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Resumo

MIRANDA, Vitor Almeida Ribeiro de. Analise de Marcadores Genéticos na
Tendinopatia do Tibial Posterior. Rio de Janeiro, 2016. Dissertacao (Mestrado em
Ciéncias Aplicadas ao sistema Musculoesquelético) - Instituto Nacional de
Traumatologia e Ortopedia, Rio de Janeiro, 2016.

A Tendinopatia do Tibial Posterior (TTP) € uma doenca degenerativa de
origem multifatorial, com carater insidioso e progressivo. Acredita-se que
fatores genéticos tenham significativa influéncia no desenvolvimento desta
doenca. O fator de necrose tumoral tipo alfa (TNF-a) € uma citocina pleiotropica
associada ao processo de apoptose dos tendcitos, estando relacionada a
degeneracao primaria dos tenddes. O objetivo deste estudo foi avaliar a
correlacao entre TTP e a presenca de polimorfismos no gene TNFA. Cento e
trinta e dois voluntarios foram submetidos ao exame clinico para diagnostico de
TTP, e divididos em dois grupos: controle (n=63; sem TTP) e TTP (n=69; com
TTP). Todos os voluntarios foram submetidos a coleta de saliva para obtencao de
DNA a partir de células bucais. Apds quantificacao, o DNA foi submetido a
genotipagem, através do sistema de reacao em cadeia de polimerase em tempo
real, para deteccao de polimorfismos nas regioes rs1800629, rs1799724,
rs1799964 no gene TNFA. Os resultados mostraram associacao altamente
significativa entre os gendtipos polimorficos (AG+GG) para rs1800629 (p=0.001),
assim como o genoétipo CC para rs1799724 (p=0.02) com a presenca de TTP. O
haplotipo GTC no gene TNFA nao mostrou correlacao com o desenvolvimento de
TTP. Concluiu-se que o polimorfismo rs1800629 no gene TNFA estao associados

ao desenvolvimento de TTP.

Palavras chave: pé plano, polimorfismo genético, tendinopatia, fator de
necrose tumoral tipo alfa.
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Abstract

MIRANDA, Vitor Almeida Ribeiro de. Polymorphism is Associated with Posterior
Tibial Tendinopathy. Rio de Janeiro, 2016. Thesis (Master in Sciences Applied to
Musculoskeletal System) - National Institute of Traumatology and Orthopedics,
Rio de Janeiro, 2016.

Posterior Tibial Tendinopathy (PTT) is a degenerative disease of multifactorial
etiology. Polymorphisms have been related to other tendinophaties. So, it is
believed that genetic factors have significant influence on PTT development.
Tumor necrosis factor alpha (TNF-a) is a pleiotropic cytokine associated to the
tenocytes apoptosis process and, therefore, related to primary tendon
degeneration. The main of this study was to evaluate the correlation between
PTT and polymorphisms in TNFA gene. One hundred and thirty-two volunteers
underwent clinical examination for the diagnosis of PTT, and divided into two
groups: control (n = 63; without PTT) and PTT (n = 69; with PTT). Saliva samples
were obtained from all volunteers in order to isolate DNA from buccal cells. The
DNA genotyping was performed by real time polymerases chain reaction by
identification of polymorphisms of the TNFA rs1800629, rs1799724, rs1799964
gene regions. Our results showed highly significant association between
polymorphic genotype (AG + GG) for rs1800629 (p = 0.001) and the CC genotype
for rs1799724 (P = 0.02) with the presence of TTP. No haplotype in TNFA gene
was correlated with the development of TTP. Based on these results, it was
concluded that TNFA gene polymorphisms are associated with the development
of TTP.

Keywords: flat foot, pes planus, genetic polymorphism, tendinopathy, tumor
necrosis factor alpha.

viii



2.1

2.2

2.3

2.4

2.5

4.1

4.2

4.3

SUMARIO

INTRODUCAO
REVISAO DA LITERATURA

ESTRUTURA E FISIOLOGIA DOS TENDOES
TENDINOPATIAS

O FATOR DE NECROSE TUMORAL TIPO ALFA (TNFa) NAS
TENDINOPATIAS

A TENDINOPATIA DO TIBIAL POSTERIOR
HERANCA GENETICA E TENDINOPATIAS
OBJETIVOS

MATERIAL E METODOS
PARTICIPANTES

ANALISE DO POLIMORFISMO GENETICO
ANALISE ESTATISTICA

RESULTADOS

DISCUSSAO

CONCLUSOES

BIBLIOGRAFIA
ANEXO | - PERECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

ANEXO Il - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E
ESCLARECIDO

ANEXO Il - FICHA CLINICA DOS PARTICIPANTES

16

18

18

25

29

32

35

40

41

41

42

43

45

49

54

55

63

65

67



Lista de Siglas e Simbolos

% Percentual

® Marca Registrada

A Adenina

A/G Troca de base A po G

ANOVA Analise de Variancia

AP-1 Proteina Ativadora um

BDNF Fator Neurotrofico derivado do cérebro

BID Dominio Interativo de Morte celular BH3

BMP4 Fator 4 Morfoldgico Osseo derivado de Plaquetas
C Citosina

c-PARP Polimerase Ribossomica (clivada)

C/T Troca de base C por T

CA California

CASP8 Gene da Caspase 8

CEP Comité de Etica em Pesquisa
Ché Cromossomo 6

COL12A1  Gene do Colageno tipo 12 A1
COL14A1  Gene do Colageno tipo 14 A1
COL1A1 Gene do Colageno tipo 1 A1
COL1A2 Gene do Colageno tipo 1 A2
COL3A1 Gene do Colageno tipo 3 A1

COL5AT1 Colageno tipo 5 A1
COL5A2  Colageno tipo 5 A2
COL5A3  Colageno tipo 5 A3
COMP Proteina Oligomérica de Matriz

X



DEFB1

DNA

DP

ESRRB

EUA
FADD

FAICTs

FGF10
FGF3

FGFR1
G
GDF5
IC
IGF-I
INTO
IkB

JNK

LTB4
MCP

MEC
MFA
MIR608
mMiRNAs
ml
MMP1

MMP12

MMP8

Gene da Defensina beta 1
Acico Desoxirribonucleico

Desvio Padrao

Gene do Receptor beta relacionado ao Estrogénio

Estados Unidos das Américas

Dominio Apoptético do Fator de Necrose Tumoral alfa
Colagenos Associados a Fibrilas com Tripla Hélice

Gene do Fator tipo 10 de Crescimento de Fibroblasto

Gene do Fator tipo 3 de Crescimento de Fibroblasto

Gene do Receptor do Fator de Crescimento de Fibroblasto tipo 1
Guanina

Gene do Fator 5 de Diferenciacao de Crescimento

Intervalo de Confianca

Fator de Crescimento semelhante a insulina tipo 1

Instituto Nacional de Traumatologia e Ortopedia

Subunidade Inibitéria do Fator Nuclear kappa B
Quinase N-Terminal da juncao C
Leucotrieno beta 4

Morte Celular Programada

Matriz Extracelular

Menor Freqiiéncia alélica
Micro RNA 608

Micro RNA's

Mililitro

Gene da Metaloproteinase 1
Gene da Metaloproteinase 12

Gene da Metaloproteinase 8

X1



NEMO Modulador Essencial do NFkB

NFkB Fator Nuclear kappa B

ng Nanograma

NPR Razao de rede de Proteina

°C Graus Celcius

OR Razao de Chance (Odds Ratio)

p75 Receptor p75 de neurotrofina

PCR Reacao de Cadeia em Polimerase

PDGF Fator de Crescimento Derivado das Plaquetas
PGE2 Prostaglandina E2

RNA Acido Ribonucleico

RT-PCR Reacao de Cadeia em Polimerase em Tempo Real

SP-1 Proteina Especifica um

STREGA STengthening the REporting of Genetic Association studies

T Timina

TGFB1 Gene do Fator de Necrose Tumoral beta um

TGF-8 Fator Transformador do Crescimento tipo Beta

TNC Gene da Tenascina C

TNF-R1 Receptor um de Fator de Necrose Tumoral

TNF-a Fator de Necrose Tumoral tipo alfa

TNFA Gene no Fator de Necrose Tumoral alfa

TNFR2 Gene do Receptor dois de Fator de Necrose Tumoral
TP tendao Tibial Posterior

TRADD Gene do Receptor de TNF Associado ao dominio de morte celular
TTP Tendinopatia do Tibial Posterior

TX Texas

pl Microlitro

VEGF Fator de Crescimento Endotelial Vascular

xil



Alfa

Beta

teste do qui-quadrado

Xiii



Lista de Figuras

Figura 1. Estrutura de um tendao. Organizacao em niveis hierarquizados.
Detalhe da organizacao terciaria das fibras colagenas.

Figura 2. Esquema da estrutura basica do tendao. A fibrila consiste basicamente
de colageno tipo I.

Figura 3: Modelo de fisiopatologia das tendinopatias proposto por Wu em 2011.

Figura 4: Estrutura esquematica do TNFa.

Figura 5. Mecanismo de acao (simplificado) do Fator de Necrose Tumoral Tipo- a
(TNF-a) induzindo a apoptose através de TNFR-1.

Figura 6: Esquema da acao da sinalizacao do TNF-a e no tendao de Aquiles
baseada nas funcoes em outros tecidos.

Figura 7. Anatomia da regiao medial do tornozelo e pé.

Figura 8. Deformidade em valgo de ambos os pés em paciente portadora de TTP.
Figura 9. Exame fisico comparativo entre o lado normal.

Figura 10. Esquema, com base no desenvolvimento da tendinopatia de Aquiles,

mostrando a relacao complexa entre os fatores de risco internos e externos na
etiologia da lesao.

Xiv



Lista de Tabelas

Tabela 1: Caracteristicas da populacao estudada

Tabela 2: Base para o calculo do Equilibrio de Hardy-Weinberg

Tabela 3: Resumo dos achados das regioes estudadas (por alelos)

Tabela 4: Distribuicao dos haplotipos nos grupos controle e TTP.

Tabela 5: Detalhamento das analises genomicas dos participantes do grupo TTP

Tabela 6: Detalhamento das analises genomicas dos participantes do grupo

Controle

Tabela 7: Estudos correlacionando polimorfismos em um Unico gene e o risco de
desenvolver TTP.

XV



1. Introducao

A tendinopatia do tibial posterior (TTP), também denominada
insuficiéncia do tibial posterior ou pé plano adquirido do adulto, € uma doenca
degenerativa insidiosa e progressiva que comumente afeta mais as mulheres
apos os quarenta anos de idade (MYERSON et al, 1996; HADDAD e DELAND et al,

2014).

A apresentacao clinica mais comum é dor no trajeto do tendao tibial
posterior e deformidade em valgo ou “pé plano” associado a graus variados de
abducao do antepé. Os sintomas sdao progressivos e podem ser incapacitantes

(HADDAD e DELAND et al, 2014).

O diagndstico é baseado na anamnese e exame fisico e complementado
com exames de imagem. O sinal patognomonico € o teste da elevacao do
calcanhar positivo, que consiste no paciente tentar ficar na ponta do pé com
apoio monopodal (FUNK et al, 1986). Na TTP os pacientes nao conseguem
realizar a manobra (JOHNSON e STROM, 1989). Grande parte dos pacientes
necessita de cirurgia o que dificulta e encarece o tratamento (HADDAD e

DELAND et al, 2014).

Tendinopatias sao doencas multifatoriais (REF). A influéncia de fatores
mecanicos e hormonais foi explorada por diversos autores (HOLMES et al, 1992;
HOPE e SAXBY, 2007; WU et al, 2011). Nos ultimos anos, os fatores genéticos
tém sido apontados como relacionados as tendinopatias em geral, como do
Aquiles (RIBBANS e COLLINS, 2013) e manguito rotador (MOTTA, 2013).

Polimorfismos localizados nos genes COL5A1, MIR608, COL1A1, COL12A1, TNC,
16



GDF5, CASP8 e MMP12 foram aplicados como indicadores de susceptibilidade
genética as tendinopatias em diferentes populacdes, incluindo Africa do Sul,
Estados Unidos e Europa (COLLINS et al, 2010; SEPTEMBER et al, 2012). No
Brasil, o estudo de Salles et al (2014) foi pioneiro na analise do polimorfismo
genético em atletas, mostrando associacao de polimorfismos nos genes BMP4,

ESRRB e FGF3 com a tendinopatia do manguito rotador.

Poucos trabalhos exploraram a caracteristica genética da TTP. Até o
momento, somente regides especificas nos genes MMP1 e MMP8 foram
analisadas, mostrando associacao significativa com o desenvolvimento da doenca
(GODOY-SANTOS et al, 2013; GODOY-SANTOS et al, 2014; BARONEZA et al,

2014).

Considerando que as tendinopatias sao decorrentes de uma combinacao
de fatores extrinsecos e intrinsecos, e que, a degeneracao do tendao ocorre
principalmente por apoptose dos tendcitos, devido a presenca de radicais livres
que desencadeiam a ativacao de moléculas indutoras de morte celular (YUAN, et
al 2002; NELL et al, 2012), estudos envolvendo citocinas relacionadas com
apoptose celular poderao contribuir para o melhor entendimento do perfil
genético relacionado a fisiopatologia da TTP. Acredita-se que métodos futuros,
para aprimoramento de diagnoéstico ou tratamento de doencas do sistema
musculoesquelético, poderao basear-se nas caracteristicas genéticas do

individuo (SAKABE et al, 2011).
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2. Revisao da Literatura

2.1. Estrutura e Fisiologia dos Tendoes

O tendao é um tecido conjuntivo denso composto primariamente por
fibras de colageno, proteoglicanos e agua (SHARMA e MAFFULLI, 2006; XU et al,
2008). Morfologicamente, tem o aspecto de um cordao fibroso branco perolado,
bem organizado, composto por feixes paralelos de fibras de colageno que ligam
o musculo ao osso, transmitindo forca e absorvendo impactos (WANG et al,

2006).

Os proteoglicanos e as proteinas nao colagenas dos tenddes atuam na
regulacao do tamanho das fibras e fibrilas de colageno e de outros componentes
da matriz e na mediacao de interacdes célula-matriz. Essa composicao é
responsavel pelas propriedades elasticas e viscoelasticas do tecido tendineo
(FESSEL et al, 2009). Por isso, os tendoes possuem alta capacidade de alterar
seu metabolismo, em resposta a cargas mecanicas, aumentando a sintese de
colageno tipo | e forcas tencionais. No entanto, os mecanismos pelos quais as
células percebem o estresse mecanico e o converte em sinais bioquimicos

adaptativos nao é bem conhecido (WANG et al, 2006).

Como na maioria dos tecidos, a matriz extracelular dos tendoes é
altamente sensivel as acdes das células e é frequentemente remodelada por
estas durante o desenvolvimento, a homeostase e a regeneracao tecidual, por
meio de digestao enzimatica seguida da deposicao de matriz recém-sintetizada.

Este processo além de prover ancoragem e arcabouco mecanico para a

18



renovacao tecidual tem um importante papel na regulacao da morfologia, na
diferenciacao, migracao e nas funcoes metabolicas celulares dos tendoes (WU et

al, 2011).

A origem da forca tendinea reside na organizacao das fibras de colageno
que correm paralelas, em agregados orientados longitudinalmente, e das
ligacOes cruzadas entre as fibras, que distribuem as cargas e evitam os danos
causados pela concentracao de estresse em um Unico ponto do tecido (WANG et

al, 2006; FESSEL et al, 2009).

A estrutura do tendao é organizada em niveis hierarquizados. Essa
composicao assegura que pequenos danos nao se espalhem ao longo do tecido,
além de aumentar a forca do tendao. O primeiro nivel € composto por moléculas
de colageno, o seu principal componente. Neste nivel as moléculas se agregam e
forma o segundo nivel hierarquico, as fibrilas de colageno, que se dispoem
paralelamente (SHARMA e MAFFULLI, 2006). As fibrilas se unem e formam as
fibras, circundadas pelo endotendao: uma fina camada de tecido conjuntivo que
contém vasos sanguineos, linfaticos e fibras nervosas. A estrutura terciaria
fibrilar constitui o nivel maximo de compactacao das fibras (WANG et al, 2006)

(Figurat).

Acredita-se que as fibras elasticas, que constituem de 1 a 2% da massa do
tecido, sejam responsaveis pelo retorno das fibras a posicao inicial (KANNUS,
2000). A extensao das fibras acarreta em perda temporaria da ondulacao, devido
ao deslizamento das hélices triplices de colageno, tornando as fibras paralelas.
Até certo ponto, as propriedades viscoelasticas permitem ao tendao retornar ao

estado de repouso. Quando as cargas sao intensas, ocorrem micro-rupturas que
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levam ao aumento da producao local de prostaglandinas E tipo 2 (PGE2) e
leucotrienos tipo B4 (LTB4) (WANG et al, 2006). Cargas extremas provocam lesao
macroscopica com consequente producao de proteoglicanos E2 e leucotrienos
tipo B que induzem a e ruptura do tendao, no fim da cascata (SHARMA e

MAFFULLI, 2006).

Tenddo T

evnitendd

banda tercidria

endotenddo (fasciculo)

tropocoldgeno

banda secunddria
(fibra de coldgeno)

microfibrilas
de coldageno
fibr& primdria
(sub-fibra de
coldgeno)

endotenddo

Figura 1. Estrutura de um tendao. Organizacao em niveis hierarquizados. Detalhe da
organizacao terciaria das fibras colagenas. Modificado de http://vearlemedicalart.com

sob autorizacao.
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As cargas mecanicas desempenham um importante papel na organizacao
tecidual desde o estagio de fibrilas aos agregados de fibras (KOVACEVIC e
RODEO, 2008) e também na fisiologia tendinea (SAKABE et al, 2011). Os tendoes
respondem a estimulos de cargas modificando sua estrutura, composicao e
propriedades mecanicas. Tais mudancas sao realizadas pelos fibroblastos, que

alteram a expressao das proteinas da matriz (WANG et al, 2006).

Os proteoglicanos presentes no tendao ligam-se as fibrilas de colageno
tipo | através de seu nlcleo protéico e mediam a organizacao ultraestrutural do
tecido, sendo responsaveis principalmente pela resisténcia a cargas (FESSEL e

SNEDEKER, 2009).

O colageno é uma proteina essencial para o tendao, pois prové
integridade estrutural, contribui para a forca mecanica do tecido e constitui
cerca de 60% de seu peso seco. O tipo mais abundante é o colageno tipo | que
responde por aproximadamente 95% da quantidade total de colageno; os 5%
restantes sao representados pelos colagenos tipos Il, lll, V, VI, IX, X, XI, XIl e XV
(SHARMA e MAFFULLI, 2006; TAYLOR et al, 2009). O colageno tipo Il encontra-se
predominantemente no endotendao e no epitendao, sob a forma de fibras
pequenas e desorganizadas, que podem ocasionar reducao da forca mecanica
(WANG et al, 2006). O colageno tipo V é intercalado com um nlcleo de fibrilas

de colageno tipo | e regula o crescimento fibrilar (COLLINS, 2010) (Figura 2).

Além do colageno tipo |, a matriz extracelular dos tenddes é composta
por diversas glicoproteinas; algumas sao essenciais como a tenascina C, a

fibronectina e a elastina (SHARMA e MAFFULLI, 2006).
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A tenascina C esta presente em todo o tecido tendineo especialmente nas
juncoes miotendinosas e osteotendinosas (SHARMA e MAFFULLI, 2006). Tem
papel na orientacao e alinhamento das fibras de colageno e, acredita-se, que
possa ter um papel na contracao de feridas. Sua expressao € regulada por cargas

mecanicas e esta aumentada nas tendinopatias (TAYLOR et al, 2009).

A fibronectina auxilia na cicatrizacao tecidual e localiza-se na superficie
das fibrilas colagenas. Ja a elastina, que responde por cerca de 2% do tecido,
auxilia no retorno das fibras ao modelo ondulado apoés extensao devido a

exposicao a cargas mecanicas (WANG et al, 2006).

A Proteina Oligomérica de Matriz da Cartilagem (COMP - Cartilage
Oligomeric Matrix Protein) encontrada também na cartilagem ¢ uma
glicoproteina pentamérica abundante na matriz extracelular do tendao
(CROVACE et al, 2010). A COMP esta envolvida com a fibrilogénese de colageno
e permite que o tendao adapte-se as diferentes necessidades mecanicas

(TAYLOR et al, 2009).

O tecido tendineo comporta dois tipos celulares: os tenoblastos e os
tenocitos, que respondem por cerca de 90-95% de todo conteudo celular do
tecido. O restante (5-10%) é composto por condrécitos nos locais de insercao e
adesao oOssea, células sinoviais da camada tendinea e células vasculares, tais
como células endoteliais e células de musculo liso presentes nas paredes das
arteriolas (WANG et al, 2006). As células progenitoras tendineas situam-se entre
os agregados fibrilares, assim como os tendcitos e os tenoblastos (SAKABE et al,

2011).
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Colageno tipo V
(colageno fibrilar minor)
COL5A1, COL5A2 COL5A3

Tenascina C
(glicoproteina)
TNC
Colageno tipo |

(colageno fibrilar major)
COL1A1, COL1A2

Colageno tipo Il
1 _ é (colageno fibrilar major)

h COL3A1
&R

Colageno tipo Xll e XIV
(FAICTSs)
COL12A1, COL14A1

Figura 2. Esquema da estrutura basica do tendao. A fibrila consiste basicamente de
colageno tipo I, que é um heterodimero consistindo de duas cadeias (alfa 1 e alfa 2), as
sao codificadas pelos genes COL1A1 e COL1A2, respectivamente. As fibrilas também
contém quantidades expressivas de colageno tipo Ill e V. O colageno tipo Il é formado
por trés cadeias alfa 1 codificadas pelo gene COL3A1. A maior isomorfa do colageno tipo
V é um heterodimero consistindo de duas cadeias alfa 1 e uma cadeia alfa 2,
codificadas pelos genes COL5A1 e COL5A2, respectivamente. Algumas isomorfas contém
a cadeia alfa 3 codificada pelo gene COL5A3. Os colagenos Xll e XIV estao associados
com a superficie fibrilar e pertence a subfamilia de colagenos associados a fibrilas com
tripla hélice (FACITs do inglés fibril-associated collagens with interrupted triple
helices). Ambas as proteinas sao homotrimeros codificados pelos genes COL12A1 e
COL14A1. A glicoproteina Tenascina C é codificada pelo gen TNC. Modificado de Collins
e Raleigh (2009).

A Proteina Oligomérica de Matriz da Cartilagem (COMP - Cartilage
Oligomeric Matrix Protein) encontrada também na cartilagem ¢ uma
glicoproteina pentamérica abundante na matriz extracelular do tendao
(CROVACE et al, 2010). A COMP esta envolvida com a fibrilogénese de colageno
e permite que o tendao adapte-se as diferentes necessidades mecanicas

(TAYLOR et al, 2009).

O tecido tendineo comporta dois tipos celulares: os tenoblastos e os
tenocitos, que respondem por cerca de 90-95% de todo conteudo celular do

tecido. O restante (5-10%) é composto por condrécitos nos locais de insercao e
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adesao oOssea, células sinoviais da camada tendinea e células vasculares, tais
como células endoteliais e células de musculo liso presentes nas paredes das
arteriolas (WANG et al, 2006). As células progenitoras tendineas situam-se entre
os agregados fibrilares, assim como os tendcitos e os tenoblastos (SAKABE et al,

2011).

As células tendineas tem um potencial limitado de multiplicacao, o que
explica sua baixa capacidade em promover a regeneracao (HOPE e SAXBY, 2007;
SCHULZE-TANZIL et al, 2011). Os tenocitos respondem pela sintese de proteinas
da matriz, como colagenos, fibronectina e proteoglicanos, proteinas mediadoras
do reparo e producao de matriz extracelular organizada e remodelamento
durante os processos de regeneracao (HOPE e SAXBY, 2007). Ja os tenoblastos
sao células tendineas imaturas com morfologia fusiforme e alta atividade
metabolica. Com a idade, os tenoblastos tornam-se alongados e transformam-se
em tendcitos. Os tendcitos possuem menor atividade metabdlica e menor
relacao nlcleo-citoplasma (SHARMA e MAFFULLI, 2006).

O baixo consumo de oxigénio por tenddes e ligamentos (cerca de sete
vezes menor do que no musculo esquelético), a consequente baixa taxa
metabdlica aliada a uma boa capacidade de geracao de energia, tornam esses
tecidos capazes de suportar cargas e manter tensoes por grandes periodos de
tempo sem que ocorra isquemia e subsequente necrose. Embora seja um fator
positivo para a funcao tecidual, a baixa taxa metabolica torna os processos

regenerativos do tendao extremamente lentos (SHARMA e MAFFULLI, 2006).
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2.2 Tendinopatias

A patogénese das tendinopatias nao esta clara. Corps, em 2012, sugeriu
como causa possivel da TTP, que mediadores biomecanicos sejam produzidos

primariamente pelos tenocitos, em resposta ao estresse.

As tendinopatias ocorrem quando os tenddes sao submetidos a altos niveis
de estresse mecanico e/ou pelo acumulo de microtraumas e distribuicao
irregular de carga (WU et al, 2011) (figura 3). Em geral, os traumas tendineos se
relacionam com carga ténsil excessiva podendo resultar em laceracao ou
contusao (HOPE e SAXBY, 2007). Na TTP isso tem especial importancia visto que
o tendao tibial posterior possui no seu trajeto uma angulacao excessiva na
regiao adjacente ao maléolo medial que o coloca em extrema tensao durante a

marcha (HADDAD e DELAND, 2014).

TENDAO

- Aumento da celularidade
LesOes se repetem *
e —-
Outros fatores

Apoptose e Autofagia
em excesso

}

Diminuicao da
celularidade

}

Deterioracao da M.E.C.

Figura 3: Modelo de fisiopatologia das tendinopatias proposto por Wu em 2011. MEC:
Matriz Extra-Celular.

Histologicamente, a tendinopatia € caracterizada por degeneracao e
desorganizacao das fibras de colageno (WANG et al, 2006). Macroscopicamente,

se apresenta como uma degeneracao mucoide, com o tecido friavel e de cor
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acastanhada (GONCALVES-NETO et al, 2002). Microscopicamente, confirma-se
que esta estrutura apresenta desorganizacao e micro-ruptura das fibras de
colageno, hipercelularidade com arredondamento dos nucleos (SATOMI et al,
2008), aumento significativo de colageno tipo Ill, IV e V em relacao a quantidade
de colageno tipo |, aumento da quantidade de glicosaminoglicanos,
neovascularizacao e apoptose (JAFARI et al, 2015). Outras caracteristicas
patoldgicas comumente presentes sao as adiposes, fibrocartilaginoses e
metaplasias Osseas. Além dessas alteracdes morfologicas, pode-se observar um
aumento da producdao de glutamato e os altos niveis do neurotransmissor

excitatorio glutamato estao relacionados com a sensacao dolorosa (RILEY, 2008).

Apo6s uma lesao, ha uma alta expressao de IGF-I (fator de crescimento
semelhante a insulina tipo-1), que na fase inflamatoria promove proliferacao e
migracao de fibroblastos tendineos e subsequente aumento na producao de
colageno e proteoglicanos; PDGF (fator de crescimento derivado das plaquetas),
que estimula a producao de outros fatores de crescimento e mitogénicos; TGF-b
(fator transformador do crescimento tipo beta), que auxilia a deposicao de
matriz); VEGF (fator de crescimento endotelial vascular), que, na fase
reparativa, estimula proliferacado de células endoteliais, aumenta a
permeabilidade capilar e a angiogénses; e o FGF-b (fator de crescimento
fibroblastico basico), que promove angiogénese e regula a proliferacao e a
migracao celular. Apos a injuria, a expressao de colageno | inicialmente é
reduzida e entao retorna gradualmente ao nivel inicial, por volta do dia 28;
enquanto a expressao dos colagenos lll, V e Xl é aumentada (WANG et al, 2006;

RILEY, 2008).
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Surpreendentemente, nao se confirma a presenca de células inflamatorias
em amostras colhidas tanto em humanos quanto em modelos experimentais.
Portanto, as tendinopatias sao condicdes degenerativas e nao inflamatorias

(RILEY, 2008).

Os fatores constituintes da lesao podem ser intrinsecos ou extrinsecos . Os
fatores intrinsecos estao relacionados com a funcao exercida, idade, forca
muscular, flexibilidade, irrigacao peculiar, atrito e compressoes contra
estruturas adjacentes e com o trajeto anatomico e suas alteracoes (HOLMES,
1992; XU e MURRELL, 2008). Ja os fatores extrinsecos estao relacionados as
doencas sistémicas, tabagismo, erros no treinamento, influéncia hormonal,
utilizacao de antibioticos e principalmente as atividades por esforcos repetitivos

(RIBBANS e COLLINS, 2013; XU e MURRELL, 2008).

A regeneracao do tecido tendineo é um processo lento e frequentemente
acarreta na formacao de tecido cicatricial, com propriedades biomecanicas
inferiores as do tecido original, ou adesdes fibrosas que aumentam o risco de

reincidéncia da lesao apos o tratamento (HOPE e SAXBY, 2007).

A baixa capacidade regenerativa dos tenddoes € devido ao pequeno
numero de tenocitos, que sao as Unicas células tendineas responsaveis pela
producao, deposicao, organizacao e manutencao da matriz extracelular (HOPE e
SAXBY, 2007) e a vascularizacao limitada com baixa atividade mitética (RILEY,

2008).

O processo de regeneracao tendineo, que ocorre em resposta a uma
agressao, pode ser dividido em trés etapas, que se sobrepéem (HOPE e SAXBY,

2007). A fase inflamatoria inicial ocorre logo apo6s a agressao. Ha um aumento
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local de plaquetas, eritrocitos e células inflamatorias (macrofagos, monocitos e
neutroéfilos) que fagocitam os restos necréticos e liberam fatores vasoativos e
quimiotaticos, que recrutam fibroblastos para iniciar a sintese e a deposicao de
colageno (SAKABE e SAKAI, 2011). Nas primeiras 24 horas, ha um predominio de
monocitos e macrdéfagos e a ocorréncia de fagocitose do material necrotico.
Devido ao aumento da permeabilidade vascular, ha liberacdao de fatores
vasoativos e quimiotaticos, inicio da angiogénese, estimulacdao da proliferacao
de tendcitos e maior recrutamento de células inflamatorias. Ha migracao de

tenocitos para o local da lesao e inicio da sintese de colageno lIl.

A fase reparativa/proliferativa, que é intermediaria do processo de
reparo, se inicia alguns dias ap6s a agressao e dura aproximadamente seis
semanas. Nesta etapa ha abundancia de sintese, pelos fibroblastos tendineos, de
componentes da matriz, como colageno e proteoglicanos e sua deposicao no
local da lesao (HOPE e SAXBY, 2007). As concentracbes de agua e

glicosaminoglicanos permanecem altas, assim como de colageno llI.

A fase remodeladora tem inicio cerca de seis semanas apos a agressao, €
caracterizada pela diminuicao da celularidade e reducao da sintese de colageno
e glicosaminoglicanos. O tecido reparado se transforma em um tecido fibroso
cicatricial apds cerca de 10 semanas. Na etapa mais tardia desta fase, as
ligacoes covalentes entre as fibras aumentam, resultando em um tecido com
maior firmeza e maior forca ténsil. A vascularizacdo e o metabolismo dos
tenocitos diminuem progressivamente, ha um alinhamento das fibras e dos
tenocitos na direcao do tecido tendineo e a sintese de colageno | permanece

alta (WANG et al, 2006).
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Durante a traducdao do sinal mecanico no tendao, as citocinas
desenvolvem funcao primordial na cascata de sinalizacdo. Os tenocitos
respondem de forma adaptativa a presenca de carga por meio de citocinas, tais
como TNF-a e seus receptores (TNF-R1 e TNFR-2) (SCHULZE-TANZIL et al, 2011;

FUCHS e STELLER, 2014).

2.3 O Fator de Necrose Tumoral Tipo alfa (TNF-a) nas Tendinopatias

O TNF-a é uma citocina pleiotrépica produzida por varios tipos celulares
como: macrofagos, mastocitos, células linfoides, células endoteliais, células do
miocardio, tecido adiposo, fibroblastos e tecido neural (FUCHS e STELLER,
2014). Seu gene (TNFA) esta localizado no cromossomo seis e € constituido por
quatro exons e trés introns. Os exons | e Il contém a sequéncia peptidica lider

(PARAMESWARAN et al, 2010) (Figura 4).

Figura 4: O TNF-a. A -; B - Estrutura tridimensional do TNF-a. Fonte: "TNFa Crystal
Structure.rsh” por Ramin Herati. Licenciado sob dominio publico, via Wikimedia
Commons.
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O TNF-a age através de dois receptores transmembranares: O TNF
receptor 1 (TNFR1) e o TNF receptor 2 (TNFR2). O TNFR1 é expresso na maioria
dos tecidos de mamiferos, enquanto a expressao do TNFR2 é altamente regulada
e tipicamente expressa nas células do sistema imune (PARAMESWARAN et al,

2010).

A ligacao do TNF-a com seus receptores ativa trés principais cascatas de
sinalizacao (FUCHS e STELLER, 2014). A primeira, uma cascata necroptotica, é
iniciada quando o complexo TNF-receptor se associa ao dominio do receptor
associado a morte (TNF receptor-associated death domain - TRADD). Isso resulta
na subsequente ativacao da caspase-10, que é uma cisteina-protease capaz de
clivar substratos celulares, levando a danos celulares especificos

(PARAMESWARAN et al, 2010; FUCHS e STELLER, 2014).

A segunda cascata € a via de sinalizacao do fator nuclear kappa B (NFkB),
(modulador essencial do NFkB) ocorre, o que leva a dissociacdao e eventual

degradacao do IkB (PARAMESWARAN et al, 2010).

A terceira cascata € a da via JNK (c-Jun N-terminal kinase), a ativacao
desta via pode resultar no aumento da atividade de diversos fatores de
transcricao, que inclui a proteina ativadora 1 (AP-1) e a proteina especifica 1
(SP-1). Esses fatores de transcricao podem regular a expressao génica
positivamente ou negativamente, dependendo do perfil de expressao dos
cofatores e da composicao dos sitios de ligacao nas regides promotoras dos

genes alvo (PARAMESWARAN et al, 2010).
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O receptor TNF-R1 tem a capacidade de sinalizar a morte celular por
meio de seu dominio apoptotico (FADD) que recruta e se liga a proteina Fas,
promovendo subsequente clivagem e ativacao da caspase-10 (FUCHS e STELLER,
2014). A caspase-10 clivada/ativada tem a capacidade de ativar as caspases
seguintes, tais como caspase-3, por clivagem direta. Indiretamente, a caspase-
10 estimula a clivagem de BID (BH3 interacting-domain death) através do
dominio Bcl-2, induzindo a liberacao do citocromo C.23. No final do estagio
apoptético, quando o DNA é fragmentado, a polimerase ribossomica é clivada (c-
PARP). PARP é uma proteina envolvida no reparo do DNA, mas sua funcao é
inativada pela clivagem, contribuindo para a apoptose (BACKMAN et al, 2014)

(Figura 5).

O TNF-a € uma citocina envolvida na sinalizacao da MCP tipo necroptose
através do receptor TNF-R1 (FUCHS e STELLER, 2014) e aumento significativo de
MCP foi demonstrada em tendinopatias do patelar (LIAN et al, 2007) e calcaneo

(GAIDA, 2012), mas nao foi replicada in vitro (SCHULZE-TANZIL et al, 2011).

Aydin et al, em 2010, observaram uma regressao de sinais
ultrassonografico de tendinopatia do calcaneo em pacientes submetidos a
terapia com antagonistas do TNF-a , o que claramente sinaliza que existe algum

papel desta citocina no desenvolvimento do quadro patoldgico.
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© Cytochrome C

Apoptosis

Figura 5. Mecanismo de acao (simplificado) do Fator de Necrose Tumoral Tipo- a (TNF-
a) induzindo a apoptose através de TNFR-1. TNF-a quando se liga a TNF-R1 resulta na
ativacao da Caspase-10 através do recrutamento de FADD. A caspase-10 ativada tem a
capacidade de ativar a Caspase-3, por clivagem direta, ou indiretamente pela ativacao
de BID, liberando o citocromo C que ativara a Caspase-3. Esta Caspase-3 ativada
promovera a fragmentacdao do DNA, caracteristico da apoptose, com envolvimento da
clivagem de PARP (poly-ADP ribosome polymerase) (BACKMAN et al, 2014)

2.4 A Tendinopatia do Tibial Posterior (TTP)

A TTP, também denominada Pé Plano Adquirido do Adulto, foi
primeiramente descrita por Kulowski (1936). A partir da década de oitenta esta
sindrome ganhou mais espaco na literatura ortopédica. Principalmente apos os
trabalhos de Johnson e Strom (1989) - os primeiros a discutir e sistematizar os
sinais e sintomas.

O musculo tibial posterior (TP) localiza-se no compartimento posterior

32



profundo da perna e tem origem no terco proximal da tibia e membrana
interéssea (MYERSON, 1996). Seu tendao se prolonga posteriormente a tibia e
adjacente ao maléolo medial onde faz uma mudanca aguda de direcao (Figura
6). Nesta regiao, o TP nao possui mesotendao, o que deixa a porcao do tecido
relativamente hipovascularizada (GOLANO et al, 2010). Além disso, é uma zona
de estresse mecanico uma vez que ha maior atrito entre o TP e as estruturas
adjacentes. A partir desta zona o TP se prolonga para as suas multiplas insercoes
no mediopé, a principal delas se na tuberosidade do navicular. O TP é um

estabilizador dinamico do retropé durante a marcha (BLUMAN et al, 2007).
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Figura 6. Anatomia da regidao medial do tornozelo e pé: (1) maléolo medial; (2) processo
lateral do talus; (3) sustentaculo do talus; (4) navicular; (5) tendao tibial posterior (seta
vermelha); (6) processo medial do navicular; (7) tendao flexor lindo do halux (FLH); (8)
retinaculo do tendao do flexor longo do halux; (9) ligamento talocalcaneano posterior;
(10) tendao calcaneo; (11) ligamento plantar longo. (GOLANO et al, 2010)
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A deformidade progressiva em valgo do retropé é notada na ectoscopia
posterior; quando associada a abducao do antepé temos o sinal too many toes.
No pé afetado pode-se ver mais dedos do que o pé normal (Figura 8) (JOHNSON e
STROM, 1989) (Figura 8). O sinal patognomonico da TTP é a incapacidade da(o)
paciente de iniciar o movimento de ficar na ponta do pé no apoio monopodal,;

Sinal da ponta de pé positivo (FUNK et al, 1986) (Figura 9).

Figura 8. Deformidade em valgo de ambos os pés em paciente portadora de TTP. Nota-
se também que os dedos laterais sdao vistos pelo examinador estando a paciente de
costas, Sinal dos dedos em excesso (too many toes). Foto de uma participante do grupo
TTP (sob autorizacao).
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Figura 9. Exame fisico comparativo entre o lado normal (A) e o acometido de TTP (B) na
mesma paciente. No lado afetado (B) a paciente nao consegue realizar a elevacao do
calcanhar com apoio monopodal. Foto de uma participante do grupo TTP (sob
autorizacao).

2.5 Heranca Genética e Tendinopatias

As doencas degenerativas ortopédicas, de forma geral, seguem um modelo
etiologico semelhante. A combinacao de fatores intrinsecos e extrinsecos produz
uma predisposicao ou indicio de susceptibilidade, desencadeando uma resposta
aguda por heranca multifatorial, como por exemplo injlria do ligamento cruzado
anterior ou ruptura do tendao calcaneo, ou condicdes cronicas como as

tendinopatias (Figura 10) (RIBBANS e COLLINS, 2013).
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Figura 10. Esquema, com base no desenvolvimento da tendinopatia de Aquiles,
mostrando a relacao complexa entre os fatores de risco internos e externos na etiologia
da lesao. Muitos dos fatores intrinsecos de risco sao caracterizados por fenotipos
multifatoriais, determinados por ambos: genética e ambiente. G: fator genético / A:
fator ambiental). Adaptado de Ribbans e Colllins (2013).

A maioria dos fatores intrinsecos para os aspectos do sistema
musculoesquelético, se nao todos, tem um componente genético (TUCKER e
COLLINS, 2012). Por exemplo, a altura é determinada por ambos os fatores,
genéticos e ambientais, com sua hereditariedade poligénica estimada de 80%
(COLLINS, 2010). Recentes estudos exploram a caracteristica genética
individual, baseando-se na presenca de polimorfismos, como forma de entender
a fisiopatologia das tendinopatias (MOTTA et al, 2013; SALLES et al, 2015; NELL
et al, 2012).

Polimorfismo é a ocorréncia de multiplos alelos num locus (local ocupado
por um gene num cromossomo), no qual pelo menos um alelo (gene

correspondente de dois cromossomos homologos) aparece em pelo menos 1% da
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populacao (NUSSBAUM et al, 2008). Loci polimoérficos sao convencionalmente
aqueles para os quais pelo menos 2% da populacao é heterozigoto. Sendo assim,
€ considerada a hipotese de que algum fator seletivo atuou sobre aquele sistema
genético, levando ao aumento da frequéncia do alelo anomalo (ZITZMANN et al,
2008). Os polimorfismos sao elementos chaves na pesquisa e na pratica da
genética humana, eles sao as bases para os esforcos continuos a fim de fornecer
a medicina personalizada do futuro (NUSSBAUM et al, 2008).

Alguns polimorfismos alteram a expressao de um gene e causam um efeito
no fendtipo do individuo, conferindo suscetibilidade para doencas. Evidéncias
cientificas sugerem que genes especificos podem determinar em qual grau cada
resposta imune individual sera protetora ou destrutiva. Com as técnicas de DNA
recombinante, € possivel detectar os polimorfismos que consistem geralmente
em uma simples troca de base, delecoes ou insercoes casuais, ou na presenca de
numeros variaveis de copias repetidas de um determinado fragmento de DNA
(repeticoes em tandem) (NUSSBAUM et al, 2008).

O numero de genes envolvidos e a contribuicao de cada gene para o
fenotipo final determinam a diferenca entre o polimorfismo genético e a
mutacao. As alteracdes genéticas nas quais nao ocorre uma compensacao do
sistema biologico, resultando em um efeito genético sao denominadas mutacao,
diferentemente do polimorfismo (NUSSBAUM et al, 2008).

Para entender a importancia de cada alelo polimoérfico, é necessario avaliar
a contribuicao de cada polimorfismo no fenétipo da doenca (MAGRA e MAFFULLI,
2007). Mokone (2005) demonstrou 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 de
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pesquisadores comprova também o papel da tenascina-C nesse processo. A
analise do polimorfismo no gene da tenascina-C, caracterizado pela repeticao de
guanina-timina (GT), indica que os individuos com 12 e 14 repeticoes GT, no
gene TNC, apresentam um risco seis vezes maior de desenvolver lesdoes no
tendao calcaneo.

Um polimorfismo na cadeia alfa 1 do colageno tipo | (GT) esta associado a
rupturas do ligamento cruzado anterior (POSTHUMUS et al, 2009), mas, nao,
com lesoes de tendao calcaneo (POSTHUMUS et al, 2010). Collins e Raleigh
(2009) relatam que o polimorfismo do gene COL5A1 esta associado as doencas
cronicas do tendao calcaneo.

Posthumus em 2010 comparou os genotipos em pacientes com tendinopatia
do calcaneo versus pacientes normais, sendo o principal achado que individuos
que carregam polimorfismo do gene que expressa o fator transformador de
crescimento beta 1 (TGF- b1), variante rs1800469 e o fator 5 de diferenciacao
de crescimento (GDF-5), variante rs143383, apresentam o dobro de risco para
desenvolver a lesao. O estudo de Motta em 2013 concretizou a influéncia de
polimorfismos nos genes DEFB1, ESRRB, FGF3, FGF10, e FGFR1 no risco de
desenvolvimento de lesao do manguito rotador, em 410 individuos brasileiros. As
revisoes sistematicas de Ribbans e Collins (2013) e Riley (2008) demonstraram o
papel de diversos genes no desenvolvimento de tendinopatias em humanos.

Jones (2006) relacionou o perfil de expressao de metaloproteinases em
individuos com ruptura aguda e tendinopatia do Aquiles, comparado com
tendées normais. Foi observado que o perfil de expressao de diversos
marcadores genéticos era distinto entre os trés grupos.

A Tendinopata do Tibial Posterior € uma doenca cujo carater genético foi
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pouco explorado. Apenas alguns estudos relacionaram polimorfismos ao
desenvolvimento desta tendinopatia (GODOY-SANTOS et al, 2013; GODOY-

SANTOS et al, 2014; BARONEZA et al, 2014).
Esse conjunto de achados nos leva a acreditar que também exista algum

polimorfismo, especialmente do gene TNFA, relacionado a TTP.
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3. Objetivos

Avaliar a correlacao entre a tendinopatia do tibial posterior e

polimorfismos no gene TNFA.

Avaliar correlacao entre haplotipos das regides no TNFA estudadas e a

ocorréncia da tendinopatia do tibial posterior.
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4. Material e Métodos

Este trabalho foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
do Instituto Nacional de Traumatologia e Ortopedia sob o nimero 548.539 de
26/02/2014 (Anexo 1). Todos os participantes foram encorajados a participar na
pesquisa, e através de um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo
II) especifico para o estudo e devidamente assinado autorizaram formalmente a

coleta de amostras.

4.1. Participantes

De janeiro de 2004 a marco de 2015 foram operados ou incluidos na fila
de cirurgia 258 pacientes com diagndstico de pé plano causado por TTP (211
mulheres e 16 homens). Destes, 79 foram selecionados para participacao na

pesquisa, pois preencheram todos os critérios de inclusao (grupo TTP):

1. Género feminino;

2. Dor no trajeto do tendao tibial posterior;

3. Deformidade progressiva em valgo do retropé, isto €, pé plano adquirido;
4, Teste da ponta-do-pé positivo, isto €, incapacidade para iniciar o

movimento de ficar na ponta do pé acometido com apoio monopodal,;
5. Compareceram para consultas de acompanhamento ou especificas para o

estudo.
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Todos os participantes do Grupo TTP foram examinados por um especialista
senior em cirurgia do pé e tornozelo.

O grupo controle foi composto por individuos sem historico de TTP,
pareados pelo sexo e pela idade. Todos tinham acima de 40 anos e foram
examinados, apresentando o teste “ponta-do-pé” negativo, além da auséncia de
dor no trajeto do tendao ou deformidade adquirida em valgo do retropé (Anexo
[l - ficha clinica).

Foram excluidos da pesquisa (teste e controle) os individuos que
apresentarem qualquer uma das seguintes as caracteristicas:

I.  Ser portador de diabetes mellitus ha mais de cinco anos;

[I. Ter sido submetido a quimioterapia ou radioterapicos nos Ultimos dez anos;
[ll. Diagnostico de sindrome genética prévia (Ehlen-Danlos, Down etc.);

IV. Doenca endocrina prévia (Hashimoto, Acromegalia, etc.);

V. Doenca reumatolégica ou imunologica;

VI. Doenca neurologica com comprometimento motor dos membros inferiores;

VII. Presenca de rigidez com diagndstico de coalizao tarsal nos pés.

4.2 Analise do Polimorfismo Genético

Os 248 pacientes incluidos no estudo foram orientados a bochechar 5 ml de
soro fisiologico estéril, movendo a lingua em direcao aos dentes e a bochecha,
de forma a deslocar células da mucosa, e descartar o conteldo em um
recipiente, para posterior congelamento imediato a -20°C. O DNA genomico foi
obtido conforme descrito anteriormente (KUCHLER, 2012). O espectofotometro
(Nanodrop® 1000, Thermo Scientific, Wilmington, EUA) determinou a

quantidade e a pureza do DNA. A concentracao de DNA foi avaliada em um
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comprimento de onda de 260nm. Apenas as amostras de DNA que apresentaram
relacao A260nm/A280nm maior que 1.9 foram utilizadas As regidoes polimorficas
no gene TNFA (Tabela 2) foram selecionadas de acordo com o registro do banco
de dados do Centro Nacional de Informacao em Biotecnologia
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/), apresentando menor frequéncia alélica
menor do que 0,25.

A genotipagem foi realizada a partir da reacao em cadeia de polimerase em
tempo real (RT-PCR)(LineGene 9660, Bioer Technology, Binjiang, China),
utilizando o ensaio tipo TagMan® (RANADE et al, 2001) (GoTaq Genotyping,
Applied Biosystem, Foster City, CA., EUA) com 1.5uL de DNA a 4ng/uL em um
volume final de 5uL. O programa para termociclagem ocorreu a 95°C por dez
minutos, seguidos de 40 ciclos a 92°C por 15 segundos e 60°C por um minuto.

Considerando que as regides estudadas se localizam no mesmo
cromossomo, em um mesmo gene, acredita-se que elas possam atuar como uma
unidade. Portanto, polimorfismos nestes genes nao foram analisados somente

individualmente, mas também em combinacao denominados como haplotipos.

4.3 Analise Estatistica

As variaveis nominais foram expressas como frequéncias e porcentagens.
Para calcular a significancia das variaveis nominais entre os grupos, foi realizado
o teste do qui-quadrado (x?). A variavel numérica (idade) foi expressa em média
e desvio padrao. O teste de Shapiro-Wilk avaliou a distribuicao da normalidade,
e a analise de variancia (ANOVA), seguida pelo teste t foi utilizada para
comparacao das médias entre os grupos.

As diferencas na prevaléncia dos genotipos e alelos entre os grupos foram
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analisadas pelo teste do qui-quadrado de Pearson (x?) feito apds constatado o
equilibrio de Hardy-Weinberg. Valores de p <0,05 foram considerados
estatisticamente significativos e o risco associado das freqiiéncias alélicas e
gendtipos com o desenvolvimento da TTP foi calculado pelo odds ratio (OR),
com intervalo de confianca de 95% (IC).

A andlise estatistica foi aplicada com o programa Stata 11.1° (Stata Corp,
College Station, TX). Para o calculo dos haplotipos, o programa de computador

ARLEQUIN foi utilizado (v.20ttp://anthro.unige.ch/arlequin).

44



5. Resultados

No total, 248 participantes mulheres foram incluidas no estudo, com
idade média de 60.0+10.44 anos. Nao houve diferenca significativa (p=0.14) em
relacdao a idade entre os grupos (Tabela 1). A média de idade para o grupo
controle (n=169) e para o grupo TTP (n=79) foi de 59.0+9.99 e 61.01+11.48 anos,

respectivamente.

Tabela 1: Caracteristicas da populacao estudada

Total (n=248) | Controle (n=169) | TTP (n=79) | p-valor

% 100 68,1 31,9
Idade +DP 60.0+10.44 59.0+£9.99 61.01+11.48 0,14
(anos)

Consideramos como base para o calculo do Equilibrio de Hardy-Weinberg
os dados da Tabela 4. O Equilibrio de Hardy-Weinberg demonstra a
homogeneidade da distribuicao alélica populacional ao longo das geracoes,
sendo premissa para o calculo das frequéncias genotipicas.A  distribuicao  dos
gendtipos da sequéncia rs1799964 estava dentro do EHW (valor de p>0.05 na
distribuicao populacional), de acordo com o calculo realizado, considerando o

valor do y* <3.84 (www.oege.org/software) (Tabela 2).
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Tabela 2: Base para o calculo do Equilibrio de Hardy-Weinberg

Distribuicao de Chi quadrado (um grau de liberdade)

P valor 0,05 0,01 0,005 0,001

X 3,84 6,63 7,88 10,83

Todas as analises dos genotipos e alelos consideraram a comparacao entre
os grupos controle e TTP. Do total de 248 gendtipos, uma média de 4% dos
gendtipos nao foi identificada, estando dentro do esperado para analise de
polimorfismos, de acordo com o STREGA (STengthening the REporting of Genetic
Association studies) (LITTLE et al, 2009).

O genotipo heterozigotico polimoérfico para TNFA rs1800629 (AG)
apresentou alta predominancia no grupo TTP (p<0.01), assim como os genétipos

incluindo o polimorfismo em G (AG+GG) (p<0.01) (Graficos 1, 2 e 3 e Tabela 3).

Grafico 1: Resumo dos achados para a Regido rs1800629
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Grafico 2: Resumo dos achados para a Regiao rs1799724
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Grafico 3: Resumo dos achados para a Regiao rs1799964
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A distribuicdao dos haplétipos, em ambos os grupos (Tabela 4), organizados como
alelos, considerou a sequéncia das bases de nucleotideos no gene TNFA dentro do
cromossomo 6, e deteccdo de menor frequéncia de 0,01. Na populagdo estudada nao

houve relagdo significativa entre os haploétipos e a TTP.
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Tabela 3: Resumo dos achados das regioes estudadas (por alelos)

TNFA
rs1800629

A
G

TNFA
rs1799724

C
T

TNFA
rs1799964

C
T

Controle TTP p-valor OR IC
(n=169) (n=79)
n (%) n (%)
165(52) 76(50)

0,38 0,92 0,62-1,35
153(48) 76(50)
229(72) 114(75)

0,28 1,16  0,74-1,81
89(28) 38(25)
119(37) 52(34)

0,28 0,86 0,58-1,30
199(63) 100(66)

Tabela 4: Distribuicao dos haplotipos nos grupos controle e TTP.

Gene

TNFA
rs1800629
rs1799724
rs1799964

Haplétipo

GCT
ACT
GCC
ATT
ATC
ACC

Frequéncia Estimada

p-valor gi‘:g 95% IC
Controle TTP
(n=169)  (n=79)
0.28 0.33 1.00
0.18 0.16 0.1 4.66 0.70-30.90
0.18 0.16 0.43 2.32 0.28-18.93
0.14 0.15 0.15 4.67 0.58-37.29
0.1 0.09 0.1 3.45 0.77-15.50
0.06 0.08 0.39 2.04 0.40-10.45

Das oito possibilidades de combinacdo duas foram identificadas, mas com frequéncia
<0,02 considerada estatisticamente insignificante.
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6. Discussao

As tendinopatias constituem um importante grupo de problemas na
pratica ortopédica em especial no ambito da medicina desportiva e da medicina
ocupacional (PETERS et al, 2015). Estao associadas a altos custos para a
administracdo de saude publica e suplementar, além de diminuir
substancialmente a qualidade do trabalho e do desempenho de funcoes. Quando
o tratamento acarreta em regeneracao ineficaz ou incompleta, as lesdes podem
levar a disfuncoes e incapacidade fisica definitivas (SHARMA e MAFFULLI, 2006;

HOPE et al, 2007; WU et al, 2011).

A Tendinopata do Tibial Posterior € uma doenca cujo carater genético foi
pouco explorado. Apenas alguns estudos relacionaram polimorfismos ao
desenvolvimento desta tendinopatia (GODOY-SANTOS et al, 2013; GODOY-

SANTOS et al, 2014; BARONEZA et al, 2014).

O presente estudo teve como objetivo principal relacionar polimorfismos
com a Tendinopatia do Tibial Posterior (TTP) sendo o primeiro a evidenciar, de
forma clara e objetiva, a correlacao entre o gene TNFA e a presenca desta
doenca. Nosso principal achado foi que individuos heterozigotos para TNFA

rs1800629 tem maior propensao a desenvolver TTP.

Podemos explorar alguns aspectos de extrema relevancia clinica e
laboratorial. Quando mantido, o carater polimérfico do rs1800629 influencia na
TTP, demonstrando a base genética da doenca e uma possivel futura ferramenta

para o desenvolvimento de farmacos, ou abordagens preventivas.
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Concordamos com o modelo proposto por Wu et al (2011), no qual a Morte
Celular Programada (MCP) exerce papel fundamental na fisiopatologia das
tendinopatias. O TNF-a é uma citocina envolvida na sinalizacao da MCP tipo
necroptose através do receptor TNF-R1 (FUCHS et al, 2015) e aumento
significativo de MCP foi demonstrada em tendinopatias do patelar (LIAN, 2007) e
calcaneo (GAIDA et al, 2012), mas nao foi replicada in vitro (SCHULZE-TANZIL et

al, 2011).

O papel do TNF-a nas tendinopatias € pouco abordado. Estudos de Wu et
al (2011) e Lian et al (2007) que analisaram tecidos oriundos de tendinopatias,
observaram alta concentracao de células apoptoéticas relacionadas ao
desenvolvimento da lesao. Gaida et al em 2012 sugeriu que o TNF-a, ao modular
a apoptose e proliferacao dos tendcitos, poderia ser a origem primaria da
degeneracao tendinea. Bagge em 2013 sedimentou tais achados relacionando as
vias do TNF-a e neurotrofinas na patogénese de tendinopatias do calcaneo
(Figura 6). No entanto, SHULZE-TANZIL et al (2011) nao observou efeito proé-
apoptose em culturas in vitro de tendcitos humanos. Rickaby et al em 2015
demonstrou que polimorfismos de TNFRSF1A, CASP3 e CASP8 nao estavam

associados a tendinopatia do calcaneo em uma populacao inglesa caucasiana.

Por outro lado, terapias com inibidores do TNF-a promoveram regressao
do quadro de tendinopatia do calcaneo em pacientes com espondilite
anquilosante (AYDIN et al, 2010). Para entender melhor a fisiopatologia das
tendinopatias € essencial aprofundar o conhecimento sobre a atuacao do TNF-a

nos tendoes.
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Tabela 7: Estudos correlacionando polimorfismos em um Unico gene e o risco

de desenvolver TTP.

AUTORES ANO  AMOSTRA  POPULAGAO POLIMORFISMO RESULTADO

Significante relacao

201 50 mulheres  Brasileira  MMP1 (-519,-1607, - Entre o polimorfismo

4 100 controles  (Parana) 519) E:;Tél\tl\ng p';):: ;mm .

Risco de TTP

Baroneza et al

Significante relacao

201 50 mulheres Brasileira MMP1 (-1607) entre o polimorfismo

Godoy et al

3 100 controles  (Parana) para MMP1 -1607 e TTP
o Significante relacao
Godoy et al 201 50 mulheres Brasileira MMP8 (-799) entre individuos com

apelo T e incidéncia de
TTP

4 100 controles  (Parana)

Do ponto de vista genético, a TTP € uma doenca considerada de origem
multifatorial, sendo representada pela interacao meio-ambiente X gene (MAGRA
e MAFFULLI, 2013). A TTP primordialmente acomete mulheres a partir dos
quarenta anos de idade (HADDAD et al, 2014). De forma a tentar minimizar a
influéncia do meio-ambiente no desenvolvimento das tendinopatias, os grupos
foram pareados em relacdo a idade e ao sexo, sendo incluidos apenas
voluntarios do sexo feminino, o que torna os grupos mais homogéneos e aumenta

o impacto dos nossos achados.

Especificamente para a TTP, os trabalhos ainda sao escassos, e apenas
estudaram genes envolvidos com a etapa final do processo degenerativo, mais

especificamente as metaloproteinases, por meio de técnicas com precisao
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deficiente para identificacao dos gendtipos individuais (Tabela 7). Estes estudos,
no entanto, mostraram associacao entre TTP e polimorfismo das
metaloproteases 1 e 8 (GODOY-SANTOS et al, 2013; GODOY-SANTOS et al, 2014;
BARONEZA et al, 2014). Tais proteinas estao presentes na fase final do ciclo
de degeneracao da matriz extracelular do tendao, sendo caracterizadas por sua
atividade colagenase. O TNF-a, por sua vez, esta envolvido no ciclo de MCP, que
seria o fendmeno primario que provocaria a degeneracao da matriz extracelular
(WU, 2011), orquestrando a liberacao e expressao de uma série de citocinas pro-
inflamatorias, incluindo as MMPs. Além disso, utilizamos o método de PCR em

tempo real, que é mais preciso que o PCR tradicional.

As regides analisadas neste estudo no gene TNFA foram selecionadas com
base na distribuicao étnica proporcional entre caucasianos e afro-descendentes,
conforme exposto no GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/7124). Tal
selecao dos polimorfismos a serem avaliados consideraram a miscigenacao

pertinente a populacao brasileira.

As regides intronicas, como as analisadas em nosso estudo, podem dar
origem a pequenos RNAs nao codificantes regulatérios, os MicroRNAs (miRNAs),
0s quais possuem importante funcao em uma variedade de processos fisiologicos
e patologicos (GALLO et al, 2012). Nosso estudo demonstrou que o polimorfismo
da regiao intronica rs1800629 estava relacionado a TTP, o que corrobora com
tais achados. Os haplotipos nao tiveram relacao com a TTP. Tal fato pode ser

explicado pelo carater multifatorial da doenca. Provavelmente, um grupo de
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polimorfismos em genes diferentes - nao apenas o TNFA, mas outros envolvidos

na super-familia do TNF.

Como forma de aprofundar o conhecimento da susceptibilidade genética a
TTP, futuros estudos sao necessarios para explorar as caracteristicas dos tendoes
degenerados. A expressao do RNA mensageiro e de microRNAs associados as
regides analisadas nesta pesquisa e, ainda, a analise de proteinas associadas a

via do TNF-a sao novas perguntas levantadas por nosso estudo.
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7. Conclusoes

1. Polimorfismo no gene TNFA rs1800629 esta associado a tendinopatia do
tibial posterior;
2. Nao foi encontrada correlacao entre a tendinopatia do tibial posterior e

haplétipos das regides estudadas.
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Anexo |: Parecer Consubstanciado do CEP

INSTITUTO NACIONAL DE
TRAUMATO - ORTOPEDIA / ey e
INTO / SAS/ MS

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: ANALISE DE MARCADORES GENETICOS NA TENDINOPATIA DO TIBIAL
Pesquizador: Vitor Miranda
Area Temstica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquiza envolvendo Genética Humana que ndo necesszita de analise
&tica por parte da CONEP;);

Versdo: 2

CAAE: 25354613.7.0000.5273

Instituigdo Proponents: Inatituto Nacional de Traumato - Ortopedia / INTO / SAS/ MS - RJ
Patrocinador Principal: Instituto Nacional de Traumato - Ortopedia / INTO / SAS/ MS - RJ

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 548.539|
Data da Relatoria: 26/0272014

Apresentagao do Projeto:

De acordo com o proposto pela instituigéio onde a peequisa sera realizada.
Objetivo da Pesquisa:

De acordo com o projsto proposto.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Deacritos no corpo do projsto
Comentarios e Congideragoes sobre a Pesquiza:

Muito interessante & de grande intereese para o entendimento da patologia em questio
Consideragoes sobre oe Termos de apresentagao obrigatoria:

OK

Recomendagoees:

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

Ainda falta verificar o acsite da inatituigdo em patrocinar o valor da peequiza.
Situagao do Parecer:

Aprovado

Enderego: Avenida Brasil, n* 500

Bailrro: S#o Cristéwilo CEP: 20.940070
UF: RJ Municiplo: RIO DE JANEIRO
Tolefone: (21)2134.5000 Fax: (2121345228 E-mall: copinto@into.saude gov.br

Pigia 01 de 02

63



INSTITUTO NACIONAL DE
TRAUMATO - ORTOPEDIA /
INTO / SAS/ MS

Continuagao do Parecer: 548.539

Necessita Apreciacdo da CONEP:
N&o

Consideracées Finais a critério do CEP:

RIO DE JANEIRO, 07 de Margo de 2014

i 9w

Assinador por:
Marisa Peter Silva
(Coordenador)

. Enderego: Avenida Brasil, n® 500

. Bairro: ‘Séo Cristévao CEP: 20.940-070

UF: RJ Municipio: RIO DE JANEIRO

_ Telefone:  (21)2134-5000 Fax: (21)2134-5228 E-mail: cep.into@into.saude.gov.br
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Anexo Il: Modelo do TCLE utilizado

MINISTERIO DASAUDE _
IN <) SECRETARIA DE ATENCAO A SAUDE
r INSTITUTO NACIONAL DE TRAUMATOLOGIA E ORTOPEDIA JAMIL HADDAD

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(De acordo com as normas da Resolugdo do Conselho Nacional de Saude n® 466 de
12/12/2012)

Participante:
RG: Prontuario : Telefone: (___)

Vocé esta sendo convidado(a) como voluntario(a) a participar da pesquisa:
“Fatores Genéticos na Tendinopatia do Tibial Posterior”, pesquisador responsavel:
Vitor Aimeida Ribeiro de Miranda. A sua participacdo ndo € obrigatoria. A qualquer

momento vocé poder desistir de participar e retirar seu consentimento. A sua
identidade sera mantida em sigilo. Sua recusa nao trara nenhum prejuizo em relacao
com o seu médico ou com o seu tratamento no INTO. N3o havera mudancas no seu
tratamento como adiantamento na fila de cirurgia ou tipo de cirurgia que sera
realizado.

O motivo que nos leva a estudar a Tendinopatia do Tibial Posterior &€ a
necessidade de entendermos melhor a origem desta doenca. A pesquisa se
justifica, pois a comunidade cientifica — pesquisadores - tem poucas informacgoes
sobre a influéncia de alteracdes genéticas relacionadas a origem da doenca. O
objetivo desse projeto € Identificar alteracbes genéticas em portadores da
Tendinopatia do Tibial Posterior (inflamac3o do tenddo do pé) em comparacdo com
pessoas sem a doenca. Para participar da pesquisa, vocé respondera a um
questionario na presenca de um dos pesquisadores, logo depois fara um bochecho
com 5ml de soro fisiologico por um minuto para coleta de células para obtencdo de
material genético (DNA). O soro sera coletado em um recipiente e encaminhado
para processamento no laboratorio do INTO. Além disso, em caso de necessidade
de procedimento cirirgico para tratamento da lesdo no tenddo Tibial Posterior
(tenddo do pé), permitir que o material que seria descartado durante a cirurgia
(raspado do tendao) seja coletado e armazenado para analise laboratorial (medicdo
da quantidade de proteinas alteradas no tend3o).

Sua participacdo na pesquisa nao acarretara riscos.
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Os beneficios relacionados com a sua participacao sao principalmente um
melhor entendimento da origem e desenvolvimento da lesdo e auxilio num possivel
protocolo de tratamento a ser estabelecido no futuro.

Os resultados dos exames laboratoriais ndo serdo enviados para vocé e
permanecerdao confidenciais. Vocé ndo sera identificada em nenhuma publicacdo
que possa resultar deste estudo. Vocé sera esclarecida sobre a pesquisa em
qualquer aspecto que desejar.

Os custos principais de manejo das amostras coletadas, custeio efc. serdo

cobertos pelo INTO. A participacao no estudo ndo acarretara custos para vocé e nao
sera disponivel nenhuma compensacao financeira adicional, pois a pesquisa sera
realizada no dia de sua consulta ambulatorial de rotina.
Eu declaro que fui informada(o) dos objetivos da pesquisa acima de maneira clara e
detalhada e esclareci minhas dlvidas. Sei que em qualquer momento poderei
solicitar novas informacées e modificar minha decisdo se assim o desejar. O(a)
pesquisador(a) ou colaborador (a) certificaram-me de que todos os dados desta
pesquisa serao confidenciais.

Em caso de duvidas poderei entrar em contato com o pesquisador Vitor
Almeida Ribeiro de Miranda ou com o INTO nos telefones (21) 2134-5015 e 2134-
5034.

Declaro que concordo em participar desse estudo. Recebi uma via deste
termo de consentimento livre e esclarecido e me foi dada a oportunidade de ler e
esclarecer as minhas duvidas.

Assinatura do Participante Data
Assinatura e carimbo do Pesquisador Data
Nome Assinatura da Testemunha Data
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Anexo lllI: Ficha Clinica de cadastro dos participantes

GRUPO TENDINOPATIA DO TIBIAL POSTERIOR

TESTE CONTROLE
Nome:
Prontuario DNA
Nascimento: Sexo: Tel:
Ativ. Fisica:

Pesquisador

Procedimentos

Artrodese: Subt TN CC Triplice TT Pan. Data: /

Tipo de fixagdo: TN> Subt> CcC>
TT> Osteot>

Osteotomia(s): Koutisugianis. Dweyer  Cotton  SCARF calc.

Transferéncia tendinosa: FLD FLH FL

Outros:

DATA DA COLETA DA SALIVA: / /

Achados Ciriargicos
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