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RESUMO

O tendao tibial posterior (TTP) é particularmente vulneravel e sua insuficiéncia é
reconhecida como a principal causa do pé plano adquirido do adulto. Alguns
pacientes tém uma predisposicdo sem causa clinicamente reconhecida, sugerindo
gue as caracteristicas individuais, incluindo fatores genéticos, desempenham um
papel importante na tendinopatia. As metaloproteinases da matriz (MMP) séao
enzimas responsaveis por degradar e remodelar o colageno, principal componente
dos tenddes. O objetivo do presente estudo foi investigar a associacdo do
polimorfismo -77 (rs2252070) da MMP-13 isoladamente e em hapl6tipo com o0s
polimorfismos -519 (rs1144393) e -1607 (rs1799750) da MMP-1 e -799 (rs11225395)
da MMP-8 e a predisposi¢cdo a disfuncdo do TTP. A amostra de 200 pacientes
selecionados foi dividida em: grupo teste com 100 pacientes submetidos a
procedimentos cirdrgicos e de diagndstico histopatologico de lesdo degenerativa do
tenddo tibial posterior e grupo controle com 100 pacientes com tendao do tibial
posterior intacto e sem sinais de degeneracdo. O DNA dos voluntarios foi obtido a
partir de células epiteliais da mucosa bucal, por extragdo com acetato de amonio. A
identificacdo dos genotipos foi realizada por PCR e RFLP. A anadlise estatistica dos
resultados foi realizada pelos testes de Mann-Whitney U (idade), Exato de Fisher
(IMC), Regressao logistica multipla, Analise por combinacdo, Chi-quadrado
(frequéncias alélicas e genotipicas) e SNPstats (haplétipos), todos com nivel de
significancia de 5%. Houve uma diferenca significativa nas frequéncias alélicas e
genotipicas entre 0s grupos teste e controle para os polimorfismos -77 da MMP-13, -
519 e -1607 da MMP-1 e -799 da MMP-8. Andlise de haplétipo indicou diferenca
significativa entre os dois grupos estudados. De acordo com nossos resultados o
polimorfismo -77 da MMP-13 isoladamente e em hapl6tipo com polimorfismos -519 e
-1607 da MMP-1 e -799 da MMP-8 esta associado a tendinopatia no tendao do tibial
posterior.

Palavras-chave: MMPs, MMP-1, MMP-8, MMP-13, Metaloproteinases,
Polimorfismos em MMPs, Tendinopatia do Tibial Posterior.



ABSTRACT

Posterior tibial tendon (PTT) is particularly vulnerable and its insufficiency is
recognized as the main cause of adult acquired flatfoot. Some patients have a
predisposition without clinically recognized cause, suggesting that individual
characteristics, including genetic factors, play an important role in tendinopathy. The
matrix metalloproteinases (MMP) are enzymes responsible for degrading and
remodeling the collagen, the main compomente tendons The objective of the present
study is to investigate the association of -77 (rs2252070) matrix metalloproteinase-13
(MMP-13) polymorphism and its haplotypes with -1607 (rs1799750), -519
(rs1144393) MMP-1 and -799 (rs11225395) MMP-8 and risk of PTT dysfunction. The
sample of 200 selected patients was divided into test group: 100 patients undergoing
surgical procedures and pathological diagnosis of degenerative lesions of the
posterior tibial tendon, and control group: 100 patients with posterior tibial tendon
intact and no signs of degeneration. The DNA of the volunteers was obtained from
oral mucosa epithelial cells, by extraction with ammonium acetate. PCR and RFLP
were used for analysis of genotypes. Statistical analysis of results was performed by
Man Whitney U test (age), Fisher's Exact (IMC), multiple logistic regression, analysis
by combining and Chi-squared (allelic and genotype frequency) and SNPstats
(haplotype), test with significance level of 5%. There was a significant difference in
the presence of the different alleles and genotypes between the control group and
test group for the -77 MMP-13,-519 and -1607 MMP-1, -799 MMP-8, polymorphism.
Global haplotype analysis indicated a significant difference between both groups.
According to our results, -77 MMP-13polymorphism isolated and its haplotypes with -
519, -1607 MMP-1 and -799 MMP-8 are associated to tendinopathy in posterior tibial
tendon.

Keywords: MMPs, MMP-1, MMP-8, MMP-13, metalloproteinases, Polymorphisms in
MMPs, Posterior Tibial Tendinopathy.
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1 INTRODUCAO

O tendao tibial posterior esta localizado na face medial do pé, € o inversor
primario do retropé e do complexo articular subtalar, no inicio do desprendimento do
pé do solo durante a fase de apoio do ciclo da marcha. Participa da flexdo plantar do
tornozelo, € o antagonista primario dos tenddes fibulares e o estabilizador dindmico
do arco longitudinal medial do pé (Mann, 1993).

A insuficiéncia do tendao tibial posterior é reconhecida como principal
etiologia do pé plano adquirido do adulto, causando significativa perda funcional, dor
e osteoartrose secundaria das articulacdes do retropé. O melhor entendimento desta
condicdo, durante os Ultimos anos, resulta do aumento expressivo dos estudos
focados nas ciéncias basicas e no conhecimento da fisiopatogenia desta sindrome
clinica.

A literatura demonstra que diversos fatores podem estar associados com a
tendinopatia, entretanto, alguns casos ocorrem sem causas clinicamente
reconhecidas, sugerindo um papel etiolégico importante de fatores intrinsecos do
paciente, entre eles polimorfismos genéticos.

InvestigacBes bioquimicas revelam que o tenddo tibial posterior é
caracteristicamente composto por fibras de colagenas (Gongalves et. al., 2002;
Satomi et. al., 2008).

As metaloproteinases da matriz (MMPs) sdo mediadores importantes na
remodelacdo do coldgeno e desempenham um papel fundamental no controle da
destruicdo tecidual. Entre elas, as colagenases (MMP-1, MMP-8 e MMP-13) sé&o
capazes de modificar uma grande quantidade de proteinas extracelulares e gerar
degradacdo e remodelacéo de tecidos lesados. O estudo de polimorfismos genéticos
funcionais em genes que expressam essas metaloproteinases pode ser importante
para melhor compreenséo do processo de degeneracao tendinosa.

A determinacdo desses padrdes genéticos, em pacientes com tendinopatias
priméarias do tibial posterior, possibilita a identificacdo de individuos com maior risco
de desenvolver essa doenca, bem como aqueles suscetiveis a falha na

regeneracgao.
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Desta forma, marcadores genéticos podem ser identificados, contribuindo
para elaboracéo de estratégias de prevencao e terapéutica individualizadas, visando

identificar tais marcadores e aumentar a taxa de sucesso dos tratamentos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 TENDINOPATIA PRIMARIA DO TENDAO TIBIAL POSTERIOR

Degeneracdes dos tendfes sdo comuns e constituem problema frequente na
pratica médica. Alguns tenddes sdo particularmente vulneraveis e usualmente
apresentam alteracdo degenerativa primaria, tais como: o patelar, o calcaneo, os do
manguito rotador, o do biceps do braco, o tibial posterior, os fibulares e os de
Aquilles (Riley, 2004; Abate et. al., 2009). O tend&o tibial posterior (TTP) esta
localizado na face medial do pé (Figura 1) € particularmente vulneravel a
degeneracéo e sua insuficiéncia é reconhecida como a principal causa do pé plano

adquirido do adulto.

Figura 1- As setas indicam a inser¢do do Tend&o Tibial Posterior, localizado na face medial do pé.
Fonte: RA Mann & M. J. Coughlin. 1993, Mosby, St Louis, ed 6, pp 757-784.

A insuficiéncia do tend&o tibial posterior € trés vezes mais frequente nas
mulheres, especialmente em caucasianas, com sobrepeso e hipertensas, a média
de idade para inicio dos sintomas é 40 anos, apresentando pico de incidéncia aos 55
anos (Deland et. al., 2005). A Figura 2 mostra as caracteristicas clinicas de paciente
com tendinopatia primaria no tibial posterior no pé esquerdo, onde é possivel

observar a perda do arco longitudinal medial do pé, deformidade em plano valgo e
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edema da face medial do pé. Ainda hé relato de dor, alteragdo do padrdo normal da

marcha e perda funcional.

Figura 2- Paciente com Tendinopatia do Tibial Posterior, mostra as caracteristicas clinicas no pé
esquerdo.

Fonte: Departamento de Ortopedia e Traumatologia da Faculdade de Medicina da Universidade de
Séao Paulo (FMUSP).

Diversos fatores etiolégicos sé@o propostos para explicar a sindrome: a
presenca do pé plano congénito (Kettelkamp, 1969; Dyal et. al., 1987; Jahss, 1982;
Mann, 1993; Johnson 1983, 1989; Funk et. al., 1986), o impacto no tunel
osteofibroso (Jahss, 1991), a presenca do 0sso navicular acessorio (Kidner, 1933), a
regido hipovascular do tenddo (Frey et. al., 1990, Holmes e Mann, 1993) e a
demanda mecanica aumentada (Pomeroy et. al.,1999). Entretanto, o0s
conhecimentos dos fatores mecéanicos, vasculares e neurolégicos apresentam
alcance limitado na explicacdo etiolégica de muitos casos (Rolf, 1997; McLauchlan,
2001; Riley, 2004).

Collings e Raleigh (2009) revelam que caracteristicas individuais podem
predispor a lesdes do aparelho locomotor, sugerindo que fatores intrinsecos do
paciente desempenham papel etiol6gico importante. Assim, parece existir um grupo
de individuos com predisposicdo genética para desenvolver doencas do tendao
(Posthumus et. al.,2009a; Collings; Raleigh, 2009).

Investigacdes bioquimicas revelam que o tenddo tibial posterior é
caracteristicamente composto por mais de 95% de fibras de colageno tipo | e
guantidades relativamente pequenas de outros tipos de colageno, como: tipos lll, IV
e V (Goncalves et. al., 2002; Satomi et. al., 2008).
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Uma vez que o tendao tibial posterior € principalmente composto de fibras
colagenas e alteracdes na sua proporcéo e/ou distor¢des da sua arquitetura levam a
tendinopatia, torna-se importante avaliar a participacdo de enzimas relacionadas a

remodelacéo e degradacédo dessas fibras.

2.2 METALOPROTEINASES

As metaloproteinases da matriz (MMPs) sdo mediadores importantes na
remodelacdo do colageno e desempenham um papel fundamental no controle da
destruicdo tecidual, de modo que podem estar relacionadas a patogénese das
tendinopatias. Assim sendo, no intuito de contribuir para melhor elucidar a etiologia
molecular desta importante patologia, torna-se imprescindivel o estudo do controle
de expressédo dos genes relacionados a tais proteases.

As MMPs sao um grupo de enzimas endopeptidases que tém capacidade de
degradar praticamente toda a matriz extracelular, membrana basal e seus
componentes (Birkedal-Hansen et. al., 1993). Portanto, possuem papel importante
na regulacdo da homeostase da matriz extracelular em humanos (Mott, 2004). Estas
proteases sao secretadas pelas células locais (Alberts et.al., 2004), muitas de suas
atividades biolégicas sao exercidas em ambiente extracelular, onde influencia
criticamente o comportamento celular, variando os alvos de degradacdo ou de
atividade proteolitica das moléculas da matriz extracelular, peptideos de fator de
crescimento, citosinas, moléculas de adesdo celular e muitos outros tipos de
receptores e glicoproteinas residentes na superficie celular (Sternlicht e Werb, 2001;
Butler et. al., 2009).

O grupo das MMPs em humanos é composto por 24 genes, com 23 tipos de
MMPs, pois a MMP-23 é codificada por dois genes idénticos (Hadler-Olsen et. al.,
2011). Todos os tipos apresentam similaridades estruturais e funcionais. Os
membros da familia de MMPs foram identificados e tiveram seus nomes descritos
originalmente baseados no conhecimento limitado da preferéncia por substrato
especifico (Sternlicht e Werb, 2001). O sistema de niumeros sequenciais baseado na
ordem de descobrimento foi adotado quando se tornou claro que existiam mais

MMPs do que haviam previsto anteriormente (Woessner & Nagase, 2000).
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Mesmo com nome sequencial numérico as MMPs continuam divididas em
subgrupos baseados em seus substratos primarios: colagenases, gelatinases,
estromelisinas, matrilisinas, MMPs de membrana e outras (Del Buono et. al., 2012;
Nagase et. al., 1999).

A estrutura das metaloproteinases (Figura 3) deriva de um protétipo de trés a
cinco dominios e tem pelo menos, um pré-dominio com regido C terminal rico em
cisteina, que mantém a enzima como um zimégeno inativo até que seja removido
por protedlise, dominio de articulacao rico em Prolinas e um dominio Hemopexina/
Vitronectina, que medeia a interacdo entre a enzima e as TIMPs e associagéo entre
os receptores celulares. (Hadler-Oslen et. al., 2011, Nagase, 2003).

L

C il

zn2+ ~ 4

Pré-dominio (peptideo sinal sinaliza sintese no RER).

€ Pro-dominio {mantém como um zimdgeno inativo, até ser removido por
protedlise) , regido C-terminal com residuos de cisteina interage com o zinco no sitio
catalitico impedindo a atividade proteolitica.

Regido de articulacao (rica em prolinas , ajuda a adaptacao e conformacgdo da enzima).

e Zn Dominio catalitico ligante de metal divalente Z2*, algumas apresentam

fibronectina, esta envolvida na ligagao da gelatina.

Dominio hemopexina ou vitronectina (interacdo destas enzimas
com seus substratos).

Figura 3 — Representacdo geral da estrutura de uma metaloproteinase da Matriz (MMPs), ilustra as
semelhancgas estruturais, variando apenas alguns dominios, que as diferenciam entre si.
Fonte: Adaptado de Hannas, 2007b.

A maioria das MMPs sao sintetizadas e secretadas na forma inativa
(zimégenos); sao convertidas para atividade proteolitica por meio de varios
processos regulatorios (Huntley et. al., 2012), que ocorrerem a nivel transcricional,
traducional e pos traducional (Sternlicht e Werb, 2001). Ainda podem ser reguladas

por interacdao com inibidores proteoliticos, como a a2-macroglobulina (proteina
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plasmética que age como um inibidor de proteases) ou seus inibidores teciduais
especificos (TIMPSs) (Lenglet et. al., 2013).

A ativacdo enzimatica requer a remocao do dominio pro-peptideo por meio
da degradacao por proteases e sua atividade pode ainda ser regulada por citocinas,
hormonios, fatores de crescimento, estresse de cisalhamento ou estresse oxidativo
(Spinale, 2007).

MMPs sdo amplamente distribuidas, mas sua estrutura € bastante
conservada (McGeehan et. al., 1992). Todas elas possuem uma sequéncia génica
com alta taxa de similaridade, sugerindo que foram duplicadas a partir de um gene
ancestral comum. Dos genes das MMPs humanas, oito estdo no cromossomo 11
(Shapiro, 1998). Outros genes que as sintetizam estdo distribuidos entre os
cromossomos 1, 8, 12, 14, 16, 20 e 22 (Shapiro, 1998).

As metaloproteinases desempenham papel relevante em varios processos
de remodelacéo fisioldégica, como no desenvolvimento embrionario, na involugéo
uterina pos-parto, remodelacédo 6ssea, cicatrizacdo de feridas (Woessner, 1991), na
angiogénese (Newby, 2005), na reposicao celular, remielinizacdo e restabelecimento
de conectividade e integridade neurovascular (Huntley et. al., 2012).

Alteracbes nas atividades das MMPs séo relatadas em diversos processos
patolégicos, como na inflamacdo por meio da migracao leucocitaria (Knauper et. al.,
1993), no crescimento e expansao de tumores benignos e metastases (Basset et.
al., 1997, Johnsen et. al., 1998; Egeblad e Werb, 2002; Yang et. al., 2013), nas
neoplasias primérias (Zhou et. al., 2010; Park et. al., 2011; Wu et. al., 2011), cancer
coloretal (Shalaby et. al., 2014; Saeed et. al., 2013), cancer de prostata (Schveigert
et. al.,, 2013), cancer de mama (Saeed et. al., 2013), cancer oral (Pereira et. al.,
2012), ainda em algumas patologias como: colite (Madisch et. al., 2011), na
reabsorcdo Ossea (Okada et. al., 1995), artrite reumatoide (Ye et. al., 2007; Sun et.
al., 2013), osteoartrite (Barlas et. al., 2009), na neuroinflamacéo, isquemia e hipdxia
(Rivera et. al., 2010), na desmielinizacdo (Yong et. al.,, 2005), no traumatismo
cerebral e espinhal, lesdo medular, e degeneracdo neuronal (Zhang et. al., 2010),
cardiomiopatia hipertréfica (Privalova et. al., 2014), doenca arterial coronariana (Wu
et. al., 2013), fibrilag&o atrial persistente (Lombardi et. al., 2011), isquémia cerebral
(Chehaib et. al., 2014; Nie et.al., 2014), formacado de placas na carétida (Li et. al.,
2014; Zu et.al., 2013), diabetes tipo 2 (Singh, 2013), doenca de Parkinson e
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esclerose lateral amiotrofica (He et. al. 2013), periodontite (Pan et. al., 2013) entre

outras.

2.3 COLAGENASES

As colagenases degradam todas as moléculas de colageno, especialmente
colageno fibrilar e incluem MMP-1 ou colagenase-1, MMP-8 ou colagenase-2 e
MMP-13 ou colagenase-3, as quais serao tratadas neste trabalho.

As colagenases tem em sua estrutura um pré-dominio, um pro- dominio (rico
em cisteina), um dominio catalitico (contém ions de zinco no sitio ativo) e um

dominio hemopexina (Hannas, 2007; Nagase et. al., 2006).

2.3.1 MMP-13

As colagenases degradam colagenos fibrilares dos tipos I, I, 1ll, V e XI. A
MMP-13 adicionalmente degrada colagenos tipo IV, IX, X e XIV, a isoforma grande
da tenascina C, a fibronectina, a laminina, agrecano, proteina do nucleo, fibrilina-1 e
inibidores de serina-proteases (Mokone et. al., 2006; Posthumus et. al., 2009a). A
MMP-13 também ativa pro-MMPs latentes. Sua ampla afinidade por diferentes
substratos torna a MMP-13 uma das mais potentes metaloproteinases da
degradacao de matriz extracelular (Saracini et. al., 2012).

As MMP-13 sdo enzimas com 60k Da na forma inativa e 48 kDa na forma
ativa (Sternlicht e Werb, 2001; McQuibban et. al., 2002). Os niveis de pro-formas e
formas ativas de MMPs e sua atividade proteolitica nem sempre séo inferidas pelos
niveis de mRNA; estudos bioquimicos mostraram que MMP-13, entre outras,
possuem niveis abaixo das condicdes basais em humanos adultos (Vecil et. al.,
2000; Jaworski, 2000). A MMP-13 tem uma distribuicdo de tecido limitada e um
padrao altamente regulado de expressdo. A expressdo de MMP-13 ocorre na
camada de revestimento sinovial, células endoteliais vasculares, mondcitos,

osteoblastos e células de cartilagem em tecidos sinoviais reumatoides (lwamoto et.
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al., 2011), e também em células percussoras dos osteoclastos, epitélio sulcular
gengival, fibroblastos gengivais, macréfagos e células plasmaticas (Pirhan et. al.,
20009).

A expressado da MMP-13 foi primeiramente descoberta em céancer de mama
(Pirhan et. al., 2009). Sabe-se que polimorfismos genéticos localizados na regido
promotora dos genes das MMP e podem conduzir a alteracdes na expressao de
proteinas, na sua estrutura, na sua funcéo e pode ser associado a predisposicoes a
vérias doencas (Pirhan et. al., 2009).

O aumento da expressdao de MMP-13 em alguns tecidos esta associado com
0 aumento a susceptibilidade ao cancer (Gao et. al., 2014), a invasao e progressao
de inumeros tumores soélidos em humanos (Egeblad e Werb, 2002), em graves
neoplasias invasivas, como: cancer de pulméo (Gao et.al., 2014; Sanli et. al., 2013),
cancer de mama (Wieczorek et. al., 2012; Saeed, 2013), cancer epitelial do ovario
(Jia et. al., 2010), cancer epitelial na cabeca, pescoco e vulva, no inicio e metastase
de melanomas (Ala-aho, 2004). O aumento de expressao também esta envolvido em
outras doencas como na degeneracéo no tendao de Achilles, do manguito rotador
(Mos, 2007; Lo, 2004, Jones, 2006), na artrite reumatoide (Ye, 2007), doenca arterial
coronariana (Vasku et. al., 2012), doenca da aorta abdominal (Saracini et. al., 2012)

e cérie dental (Tannure et. al., 2012).

2.3.2 OUTRAS COLAGENASES, MMP-1 E MMP-8

A colagenase-1 ou MMP-1, apresenta um proeminente papel na degradacao
especifica do colageno tipo I, 0 maior componente da matriz extracelular e dos
tendbes. A metaloproteinase MMP-1 cliva o colageno | que posteriormente é
degradado por outras enzimas (De Souza e Line, 2002), e desnatura-se formando
gelatina que é degradada pelas gelatinases (MMP-2 e MMP-9) (Cotrim et. al., 2002;
Stamenkovic, 2000).

A MMP-1 é uma enzima com 52 kDa na forma inativa e 41 kDa na forma
ativa que é expressa in vivo em areas de rapida remodelacédo tecidual fisiolégica ou
patolégica (Westermarc e K&ahéari,1999). Ela é expressa em uma ampla variedade de

células normais, como fibroblastos, queratinécitos, células endoteliais, macréfagos,
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condrécitos, osteoblastos e osteoclastos e também em vérias células tumorais
(Brinckerhoff et. al., 2000).

Os substratos ja identificados desta enzima séo os colagenos dos tipos I, I,
I, V, VII, VIII, IX e X, além de agrecano e a2-macroglobulina (Nabeshima et. al.,
2002; Westermarc & Kahari, 1999). Lynch e Matrisian (2002) relatam que além
destes substratos a MMP-1 ainda degrada o colageno tipo Xl, gelatina, entacina,
fibronectina, laminina, tenascina e vitronectina.

Em condicdes fisioldgicas normais, a MMP-1 é expressa em baixos niveis
(Birkedal-Hanssen et. al., 1993); no entanto, sua expressao pode aumentar
significativamente em condi¢cdes patoldgicas. Joseph e colaboradores (2009)
descrevem 0 aumento da expressdo associada com sinais histolégicos de
tendinopatia.

O aumento da expressdo de MMP-1 é associado a Vvérios tipos de
neoplasias, como: cancer colo retal (Woo et. al., 2007; Ji et. al., 2013), cancer de
bexiga (Tasci et. al., 2008; Yan et. al., 2014), carcinoma oral (Shimizu et. al., 2008;
Nishizawa et. al., 2007), carcinoma de nasofaringe (Nasr et. al., 2007) cancer na
laringe (Olejniczak, 2012), cancer no pulméo (Xiao et. al., 2012; Hu et. al., 2013),
cancer de mama (Wieczorek et. al., 2012), tumor no estomago (Dey et. al., 2014),
cancer gastrico (Dedong et. al., 2014), endometriose (Trovo, 2012), doenca arterial
coronariana e obstrutiva periférica (Horne et. al., 2008; Flex et. al., 2007), soltura
precoce de prétese do quadril (Godoy-Santos et. al., 2009), anomalias congénitas do
rim e trato urinario em criancas (Djuric et. al., 2014), pancreatite crénica (Sri et. al.,
2013), prolapso de érgao pélvicos (Skorupski et. al., 2013), artrite reumatoide (Chen
et. al.,, 2012), degeneracdo no tenddo do biceps (Lakemeier, 2010), ruptura de
cordas tendineas na insuficiéncia mitral (Lin et. al., 2013), periodontite cronica (Li et.
al., 2013), ainda, implica em diversas doencas pulmonares em relacdo a estrutura
alveolar (Joos et. al., 2000), asma (Wang et. al., 2010), ruptura e destrui¢cao tecidual
da cavidade pulmonar (Green et. al., 2010; Kuo et. al., 2008), fibrose pulmonar
(Hsieh et. al., 2013) e resposta de cicatrizacdo anormal (Elkington et. al., 2011).

A MMP-8, também chamada de colagenase-2, € uma enzima que pode ser
secretada tanto na forma néo glicosilada de 55 kDa, quanto na forma glicosilada 75
kDa; quando clivada apresenta o peso molecular de 55-65 kDa (Hannas, 2007).
Como a maioria das MMPs, a MMP-8 deve ser ativada antes de exercer suas

funcdes. Essa ativacdo pode ser mediada por espécies reativas de oxigénio (ROS)
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de neutréfilos ativados, ou por uma variedade de proteases como catepsina G,
guimotripsina e diversas MMPs (MMP -3, -7, -10 e -14) (Lenglet et. al., 2013).

A MMP-8 foi primeiramente descoberta como sendo um produto exclusivo de
neutrofilos, mas, subsequentemente, mostrou ser expressa por uma variedade de
outros tipos de células, como: as endoteliais, musculares lisas, macrofagos,
polimorfonucleares, fibroblastos gengivais, queratinécitos, condrdcitos e
odontoblastos (Palosaari et. al., 2000; Prikk et. al.,, 2001; Wabhlgren et. al., 2001;
Pirila et. al., 2003), bem como células de neoplasia bucal (Moilanen et. al., 2002).

Potencialmente a MMP-8 degrada uma variedade de substratos,
particularmente o colageno tipo I, que é clivado com trés vezes mais eficiéncia
comparada a outras colagenases, pois a MMP-8 cliva a molécula de colageno na
posicdo Glu775-1le776, de forma a gerar dois fragmentos que podem ser
degradados por proteases nao especificas (Lenglet et. al., 2013).

MMP-8 é um importante mediador de destruicdo em diversas doencas
inflamatérias e esté relacionada a doencas cardiovasculares (Herman et. al., 2001),
arteriosclerose (Laxton et. al., 2009), arterosclerose caroétida (Djuric et. al., 2011),
vulnerabilidade a placa cardtida (Wang et. al., 2012), bronquiectasia (Sepper et. al.,
1995; Lee et. al.,, 2007), asma (Shimoda et. al., 2013), insuficiéncia pulmonar
(Roderfeld et. al., 2009), melanomas (Vihinen et. al., 2008), neoplasias do sistema
nervoso central (K6hrmann et. al., 2009), cancer de mama (Wieczorek et. al., 2012),
cancer no ovario (Arechavaleta-Velasco et. al., 2014), cicatrizacdo em diabéticos
(Kumar et. al., 2006), falha de implantes osseointegrados dentérios (Costa-Junior et.
al., 2013), periodontite generalizada agressiva (Emingil et. al., 2014), entre outras.

2.4 POLIMORFISMOS GENETICOS

Polimorfismos sao variacfes genéticas nas quais o alelo mais frequente tem
frequéncia génica menor a 99% (Thompson et. al., 1991). Aproximadamente 90%
dos genes polimorficos sdo de nucleotideo Unico (SNPs- Single Nucleotide
Polymorphisms), devido a uma troca ou insercdo/delecdo de uma Unica base (Ra e
Parks, 2007). Embora os polimorfismos de DNA, em sua maioria, sejam

funcionalmente neutros, uma parte deles pode exercer efeito alelo especifico na
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regulac@o da expressao génica ou fungéo das proteinas codificadas e, assim, tornar
um individuo mais ou menos suscetivel a uma determinada doenca (Ye, 2000).

Polimorfismos em regido promotora podem influenciar a regulacdo
transcricional de genes, como os de metaloproteinases (Cargill et. al., 1999). Os
polimorfismos genéticos provavelmente influenciam a degeneracdo tendinea por
meio do efeito acumulado de mdltiplos polimorfismos, envolvendo interacdes
complexas entre multiplos genes (Adamo et. al.,2001). Para entender a importancia
de cada alelo é necessério avaliar a contribuicdo de cada polimorfismo no fenétipo
da doenca (Magra, 2008).

Mokone et. al. (2005) demonstram que o polimorfismo no gene alfa 1 do
colageno tipo V (COL5A1) esta associado com sintomas de patologias do tendao
calcaneo, onde o alelo A2 parece exercer um papel protetor.

O mesmo grupo comprova também o papel da tenascina-C nesse processo
(Mokone et. al.,, 2006). A analise do polimorfismo no gene da tenascina-C
caracterizado pela repeticdo de guanina-timina (GT) indica que os individuos com 12
e 14 repeticdes GT no gene tenascina-C apresentam um risco seis vezes maior de
desenvolver les6es no tend&o calcaneo.

Um polimorfismo na cadeia alfa 1 do colageno tipo | (GT) esta associado a
rupturas do ligamento cruzado anterior (Posthumus et. al.,, 2009a), mas ndo com
lesGes de tend&o calcaneo (Posthumus et. al., 2009b).

Collings e Raleigh (2009) relatam que o polimorfismo do gene COL5A1 esta
associado as doencgas cronicas do tendao calcaneo.

Posthumus e Collings (2010) notam a comparacdo dos gendtipos em
pacientes com patologia do tenddo de calcaneo versus pacientes normais; o
principal achado revela que individuos que apresentam o polimorfismo do gene que
expressa o fator transformador de crescimento beta 1 (TGF- §7), variante rs1800469
e o fator 5 de diferenciacdo de crescimento (GDF-5) variante rs143383 apresentam
o dobro de risco para desenvolver a lesao.

Em trabalho publicado em 2011, Malila e colaboradores mostraram que a
ruptura do ligamento cruzado anterior, considerada a lesdo mais grave da
articulacdo entre esportistas, esta associado ao polimorfismo da regido promotora de
MMP-3 (-1612 5A6A). Os autores sugerem que tal polimorfismo deve ser incluido
como fator de risco um modelo multifatorial para compreender as etiologias e fatores

de risco para ruptura do ligamento cruzado anterior.
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Motta e colaboradores (2014) mostraram uma associagao positiva entre um
polimorfismo na beta-defensina (rs1800972) e aumento da susceptibilidade a
doenca do manguito rotador. Os autores afirmam que a presenca do alelo G
aumenta a expressdo constitutiva, os beta-defensinas humanas 1 e 3, e
desempenham um papel importante no estabelecimento do manguito rotador. Ainda,
0s autores mostram que paciente portador do alelo T do polimorfismo no gene do
receptor de fatores de crescimento de fibroblastos (rs13317) tem um risco
aumentado em 3 vezes de desenvolver doenga do manguito rotador.

NOsso grupo em projeto prévio mostrou que os polimorfismos -1607 e -519
da MMP-1 (Godoy-Santos et. al., 2013; Baroneza et. al.,, 2014) e -799 da MMP-8
(Godoy-Santos et. al.,, 2014) estdo associados com a tendinopatia priméaria do
tenddo tibial posterior, enquanto o polimorfismo -1612 da MMP-3 parece néo
influenciar a tendinopatia desse tendao (em publicagdo). Diante disso, julgamos
interessante o estudo de outros polimorfismos analisando possiveis marcadores
genéticos relacionados a tendinopatia. Uma vez que duas colagenases estudadas
anteriormente foram associadas com a tendinopatia do tibial posterior acreditamos
gue a colagenase-3 (MMP-13) tem um papel importante nas tendinopatias. Um
polimorfismo na posicdo -77 é caracterizado por uma troca de adenina por guanina.
Esse polimorfismo esta associado a uma alteracdo da atividade de transcricdo: o
alelo A tem aproximadamente duas vezes mais atividade de transcricdo, do que o
alelo G (Yoon et. al., 2002; Gao et al., 2014).

Os genes das metaloproteinases MMP-13, MMP-1 e MMP-8 estéo
localizados no cromossomo 11g22.3, sendo que, a MMP-13 abrange
aproximadamente 12,7 Kb é composto por dez exons e nove introns (Pirhan et. al.,
2009; http://www.ncbi.nim.nih.gov/gene/4322), a MMP-1 abrange 8,326 Kb é
composto por dez exons e nove introns (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/4312) e a
MMP-8 abrange 13,16 Kb e possui 11 éxons e dez introns

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/4317) todos ilustradas na Figura 4.
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Figura 4- a) Representacdo da localizacdo dos genes da MMP-13, MMP-1 e MMP-8 no cromossomo

11.922.3; b) Representag¢édo do gene da MMP-13 onde mostra o tamanho das sequéncias , seus

éxons e introns; ¢) Representacdo do gene da MMP-1 onde mostra o tamanho das sequéncias , seus

éxons e introns; d) Representacao do gene da MMP-8 onde mostra o tamanho das sequéncias , seus

éxons e introns.
Fonte: http://www.ncbi.nim.nih.gov/gene/4322;

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/4317.

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/4312
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7

Um haplétipo é uma combinacdo em alelos de loci sinténicos, que séo
transmitidos juntos. Muitas vezes ndo se detecta a influéncia de um Unico sitio
polimorfico na patologia, entretanto, quando analisado o haplotipo de diferentes
polimorfismos, alelos herdados em combinagdo podem influenciar significativamente
a predisposicéo e/ou evolucdo de determinada patologia. Além disso, os haplotipos
tém uma maior probabilidade, do que os polimorfismos individuais, em mostrar
desequilibrio de ligacdo utii com uma variante ocasional desconhecida, tendo,
portanto, um poder estatistico mais significativo. As colagenases (MMP-1, MMP-8 e
MMP-13) sdo as MMPs mais importantes na remodela¢cdo do tenddo e a analise em
hapl6tipo parece importante para a compreensdo da influéncia genética das
colagenases na tendinopatia primaria do tibial posterior.

O interesse do grupo € catalogar diferentes polimorfismos relacionados com
a tendinopatia priméaria, visando a identificacao de individuos susceptiveis. Isso é de
um valor clinico inestimavel, uma vez que, uma selecdo mais criteriosa poderia ser
realizada e, no futuro, estratégias de prevencdo e terapéutica individualizada
poderiam ser desenvolvidas, visando modular a expressdo de mediadores
inflamatoérios e dessa maneira aumentar a taxa de sucesso dos procedimentos

cirdrgicos.
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3 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho € investigar o papel do polimorfismo genético da
MMP-13, separadamente e em combinagéo haplotipica com polimorfismos de outras
colagenases na tendinopatia primaria do tibial posterior, em um estudo caso-

controle.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Analisar a influéncia do polimorfismo rs2252070 na regido promotora
do gene da MMP-13 (-77), na fisiopatogénia da insuficiéncia primaria do tendao tibial

posterior, e assim, defini-lo como possivel marcador genético relacionado.

2. Investigar a combinacdo haplotipica e regressdao multipla de
polimorfismos em diferentes colagenases: MMP-1 (-1607 e -519) (rs1799750 e
rs1144393); MMP-8 (-799) (rs11225395) e MMP-13 (-77) (rs2252070) e o risco de

tendinopatia primaria no tibial posterior em mulheres.
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4 MATERIAIS E METODOS

O protocolo foi avaliado e aprovado pela Comisséo Cientifica do Instituto de
Ortopedia e Traumatologia da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo
(USP) sob o nimero 708, pela Comissdo de Etica para Analise de Projetos de
Pesquisa (CAPPESQ) do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de S&o Paulo sob o nimero 0901/09 (Anexo 1).

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

Os voluntarios foram recrutados entre os pacientes do Grupo de Pé e
Tornozelo do Departamento de Ortopedia e Traumatologia do Hospital das Clinicas
da Universidade de Sdo Paulo. Os voluntarios assinaram termo de consentimento
livre e esclarecido (modelo Anexo 2). Nosso grupo utilizou um banco de amostras de
DNA com todas as informagdes clinicas dos voluntarios e ampliou o niumero de
amostras para esse projeto.

Estes pacientes foram identificados segundo idade, sexo, indice de massa
corporal (IMC), diagnostico da doenca, antecedentes pessoais de doencas
sistémicas e infecciosas, antecedentes familiares de doencas inflamatorias e
informacédo sobre a presenca prévia de pé plano.

Foram divididos em dois grupos: Grupo-Teste: 100 mulheres com
diagnéstico clinico e anatomopatoldgico de lesdo degenerativa primaria do tendao
tibial posterior. Grupo-Controle: 100 mulheres assintomaticas e com tendéo tibial
posterior integro na ressonancia magnética.

Os pacientes do grupo controle foram pareados segundo idade e indice de
massa corporal (IMC) com o grupo teste.

Pacientes de ambos 0s grupos apresentaram boas condi¢des sistémicas e
auséncia dos seguintes critérios de nao inclusdo: doenca reumatoldgica,
imunoldgica, diabetes, doenca hepatica e renais, hipertensas, infeccbes ou leséo
prévia ou atual na topografia do pé e tornozelo, obesidade superior ao grau I, sexo

masculino.
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O estudo do polimorfismo genético foi realizado na Universidade Federal do
Parana. O grupo de pesquisadores de processamento do material celular ndo teve

conhecimento do grupo ao qual faz parte o voluntario (estudo cego).

4.1 OBTENCAO DE DNA

O DNA dos pacientes foi obtido a partir de células epiteliais da mucosa
bucal, por meio de um bochecho com 3 ml de solucédo autoclavada de glicose a 3%
(concentracdo isomolar com a saliva) durante 2 minutos (Trevilatto, 2000; Line,
2000). O bochecho foi escolhido como a técnica de obtencdo do material de estudo,
pois, constitui 0 método menos invasivo e mais pratico de obtencdo do DNA,
ilustrado na Figura 5. Nesta solucao, foi adicionado 1ml de solucdo TNE (10MM Tris
pH 8, 150MM NaCl e 2mM EDTA) e 1ml de Etanol. O Material foi congelado a -20°C
e transportado até a Universidade Federal do Paranad por empresa credenciada,
conforme o Procedimento Operacional Padrédo da Agéncia Nacional de Vigilancia

Sanitéria.

Figura 5- Imagem feita durante a coleta do material da paciente, mostra a paciente apés ter feito o

bochecho com a solucéo de glicose 3% depositando o material no tubo de coleta.
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4.2 EXTRACAO DE DNA

A extracdo do DNA foi realizada na Universidade Federal do Parana
conforme protocolo de Aidar e Line (2007). As amostras foram incubadas por 16
horas com 20ng/ml de proteinase K (Sigma Chemical Co. St. Louis, MO, USA) a
56°C. Foram adicionados 500ulL de solugdo de acetato de aménio 10mM com EDTA
1mM e vortexado por 5 segundos. Apés centrifugacdo a 17000g por 10 minutos, o
sobrenadante foi coletado e foram adicionados 540uL de isopropanol para cada
900ul da solucédo contendo DNA. Apdés centrifugacdo, o sobrenadante foi submetido
a lavagem com etanol a 70% e seco por 15 minutos a 37°C. Foi realizada suspenséo
do DNA em 100ul de tampéo TE (Tris-Cl a 10 mM (pH 7,8), EDTA a 1 mM) a
temperatura ambiente por trés horas. A concentragdo do DNA genomico de cada
amostra foi quantificada com o auxilio de um quantificador de DNA Nanodrop
(Departamento de Genética da Universidade Federal do Parana) e sua pureza
estimada pela razdo OD 260/280 (Maniatis et. al., 1989).

4.3 PCR (Polimerase Chain Reaction) - RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism)

Reacdes de PCR (Polimerase Chain Reaction) foram utilizadas para
amplificacdo dos fragmentos das regides reguladoras dos genes estudados. Para o
fragmento da MMP-13 a reacdo de PCR foi realizada no Termociclador (Marca:
Eppendorf, Mastercycler Gradient) com volume final de 20ul, sendo: 1ul de solug&o
contendo aproximadamente 100ng de DNA, 10ul de Go Taq Green Master Mix
(marca Promega) e 1lul dos seguintes oligonucleotideos iniciadores Sense 5'-
GATACGTTCTTACAGAAGGC-3’; Antisense 5-GACAAATCATCTTCATCACC-3
(marca Invitrogen) e quantidade suficiente de 4gua ultra-pura. A mistura com todos
os reagentes foi submetida a uma desnaturacdo inicial a 95°C por 3 minutos;
seguida de 35 ciclos com desnaturacdo a 95°C, anelamento a 50°C e extensdo a

72°C, 1 minuto em cada temperatura; e por fim 72°C por 10 minutos.
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Os fragmentos da MMP-13 amplificados foram submetidos a digestao por
enzimas de restricdo para gerar fragmentos menores, técnica de RFLP (Restriction
Fragment Length Polymorphism). Utilizou-se a enzima Bsrl (BseNI) 10U/ul (Thermo
Scientific), a qual cliva o fragmento amplificado (445 pares de base) que apresente o
alelo G, gerando 2 fragmentos menores de 197 e 248 pares de base. A digestéo foi
realizada com volume final de 10ul, sendo: 5ul produto de PCR, 1lul da enzima
acrescido de 2ul de seu respectivo tampao, 2ul de agua ultra pura e 10ul 6leo
mineral (para evitar evaporagdo) por 16 horas a 65°C em termociclador (marca:
Techgene).

44 ELETROFORESE

As sequéncias amplificadas (PCR) e digeridas (RFLP) foram analisadas por
eletroforese em géis horizontais de Agarose 5% em Tampao TBE (89 mM de Tris-
Borato, 89 mM de acido borico e 2 mM de EDTA). A preparacdo do gel de Agarose
5% foi feita com 0,6 gramas de Agarose (Marca: Pronadisa), 30 ml de TBE acrescida
de 30 ml de agua destilada, a mistura foi aquecida em micro-ondas em potencia alta

por 1 minuto com pausas para misturar.

Para confirmacdo da amplificacdo (PCR) utilizou-se o volume total de 5ul da
reacdo de PCR e 1,5ul do reagente Gel Red (Marca: Biotium). Para a analise da
digestédo (RFLP) utilizou-se 10ul da reagéo de RFLP e 1,5ul da mistura do reagente
Gel Red (Marca: Biotium).

A mistura foi aplicada em géis horizontais de Agarose 5% 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
confirmacdo de amplificacdo e de 50 minutos para a corrida da reacdo de RFLP,
ilustrada na Figura 6. A visualizacdo foi feita em transluminador e a imagem

capturada utilizando software Digi Doc.
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Figura 6 — Imagem da aplicacdo do produto de PCR e RFLP em gel de agarose, ao lado esquerdo

imagem da cuba de eletroforese 10x10cm com gel de ap0s a aplicagao das amostras.

Estas imagens foram analisadas com ajuda do software KODAK1D Image
Analysis Software que faz a andlise das amostras plotadas, através da intensidade
de sinal, amplitude da banda e compara com os valores do padrédo de pares de
base, cada amostra € analisada individualmente no mesmo gel (Figura 7) e gera
uma tabela com valores de pares de base das bandas baseado nos valores da

amostra padréo, ilustrado na Figura 8.

Figura 7. Andlise das amostras através do software KODAK 1D. As trés imagens mostram o mesmo
gel, e em cada quadro a analise individual de cada amostra (lista vertical em vermelho) em
comparacdo com os valores do padrdo (lista vertical em rosa), ao lado esquerdo de cada gel o
software mostra o sinal de cada banda (em azul) em comparac¢éo com o sinal do ladder (em rosa).
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Figura 8. Valores plotados em forma de tabela pelo software KODAK1D, mostra o tamanho das

bandas de cada amostra encontradas no gel e comparagdo com o padrdo de bandas utilizado.

4.5 ANALISE EM HAPLOTIPO

Para a analise do haplétipo da MMP-1 (-1607 e -519), MMP-8 (-799) e MMP-
13 (-77), foi necessario aumentar a analise das amostras da MMP-1 e MMP-8
realizada em estudo anterior para o pareamento dos voluntarios. Para tanto foi
realizada reacdo de PCR-RFLP de maneira semelhante ao descrito anteriormente.
Os oligonucleotideos iniciadores, a temperatura e o tempo de anelamento
(amplificacdo), as enzimas de restricdo, além do tamanho dos fragmentos gerados

em pares de base (pb) estédo descritos na Tabela 1.

Tabela 1-Condi¢Ges da técnica de PCR e RFLP para os polimorfismos -799 da MMP-8; -1607 e -519
da MMP-1.

Fonte: Godoy-Santos et. al., 2013; Baroneza et. al., 2014.

SNP oligonucleotideos iniciadores(5’ - 3’) Anelamento RFLP p::f: Referencias
MMP-1 F*: TCGTGAGAATGTCTTCCCATT 55°C Xmnl 118 Godoy-Santos et.
(-1607) R*: TCTTGGATTGATTTGAGATAAGTGAAATC 30s 37°C 89 +29 al., 2013
MMP-1 F*: CATGGTGCTATCGCAATAGGGT 450C Kpnl 200 Baroneza et al.,

(-519) R**: TGCTACAGGTTTCTCCACACAC 1m 37°C 176+ 24 2014
MMP-8 F*: CAGAGACTCAAGTGGGA 51°C Bfml 106 Godoy-Santos et.
(-799) R*TTTCATTTGTGGAGGGGC 1m 37°C 74 +32 al., 2014

*Primer Foward, ** Primer Reverse.
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4.6 ANALISE ESTATISTICA DOS RESULTADOS

O Teste U de Mann Whitney foi utilizado para verificar diferenga entre a
idade e o Teste Exato de Fisher para verificar o indice de massa corporea entre 0s
dois grupos.

A associacdo entre os polimorfismos genéticos estudados e a tendinopatia
primaria do tenddo tibial posterior foi avaliada pelo teste Qui-Quadrado, ao nivel de
significancia de 5%, pelo programa BioEstat versédo 5.0.

A andlise estatistica da estimativa de haplétipos, desequilibrio de ligacéo e
equilibrio de Hardy-Weinberg foi realizada utilizando os softwares SNPstats de livre
acesso no endereco eletronico: http://bioinfo.iconcologia.net/snpstats/start.htm,
PHASES http://www.bioinf.man.ac.uk/phase/ e SHEsis http://analysis.bio-
x.cn/myAnalysis.php.

A analise de regressao logistica mdultipla, foi realizado utilizando o software
Statistica for Windows verséo 10.

A analise por combinacdo foi realizada através de contagem simples
manual dos polimorfismos e avaliado utilizando Qui-quadrado ao nivel de

significancia 5%, pelo programa Clump (Sham, 1995).


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

36

5 RESULTADOS

5.1 ANALISE DA AMOSTRA

Respeitados os critérios de inclusdo e nao inclusdo, a amostra foi obtida por
conveniéncia e composta por 200 mulheres, sendo: 100 no grupo-teste submetidas
a procedimento cirdrgico e com diagnéstico clinico e anatomopatolégico de leséo
degenerativa primaria do tend&o tibial posterior e 100 no grupo-controle com tendéao
tibial posterior integro e sem sinais de degeneracdo na ressonancia magnética,
realizada como investigacao diagnéstica de queixa em outra topografia do tornozelo
el/ou pé.

Quanto ao estagio da Insuficiéncia do Tendéao Tibial Posterior, o grupo-teste
apresenta 52 pacientes no estagio Il (tendinopatia/ deformidade pé plano flexivel) e
48 pacientes no estagio Il (tendinopatia/ deformidade pé plano rigido), conforme
Sistema de Classificagéo descrito por Johnson e Strom (1989) (Anexo 3).

A idade dos pacientes dos grupos da amostra, considerada como variavel
independente, continua e com distribuicdo ndo normal, foi analisada através do teste
U de Mann Whitney, que néo identificou diferenca significativa (p=0,086) entre os
dois grupos estudados, sendo a média de idade do grupo controle de 51,7 anos
(variagéo de 47 a 56 anos) e do grupo teste de 54 anos (variagédo de 48 a 56 anos).

Os dados de indice de massa corporea de ambos os grupos foram
identificados conforme o sistema de classificacdo em individuo normal (de 18,5 a
24,9) ou individuo com sobrepeso (de 25,0 a 29,9) - de acordo com a Organizacao
Mundial de Saude, obtido no endereco eletrbnico de livre acesso:
http://www.abeso.org.br/imc/calcule-seu-imc.shtml.

Considerados como variavel independente, categérica e com distribuicdo
nao normal, foram analisados através do teste Exato de Fisher, que nao identificou
diferenca estatistica (p=0,70) entre os dois grupos estudados. No grupo controle 61
voluntarios apresentaram indice de massa corporea normal e 39 com sobrepeso e

no grupo teste 65 individuos com indice normal e 35 com sobrepeso.
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Em relagdo ao questionamento sobre a presenca de pé plano desde a
maturidade esquelética — fim da adolescéncia — a resposta foi positiva em 31% dos

individuos do grupo teste e em 34,5% dos individuos do grupo controle.

5.2 ANALISE DOS SNPs

Os gendtipos referentes a cada polimorfismo estudado estdo em equilibrio
de Hardy-Weinberg.

Esse estudo visou amplificar um fragmento de 445 pares de base no gene
da MMP-13 que engloba o polimorfismo na posi¢cdo —77 o qual é caracterizado pela
substituicdo de uma base adenina (A) por uma base guanina (G), criando dois alelos
diferentes (A ou G). Os resultados demonstram que o método de extracdo de DNA
utilizado foi adequado para obtencdo de quantidades suficientes de DNA. A
amplificagéo por PCR do fragmento teve suas condi¢bes otimizadas e mostrou-se

eficiente (Figura 9).

Figura 9- Gel de Agarose mostra as amostras amplificadas apds padronizacdo do protocolo de
amplificacdo do produto de PCR. As amostras de 1 a 13 DNA séo de diferentes voluntarios, a
amostra 14 é o Padrédo de peso molecular.
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A enzima de restricdo Bsrl reconhece o0 alelo G do sitio polimérfico -77 da
MMP-13, e na presenca deste o produto de PCR (445 pares de bases) é digerido em
duas partes (248 e 197 pares de bases). Desta maneira na eletroforese, o alelo A foi
representado por uma banda de DNA de 445 pares de bases, o alelo G foi
representado pelas bandas de DNA de 248 e 197 pares de bases, enquanto o
heterozigoto apresentou uma combinacdo de ambos os alelos (bandas de 445, 248
e 197 pares de bases). A Figura 10 mostra os fragmentos amplificados e digeridos
da MMP-13 (-77), caracterizando os diferentes genoétipos e os padrées de banda
plotado no software KODAK1D.

A/A......Ladder b

M 2.000bp s

PN 1.500bp ‘

1.000 bp 3

750 bp

500 bp

300 bp

150 bp

b) =

Figura 10- Fragmentos das amostras que passaram por PCR-RFLP do polimorfismo -77 da MMP-13
a) Padrées de bandas em gel de agarose corados com Gel red, para os genétipos G/G, A/G e A/A;
b) Imagem do gel plotado e analisada através do programa KODAK 1D.

Observou-se uma diferenca estatisticamente significante na frequéncia dos
alelos e gendtipos do polimorfismo -77 do gene da MMP-13 entre o grupo controle e
grupo teste (p=0,001). O alelo A foi o mais frequente, sendo encontrado em 76% do
grupo teste e 61% do grupo controle. O genotipo homozigoto A/A foi encontrado em

57% do grupo teste, enquanto no grupo controle esse mesmo gendtipo estava
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presente em 32% dos pacientes. As freqiiéncias alélicas e genotipicas do gene da
MMP-13 estdo mostradas na Tabela 2.

A analise dos 200 voluntarios para os polimorfismos -519 e -1607 da MMP-1,
foi proveniente de 150 amostras de trabalhos anteriores e de 50 amostras referentes
a este projeto.

O polimorfismo na posicdo -519 da MMP-1 é caracterizado pela substituicéo
de uma base de adenina (A) por uma base guanina (G) resulta em dois alelos: A e
G. A enzima de restricdo Kpnl reconhece o alelo A e na presenca deste o produto de
PCR (200 pares de bases) é digerido em duas partes (176 e 24 pares de bases). Na
eletroforese, o0 alelo G foi representado por uma banda de DNA de 200 pares de
bases, o alelo A por uma banda de DNA de 176 pares de bases, enquanto o
heterozigoto apresentou uma combinacdo de ambos os alelos (200 e 176 pares de
bases). Durante a eletroforese, a banda com 24 pares de bases saia do gel. A
Figura 11 mostra os fragmentos amplificados e digeridos da MMP-1 (-519),

caracterizando os diferentes genotipos.

AA AIG GG

200ph

176 ph.

Figura 11- Gel de agarose com padrdes de bandas para os gendtipos A/A, A/IG e G/G do
polimorfismo -519 da MMP-1.

Na Tabela 2 pode-se observar que houve uma diferenca na presenca dos
diferentes alelos e gendtipos entre os grupos controle e teste, confirmando dados de
estudo anterior (Baroneza et. al., 2014). O alelo G foi encontrado em 63% do grupo

teste, enquanto que em 56% dos pacientes do grupo de controle foi observado o
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alelo A (p < 0,001). O gendtipo mais frequente no grupo de teste foi G/G (44%) e no
controle A/G (48%).

O polimorfismo na posicdo -1607 da MMP-1 é caracterizado pela insercéo
de uma base guanina (G), criando dois alelos diferentes (1G ou 2G). A enzima de
restricdo Xmnl reconhece o alelo 1G e na presenca deste o produto de PCR (118
pares de bases) é digerido em duas partes (89 e 29 pares de bases). Na
eletroforese, o alelo 2G foi representado por uma banda de DNA de 118 pares de
bases, o0 alelo 1G por uma banda de DNA de 89 pares de bases, enquanto o
heterozigoto apresentou uma combinacdo de ambos os alelos (118 e 89 pares de
bases). Durante a eletroforese, a banda com 29 pares de bases saia do gel. A
Figura 12 mostra os fragmentos amplificados e digeridos da MMP-1 (-1607),

caracterizando os diferentes gendtipos.

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

118pb

89phb

Figura 12- Gel de agarose com padrdes de bandas para os gendétipos 1G/1G, 2G/2G E 1G/2G do
polimorfismo -1607 da MMP-1.

A analise do polimorfismo -1607 da MMP-1 indica diferenca estatistica
significante entre 0os grupos estudados, confirmando dados do estudo anterior
(Godoy-Santos et. al., 2013). Enquanto no grupo controle 75% dos voluntarios
apresentaram alelo 1G, esse mesmo alelo apareceu em apenas 22% dos pacientes
do grupo teste. O gendtipo 1G/1G foi o mais frequente no grupo controle (62%),
enguanto o genotipo 2G/2G foi o mais frequente no grupo teste (68%). A frequéncia

alélica e genotipica do gene da MMP-1(-1607) esta mostrada na Tabela 2.
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O polimorfismo na posicao -799 da MMP-8 é caracterizado pela substituicdo
de uma base de citosina (C) por uma base (T) resulta em dois alelos: C e T. A
enzima de restricdo Bfml reconhece o alelo C e na presenca deste o produto de
PCR (106 pares de bases) € digerido em duas partes (74 e 32 pares de bases). Na
eletroforese, o alelo T foi representado por uma banda de DNA de 106 pares de
bases e o alelo C por uma banda de DNA de 74 pares de bases, enquanto o
heterozigoto apresentou uma combinacdo de ambos os alelos (106 e 74 pares de
bases). A Figura 13 mostra os fragmentos de 106 e 74 pb amplificados e digeridos
da MMP-8 (-799), o fragmento de 32 pb saia do gel, caracterizando os diferentes

genotipos.

T CIC TIC TIC

106pb

74pb

Figura 13- Gel de agarose com padrdes de bandas para os genotipos T/T C/C e T/C do polimorfismo
-799 da MMP-8.

Nesse estudo foi encontrada diferenga estatisticamente significativa na
freqUéncia dos alelos e dos gendétipos entre os grupos teste e controle, confirmando
resultado de estudo anterior (Godoy-Santos et. al., 2014). O alelo C foi encontrado
em 72% do grupo controle, enquanto em 56% dos pacientes do grupo de teste foi
observado o alelo A (p < 0,001). O gendtipo o C/C foi encontrado com frequéncia de
67% no grupo controle e 37% no grupo teste. A frequéncia dos diferentes alelos e

genotipos desse polimorfismo pode ser observada na Tabela 2.
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Tabela 2- Frequéncias alélicas e genotipicas de SNPs dos genes da MMP-1, MMP-8 e MMP-13 nos
gupos teste e controle e valores de p e de OR resultantes das comparagfes entre 0S grupos.

Gene SNPs Grupo Controle Grupo Teste  Valor de p OR * (95%Cl)
-519 Alelo n =200 n =200 (Chi-squared)
A 56 (112) 37 (74) p<0.001 217 (145-3,23)
G 44 (88) 63 (126)
-519 Genotipo n =100 n =100
A/A 32 (32) 18 (18) p<0.001 3,14 (1,68-5,90)
A/G 48 (48) 38 (38)
0 GIG 20 (20) 44 (44)
= -1607 Alelo n =200 n =200
1G 75 (150) 22 (44) p <0.001 10,64 (6,69-16,90)
2G 25 (50) 78 (156)
-1607Genotipo n =100 n =100
1G/1G 62 (62) 12 (12) p <0.001 15,58 (7,42-32,50)
1G/2G 26 (26) 20 (20)
2G/2G 12 (12) 68 (68)
-799 Alelo n =200 n =200
C 72 (144) 44 (88) p<0.001 3,27 (2,16-4,96)
- T 28 (56) 56 (112)
% -799 Genotipo n =100 n =100
= C/C 67 (67) 37 (37) p<0.001 346(1,93-6,19)
CIT 10 (10) 14 (14)
TIT 23 (23) 49 (49)
-77 Alelo n =200 n =200
A 61(122) 76 (152) p=0.001 2,02(1,32-3,12)
o G 39 (78) 24 (48)
%' -77 Genétipo n =100 n =100
= AIA 32 (32) 57 (57) p=0.001 2,82(1,58-5,02)
AlG 58 (58) 38 (38)
GIG 10 (10) 05 (05)

* Os valores sdo expressos em porcentagem, com 0 nimero de sujeitos (n) entre parénteses.
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5.3 ANALISE DOS HAPLOTIPOS

Os polimorfismos utilizados para a inferéncia dos haplotipos foram
ordenados segundo a disposicao desses no cromossomo: MMP-8, MMP-1 e MMP-
13, respectivamente.

Ambos o0s grupos apresentaram 14 hapl6tipos em comum e 0O grupo
controle apresentou 2 haplotipos diferentes, totalizando 16 haplétipos encontrados
nesse estudo. Observou-se ainda que o haplétipo mais frequente no grupo controle
foi o0 C-A-1G-A e no teste foi T-G-2G-A. A Tabela 3 representa os haplotipos e suas
frequéncias para os dois grupos estudados em diferentes programas estatisticos
(SNPstats, PHASE version 2.1, SHEsis online software), mostrando resultados
semelhantes nos trés programas utilizados. Desse modo, as demais tabelas seréo
apresentados com dados gerados a partir do programa SNPstat. Os resultados dos
programas SHEsis (http://analysis.bio-x.cn/myAnalysis.php) e
PHASES (http://www.bioinf.man.ac.uk/phase/) estdo nos Apéndices 1 e 2.

Tabela 3 — Resultados das frequéncias haplotipicas geradas por trés diferentes programas
estatisticos (PHASES, SNPstats, SHESIS), considerando SNPs nos genes MMP-8, MMP-1 e MMP-
13.

Hapl6tipos Controle Controle Contro.le Teste Teste Testé
SNPstat Phase SHEsis SNPstat Phase SHEsis
1 T-G-2G-A 0,015 0,015 0,016 0,296 0,296 0,297
2 C-G-2G-A 0,063 0,062 0,064 0,176 0,177 0,176
3 C-A-1G-A 0,191 0,191 0,191 0,017 0,016 0,017
4 C-A-1G-G 0,112 0,111 0,112 0,044 0,043 0,045
5 C-G-1G-A 0,156 0,158 0,157 0 0 0
6 T-A-2G-A 0,016 0,017 0,016 0,135 0,135 0,135
7 T-A-1G-G 0,105 0,104 0,105 0,035 0,035 0,035
8 C-A-2G-A 0,071 0,071 0,071 0,076 0,077 0,077
9 C-G-1G-G 0,065 0,064 0,065 0,064 0,064 0,065
10 T-G-1G-A 0,064 0,063 0,065 0,031 0,032 0,032
1 C-G-2G-G 0,038 0,038 0,038 0,037 0,036 0,037
12 T-A-1G-A 0,030 0,031 0,030 0,026 0,026 0,026
13 C-A-2G-G 0,021 0,021 0,021 0,022 0,022 0,023
14 T-G-2G-G 0,012 0,012 0,012 0,023 0,022 0,024
15 T-G-G-G 0,023 0,022 0,024 0 0 0
16 T-A-2G-G 0,012 0,012 0,012 0,011 0,012 0,011
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As frequéncias dos haplotipos T-G-2G-A, C-G-2G-A, C-A-1G-A, C-A-1G-G,
C-G-1G-A, T-A-2G-A e T-A-1G-G apresentaram diferenca significativa entre os

grupos estudados (p < 0,02) considerando a correcdo de Bom Ferroni. O haplétipo

T-G-2G-A representa risco e o haplotipo C-A-1G-A protecdo a tendinopatia do tibial

posterior. Analise de haplétipos global indicou uma diferenca significativa entre os

dois grupos (p <0,0001). As frequéncias de cada haplotipo, o valor de p e OR (95%

Cl) podem ser visualizados na Tabela 4.

Tabela 4-Frequéncias haplotipicas considerando os SNPs -799 da MMP-8, -519 e 1607 da MMP-1,

e -77 da MMP-13 nos grupos controle e teste e valores de p, OR e p (Bonferroni) resultante das

comparagdes entre 0s grupos.

Frequéncia

Frequéncia

Frequéncia

Correcgao de

Haplotipos Total Controle Teste p-value OR ™ (85%Ch) Bonferroni
1 T-G-2G-A 0,162 0,015 0,296 0,001 0,71 (0,62-0,81) p < 0,003
2  C-G-2G-A 0,122 0,063 0,176 0,040 0,87 (0,77-0,99)
3  C-A1G-A 0,105 0,191 0,017 0,002 1,21 (1,07-1,38) p < 0,003
4 C-A1GG 0,078 0,112 0,044 0,025 1,07 (0,94-1,22)
5 C-G1G-A 0,076 0,156 0 0,008 1,18 (1,04-1,34)
6 T-A-2G-A 0,076 0,016 0,135 0,037 0,87 (0,77-0,99)
7 T-A1G-G 0,073 0,105 0,035 0,044 1,07 (0,95-1,22)
8 C-A-2G-A 0,071 0,071 0,076 0,089
9 C-G-1GG 0,068 0,065 0,064 0,099
10 T-G-1G-A 0,045 0,064 0,031 0,052
11 C-G-2G-G 0,033 0,038 0,037 0,280
12 T-A-1G-A 0,026 0,030 0,026 0,120
13  C-A-2G-G 0,025 0,021 0,022 0,300
14 T-G-2G-G 0,014 0,012 0,023 0,210
15  T-G-G-G 0,012 0,023 0 0,110
16 T-A-2G-G 0,009 0,012 0,011 0,370

Os resultados dos testes de desequilibrio de ligacdo entre os SNPs

estudados encontram-se representados na tabela 5. O polimorfismo -77 da MMP-13

nao esta em desequilibrio de ligacdo com os demais SNPs estudados.
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Tabela 5- Desequilibrio de ligacdo entre SNPs: -799 da MMP-8, -519 e -1607 da MMP-1 e -77 da
MMP-13.

SNPs MMP-8 (-779) MMP-1(-519)  MMP-1 (-1607)  MMP-13 (-77)
MMP-8 (-779) X D’ = 0,0666 D' =0,2322 D’ =0,0323
MMP-1 (-519) p=0,29 X D' =0,2335 D’ = 0,0652
MMP-1 (-1607) p = 1e04 p=0,02 X D’ = 0,0437
MMP-13 (-77) p = 0,60 p=0,40 p=0,56 X

Valores significativos de p e D’ em cinza

5.4 ANALISE DE REGRESSAO LOGISTICA MULTIPLA E ANALISE POR
COMBINACAO

Os resultados da analise dependente (Caso-Controle) de Regresséo
Logistica Mdltipla (tabela 6), demonstraram que os SNPs 1 (-799 da MMP-8), 2 (-519
da MMP-1), 3 (-1607 da MMP-1) e 4 (-77 da MMP-13) séo fatores independentes de
risco, sendo (SNP-1 0,203 + 0,059 e p- 0,000; SNP-2 0,134 + 0,067 e p- 0,047; SNP-
30,464 + 0,062 e p- 0,000; SNP-4 -0,141 £ 0,059 e p- 0,018) respectivamente.

Tabela 6 - Regresséao Logistica Multipla dos SNPs da MMP-8 (-799), MMP-1 (-519 e -1607) e MMP-

13 (-77), para andlise de dependente variavel caso controle.

Regression Summary for Dependent Variable: Caso_Controle
(Spreadsheetl) R=,58956994 R%= 34759271 Adjusted R?=,33421000
F(4,195)=25,973 p<,00000 Std. Error of estimate: ,40900
Std. Err. Std. Err.
* -
N=200 b of b * b of b T(195) p- value
Intersept 0,087 0,083 1,050 0,294
SNP-1
MMP-8 (-799) 0,203 0,058 0,203 0,059 3,455 0,000
SNP-2
MMP-1 (-519) 0,116 0,058 0,134 0,067 1,993 0,047
SNP-3
MMP-1 (- 1607) 0,448 0,060 0,464 0,062 7,475 0,000
SNP-4
MMP-13 (-77) -0,140 0,059 -0,141 0,059 -2,372 0,018

Os resultados da andlise por combinacdo dos SNPs estdo descritas na

tabela 7, as amostras foram separadas em grupo teste e controle, levando em
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consideragdo apenas a quantidade de SNPs por amostra, os resultados

apresentaram diferenca estatistica, sendo p<0,0001 e Qui quadrado= 31,89 DF1.

Tabela 7 — Analise por combinacdo, os alelos foram agrupados em homozigotos usuais e
homozigotos + heterozigotos polimérficos, separados e contados manualmente de acordo com a
guantidade de polimorfismos em amostra e cada grupo, independente do gene, levando em

consideracao apenas a quantidade de SNPs em cada amostra.

. Frequéncia grupo Frequéncia grupo )
Quantidade SNPs (Qui- squared) p- value
Controle (n=100) Teste (n=100)
0 6 0
1 26 2
2 30 33 31,89 DF=1 <0,0001
3 31 52
4 7 13
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6 DISCUSSAO

Esse estudo faz parte de uma linha de pesquisa genética ampla que
envolve a andlise de diversos genes e é realizado em parceria entre o Departamento
de Ortopedia e Traumatologia da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao
Paulo, o Departamento de Biologia Celular e o Departamento de Genética da
Universidade Federal do Parana (UFPR).

Os resultados demonstram que o método de extracdo de DNA utilizado foi
adequado para obtencdo de quantidades suficientes de DNA. A amplificacdo dos
fragmentos por técnica de PCR tiveram suas condi¢cdes otimizadas e a escolha da
enzima de restricdo para a técnica de RFLP foi adequada para a analise dos
polimorfismos estudados.

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

O presente estudo utilizou um banco de DNA de 200 individuos, sendo 100
pacientes com lesdo degenerativa do tendao tibial posterior e 100 com tendéao tibial
posterior integro. Esse banco é resultado de critérios rigidos na obtencdo da
amostra, visando diminuir a influéncia de fatores sistémicos que podem mascarar ou
acentuar o real papel dos polimorfismos genéticos na fisiopatogenia dessa
tendinopatia.

Nosso interesse € catalogar diferentes polimorfismos relacionados a
tendinopatia primaria, uma vez que o perfil genético permite definir um grupo de
marcadores genéticos para suscetibilidade a tendinopatia primaria do tendéao tibial
posterior. Esse banco de 200 pacientes permitira futuros estudos de outros sitios
polimorficos nessa populacédo e dessa forma ampliar o conhecimento da influéncia
de SNPs na tendinopatia do tibial posterior.

Nesse estudo demonstrou-se que o polimorfismo na posi¢éo -77 da MMP-13
esta associado a tendinopatia no tendao tibial posterior na populacdo estudada. O
alelo A foi observado na maior parte do grupo de teste, este alelo leva uma maior
atividade da MMP-13 (o que pode indicar uma aumentada degradacéo do colageno

nas lesdes no tibial posterior, tornando-o um alelo de risco a tendinopatia).
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Em estudos prévios, nosso grupo observou que o polimorfismo -519 e -1607
da MMP-1 e -799 da MMP-8 estdo associados a tendinopatia tibial posterior. Nesse
estudo nos ampliamos a amostra dos estudos anteriores e confirmamos o0s
resultados obtidos.

No polimorfismo -799 da MMP-8, o grupo teste apresentou frequéncia maior
dos alelos T, o qual demostra uma menor atividade de transcricdo (Wang, 2004),
sugerindo que esses pacientes teriam uma menor remodelacdo de colageno pela
MMP-8.

Analisando os SNPs da MMP-1 na posicdo -519 o alelo G foi o mais
frequente no grupo teste. Apesar de esse polimorfismo estar associado a diversas
patologias, até o momento, a literatura ndo correlaciona a atividade de transcricdo
entre os alelos desse SNP. Em relagcéo ao polimorfismo -1607 da MMP-1, o alelo 2G
apareceu com maior frequéncia no grupo teste. Uma vez que esse alelo aumenta a
atividade de transcricdo do gene, sugere-se gque pacientes com alelo 2G apresentem
uma degradacao mais intensa de colageno tendéao tibial posterior, tornando esse um
alelo de risco a tendinopatia.

Com o pareamento de 200 voluntarios genotipados para quatro SNPs de
diferentes colagenases, foi possivel analisar a influéncia desses SNPs em
combinacédo haplotipica. Na degeneracdo tendinea, como em qualquer processo
multifatorial (Michalowicz et. al., 2000), a combinacdo de varios polimorfismos de
risco significativo agem sinergicamente para elevar a suscetibilidade e a alteragéo
fisioldégica. Alguns sitios polimérficos podem ser herdados em combinagcdo, sdo os
chamados haplétipos, os quais fornecem informacdes mais completas da influéncia
dos polimorfismos no gendtipo do processo.

Nesse sentido, a analise das frequéncias de haplotipos entre o0s
polimorfismos de metaloproteases localizadas no mesmo cromossomo parecem ser
de grande valor para compreensdo da tendinopatia e dos mecanismos de
compensacao funcional do individuo.

Nesse estudo os resultados sugerem que os haplétipos podem representar
um fator de risco para tendinopatia do tibial posterior. Os haplotipos C-A-1G-A e C-
A-1G-G, C-G-1G-A e T-A-1G-G representaram protecao a tendinopatia do tibial
posterior, enquanto os haplotipos T-G-2G-A, C-G-2G-A, T-A-2G-A representaram

risco a tendinopatia. Os dados sugerem que 0s quatro polimorfismos estudados tem
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um importante papel na insuficiéncia do tibial posterior e influenciam
simultaneamente o processo de tendinopatia deste.

Podemos sugerir que o polimorfismo -1607 da MMP-1 € dos polimorfismos
estudados o mais determinante na tendinopatia do tibial posterior, uma vez que a
presenca do alelo 2G foi encontrado em todos os haplétipos de risco e o alelo 1G
encontrado nos haplotipos de protecédo.

Considerando-se a correcdo de Bonferroni a analise de haplotipos
permanece significativa, sugerindo que esses SNPs apresentam efeitos simultdneos
na tendinopatia do tibial posterior.

Observamos um desequilibrio de ligacdo entre o polimorfismo -1607 da
MMP-1 e os polimorfismos -519 da MMP-1 e -799 da MMP-8, sugerindo um papel
importante do polimorfismo -1607 da MMP-1. Entretanto, o polimorfismo -77 da
MMP-13 ndo apresentou desequilibrio de ligacdo como os demais SNPs estudados.

Diante dos resultados obtidos das frequéncias alélicas e genotipicas de que,
foi realizado o estudo de regressao logistica multipla utilizando modelo dominante, o
gual foi agrupado em homozigotos usuais versus homozigotos ndo usuais somados
aos heterozigotos polimdrficos. Os resultados demonstraram que os SNPs tem efeito
independente e sinérgico, sendo fator de risco a tendinopatia primaria do tibial
posterior.

Os resultados obtidos através da andlise por combinacdo mostram que o
grupo controle apresentou quantidades menores de SNPs para cada amostra,
enguanto 0 grupo teste apresentou na maioria das amostras maior quantidade de
SNPs combinados; reforcando o sinergismo entre os SNPs e indicando efeito aditivo
no desenvolvimento da tendinopatia do tibial posterior.

Estudos tém demonstrado uma desproporcao de varios tipos de colageno na
tendinopatia. Na disfuncdo do tend&o tibial posterior € observado aumento dos
niveis de colagenos do tipo Ill, IV e V e diminuicdo de colageno tipo I; o qual
apresenta uma distribuicdo difusa e é envolvido por fibrilas do tipo Ill (Satomi et. al.,
2008). As colagenases (MMP-1, MMP-8 e MMP-13) clivam todos os subtipos de
coldgeno, em especial as hélices triplas dos colagenos fibrilares tipos | e |llI
(Birkedal-Hansen et. al., 1993; Vincenti, 2001). Os polimorfismos estudados nessas
trés colagenases podem estar contribuindo para alterar os colagenos tipo | e Ill no

tibial posterior, aumentando sua degradacdo e assim predispondo a tendinopatia
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desse tendao. Assim, estes polimorfismos parecem ser um fator de risco significativo
para tendinopatia primaria do tendao tibial posterior.

Uma vez que o colageno tipo | € o componente principal do tendao tibial
posterior e a degradacdo deste tecido é considerada um dos fatores-chave nas
lesbes degenerativas, as colagenases estdo fortemente associadas, ja que essas
iniciam eficientemente a degradacéo do colageno tipo | (Sorsa et. al., 2006). Embora
estas MMPs exerca seu papel principal na degradacédo da matriz, ela também pode
modular a resposta inflamatoria e imune (Kuula et. al., 2009; Korpi et. al., 2009). O
desequilibrio na producdo das MMPs fornece a base molecular para explicar uma
intensa degradacédo do colageno, criando condi¢cées que acentuam a tendinopatia.

E importante salientar que os resultados aqui reportados podem ser
diferentes quando analisados em popula¢gdes etnicamente distintas, uma vez que a
origem étnica pode influenciar as frequéncias alélicas (Mourant et. al., 1976).

Os estudos genéticos relacionados a tendinopatias publicados na literatura
apresentam andlise da associacdo de polimorfismos nos genes que expressam 0
colageno tipo V (COL5A1), a tenascina-C, o colageno tipo | (GT), o fator
transformador de crescimento beta 1 (TGF- B1) variante rs1800469 e o fator 5 de
diferenciagao de crescimento (GDF-5) variante rs143383, com alteracdes do tendéo
calcaneo, mas ndo em relagdo ao tendao tibial posterior (Mokone et. al., 2005;
Mokone et. al., 2006; Posthumus et. al., 2009b; Collings; Raleigh, 2009; Posthumus;
Collings, 2010). Nosso grupo foi o primeiro a estudar SNPs nesse tend&o e nossos
resultados mostram uma influéncia significativa de alelos especificos no risco a
tendinopatia do tiial posterior.

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

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

molecular para pacientes suscetiveis a insuficiéncia do tendao tibial posterior.
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7 CONCLUSAO

Os polimorfismos rs2252070 na regido promotora do gene da MMP-13 (-77);
rs1144393 da MMP-1 (-519); rs1799750 da MMP-1 (-1607) e o rs11225395 da
MMP-8 (-799) estdo associados a tendinopatia primaria do tibial posterior, e podem
ser utilizados como marcador genético de risco a insuficiéncia do tendao tibial

posterior.

Combinacdes haplotipicas dos polimorfismos da MMP-1 (-1607 e -519)
(rs1799750 e rs1144393); MMP-8 (-799) (rs11225395) e MMP-13 (-77) (rs2252070)
influenciam a tendinopatia primaria no tibial posterior em mulheres, sendo, 0
haplétipo T-G-2G-A de risco e 0 C-A-1G-A de protecdo a esta tendinopatia.

Os resulatados da regressao logistica multipla demonstraram que os SNPs
tem efeito independente e sinérgico, sendo fator de risco a tendinopatia primaria do

tibial posterior.
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APENDICE 1

Resultados da andlise dos haplétipos pelo programa SHESIS online softwarede livre
acesso pelo endereco eletronico: http://analysis.bio-x.cn/myAnalysis.php.

Controle Qui-Quadrado OR (95% IC)
Haplétipos . Controle % | Testene  Teste %
C-A-1G-A 46.55 0,233 7.76 0,039 32,602 0,130(0,059~0,286)
C-A-1G-G 14.68 0,073 4.38 0,022 5,892 0,281 (0,095~0,833)
T-A-1G-A 18.76 0,094 7.99 0,040 4,692 0,399 (0,170~0,939)
T-A-1G-G 7.24 0,036 3.38 0,017 - -
C-A-2G-A 12.54 0,063 12.32 0,062 0,003 0,979 (0,434~2,211)
C-A-2G-G 6.16 0,031 7.68 0,038 - -
T-A-2G-A 6.06 0,030 20.33 0,102 8,296 3,644 (1,435~9,251)
T-A-2G-G 0 0,00 10.16 0,051 9,497 942,583 (56,555~15709.716)
C-G-1G-A 33.67 0,168 2.69 0,013 29,366 0,066 (0,019~0,233)
C-G-1G-G 10.61 0,053 10.52 0,053 0,001 0,989 (0,411~2,381)
T-G-1G-A 14.68 0,073 11.41 0,007 11,474 0,089 (0,016~0,0507)
T-G-1G-G 3.81 0,019 5.88 0,029 - -
C-G-2G-A 14.30 0,071 31.68 0,158 7,491 2,467 (1,273~4,782)
C-G-2G-G 5.49 0,027 10.98 0,055 1,908 2,061 (0,724~6,866)
T-G-2G-A 544 0,027 37.82 0,189 27,431 8,487 (3,365~21,404)
T-G-2G-G 0 0,00 25.02 0,125 26,820 -



http://analysis.bio-x.cn/myAnalysis.php

APENDICE 2

Resultados da analise dos haplétipos pelo programa Phases de livre acesso pelo

endereco eletronico (http://www.bioinf.man.ac.uk/phase/).

Haplotipos | Controle no  Controle % | Testeno  Teste% [ Valordep
1 C-A-1G-A 44 0,229 7 0,031 p < 0,001
2  C-A1GG 16 0,074 7 0,028
3  T-A1G-A 24 0,098 7 0,030
4  T-A1G-G 7 0,030 6 0,023
5 C-A2G-A 13 0,068 9 0,064
6 C-A-2G-G 4 0,028 8 0,037
7 T-A2G-A 4 0,027 24 0,097
8 T-A2GG 0 0,00 6 0,056
9 C-G1G-A 30 0,168 2 0,022
10  C-G-1G-G 14 0,055 10 0,042
11 T-G1G-A 11 0,074 1 0,015
12 T-G1G-G 4 0,020 4 0,025
13 C-G-2G-A 20 0,068 37 0,150
14 C-G-2G-G 3 0,026 8 0,062
15 T-G-2G-A 6 0,025 35 0,196
16 T-G-2G-G 0 0,00 29 0,114
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ANEXO 1

APROVACAO

A ComissGo de Etica paro Andlise de Projetos de Pesquisa -
CAPPesq da Diretoric Clinico do Hospital dos Clinicas e da Foculdode de
Medicina do Universidade de Sao Paulo, em sessao del0/03/2010, APROVOU o
Protocolo de Pesquisa n® 0901/09, infitulado:© PAPEL DO POLIMORFISMO DOS
GENES QUE EXPRESSAM AS METALOPROTEASES NA TENDINOPATIA PRIMARIA DO
TENDAO TIBIAL POSTERIOR." apresentado pelo Departamento de ORTOPEDIA E
TRAUMATOLOGIA, inclusive o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido,

CAPPesq, 11 de Margo de 2010

P,

Prof. Dr. Eduardo Massad
Presidente da Comiss@o de
Etica para Andlise de Projetos
de Pesquisa

Comissho de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa do HCFMUSP
Duretoria Clinica do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo Rua
Ovidio Pires de Campos, 225, 5° andar - CEP 05403 010 - S30 Pauio — SP Fone: 011 3069 6442 Fax: 011
3068 6492 e-mad: cappesq@henet usp be / secretanacappesq2@hcnet usp br
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ANEXO 2

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO-HCFMUSP e UNIVERSIDADE
FEDERAL DO PARANA- UFPR

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DE IDENTIFICACAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL

LEGAL
LN OME: oot ee eeeeee e ee e es e
DOCUMENTO DE IDENTIDADE NO & ..o eeeees SEXO: .MOFO
DATA DE NASCIMENTO: ........ - f.....
ENDEREGO: ..ottt Ne ... APTO: .......
BAIRRO: .. .o CIDADE ...cooveveeee
CEP:.oeoveeeee e, TELEFONE: (............ ) s
2. RESPONSAVEL LEGAL.....ceeeeeeeee ettt et e e e e e ee e e e eeae e e aeae e
Grau de PArENtESCO .......ceuvvuuiiiiiiieeeeieeeeeeeeete e r e e e e e e e aeaeaaeeaaaeeeens
DOCUMENTO DE IDENTIDADE :..oooveeveeeeeeeeeen SEXO: M OrO
DATA DE NASCIMENTO.: ...... /....... /......
ENDEREQCO: ..ottt NO i, APTO: e
BAIRRO: ... CIDADE : ... e e
CEP e TELEFONE: (........... TSSO

DADOS SOBRE A PESQUISA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA:Papel do polimorfismo dos genes que expressam as
metaloproteases na tendinopatia priméaria do tendao tibial posterior.

2. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:

RISCO MINIMO X RISCO MEDIO [l

RISCOBAIXO [ RISCO MAIOR [

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE
DE SAO PAULO-HCFMUSP e UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA- UFPR

> As lesdes dos tenddes por degeneracdo tém explicacOes ligadas a traumatismos, a problemas
de circulacdo sanguinea e problemas dos nervos, mas muitas doengas que levam a degeneracdo dos
tendBes ainda permanecem sem uma explicacdo médica adequada.Essas informagdes estdo sendo

fornecidas para sua participacdo voluntéria neste estudo, que visa esclarecer os motivos que causam as
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degeneracdes dos tenddes do pé. Por esse motivo, a possibilidade de causas genéticas para essas lesoes
precisam ser estudadas e o objetivo desse estudo € investigar a frequéncia dos genes em pacientes com
diagnéstico de lesdo do tenddo tibial posterior, para verificar a possivel relacdo entre o polimorfismo
genético e o desenvolvimento dessa doenca.

> Esse estudo sera feito com um Gnico exame mediante coleta simples de saliva. Os pacientes
selecionados fardo bochecho com 4gua e aglcar e, em seguida, cuspirdo em um recipiente plastico
pequeno. A leitura das informacdes genéticas presentes na saliva é exame de alta tecnologia nédo
rotineiro no nosso meio. N&o havera outros exames ou procedimentos invasivos.

> N&o havera desconfortos ou riscos na coleta e execucdo desse exame.

> Em relacdo aos beneficios para os participantes,ndo h& beneficio direto para o participante;
trata-se de estudo experimental testando a hip6tese de que fatores genéticos interfiram na degeneragdo
dos tenddes.

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

> Estd garantido o acesso, em qualquer etapa do estudo, aos achados da pesquisa, ao seu

prontuério e aos profissionais responsaveis pela pesquisa para esclarecimento de eventuais davidas.

Os responsaveis pelo estudo sdo o Prof. Dr. Tulio Diniz Fernandes e a Prof® Dra. Maria
Cristina Leme Godoy dos Santos, que podem ser encontrados respectivamente nos enderecos: Rua
Ovidio Pires de Campos, n° 333, 3° andar, sala da Secretaria de Graduacéo, Instituto de Ortopedia e
Traumatologia da USP, Sao Paulo, Capital, Brasil, pelo telefone 11-30696888 e Av. Cel. Francisco H
dos Santos, s/n, Jardim das Ameéricas, Departamento de Biologia Celular, sala 224, Curitiba, Parana,
Brasil pelo telefone 41-33611750.

Se voce tiver alguma consideracdo ou divida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com
o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) a Rua Ovidio Pires de Campos, 225 — 5° andar,telefone3069
6442, ramais 16, 17, 18 ou 20. FAX: 3069 6442, 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 Institui¢do.

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

identificacdo de nenhum deles.

E garantido o direito aos participantes de serem mantidos atualizados sobre os resultados

parciais das pesquisas ou de resultados que sejam do conhecimento dos pesquisadores.

Né&o ha despesas pessoais para o participante em qualquer fase do estudo, incluindo exames e
consultas,nem compensacdo financeira relacionada a sua participacdo. Se existir qualquer despesa

adicional, ela sera absorvida pelo orcamento da pesquisa.
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Ha& compromisso absoluto do pesquisador de utilizar os dados e o material coletado somente

para esta pesquisa.

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

metaloproteases na tendinopatia priméaria do tend&o tibial posterior”.

Eu discuti com o Dr. Tulio Diniz Fernandes sobre a minha decisdo em participar desse estudo.
Ficaram claros para mim quais sdo os propdsitos do estudo, os procedimentos a serem realizados, seus
desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro
também que minha participacdo é 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 responsavel do projeto)

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

deste paciente ou representante legal para a participacdo neste estudo.

Assinatura do responsavel pelo estudo Data / /



Quadro 1: Sistema de Classificacdo dos Estagios da insuficiéncia do tendao tibial

ANEXO 3

posterior descrito por Johnson & Strom (1989).

Estagio

Tendao/Deformidade

tendinopatia/ sem deformidade

tendinopatia/ deformidade pé plano

flexivel

tendinopatia/ deformidade pé plano
rigido
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