casos esta taxa foi de

55%, 40% e 5%, respectivamente.
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Tabela 4 — Frequéncia do polimorfismo genético nas MMP-1 (rs1799750) e
MMP-13 (rs2252070) nos grupos de casos e controles

Gene SNPs Casos Controles p - valor
Alelo, n(%) n=40 n=24
1G 26 (65) 19 (79,2) 0,497
2G 14 (35) 7 (20,8)

MMP-1  Genotipo, n(%) n =20 n=12
1G/1G 7 (35) 6 (50) 0,599
1G/2G 12 (60) 5 (41,7)
2G/2G 1 (5) 1(8.3)
Alelo, n(%) n =40 n=24
A 30 (75) 15 (62,5) 0,289
G 10 (25) 9 (37,5)

MMP-13 Genodtipo, n(%) n=20 n=12
AlA 11 (55) 4 (33,3) 0,491
AIG 8 (40) 7 (58,3)
G/IG 1(5) 1(8,3)

P: Desvio Padrao; n: nimero de pacientes.
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6 DISCUSSAO

O interesse na relagdo entre a influéncia genética e a rigidez articular tem
aumentado recentemente. Rodrigues et al.”” mostraram que o polimorfismo das
regides promotoras dos genes das metaloproteinases MMP-1 (-1607)
(rs1799750) e MMP-13 (-77) (rs2252070) estdo relacionados a doenca de
Dupuytren. O aumento da atividade de transcricdo genética causada por esses
polimorfismos parece elevar a expressao tecidual das MMPs nos pacientes e,
com isso, intensificar a degradacdo e producdo do colageno na matriz
extracelular.

Em outra doencga com fisiopatologia semelhante como a capsulite adesiva
do ombro, Cui et al.8® sugeriram que as MMPs podem ser as responsaveis pelas
alteracdes fibréticas da doenca, particularmente, no que diz respeito ao distlrbio
do equilibrio entre TGF-B1 e MMPs, que contribui para o0 aumento da expressao
do colageno tipo | e Il, aumento da fibrose e consequentemente espessamento
e contratura da capsula articular do ombro. Ainda em relagédo a capsulite adesiva
do ombro, Cohen et al.”> comprovaram que o polimorfismo genético da MMP-
13 é um fator de risco independente, e que individuos com maior expressao
génica dessa metaloproteinase teriam maior disposi¢céo a desenvolver a doenca.

Hildebrand et al.?6, em uma publicacdo sobre contraturas pés-traumaticas
do cotovelo, verificaram que o numero de miofibroblastos nas céapsulas
contraturadas era 4 a 5 vezes maior em comparagcdo com as capsulas sem
rigidez, e os niveis de RNA mensageiro para MMP-1 e 13 também estavam

significativamente aumentados. Além disso, 0s autores encontraram aumento da
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renovagdo do colageno nas capsulas articulares desses pacientes quando
comparadas com os tecidos semelhantes obtidos de doadores pareados livres
de contraturas do cotovelo.

Em nosso estudo, o polimorfismo genético das metaloproteinases 1
(rs1799750) e 13 (rs2252070) ndo esteve associado com a rigidez poés-
traumética do cotovelo. Na avaliagdo dos polimorfismos estudados, nédo foi
possivel encontrar diferenca estatisticamente significativa na frequéncia dos
alelos e gendtipos do grupo de casos e controles das duas metaloproteinases
estudadas. Mostramos também que fatores como o género, raca, idade, lado
dominante, lateralidade, energia do trauma, tipo de tratamento, duracdo da
reabilitacdo e comorbidades ndo estiveram relacionados ao aumento da
incidéncia de rigidez do cotovelo pds-traumatica.

Como ndo encontramos associacdo direta entre o polimorfismo genético
das MMP-1 e 13 com a rigidez poés-traumatica do cotovelo, acreditamos que o
aumento das metaloproteinases nesses pacientes esteja relacionado a outras
causas biolégicas decorrentes do trauma e ndo a influéncia genética.

A expressao da maioria das MMPs é controlada ao nivel da transcrigdo do
DNA, na qual o polimorfismo genético exerceria influéncia direta. No entanto, foi
demonstrado o papel de varios fatores externos que afetam tanto a ativacao
transcricional quanto a pos-transcricional das MMPs. Esses fatores incluem
citocinas inflamatorias, hormonios e fatores de crescimento (TGF-3, EGFR, TNF-
a, IL-1B)86-88,

Em resposta ao trauma no cotovelo, sdo secretados neuropeptideos, pelo
estimulo nociceptivo no ganglio dorsal, que estimulam a ativacdo dos mastocitos

e a proliferacao dos fibroblastos, ao mesmo tempo que reduz a apoptose dos
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miofibroblastos. Os miofibroblastos sao fibroblastos modificados com
propriedades contrateis que se caracterizam pela expressao de uma proteina a-
SMA, que em condi¢Bes normais de reparacao tecidual sdo responsaveis pela
contracdo da MEC e producdo de colageno. Dessa forma, a persisténcia na
ativacdo do "eixo neuropeptideos-mastocitos-miofibroblastos” promove
hiperplasia celular na capsula articular do cotovelo que resulta em encurtamento
da MEC e deposicdo excessiva de colageno.

Com base nos estudos de Hildebrand et al.8?, nas capsulas
contraturadas, foi encontrado um aumento da quantidade de mastdcitos
ativados, que através de mediadores indutores intracelulares, tais como os
fatores de crescimento (TGF-1), ativam os miofibroblastos e alteram o equilibrio
do sistema de metaloproteinases da matriz e a sintese de colageno, levando ao
aumento da celularidade e fibrose do colageno.

O equilibrio da MEC ¢é garantido por ritmos iguais de deposi¢ao e retirada
do colageno, esta ultima atividade é mediada pelas MMPs. Um desbalango pode
levar, quando predomina a retirada, aos quadros de tendinopatias e roturas,
como a do tendao tibial posterior®” e a do manguito rotador do ombro®8. Quando
predomina a deposi¢ao, podemos observar os processos fibréticos como a
doenca de Dupuytren®%889 a capsulite adesiva do ombro’>7? e a rigidez do
cotovelo®2L,

Por outro lado, em nosso trabalho, a imobilizacdo prolongada esteve
relacionada a rigidez poés-traumatica. Relatamos um periodo médio de
imobilizacdo de 15 dias, prévio ao tratamento definitivo, que se comparado ao

grupo controle demonstrou ser um periodo duas vezes maior (p = 0,017).
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Sabe-se que imobilizagdo articular prolongada resulta em numerosos
disturbios fisicos e bioquimicos dentro e ao redor das estruturas articulares,
incluindo erosdes da cartilagem articular, diminuicdo do contetdo articular de
proteoglicanos, alteracdes das fibras de colageno e aderéncias sinoviais®:°°. O
tempo ideal de imobilizacdo para cicatrizagcdo e 0 momento correto para iniciar o
ganho de arco de movimento sdo pontos criticos no tratamento das lesdes do
cotovelo.

Schollmeier et al.% descreveram alteracdes estruturais que ocorrem na
capsula articular com a imobilizacdo prolongada em modelos caninos. A
diminuicdo da capacidade volumétrica da articulacdo e o comprometimento do
movimento em conjunto com a formacdo de aderéncia mostraram que a
imobilizacdo favoreceu a contratura da capsula e reduziu a capacidade
volumétrica da articulacgao.

Da mesma forma, Trudel et al.®? avaliaram, em modelo animal, a
capacidade de recuperacdo do arco de movimento apds periodos de
imobilizag&o articular e demonstraram que intervalos inferiores a duas semanas
causaram contraturas principalmente devido a limitacdo muscular, podendo ser
reversiveis com remobilizacdo espontanea. Porém, quando imobilizadas por
guatro ou mais semanas, as estruturas articulares contribuiram para a limitacédo
do arco de movimento e as contraturas resultantes foram irreversiveis.

Este trabalho possui algumas limitacdes. O niamero de participantes do
estudo é pequeno para um estudo genético, tomamos como base para o calculo
da amostra a publicacdo de Godoy-Santos et al.>” que estudaram a associacéo
do polimorfismo genético da MMP-1 com a tendinopatia do tendao tibial

posterior. Entretanto, a rigidez do cotovelo € uma afec¢cdo pouco comum em um
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grupo especifico de pacientes. Notamos que 0s pacientes que evoluiram sem
rigidez deixaram de fazer acompanhamento ambulatorial e, em contrapartida, os
pacientes com rigidez que faziam consultas de rotina eram poucos.

O poder do estudo foi de 21,2% para avaliacdo do polimorfismo da MMP-1
e de 18,8% para a MMP-13. Com esses valores baixos, ndo podemos refutar
completamente a hip6tese que os polimorfismos abordados possam influenciar
no desenvolvimento da rigidez do cotovelo. Além disso, selecionamos um grupo
de pacientes muito heterogéneo no que diz respeito a idade, tipo de fratura e
tipos de tratamento. A desvantagem nisso é a auséncia de pareamento entre 0s
pacientes dos grupos, o que aumenta a possibilidade de viés de confuséo.

Por outro lado, este trabalho é o primeiro estudo da literatura nacional
abordando a associacdo do polimorfismo genético das metaloproteinases da
matriz com a rigidez poOs-traumatica do cotovelo, e entendemos que seja
necessario uma investigagcdo em maior escala, buscando decifrar se realmente
ha influéncia genética na patologia e com isso desenvolver formas alternativas
de tratamento nos pacientes mais susceptiveis.

Acreditamos que a compreensdo do processo fisiopatoldgico e dos fatores
envolvidos no desenvolvimento da contratura do cotovelo pés-traumatica é
fundamental para avaliar os efeitos dos tratamentos atuais, descobrir novos
métodos de tratamento como medicamentos inibidores das metaloproteinases e

da deposicao excessiva de colageno e relaciona-los com o risco genético.
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7 CONCLUSAO

Os polimorfismos genéticos da MMP-1  na posicdo -1607 G>2G
(rs1799750) e da MMP-13 na posi¢ao -77 A>G (rs2252070) ndo estiveram
associados a rigidez articular pés-traumatica do cotovelo.

Dentre os fatores de risco para a ocorréncia da doenca, a imobilizacao
prolongada demonstrou exercer maior influéncia na rigidez articular apos o

trauma.
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Anexo A — Aprovacdo pela Comissdo de Etica para Andlise de Projetos de
Pesquisa do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da

Universidade de Sao Paulo

dand USP - HOSPITAL DAS
\ CLINICAS DA FACULDADE DE %""""’""‘"M .
- MEDICINA DA UNIVERSIDADE

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Associagdo entre o polimorfismo genético das metaloproteinases 1 & 13 e a rigidez
articular pos-traumatica do cotovelo

Pesquisador: ARNALDO AMADC FERREIRA NETC

Area Tematica:

Versdo: 1

CAAE: 62291416.0.0000.0068

Instituigdo Proponente: HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINADAUS P
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Mumero do Parecer: 1.867.709

Apresentagdo do Projeto:

Trata-se de um ensaio clinico com 48 pacientes com afecedes traumaticas no cotovelo do Grupo de Ombro
e Cotovelo do Instituto de Ortopedia e Traumatologia do Hospital das Clinicas da Universidade de S8o
Paulo que serdo divididos em;

Grupo teste — pacientes com histérico de trauma no cotovelo que evoluiram com rigidez articular sem
melhora apos 6 meses de tratamento fizioterapico;

Grupo controle — pacientes com historico de trauma no cotovelo e apos 6 meses do evento traumatico
evoluiram com arco de movimento funcional.

Serdo obtidas algumas informacdes como; |dade; Sexo ;Raca; Profissio; Lado dominants; Lado acometido;
Comorbidades Clinicas; Mecanismo de trauma e tipe de trauma; Tempoe de imobilizagdo do cotovelo, se
realizada; Tipo de tratamento realizado, cirirgico ou ndo cinirgico; Intervalo entre o trauma e o tratamento
cinirgico, se houver,Realizagdo de tratamento fisioterapico: tempo e frequéncia das sesses; Se houver
fratura-L ocalizacdo: intra ou extrarticular; Tipo de fratura (Classificaggo AQ /OTA); Desvie mensurado em mm.
Os paciente far8o coleta de amostra de DNA a partir de células epiteliais da mucosa bucal, através de um
bochecho com 3 ml de solugdo autoclavada de glicose a 3% (concentragdo isomolar com a saliva) durante 2
minutos.

Serdo inclusos no estudo:Pacientes com historia prévia de trauma que evoluiu com rigidez articular

Enderego:  Rua Owvidic Pires de Campos, 225 5% andar

Baimro: Cengueira Cesar CEP: [5.403-010
UF: 5P Munigipio: SAQ PAULOD
Telefone: (11)26581-7585 Fax: (11)2861-7335 E-mail: cappesq admignhe fmousp br
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no cotovelo; Pacientes com fratura prévia do cotovelo consolidada, incluindo o tergo distal do dmero,
extremidade proximal da ulna, extremidade proximal do radio, tratados tanto de modo cirdrgico, como ndo
cinirgico; Pacientes com arco de movimento de flexo — extensdo < 100° ou déficit de extensdo = 30° ou
flex@o = 130% Mais de 6 meses do frauma inicial; Pacientes com maturidade esquelética; Ter realizado
fisioterapia prévia por no minimo 4 meses.

Serdo excluides do estudo:Presenga de pseudoatrose da fratura prévia; Blogueio articular, com arco de
movimento igual a 0%, Presenga de consolidagdo viciosa da superficie arficular distal do dmero e proximal da
ulna; Ostecartrose grave do cotovelo (Tipo Il & 1Il segunda a classificagdio de Rettig e Hastings), Lesdo
neurclégica do membro; Infecgdo ativa; Infecgdo prévia no cotovelo; Incengruéneia dmero-ulnar; Ossificacio
heterotopica;Doencas sistémicas auto-imunes (Ex.: lipus, artrite reumatoide, psoriase articular, etc);
Presenga de material de sintese intra-articular; Doenca mental ou incapacidade para compreender os
termos do trabalho, Antecedente de traumatisme crénio-encefilico, Uso de imobilizag@o no cotovelo por
tempao maior que 1 més.

Objetivo da Pesquisa:

Avaliar a relagdo dos polimarfismos na regido promotora dos genss das MMPs 1 & 13 e a rigidez articular
pos-traumdtica do cotovelo.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

O autores informam que ndo ha risco para a salde dos pacientes ou pesquisadores relativosa esta
pesquiza cientifica. E que o estudo de determinados padrdes genéticoz que aumentam a atividade das
MMPs, poderia ajudar no entendimento da génese da rigidez do cotovelo, identificar individuos suscetiveis e
colaboraria no planejamento pré-operaténo e desenvolvimento de novos medicamentos para o

fratamento de tais lesbes.

Comentarios & Consideragies sobre a Pesquisa:
O estudo & relevante e inovador pois permitira uma melhor compreensdoe sobre a génese da rigidez de
cotovelo.

Consideragies sobre os Termos de apresentagio obrigatdria:

Esta claro e bem redigido. Informa adequadamente ac participante da pesquisa seus cohjetivos,
procedimentos e riscos. e garante liberdade de participacdo.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Nenhuma.
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Bairro: Cerqueira Cesar CEP: 05403010
UF: P Municipio: SAQ PAULO
Telefone:  (11)2661-7585 Fax: (11)2861-7585 E-mail: cappesq admi@he fm.usp.br
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Consideragies Finais a critério do CEP:

Em conformidade com a Resolugio CNS n® 466/12 — cabe ao pesguisador: a) dessnvolver o projeto
conforme delineado; b) elaborar & apresentar relatérios parciais e final; c)apresentar dados solicitados pelo
CEP, a qualgquer momento; d) manter em arquivo sob sua guarda, por 5 anos da pesquisa, contendo fichas
individuais & todos os demais documentos recomendados pelo CEP; &) encaminhar ¢s resultados para
publicagde, com os devidos créditos aos pesquisadores associades e ao pessocal téenico participante do
projeto; f) justificar perante ao CEP interrupgdo do projeto ou a néo publicagdo dos resultados.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagio
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 23/11/2018 Aceito
do Projeto ROJETO 738613 .pdf 08:38:06
Declaragdo de Gustavo_cantaanuencia. pdf 23112016 |ARNALDOD AMADC Aceito
Instituigdo e 0B8:00:37 (FERREIRA NETO
Infraestrutura
Outros Gustavo_CadastroDaPesquisa1230.pdf | 2712016 |ARNALDO AMADOC Aceito

16:38:36  |FERREIRA NETO
Folha de Rosto Gustavo_folhadercsto_pdf 2TMIN201E6 | ARNALDO AMADO Aceito
16:37:10 |FERREIRA NETO
TCLE / Termes de | Gustavo_mestrado_tcle.docx 22092016 | ARMALDO AMADC Aceito
Assentimento / 20:05:10 |FERREIRA NETO
Justificativa de
Augéncia
Projeto Detalhado /| Gustavo_mestrado_projeto.docx 22092016 |ARMNALDD AMADC Aceito
Brochura 20:03:39 |FERREIRA NETCQ
Investigador
Situagao do Parecer:
Aprovado
Mecessita Apreciagio da CONEP:
MNao

SAO PAULO, 15 de Dezembro de 2016

Assinado por:
ALFREDO JOSE MANSUR
(Coordenador)

Enderego:  Rua Owidio Pires de Campos, 225 5° andar

Bairro: Cerqueira Cesar CEP: 05403010
UF: 5P Municipio:  SA0 PAULD
Telefone:  (11)2661-7585 Fax: (11)2861-7585 E-mail: cappesq admi@he fm.usp br
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Anexo B — Carta de Anuéncia USP — UFPR
UFPR
Ministério da Educacao - - .

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA Bioldgicas
Setor de Ciéncias Bioldgicas ve, @%%%, °°%, @°°

Departamente de Biologia Celular ® - “osge® *
UNIVERBIDAGE FEDERAL DO PARANA o “ra0 ®s0 %

Curitiba, 03 de outubro de 2016.
A CoordenagZio do Programa de P6s-Graduagdio em Ortopedia e Traumatologia

Faculdade de Medicina da Universidade de SzZo Paulo

Declaro para os devidos fins que o Setor de Ciencias Biolégicas da Universidade
Federal do Parana esta de concordo com as etapas previstas para serem realizadas junto
2o Depto. Biclogia Celular com coordenacgdio da Profa. Dra Maria Cristina Leme Godoy
dos Santos, relativas ao Projeto de Pesquisa intitulade "Associag#io entre o polimorfismo
genético das rnetaloproteinases 1 e 13 e a rigidez ariicular pos-traumatica do cotovelo™

proposto como projeto do aluno de mestrado Gustavo de Mello Ribeiro Pinto, orientado

pelo Prof. Dr. Arnaldo Amado Ferreita Neio. Os respestivos procedimentos sfo factiveis

nos prazos exigidos desde qué€ respeitando o cronograma proposto.
O Setor de Cigficias Bioldogicas — Universidadg Federal do Parana também
oferecerda como recursos de contrapartida para o desepiolvimento do projeto o espago
fisico bem como ¢s equipamentos necessarios para a ¢xecucio da proposta.

Atenciosamente

Prof. Dr. Luiz =rnandes /.
Diretor do Setor Aencias Bioldgicas — UFPR

. ” ;
De acordo: > ,%- S .

Profa Dra Maria Cristina Leme G dos Santos
Depro Biologia Celular - UFPR

Centro Politécnico — Caixa Fostal 15037 — CEP: §1531-890 — Curitiba/PR
Teiefones: (41) 3361-1882 — Fax (41) 3266-2042 — biocel@ufor.br
wwwy.ufpr.br

Gustavo de Mello Ribeiro Pinto



52

Anexos

Anexo C - Questionario de dados dos pacientes

COLETA DE DADOS

Etiqueta do paciente

+ Comerhidades clinicas,

* Mecanismo de trauma e tipo de frauma

=  Tempo de imahbilizacao, do cotoveln

» Tipo de tratamento realizado, cinirgico ou ndo cinirgico

= Intervalo entre o trauma e o tratamento cirlrgico

* [Realizagao de tratamento fisioterapico: tempo g_frequéncia das sessbes

= Se houver fratura: tipo de fratura (simples x cominutiva)
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Apéndice 1 - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

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

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DE IDENTIFICACAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL
LEGAL

DOCUMENTO DE IDENTIDADE N2 Loisniisnasnasiians

SEX0: MOFO

DATA DE NASCIMENTO: .../ e,

ENDERECO: <.c.ocoesesoesossessssssssssssssstststss sttt
BAIRRO: ..cooecrccrmcsissssinss CIDADE e 02 S

DOCUMENTO DE IDENTIDADE N2 Liiisiasnnsians
SEXO: MO FO
DATA DE NASCIMENTO: .../ e,

ENDERECO: <.c.ocoesesoesossessssssssssssssstststss sttt
BAIRRO:.....c.ocecncsrcssess CIDADE s 02 S
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DADOS SOBRE A PESQUISA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA: Associagio entre o polimorfismo
genético das metaloproteinases 1 e 13 e a rigidez articular pés-traumitica do
cotovelo.

2. AVALIACAQ DO RISCO DA PESQUISA: RISCO MINIMO X

RISCO MEDIO O RISCO BAIXO O RISCO MAIOR O

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

. A principal causa de rigidez articular do cotovelo € o trauma da
articulagio. Apos o trauma, inicia o processo de cicatrizagdo dos tecidos
lesionados. Durante esse processo, algumas células produzem substincias
consideradas responsdveis pela rigidez da articulagéo do cotovelo. Porém,
nem todos os pacientes evoluem com rigidez do cotovelo. Por esse motivo, a
possibilidade de causas genéticas para essas lesoes precisa ser estudadae o
objetivo desse estudo € investigar a frequéncia dos genes em paclentes com
diagndstico de rigidez articular do cotovelo apds trauma para verificar a
possivel relacio entre o polimorfismo genético e o desenvolvimento dessa
doenca.

. Esse estudo serd feito com um tnico exame mediante coleta simples
de saliva. Os pacientes selecionados fario bochecho com dgua e agticar e,
em seguida, cuspirio em um recipiente plistico pequeno. A leitura das
informacdes genéticas presentes na saliva € exame de alta tecnologia néio
rotineiro no nosso meio. Nao haverd outros exames ou procedimentos
INVasIvos.

. Nio haveri desconfortos ou riscos na coleta e execucio desse exame.

] Em relaciio aos beneficios para os participantes, nio hd beneficio
direto para o participante; trata-se de estudo experimental testando a
hipotese de que fatores genéticos interfiram na cicatrizagdo da cépsula
articular
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. Com esse estudo, poderemos concluir a presenga de algum beneficio
a0s pacientes.

. Estd garantido o acesso, em qualquer etapa do estudo, aos achados da
pesquisa, ao seu prontudrio e aos profissionais responsavels pela pesquisa
para esclarecimento de eventuais dividas.

. principal investigador responsdvel pelo estudo € o Dr. Gustavo de
Mello Ribeiro Pinto que pode ser encontrado no enderego: Rua Ovidio Pires
de Campos, n® 333, 3° andar - Tgl 2661 - 2486,

. Se vocé tiver alguma consideracdo ou diivida sobre a ética da
pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) a4 Rua
Ovidio Pires de Campos, 225 — 50 andar telefone3069 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 Instituigio.

. E garantido aos participantes o direito de confidencialidade das
informacdes obtidas no estudo, as quais serdo analisadas em conjunto com
as de outros pacientes, nio sendo divulgada a identificacio de nenhum deles.

" E garantido o direito a0s participantes de serem mantidos atualizados
sobre os resultados parciais das pesquisas ou de resultados que sejam do
conhecimento dos pesguisadores.

. Nio ha despesas pessoals para o participante em gqualquer fase do
estudo, incluindo exames e consultas .nem compensagio financeira
relacionada & sua participagdo. Se existir qualquer despesa adicional, ela serd
ahsorvida pelo orcamento da pesquisa.

. Hié compromisso absoluto do pesquisador de utilizar os dados e 0
material coletado somente para esta pesquisa.
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Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informacoes que

1i ou que foram lidas para mim, descrevendo o estudo “Associagio entre o
polimorfismo genético das metaloproteinases 1 e 13 e a rigidez articular
pos-traumitica do cotovelo™.

Eu discuti com o Dr. Gustavo de Mello Ribeiro Pinto sobre a minha decisio
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 participagio € isenta de despesas e que tenho
garantia do acesso a tratamento hospitalar, quando necessario. Concordo,
voluntariamente, em participar deste estudo e poderei retirar 0 meu
consentimento a qualquer momento, antes ou durante 0 mesmo, sem
penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter
adquirido, ou no meu atendimento neste Servico.

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 responsdvel do projeto)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntdria o Consentimento Livre
e Esclarecido deste paciente ou representante legal para a participagio neste
estudo.

Assinatura do responsdvel pelo estudo Data___/ /
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